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Introduccion

1  Problematica actual en el trasplante
hepatico

El trasplante hepatico (TH) es el tratamiento de eleccion de las
enfermedades terminales del higado (1). El 23 de diciembre de
1954, en el Hospital Peter Brigham de Boston (Estados Unidos)
se realiz6 el primer trasplante de 6rganos en humanos con
éxito por los doctores J. Murray y D. Thomas. R. Herrick doné
uno de sus rifiones a su hermano gemelo univitelino Richard,

permitiéndole vivir 8 afios mas (2).

Este triunfo de ]. Murray estuvo precedido de un extenso
trabajo experimental que tuvo continuidad no sélo en el
estudio de la técnica quirdrgica, sino también en la
investigacion del sistema inmune que envuelve al trasplante,
consiguiendo asi importantes progresos, motivo por lo cual fue
laureado en el afio 1990 con el Premio Nobel en Fisiologia o

Medicina (3).

A pesar de que no fue hasta el afio 1954 cuando el trasplante
de 6rganos se hizo realidad, el desarrollo cientifico que lo hizo
posible se inici6 medio siglo antes. El requisito técnico
fundamental para el desarrollo del trasplante de 6rganos fue el
perfeccionamiento de las técnicas de sutura de los vasos

sanguineos.

En 1902 A. Carrel publicaba su primer articulo sobre

anastomosis vasculares. Los métodos que el cirujano francés,
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natural de Sainte-Foy-lés-Lyon, desarrolld siguen estando
vigentes en nuestros dias (4). El interés sobre las anastomosis
vasculares pudo haberse despertado en A. Carrel a raiz del
asesinato del presidente S. Carnot en su visita a Lyon. Siendo
asesinado por un anarquista italiano, los cirujanos que lo
atendieron fueron incapaces de suturar la vena porta que habia
sido lesionada. A. Carrel inici6 sus experimentos en la Facultad
de Medicina de la Universidad de Lyon. Trasplanté la glandula
tiroides en un perro, realizando una anastomosis termino-
lateral a la arteria cardtida y a la vena yugular, restableciendo
la circulacion. Posteriormente realiz6 un trasplante renal en un
perro. En esta ocasion la anastomosis fue término-terminal
entre arteria renal-carotidea y entre la vena renal-yugular,
abocando el uréter a la piel y consiguiendo, a las pocas horas,

observar la secrecion de orina a través de la piel.

Sin embargo, previo al experimento de A. Carrel, se atribuye a
E. Ullmann en el afio 1902, el primer trasplante de rifién

experimental en la ciudad de Viena (5).

En 1904 A. Carrel abandoné Francia y se estableci6 en Montreal
donde desarrollé6 multiples estudios, anastomosis arterio-
venosas, distintos tipos y técnicas de suturas, haciendo
hincapié en la esterilidad en todo momento (6) y junto con C.
Guthrie trasplantaria el corazén de un perro a otro (7). A.
Carrel desarrollé asi mismo procesos fundamentales para el

futuro del trasplante, tal como el “parche de Carrel” para vasos
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pequefios (8), el cual seguimos utilizando en la actualidad.
Finalmente fue galardonado con el Premio Nobel en Fisiologia

y Medicina en 1912 (9).

Sin embargo, no fue hasta una década mas tarde cuando se
realizé el primer TH en humanos, el dia 1 de marzo del afio
1964, en Denver (Estados Unidos), por T. Starzl (10). Habia
iniciado seis afios antes un intenso trabajo de investigacion
utilizando el modelo canino de TH (11). En su metodologia
analizaba tanto la técnica quirdrgica como parametros
bioquimicos y anatomo-patologicos con la finalidad de intentar

comprender mejor el problema del rechazo del injerto (12).

En Europa, el primer TH se realiz6 por R. Calne en Cambridge,
en 1968 (13). Anteriormente también habia realizado
multiples trasplantes renales experimentales en el modelo
canino con resultados poco satisfactorios debido a la alta
toxicidad del procedimiento. Basandose en las publicaciones
de Schwartz y Dameshek en los cuales se demostraba que la 6-
mercaptopurina suprimia la formacién de anticuerpos,
comenzé a investigar los distintos firmacos inmunosupresores
disponibles en aquel momento (14). Tras importantes avances
en el tratamiento inmunosupresor, R. Calne recibié una beca en
Harvard en el Hospital Peter Bent Brigham con F. Moore y J.
Murray. Es alli donde comenzaron a probar la Azatioprina.
Observaron que tenia mejor indice terapéutico que la 6-

mercaptopurina y fueron ellos quienes realizaron la primera
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serie de trasplantes renales de la historia utilizando este tipo

de inmunosupresor (15).

Sin embargo, la primera época de los trasplantes viene
marcada por unos resultados desesperanzadores en todo el
mundo, con tasas de supervivencia al afio que no superaban el

30% (15).

T. Starzl y R. Calne trabajaron intensamente en la busqueda de
soluciones para las complicaciones quirdrgicas, la
preservacion del érgano y la inmunosupresion, problemas que
habian contribuido considerablemente en los fracasos previos.
En el afio 1967, T. Starzl reabre el programa de TH en Denver.
En esta ocasion, las supervivencias de los pacientes con el
nuevo régimen de inmunosupresion (prednisona/azatioprina)
superaron el afio (16). En Cambridge, R. Calne abre el primer
programa de trasplante en Europa, justo un afio después (13).
A él le siguen la apertura de 3 programas de trasplante

europeos a principios de los 70.

En Espafia, el primer TH se lleva a cabo en 1984, en Barcelona,
en el Hospital de Bellvitge, por C. Margarit y E. Jaurrieta (17).
En 1991 se realiz6 en el Hospital La Fe el primer trasplante de
higado de la Comunidad Valenciana bajo la direccion del Dr. J.

Mir Pallardé (18).

Gracias a la perseverancia de personas como T. Starzl y R.

Calne, actualmente el total de trasplantes de 6rganos sélidos
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efectuados en todo el mundo se eleva a 112.631 en el dltimo
afio. De ellos, 76.118 fueron de rifién, 23.721 de higado, 5.741
de corazoén, 4.278 de pulmén, 2.564 de pancreas y 209 de
intestino. (Datos obtenidos del Registro Mundial de
Trasplantes, que gestiona la ONT desde hace 7 afios en

colaboracion con la OMS) (19)(Figura 1).

Liver transplants 5 o=
per million population
0-24
2549
5.0-9.9
[ 10.0-149
B 15.0-199 Data not available
- 220 Not applicable * data from the Global Observatory on Donation and Transplantation

Figura 1. Actividad de trasplantes hepaticos en el mundo

En 2015 se registraron un total de 1.851, lo que supone un
aumento del 10% respecto al afio anterior, con 4.769
intervenciones. De todos ellos, 2905 fueron de riiién, 1162 de
higado, 299 de corazon, 294 de pulmoén, 97 de pancreas y 12
de intestino, segin datos del registro que gestiona la

Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) (19).

Nuestros problemas actuales nada tienen que ver con los

problemas iniciales del TH.
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A dia de hoy, las complicaciones técnicas se han reducido

considerablemente:

i) Las complicaciones biliares se estiman entre 5-
32% (20), siendo tratables la mayoria de ellas por
procedimientos radiolégicos intervencionistas o

endoscopia retrégrada.

ii) Las complicaciones vasculares (principalmente
condicionada por la existencia de trombosis arterial)

tienen una incidencia inferior al 5% (21).

iii) Las tasas de rechazo no superan el 25% (22) y
ademas responden de manera satisfactoria en la

mayoria de los casos al tratamiento corticoideo.

Desde el establecimiento de La nueva Ley de Seguridad Vial en
el afio 2005, los donantes fallecidos tras sufrir un accidente de
trafico en el afio 2015 se sitdan en un 4,2%, este tipo de

donantes por accidentes de trafico se ha reducido en un 70%.

En Espafia, al igual que en la mayoria de paises, el principal
problema actual es la disparidad entre el nimero de donantes
y resceptores, con un niumero creciente de candidatos en lista
de espera (LE) pero con una tasa de donantes estabilizada
35,12 por millon de habitantes, la posibilidad de ser
trasplantado que no supera el 50% (23).
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Este hecho ha motivado que se consideren donantes
potenciales aquellos que previamente eran considerados no
candidatos. Los donantes marginales, desestimados afios atras
para la donacién, actualmente son aceptados en los nuevos
protocolos de expansion de criterios, a pesar de sus peores

resultados (24).

Segun la ONT en el afio 2013 (19) mas de la mitad de nuestros

donantes eran mayores de 60 afios.

EVOLUCION POR FECHA DE TRASPLANTE DE LA EDAD
DEL DONANTE 1984-2014

75 0mas

|@55-74 afios
i 35-54 afios
16-34 afios

1 0-15 afios

0% -

1984-96 1997-99 2000-02 2003-05 2006-08 2009-11 2012-14

Figura 2. Evolucion por fecha de trasplante de la edad del
donante 1984-2014
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EVOLUCION POR FECHA DE TRASPLANTE DE LA CAUSA DE
MUERTE DEL DONANTE 1984-2014

@ Otras
W ANOXIA
ETCE

HACV

1984-96 1997-99 2000-02 2003-05 2006-08 2009-11 2012-14

Figura 3. Evolucion por fecha de trasplante de la causa de muerte
del donante 1984-2014
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2  El daio por isquemia/reperfusion hepatico

2.1 Fisiopatologia del daiio por
isquemia/reperfusion

Comprender los mecanismos que envuelven el dafo de la
isquemia/reperfusion (IR) es fundamental para poder disefiar
estrategias terapéuticas que ayuden a mejorar los resultados

del trasplante (Figura 4).

La lesion por IR es una causa importante de dafio hepatico que
ocurre durante los distintos momentos del acto quirdrgico.
Representa la principal causa de disfuncion del injerto tras el
trasplante. Durante la IR se producen una serie de procesos
bioquimicos y celulares que son complejos y que siguen sin

comprenderse completamente en la actualidad.

La IR consiste en un fendmeno bifasico mediante el cual se
produce dafio celular debido a la hipoxia, que se acentia con la
restauracion del suministro de oxigeno. Los eventos que
contribuyen al dafio hepatocelular son diversos e implican la
interaccién entre los hepatocitos, células endoteliales y células
Kupffer, asi como la infiltracién por neutrofilos, macrofagos y

plaquetas (25-27).

La hipoxia y el déficit energético que se genera tras iniciarse la
isquemia del injerto hace que el metabolismo celular se
transforme de aerobio a anaerobio. El metabolismo anaerébico

junto con un aumento del acido lactico local hace que se
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produzca acidosis metabdlica que condiciona alteraciones del
gradiente transmembrana celular el cual impide el
mantenimiento de la homeostasis de la célula

incrementandose el calcio y el sodio citosélicos (28,29).

Los iones de sodio entran en la célula arrastrando con ellos el
agua suficiente para mantener la homeostasis con el espacio
intersticial y al mismo tiempo se produce la salida de potasio al
mismo. Estos cambios se acompafan de la activaciéon de la
fosfolipasa mitocondrial, de la pérdida de fosforilacién
oxidativa y de la posterior disminuciéon de produccion de

adenosin trifosfato (ATP).

El aumento del calcio intracelular activa proteasas citosdlicas
que catalizan la conversion de xantina deshidrogenosa a
xantina oxidasa. Esta es una enzima que genera precursores de

especies reactivas de oxigeno (R0OS)(30,31).

El principal mecanismo que interviene en la detoxificacion es
la oxidacién de glutation reducido (GSH) a glutation oxidado
(GSSG), el cual es catalizado por la enzima glutatién peroxidasa

(32,33).

Por otra parte, el GSH tiene también la funcién de aumentar la
capacidad de las células de regenerar ATP, a través del
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y de
actuar como buffer de grupos sulfhidrilo. La deplecién de GSH,

acaba produciendo la muerte celular (dafio de la membrana y
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de las mitocondrias). La acumulacion de células apoptoticas,
genera entre otros efectos, la llegada de leucocitos y de
plaquetas, que se concretiza con la vasoconstriccién y

finalmente en isquemia (32,34).
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Efectos patofisiologicos
Cambios de metabolismo aerobio a anaerobio
El metabolismo ATP conduce a la produccion hipoxantina
que se convierte en xantina oxidasa, incrementando las ROS.
Se acumulan productos del metabolismo anaerobico
Muerte celular por necrosis.
Respuesta
Liberacion de citoquinas y quimioquinas
Deplecion de las reservas de glutation

Efectos patofisiologicos
Citoquinas y quimioquinas activan las células dendriticas y de Kuppfer,
produciendo la fagocitosis hepatocitaria.
Incremento de la produccion de superoxido, ROS, enzimas y citoquinas.
Activacion del complemento.
Reclutamiento de monocitos, neutrofilos y células T.
Aumento de la adhesion celular por retroalimentacion positiva
Respuesta
Se amplifica la inflamacion
Continua deplecion de glutation

Efectos patofisiologicos
Se activa el complemento de la via pro-apoptética
Vacuolizacion
Daiio de la membrana y de las mitocondrias
Respuesta
Apoptosis celular

Efectos patofisiologicos
Acumulacion de células apoptoticas
Agregacion plaquetaria
Reclutamiento de leucocitos
Disminucion de 6xido nitrico
Respuesta
Congestion sinusoidal
Vasonconstriccion
La isquemia continua incluso tras la reperfusion

Figura 4. Fisiopatologia del dafio por isquemia/reperfusion

46



Introduccion

2.2 Implicacidon de las especies reactivas de
oxigeno en el dafio isquemia-reperfusion

El estrés oxidativo (0S), con la consecuente produccion de ROS,
tiene su origen en el dafio IR (27,35,36). Durante la IR se
produce la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) /
especies reactivas de nitrogeno (RNS), que conducen alalesién

celular a través de la citotoxicidad y la inflamacion (37,38).

E1 OS (39) se provoca por la formacidn de gran cantidad de ROS
o moléculas que contienen radicales libres, las cuales se hacen
presentes durante la isquemia fria y la manipulacion del injerto

comprometiendo la viabilidad de los hepatocitos.

Los radicales libres son sustancias quimicas que poseen un
electron desapareado y también podrian definirse como
fragmentos de una molécula. Pueden ser neutros o tener carga
eléctrica positiva o negativa. Los mdas importantes son los

derivados del oxigeno (39):

El radical supero6xido es un radical libre, de caracter anidnico,
que se forma debido a la reduccion del oxigeno por la

transferencia de un electrén:

0z + e ===> (02*

No es el mas lesivo. Su funcién principal es la de ser precursor
del peroxido de hidrogeno asi como ser reductor de iones
metalicos (reduccion de ion cuprico a cuproso, o de férrico a

ferroso).
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En situaciones de acidosis se transforma en el radical
perhidroxilo (HO02*), el cual es mas reactivo, pero su
concentracion relativa en condiciones fisiolégicas es menor del

1%.

El radical hidroxilo, es el mas peligroso, sin embargo tiene una
vida media muy corta y un radio de accién limitado alrededor

de su lugar de produccion:

H202 + Fe
2~ ——>%*011 + OH + Fez~

Por ultimo sefialar al peré6xido de hidrégeno, agente oxidante,
aunque no especialmente reactivo, cuya mayor importancia
reside en ser la fuente de radicales hidroxilo en presencia de
iones de metales de transicion (hierro, cobre). En ausencia de
estos metales tanto el superdxido como el perdxido de

hidrégeno se eliminan rapidamente y sin provocar dafio.

La mayoria de las moléculas biologicas pueden ser atacadas
por los ROS, pero los lipidos son significativamente mas
susceptibles. Las membranas celulares poseen gran cantidad
de &cidos grasos poliinsaturados y su oxidacién (peroxidacion
lipidica) es muy lesiva. La oxidaciéon de los acidos grasos
poliinsaturados genera un radical alquilo que por la acciéon del
oxigeno se transforma en un radical peroxilo capaz de oxidar

nuevos acidos grasos, dando lugar a otros precursores de ROS.
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La deteccion directa de ROS, o de sus consecuencias adversas
en los sistemas bioldgicos, ha sido motivo de especial

preocupacion durante muchos afios (40,41).

En un estado fisiol6gico normal, los radicales libres junto con
otras especies quimicas altamente reactivas estan presentes a
menudo en concentraciones muy bajas y son de corta duracion,
hechos que dificultan su deteccién directa. Una alternativa para
la deteccion directa de dichas especies consiste en la medicion
de las lesiones provocadas por su presencia. Esto se puede
lograr mediante la determinacion de biomarcadores del OS que
pueden ser aislados tanto in vitro como en los sistemas

bioldgicos in vivo.

Estos productos moleculares, formados a partir de reacciones
no enzimaticas entre moléculas biolégicas y ROS se consideran

en general mas estables que los propios ROS (42).

2.3 Consecuencias clinicas del daio de la
isquemia / reperfusion.

La propia lesidon isquémica es un proceso de trastornos
metabdlicos celulares resultado del consumo de glucégeno,
falta de oxigeno y deplecion de ATP, mientras que la
reperfusion tiene una primera fase inicial de lesiones (2 horas

(h) después de la reperfusion) y una segunda fase, mas tardia
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(6-48 después de la reperfusion) que agravan las lesiones de

la isquemia inicial (43,44).

Los hepatocitos y las células sinusoidales son las que mas se
afectan por el dafio producido por IR, sin embargo muestran
sensibilidades diferentes en funcién del tiempo de isquemia al
que se ven sometidas (45,46). Aunque todos los tipos de
isquemia comparten mecanismos comunes, la isquemia fria se
caracteriza por lesionar las células del endotelio sinusoidal y
de interrumpir la microcirculacion, mientras que la isquemia
caliente lesiona los hepatocitos mediante moléculas citotoxicas

derivadas de las células Kupffer (44).

2.3.1 Fase inicial de isquemia / reperfusion

La lesion inicial de la IR hepatica durante el trasplante afecta
principalmente al plexo arterial peribiliar. Tras la afectacion de
las células endoteliales se desencadenan una cascada de
eventos que conducen a la trombosis microvascular, trastornos
en la microcirculaciéon y, de nuevo, a la isquemia con la
consiguiente formacién de estenosis biliar postrasplante que
puede conducir de manera progresiva al fallo del injerto (47-

50).

Las células Kupffer estan situadas dentro de la luz del sinusoide

y por tanto se encuentran en contacto directo con la superficie
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endotelial. Cuando se produce la IR las células Kupffer
afectadas por la deplecién de oxigeno, liberan ROS, citoquinas
proinflamatorias, factor de necrosis tumoral y oxidantes a la
circulaciéon sistémica, a las células endoteliales y a los
hepatocitos cercanos, produciendo dafio celular que, en su

mayor grado, conduce a la muerte de la célula (51).

Por otra parte el GSH que se encuentra también presente en la
bilis y puede evitar lesiones del colangiocito al contrarrestar
los efectos de las ROS dentro del tracto biliar (50). El GSH
desempeifia igualmente un papel importante en la modulacién
del flujo biliar. La disminucién en la excrecion biliar de GSH
disminuye la resistencia de los colangiocitos al OS e inducen a

la apoptosis celular (52-54).

2.3.2 Fase tardia de la isquemia / reperfusion

En la fase tardia de la IR, los mediadores inflamatorios
derivados tanto de las propias células hepaticas como de la
circulacion  sistémica promueven la invasion de
polimorfonucleares (PMN) en el intersticio, contribuyendo a la

lesién de la via biliar (55).

Se ha observado una clara relaciéon entre los hallazgos de la
biopsia postreperfusion (el grado de PMN y necrosis
hepatocelular) y las complicaciones biliares tras el TH (48). Los
hepatocitos producen bilis, que se filtra a través de los

conductos biliares intrahepaticos. Durante este viaje, los
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colangiocitos modifican la bilis a través de los procesos de
secrecidn y absorcién que proporcionan el agua y la alcalinidad
adicional a la bilis (56,57). El OS genera un dafio estructural en
los canaliculos biliares que altera el transporte de los acido
biliares durante la isquemia. La consiguiente pérdida de la
vellosidades y la atonia canalicular conducen a la disminucién

del flujo de bilis con la posterior colestasis (58,59).

La colestasis intrahepatica después de un trasplante de higado
es comun y generalmente subclinica. Sin embargo, cuando es
grave, la colestasis puede estar asociada con dafio hepatico
irreversible y necesidad de retrasplante. Una de las principales
causas de colestasis intrahepatica después del trasplante es la
lesién por isquemia fria y caliente que produce el deterioro de
la estructura de los canaliculos biliares. La mayoria de
clasificaciones de disfunciéon o mal funcién del injerto incluyen

la colestasis en su definicion.

La IR causa aproximadamente un 10% de fallo primario del
injerto (FPI) y ademds incrementa la incidencia de rechazo
inmunitario agudo o crénico posterior debido a lalesion celular

e igualmente de la matriz extracelular (56,60).

La IR representa asi mismo la principal causa de disfuncién del
injerto  postrasplante, independientemente de las
caracteristicas basales del higado, siendo ain mas relevante

cuando se utilizan donantes con criterios expandidos (61).
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3  Disfuncion del injerto

3.1 Disfuncion primaria del injerto (DPI)

Se define disfunciobn como la alteracién cualitativa o

cuantitativa de una funcién organica (62).

Se entiende por mala funcién del injerto hepatico a la sintesis
hepatica deteriorada de forma temporal o bien irreversible. El
injerto hepatico puede presentar, durante la primera semana
postrasplante, una producciéon escasa de factores de

coagulacion asociada a citolisis (aumento de transaminasas).

A pesar de ser un tema de controversia, la mayoria de autores
coinciden en definir DPI como la deteccion durante la primera
semana de un aumento de transaminasas (GPT> 2000-2500

UI/Ly GOT>1500-3000 UI/L).

Ahondando en este concepto, L. Makowka (60) en 1987
describe a los pacientes con DPI, como aquellos pacientes en
los que se detecta GPT > 2500 IU/L o GPT > 3500 UI/L durante
el periodo precoz del TH, mientras que E. Mor (63) se basa en
el pico de transaminasas (GOT >2000 UI/L) teniendo en cuenta

tan sélo el primer dia postoperatorio (DPO).

P.D. Greig (64) afiade al concepto de DPI, la pobre produccién

biliar y las alteraciones de la coagulacién.

R.]. Ploeg (65) considera que sufren DPI aquellos injertos que
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presentan cifras de GOT superiores a 2000 UI/L, tiempo de
protrombina mayor a 14 segundos (s) y niveles de amonio en

sangre superiores a 50 nmol/L durante la primera semana.

Finalmente, S.M. Strasberg (66) en 1994 sintetiza los estudios
anteriores y redefine DPI como un aumento de GOT >1500 UI/L
y tiempo de protrombina superior a 20 s durante la primera

semana postoperatoria.

Posteriormente, F.X. Gonzalez (67) en 1994 modifica este
concepto y define la DPI por la presencia de un pico de GOT >
de 2500 UI/L, un tiempo TP < 60 % o una produccion de bilis

inferior a 40 ml/dia durante las primeras 72 H postrasplante.

M. Deschénes (68) en 1998 considera la DPI cuando se
evidencia la presencia de una de las siguientes variables en los
dias 22 al 72 del DPO: BT mayor a 10 mg/dl, TP superiora 17 s

y/o encefalopatia hepatica.

En el siglo XXI han seguido publicaAndose nuevas definiciones
para la DPI. A. Nanashima (69) en 2002 considera la existencia
de un pico de GOT/GPT > 1500 UI/L durante los tres primeros

dias postrasplante como definicién de disfuncién.

H. Pokorny (70) en 2005 describe DPI la necesidad de
transfusién de plasma superior a 2 dias o GPT > 2500 UI/L

durante los 5 primeros dias postrasplante.

La definicion de K. Olthoff (71) en el afio 2010, es la primera
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definiciéon de DPI que se realiza en la era MELD. Establece DPI
si existen GOT/GPT > 2000 UI/L en cualquier dia de la primera
semana postrasplante y/o BT > 10 mg/dl y/o INR > 1.6, siendo
las dos tultimas variables evaluadas el dia siete postrasplante.

Obtiene unas tasas de DPI del 23% en su grupo.

El Score MEAF para la DPI publicado por E. Pareja (72) en 2015,
basado en GPT, INR y BT, parece que presenta ventajas frente
al resto de definiciones previas debido a su caracter continuo
permitiendo una valoracién especifica para cada paciente,
evitando asi errores diagndsticos de las anteriores

clasificaciones que categorizan la funcion en grupos.

Es importante diferenciar la DPI del FPI. La diferencia reside en
la duracion de este mal funcionamiento después del trasplante

y de la necesidad de retrasplante urgente.

El FPI se defini6 inicialmente por R.J. Ploeg et al. (65) como la
pobre funcién del injerto que requiere retrasplante urgente o
que produce la muerte dentro de los 7 primeros dias después

del trasplante sin causa identificable.

Posteriormente T. Uemura et al. (73) redefinié de manera mas
precisa el FPI. Se produce por la citolisis hepatica y el rapido
aumento de las transaminasas, la ausencia de produccién de
bilis, el déficit grave de coagulacion, la hipoglucemia, los altos

niveles de lactato y la inestabilidad hemodinamica hepatica. Sin
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embargo, Olthoff considerd la FPI como el subtipo més grave

de DPI (71).

Finalmente, la United Network for Organ Sharing (UNOS) (74)
establece FPI como la no funcién del injerto que requiere el
reemplazo del higado de manera urgente durante los primeros
10 dias después del trasplante. Se caracteriza por una GOT =
5000 UI / L, INR = 3,0, y la acidosis (pH < 73y / o la

concentracion de lactato = 2 x normal).

3.1.1 Factores relacionados con disfuncion
primaria del injerto relativos al donante

Existen factores de riesgo conocidos en el donante que
condicionan el fallo o retraso de la funciéon del injerto:
pacientes mayores de 50 afios, género femenino,
hipernatremia, hospitalizacién prolongada, mas de 8h de
isquemia fria, utilizaciéon de vasopresores, esteatosis hepatica
y el uso de donantes a corazén parado (75). A pesar de los
conocidos factores de riesgo, hasta en un 30% de los casos de

disfuncion, no encontramos ningun factor de riesgo (75).
iv) Edad del donante

Histéricamente, la edad se ha considerado como una
contraindicacién relativa para el donante de 6rganos. El uso de

donantes afiosos para el trasplante de higado sigue siendo
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controvertido debido al temor a obtener peores resultados.
De acuerdo con los resultados de la UNOS, la proporcién de

donantes de mayor edad ha ido aumentando con los afios (76).

En el Registro Espafol de TH existen 18.568 pacientes
trasplantados. En este registro se observa que la mediana de
edad del donante y el receptor ha aumentado: de 25 afios y 47
afios respectivamente en el periodo 1984-1994 y a 59 afios y

55 afios en el periodo 2010-2012 (77).

En general, en los donantes mayores, el volumen hepatico se
reduce entre un 20-40%. La reduccion de volumen puede llegar
a ser mas marcada en las mujeres que en los varones (78). Este
hecho viene condicionado por el descenso del flujo hepatico en
el anciano entre un 35-50% (79,80). Los hepatocitos ancianos
contienen compartimentos corporales mas densos, como son
los lisosomas secundarios y la lipofuscina, que los hepatocitos
de sujetos mas jovenes (80). Este acimulo de lipofucsina se ha
relacionado con el OS crénico y la incapacidad de degradar
proteinas dafiadas y desnaturalizadas. Ademas la evidencia
acumulada sugiere que la lipofucsina interfiere en la viabilidad
celular debido a su capacidad para atrapar cationes de metal y

facilitar la formacion de ROS (81,82).

El envejecimiento celular se ha asociado también con la
activacidon aberrante de oncogenes debido al deterioro de la
vigilancia inmune, lo cual se ha relacionado con el desarrollo de

carcinoma hepatocelular (CHC) en pacientes ancianos (83).
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Aunque existen diferencias interindividuales las funciones
hepaticas se preservan relativamente bien en los individuos
ancianos. La bilirrubina total y la producciéon de enzimas
hepaticas se mantiene estable (84), aunque se ha observado
que existe un descenso de los niveles GPT tanto en hombres

como en mujeres (85).

Sin embargo, la experiencia de la utilizacion de los higados
donantes ancianos, ha demostrado que si éstos no presentan
ningun otro factor de riesgo adicional pueden proporcionar un
resultado equivalente en cuanto respecta a la supervivencia del
paciente y del injerto. Aunque estos casos presentan
inicialmente una mayor incidencia de disfuncion (86), debido a
que tienen mayor tendencia a presentar mayor esteatosis

siendo mas susceptibles a la isquemia fria prolongada (75).

Adicionalmente, puede aparecer un incremento del riesgo de
recurrencia de virus hepatitis C (VHC) mas agresivo en el

injerto.

En el estudio publicado por M. Berenguer et al,, realizado en la
poblacién de receptores de TH del Hospital La Fe, se identifico
que el Unico factor contribuyente para reducir la supervivencia
del paciente y del injerto en receptores VHC positivos después

del trasplante fue la edad del donante superior a 60 afios (87).

En un estudio publicado en D. Ghinolfi et al. (88) se analizaron

un total de 842 donantes entre los afios 2001 y 2011. De los
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cuales, 233 (27,7%) eran donantes entre 70-79 afios y 85
(10,1%) fueron mayores de 80 afios. En sus resultados no se
observaron diferencias entre los grupos en pérdida del injerto
(=30 dias), ni en la supervivencia del mismo a 1 y 5 afios. La
supervivencia del injerto al afio y 5 afios fue de: 90,5% y 78,6%
para los injertos <60 anos; 88,6% y 81,3% para los injertos de
60-69 afos; 87,6% y 75,1% para los injertos de 70-79 afios y el
84,7% y el 77,1% para los injertos 280 afios (p = 0,065). Sin
embargo, en el grupo 280 afios, la supervivencia del injerto a
los 5 afios fue menor para el grupo VHC-positivo frente a los
receptores-VHC negativo de manera significativa (62,4% vs.

85,6%, p = 0,034).

Este escenario estd cambiando muy rapidamente en la
actualidad. Con los nuevos tratamientos combinados de
sofosbuviry ribavirina, 1a recurrencia del VHC postrasplante no
sera un problema tal y como lo fue en los anos anteriores. El
tratamiento con este nuevo farmaco consigue una respuesta
virolégica sostenida 12 semanas (sem) después del

tratamiento en mas del 70% de los pacientes (89).

De acuerdo con la literatura publicada la utilizacién de
donantes afiosos, evitando utilizar aquellos que tengan
factores de riesgo afiadidos, puede realizarse en la practica
clinica habitual. La isquemia fria conviene que sea lo mas breve

posible en ellos y asi mismo es importante seleccionar
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receptores que puedan soportar un retraso en la funcion
inicial del injerto, lo cual suele ser frecuente en este tipo de

donantes.
V) Género y raza

La diferencia de género y raza entre donantes y receptores

juega un papel importante en el campo del trasplante.

En general, la falta de coincidencia no es ventajosa para el
trasplante (90-93). Esto se ha evidenciado en muchas
investigaciones biolégicas sobre la inmunogenicidad de

antigeno HY (94).

En un andlisis de la UNOS (95) sobre los trasplantes hepaticos
realizados entre los afios 1992 al 2000 (n = 32.514), se constato
que los pacientes no coincidentes en el género (n = 13.992)
tuvieron mayor probabilidad de fracaso del injerto en
comparacién con los emparejados (p = 0,013). Se obtuvieron
los peores resultados cuando el receptor masculino recibe un
donante de género femenino (p = 0,0003). Este mismo estudio
analizé6 la incidencia de fracaso del injerto entre la
compatibilidad de raza entre donante y receptor encontrando
un aumento del riesgo de fracaso del injerto (p = 0,0001)
cuando el donante es negro. Se evidencié que el desajuste del
mismatch por raza aumenta el riesgo del fracaso del injerto
hepatico independientemente de muchos factores de riesgo

conocidos.
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Tabla 1. Resultados del estudio del V.K. Rustgi et al. (95)

Donante/receptor N FPI Valor p
Blanco-blanco 19330 11.5%

Negro-blanco 2582 15.1% <0,0001
Negro-negro 504 16.5%

Blanco-negro 1915 14.5% 0,274

vi) Esteatosis hepatica-indice de masa corporal

La esteatosis hepatica no alcohoélica (EHNA) es el acimulo de
grasa por encima del 5% del peso del higado cuando el
consumo de alcohol esta por debajo de 10 gramos en mujeres
y 20 gramos en los hombres en ausencia de infeccion viral o
cualquier otra patologia hepatica especifica (37). La existencia
de esteatosis hepatica no es sinénimo de inflamacién-toxicidad
aunque entre un 10-20% de los casos se desarrolla inflamacién,

fibrosis y en consecuencia EHNA (96).

Encontrar esteatosis en el higado donante es relativamente
comun, incluso en personas asintomaticas y su incidencia va en
aumento en la poblacién general (97,98). Su prevalencia en
paises europeos se estima entre un 25-40% (37). Suele
asociarse con la obesidad (30-100%), la edad avanzada, el

abuso de alcohol y la diabetes (10-75%) (37,75).

Se han planteado muchas teorias respecto al mecanismo por el
cual el acumulo de grasa contribuye a la pérdida del injerto. La
presencia de depdsitos de esteatosis juega un papel

importante, bien incrementando la presencia de radicales
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libres, dafiando las mitocondrias o produciendo acimulo de
grasa en el citoplasma de los hepatocitos. Por lo tanto,
obstruyendo el espacio sinusoidal lo cual conlleva a una
reduccion del flujo sanguineo que altera la microcirculacién

(75,99).

Estudios recientes han demostrado que la presencia de acidos
grasos libres promocionan el dafio hepatico, la obesidad y la
resistencia a la insulina. Cuando existe un incremento de la
afluencia de acidos grasos libres al higado, después de que se
realice la betaoxidacion o esterificaciéon de los mismos con
glicerol se forman triglicéridos (TG), lo que finalmente resulta

en la acumulacion de esteatosis hepatica (100).

La acumulacién de TG en el higado lo hace mas sensible al OS,
se liberan citoquinas proinflamatorias, se produce estrés en el
aparato reticulo endoplasmico y se acaba produciendo fibrosis

hepatica y muerte celular (37).

Otras teorias apoyan que el primer paso para la esteatosis
hepdatica es la resistencia a la insulina y a sus trastornos
metabolicos asociados. Esto aumenta la lipogénesis hepatica de
novo y deteriora la inhibicién de la lipdlisis del tejido adiposo,
que acaba produciendo un incremento de los acidos grasos del

tejido adiposo al higado (96,101).

Una amplia variedad de teorias etiologicas las cuales se

concretizan en el mismo punto, la histologia del paciente con
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esteatosis hepatica. Histolégicamente, se denomina
microesteatosis a la presencia de vacuola grasa pequefia (de
tamafo inferior al ndcleo celular) distribuida de manera difusa
en los hepatocitos. Por otra parte, el patrén combinado de
depésitos de vacuolas grasas grandes y pequeiias, se define
como macroesteatosis. La primera gradacién de esteatosis
hepatica fue propuesta por A.M. D’Alessandro et al. (102), en
ella se consideré que si la proporcién de grasa respecto al
hepatocito era inferior al 33%, se clasificaria como esteatosis
minima, moderada entre el 33-66% y severa si era superior a

66%.

En el mismo afio, el equipo de R. Adam et al. (103) propuso una
clasificacion similar, aunque mas facil de manejar, que es la que
se sigue utilizando a dia de hoy en la mayoria de los centros.
Definieron esteatosis leve cuando es inferior al 30% y severa

cuando es mayor al 60%.

En los trasplantes de donante cadaver, la presencia de

macroesteatosis (>60%) se ha asociado con DPI (97,102,104).

En algunas series publicadas, la supervivencia del paciente y
del injerto se reduce cuando se utilizan donantes con esteatosis
severa. Se han descrito incidencias de FPI del 5% cuando
existe esteatosis moderada y alrededor del 9% si es severa
(97). Sin embargo, también existen estudios en los que no se
observa mayor incidencia de FPI con la utilizacion de injertos

con esteatosis moderada (103,105).
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Si bien, la existencia de microesteatosis, incluso en grado
moderado (> 30%), no se ha asociado con peores resultados.
No disminuye la supervivencia del injerto ni del paciente. En un
estudio de T.M. Fishbein et al. (106), se biopsiaron los injertos
de todos los potenciales donantes antes de la tomar la decisién
de validez (n = 426). Se identificaron 40 injertos con >30% de
microesteatosis, la cual se evidencié que habia desaparecido en
la mayoria de los pacientes mediante biopsias seriadas al afio

del trasplante.

El indice de masa corporal (IMC) definido como peso en
kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado, es el
parametro mas simple y fiable para la determinacion de la

existencia de esteatosis hepatica y de su extension (107-109).

En el estudio de M.E. Rinella et al. (108), se analizaron en
donantes vivos hepaticos: el valor predictivo del IMC, los
pardmetros bioquimicos, las pruebas de imagen por resonancia
magnética (RM) y tomografia computarizada (TC) y los
hallazgos histologicos. Tanto la TC como la RM presentaron una
especificidad de un 100% para la deteccién de esteatosis, pero
ambos fracasaron en su diagnodstico en un cuarto de los
pacientes. El IMC superior a 28 fue el parametro mas fiable
para la determinaciéon de la existencia o a la ausencia de

esteatosis.

Por otro lado, la inspeccion del cirujano en el momento de la

laparotomia parece ser fiable inicamente para la deteccién de
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grados severos de esteatosis, con un valor predictivo positivo
de 71, 46 y 17% para graves, moderados y leves grados de

esteatosis respectivamente (103).

Hoy en dia, la presencia de esteatosis hepatica per se no se
considera una contraindicacién para la aceptacion del injerto
hepatico, aunque si que se considera como un factor de riesgo

afiadido a tener en cuenta antes de la aceptacion del 6rgano.
vii) Dias de UCI-Uso de drogas vasoactivas

Realizar una declaraciéon precoz de muerte encefalica (110),
gestionar agilmente los consentimientos para la donacién y
aceptar de manera rapida un potencial donante de drganos
afecta a la estancia hospitalaria en la unidad de cuidados
intensivos, influyendo en todo el procedimiento del trasplante

y en sus resultados.

Se ha especulado que la estancia prolongada en UCI condiciona
mayor niumero de episodios de hipotensidon, principalmente en
pacientes que ya presentan muerte encefalica. Estos pacientes
por su mayor inestabilidad hemodinamica tienen mas riesgo
para desarrollar FPI (68,111). Sin embargo, otros estudios no

han encontrado ningin impacto al respecto (112,113).

E. Mor et al. (63) observaron en un total de 365 donantes que
una presion arterial sistélica menor de 90 mmHg, junto con el
uso de altas dosis de dopamina (DA) (mayor de 15

microgramos / mg / min), se asocia con una tasa
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significativamente superior de dafo hepatocelular (P <
0,001). Aunque el 70% de las lesiones hepatocelulares son

reversibles, el restante 30% finaliza en FPI.

En el afio 2003 la UNOS (114) revis6 los 5150 trasplantes de
higado y analiz6 las caracteristicas del donante, receptor y
cirugia. Al realizar el andlisis multivariante, observaron que
permancer mas de 6 dias en UCI supone un factor de riesgo
independiente para la donacion (RR 1,21). Esto se justifico por
el uso de la nutricion parenteral, la presencia de infecciones y

lainestabilidad hemodinamica a mayor niimero de dias en UCI..

Por otra parte, la utilizacion de noradrenalina (NA) durante el
mantenimiento del donante actia como factor protector (RR
0,79). Después de la muerte encefalica se establecen unos
niveles endégenos de NA disminuidos, los cuales conducen a la
hipoperfusion. Con la administracién de NA ex6gena se puede
mejorar ese déficit y por tanto la perfusién, de ahi el efecto
protector de la administraciéon de NA. Sin embargo, si se utiliza
también DA a dosis superiores a 15 g/kg/min se observa el

efecto opuesto.

De acuerdo con la literatura publicada, los donantes que han
estado en UCI mas de 6 dias con inestabilidad hemodinamica y
han precisado la administracion de DA superior a 15 g/kg/min

presentan mayor incidencia de FPL.
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viii) Bioquimica del donante: hipernatremia

En los estudios realizados las alteraciones en los parametros
analiticos del donante (transaminasas y bilirrubina), no se han
identificado como factores de riesgo para la donacién si
presentan su tendencia al descenso (63,66). Sin embargo, la
existencia de hipernatremia en el donante en el momento de
iniciar la cirugia ha sido descrita como causa de disfuncién

hepatica postrasplante (115,116).

Una hipdtesis propuesta establece que en estados de
hipernatremia, los hepatocitos generan osmoles idiogénicos
para equilibrar la osmolaridad entre el compartimento
extracelular e intracelular. Los cambios bruscos en la
osmolaridad extracelular, durante la reperfusion del injerto,
generan la afluencia de agua libre al interior del hepatocito que

finaliza en inflamacién y disfuncién celular (116,117).

E. Totsuka et al. (115,116), evaluaron una serie de 208
trasplantes y demostraron que la existencia de sodio sérico en
el donante superior a 155 mEq/ml en el momento de la
extraccion hepatica se asociaba con una peor evolucion del
injerto, en comparacion con aquellos donantes que

presentaban valores séricos de sodio normales.

Curiosamente, la correccion agresiva de la hipernatremia a
valores inferiores de 155 mEq/ml antes de iniciar la cirugia del

donante ha demostrado ser beneficiosa para la funcion del
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injerto después del trasplante. De hecho, la funciéon del
aloinjerto de los donantes cuyo sodio sérico se corrige por
debajo de 155 mEq/ml es comparable a aquellos de los 6rganos

de donantes normonatrémicos (118).

En un estudio multicéntrico, dirigido por J. Figueras etal. (119),
se analizaron los factores de riesgo del donante (n = 649) para
el retrasplante y la supervivencia del injerto durante el primer
mes postrasplante. En él se observé que el sodio en plasma
mayor de 155 mmol / L fue el Gnico parametro que afectd

significativamente a la supervivencia del injerto (p = 0,03).

En la practica habitual los anestesidlogos / médicos
intensivistas procuran normalizar los parametros de sodio en
el donante antes de iniciar la cirugia, dada la incidencia de FPI
que tiene éste parametro como factor de riesgo de manera

individual.

3.1.2 Factores relacionados con disfuncion
primaria del injerto relativos al receptor

Se han descrito multiples factores relacionados con el receptor
que pueden condicionar DPI: la edad, la gravedad de la

enfermedad en el receptor y el MELD entre otros factores.

La edad del receptor parece tener una contribucién dudosa

para la DPI (120). A. Cameron et al. (121) al revisar sus
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resultados de 1000 trasplantes afirmaron que el
emparejamiento por edad donante-receptor minimiza el riesgo
de FPI. Ademas, los receptores de mayor edad y los casos de
indicaciéon de trasplante urgente, aumentaban
significativamente el riesgo de muerte. Sin embargo, otros
estudios como el de R.J. Ploeg et al. (65) sugieren lo contrario.
Se obtuvieron mayores incidencias de DPI y FPI cuando el
receptor es mas joven. Alegan que el receptor suele recibir cada
vez con mayor frecuencia un injerto de menor volumen, lo cual

influye en la funcion primaria del injerto.

El grado de severidad de la enfermedad en el receptor juega un
papel ineludible en la DPI. La severidad de la enfermedad
condiciona mayor transfusion de sangre y hemoderivados,
niveles de creatinina y bilirrubina mas elevados, junto con

tiempos de protombina alterados.

El MELD Score (122) que utilizamos para priorizar los
pacientes en lista de espera de TH es un predictor de
mortalidad, que puede condicionar malos resultados de
supervivencia del paciente. No se ha identificado un punto de
corte en la escala MELD a partir del cual aumente la DPIL
Unicamente el grupo de J. Bricefio et al. (123) reportan la escala

MELD como factor de riesgo cuando es = 20.

Otros factores como el estado del paciente, la necesidad de
medidas de soporte, el uso de farmacos inotropicos, la

mecanica  ventilatoria, la insuficiencia renal previa al
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trasplante, la hemodialisis y un IMC superior a 25, se han
identificado como factores de riesgo para desarrollar DPI

después del trasplante (65,73,124,125).

3.1.3 Factores relacionados con disfuncion
primaria del injerto relativos al
procedimiento quirurgico

Los factores de riesgo para la DPI producidos durante la cirugia
de extraccién hepatica y en el implante son complejos de
identificar. La mayoria de los factores estan asociados con el
procedimiento de IR (véase 1.2) y son de caracter técnico
(66,67,113,123,126-129). Respecto a los factores de riesgo
identificados, el tiempo de la isquemia fria y caliente juegan un

papel central para el posterior desarrolla de DPI (130).
i) Tiempo de isquemia fria

El tiempo de isquemia fria (TIF) se define como el tiempo
transcurrido desde el inicio de la perfusion hepatica en el
donante hasta el momento en el que el injerto se extrae de las
maniobras de preservacion en frio para su cirugia en el
receptor. Se ha identificado como un factor de riesgo

independiente parala DPIy FPI (70,111).

La disminuciéon de la temperatura en el ambiente del injerto
puede provocar dafio celular, a través de la liberacién de

proteasas, lo que conduce a alteraciones en la homeostasis del
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calcio, modificaciones del citoesqueleto y la destruccion del
tejido local. La conservacién en frio también induce varios
cambios en los hepatocitos tales como, edema celular, acidosis
intracelular, pérdida de la funcién mitocondrial y la

disminucién de ATP (131).

El punto de corte para TIF no es uniforme, se trata de en un
factor de riesgo que aumenta su efecto de manera progresiva,
aunque S. Johnson et al. (124) y A. Cameron et al. (121)
relacionaron a los TIF > 10h con malos resultados después del

TH.

En un estudio de J. Bricefio et al. (111) se observd, al analizar
su serie de 400 trasplantes, que el aumento del TIF se relaciona
directamente con la aparicidén de dafno de preservacion en el

injerto (OR 0 1,109 / por hora).

H. Pokorny et al. (70) identificaron que aquellos donantes
marginales en los que se acumulaban mas de tres factores de
riesgo, la tasa de DPI aumentaba hasta el 36%. Sin embargo,
una isquemia fria de tiempo> 10 h (odds ratio (OR) 0,56; IC del
95%: 0,32 a 0,98) y el pico de sodio en el donante> 155 mEq /
L (OR 0,44; IC del 95%: 0,26 hasta 0,77), se consideraron como
factores de riesgo independientes al realizar el analisis

multivariante.

ii) Tiempo de isquemia caliente
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M. Silva et al. (132), estudiaron que mientras las células
sinusoidales son mas susceptibles a la isquemia fria, los
hepatocitos se lesionan mas facilmente por el tiempo isquemia

caliente (TIC).

A. Nanashima et al. (69) al analizar sus resultados de DPI
sugirieron que el TIC debe ser inferior a 60 minutos (min),
debido a un aumento de DPI cuando los tiempos de isquemia

caliente superan la hora de duracién.

A. Ijtsma et al. (125) hace referencia que durante la fase
anhepatica la lesion por IR se produce debido al aumento en la
temperatura del aloinjerto. Cuando este periodo persiste
durante mas de 100 min, puede producirse posteriormente
FPL Por otra parte, los niveles de GOT y GPT aumentan en la IR.
El receptor sufre simultaneamente cambios hemodinamicos
agudos y un metabolismo hepatico alterado, asi como la
acumulacién de citoquinas, metabolitos y de toxinas en el

sistema esplacnico (125).

El grupo de E. Totsuka et al. (133) analizaron el efecto sinérgico
de los tiempos de isquemia fria y caliente, de manera que
cuando el TIF > 12 h y el TIC > 45 min, se producia una

incidencia de pérdida del injerto hasta en un 43% de los casos.

Finalmente, como se evidencia en la literatura publicada, en los

centros de trasplante, en la practica habitual se tiende a
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minimizar al maximo los tiempos de isquemia para intentar

disminuir la incidencia de DPI.

Determinar cudl es la mejor estrategia para prevenir el dafio
por IR y su consecuente DPI vs FPI es un tema controvertido.
Se trata de un proceso fisiolégico complejo que sigue sin
comprenderse completamente. Las técnicas de preservacion
del injerto propuestas para mejorar los efectos del dafo IR se

limitan a lo siguiente:

i) Realizar la preservacién en hipotermia de

manera adecuada (134).

ii) Preservar érganos provenientes de donantes en
asistolia =~ mediante = maquinas de  perfusion

normotérmica exvivo (135).

iii) Utilizar intervenciones farmacoldgicas que
contrarresten los efectos del dafio IR: soluciones de
preservacion que contengan electrolitos, alopurinol,
adenosina y antioxidantes como la n-acetilcisteina

(NAC) entre otros.
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4  Preservacion del injerto: hipotermia y
soluciones de preservacion

4.1 Lahipotermia

Preservar de la manera mas segura el injerto hepatico durante
las maniobras de extraccion y su posterior almacenamiento, es

de vital importancia para la prevencion del dafio de la IR.

El método mas cominmente utilizado para la preservacion del
higado donante es su almacenamiento en frio (136). Los
higados se vacian in situ con la soluciéon de preservacion

refrigerada infundida por la arteria aorta y/o vena porta.

La hipotermia, una de las claves en la preservacion, disminuye
la velocidad a la cual los enzimas intracelulares degradan los
componentes celulares esenciales para la viabilidad del é6rgano.
La hipotermia no detiene el metabolismo, lo que hace es
enlentecer el ritmo de las reacciones quimicas y la muerte
celular hasta que, finalmente el 6rgano cesa de funcionar y
pierde su viabilidad. La eficacia de la hipotermia puede ser
deducida segin cdmo afecte ésta al metabolismo. La mayoria de
los enzimas de los animales normotérmicos muestran una
disminucion de la actividad en su actividad de 1,5 a 2 veces por

cada 109C de descenso de la temperatura (43).

La mayoria de los drganos toleran la isquemia caliente de 30 a

60 min sin una pérdida completa de su funcién. Asi pues, el
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enfriamiento de un 6rgano desde 372C a 02C alargaria el

tiempo de preservacion a unas 12-13h aproximadamente.

El enfriamiento del érgano (perfusiéon hipotérmica) se realiza
mediante soluciones a 4°C con una composicién bioquimica
dirigida a evitar los efectos deletéreos de la IR, debido a que a
esta temperatura concreta se consigue un menor consumo
celular de energia como pudo demostrarse en los estudios del

grupo de Howard et al. (137).

Junto a la hipotermia era necesario la administracién de
sustratos energéticos que mantuvieran al injerto ausente de
aporte sanguineo, para lo cual se disefiaron las soluciones de

preservacion.

Por tanto, esta estrategia de combinacion de soluciones de
preservacion e hipotermia ha conseguido buenos resultados

mediante:
i) Reduccién del TIC.

ii) Reduccién de los cambios celulares durante el

TIF.

iii) Reduccién del dafio por reperfusién una vez

restaurado el flujo sanguineo en el receptor.
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4.2 Soluciones de preservacion: principios

4.2.1 Minimizar el edema celular

El edema celular se produce como consecuencia del paso de
iones a favor de los gradientes de concentraciéon a uno y otro
lado de la membrana celular, como resultado de la disminucién
de la actividad de la Na* / K* ATPasa. Para evitar en lo posible
esta translocacion idnica, las soluciones de preservacion
intentan disminuir estos gradientes asemejandose en su
contenido i6nico a la composicion de iones del medio
intracelular (rico en K* y pobre en Na*). Ademas, para evitar el
paso de agua al interior de la célula, contienen sustancias
osmdticamente activas como azucares (glucosa, sucrosa,
manitol), lactobionato, trisacaridos, rafinosa, entre otros (138-

141).

4.2.2 Minimizar las acidosis intracelular

La acidosis intracelular se produce como resultado de la
glucolisis anaerobia. La hipotermia, en parte, disminuye esa
glucolisis. Para contrarrestar la acidosis, las soluciones de
preservacion constan de sustancias tampén que mantienen el
pH, como bicarbonato, citrato, fosfatos, lactobionato e
histidina. La inclusién de glucosa como sustancia osmoética en

las soluciones de preservacién puede ser perjudicial en tejidos
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con gran capacidad glucolitica (como el higado), ya que
estimula la glucolisis anaerobia y, por tanto, aumenta la

acidosis (138-141).

4.2.3 Prevenir el efecto de los radicales libres de
oxigeno

Las ROS a destacar dentro del dafio IR son los radicales
superoxido e hidroxilo. Otras moléculas son el 6xido nitrico, el
perdxido de hidrégeno y los radicales cuyo nucleo es un metal,

como el perferril.

La alta reactividad de estas moléculas condiciona que su lugar
de accion esté proximo al lugar de su formacidn, provocando la
peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, la
desnaturalizacién de proteinas estructurales y de enzimas, y la

fragmentacion del 4cido desoxirribonucleico (ADN).

Se afiaden sustancias antioxidantes con actividad scavenger
para frenar el efecto de los ROS, como glutation, manitol,
dimetiltiourea, quelantes de hierro (desferroxamina). También
se pueden afladir enzimas como la superéxido dismutasa, que
metaboliza iones superoéxido. A nivel de la génesis de radicales
libres por la via de la degradacién de las bases purinicas se
puede actuar afiadiendo inhibidores de la xantina oxidasa

como el alopurinol (138-141).
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4.2.4 Suministrar sustratos energéticos

En referencia al metabolismo energético, la adenosina
trifosfato (ATP) se degrada rapidamente durante la hipotermia
y los productos finales de su degradacion (adenosina, inosina e
hipoxantina) son permeables a la membrana plasmatica. La
reperfusion del 6rgano necesita una regeneracion rapida de la
actividad de la bomba de sodio y de otros procesos que
requieren energia en forma de ATP, por esto, la disponibilidad
de precursores de ATP es primordial para que la preservacién

del 6rgano sea correcta (138-141).

4.2.5 Disminuir la entrada de calcio durante la
reperfusion

La entrada de calcio es muy perjudicial porque activa la
fosfolipasa citosdlica que ataca a la membrana celular. Por eso
se afiaden sustancias bloqueantes de los canales de calcio como
verapamilo, nifedipino o diltiazem. A este nivel, también se
puede actuar con sustancias inhibidoras de la calmodulina
(trifluoperacina), que es la proteina citosdlica receptora de

calcio (138-141).

4.2.6 Aportar sustancias protectoras de la
membrana celular
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Las soluciones de preservacion pueden incluir también
corticoides  (dexametasona) o clorpromacina, que han
demostrado sus cualidades protectoras de membrana (138-

141).

4.2.7 Aportar sustancias vasoactivas

Para mejorar la perfusién del injerto, se pueden afadir
sustancias vasoactivas. Asi, las soluciones de preservaciéon
pueden contener isoproterenol, dopamina, antagonistas de los

receptores de la endotelina, entre otras.

A pesar de que las soluciones de preservacion se rigen por los
principios descritos anteriormente, los datos indican que el
dafio producido por un tiempo de preservacion prolongado
continlia representando un importante factor de riesgo que
influye en la incidencia de FPI, sobre todo cuando se
trasplantan 6rganos procedentes de donantes “suboptimos”

(111,142,143).

4.3 Tipos de soluciones de preservacion
hepatica

Las soluciones de preservacion comercializados pueden diferir

en coste y también en su composicion, de forma que pueden
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tener diferencias considerables en cuanto a sus
combinaciones de electrolitos, bufferings, la osmolalidad y la

viscosidad.

La soluciéon Euro-Collins® se desarrollé en los afios 70, como
una solucién de alto contenido en potasio-sodio (como la
composicion intracelular) que no contenia agentes oncoticos
pero si glucosa. Dado que la glucosa es impermeable a células
renales, esta soluciéon de conservacion era adecuada para la
preservacion renal. Sin embargo, la permeabilidad a la glucosa
de las células hepaticas y pancreaticas conduce a la pérdida del
efecto osmdtico. Esta es la razén por la que la glucosa fue
posteriormente sustituida por otras moléculas de mayor
tamafio tales como lactobionato y rafinosa presentes en la
solucion de Wisconsin, que permanecen en el espacio
extracelular y conservan su efecto beneficioso. El uso de esta
solucién de preservacion mejoro el tiempo de preservacion del

6rgano de 6 a 16 h (144).

El desarrollo de la solucién de preservacion de la Universidad
de Wisconsin (UW) fue anunciada por Jamieson et al. (145), en
una conferencia internacional celebrada sobre el trasplante en

Pittsburg en 1987.

La eficacia de la solucion UW esta basada en la prevencion de
edema por impermeabilizantes (rafinosa, lactobionato), la
adicion de un precursor de ATP (adenosina) y antioxidantes

(alopurinol, glutatién reducido). Las desventajas incluyen la
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presencia de hidroxietil almidén como soporte oncético, que
se adhiere a la sangre y es de elevada viscosidad, lo que
condiciona la saturacién de los tejidos con la soluci6on de
preservacion y la presencia de elevados niveles de potasio, que
obliga al lavado del injerto previo a su implante en el receptor

(146,147).

Con el uso de la soluciéon de UW se demostro6 al compararse con
las soluciones de preservacion previas como el Euro-Collins®
que sus resultados eran mejores e incluso podia soportar
mayores tiempos de isquemia fria (136,148). La solucién de
UW se convirtié6 desde aquel momento en la mas utilizada,
seguido de la solucién de histidina-triptéfano-cetoglutarato

(HTK) (149).

La solucién HTK (150) se desarroll6 para la preservaciéon
cardiaca, extendiéndose posteriormente para la perfusion del
resto de 6rganos. Su composiciéon extracelular de electrolitos
contiene bajo contenido en potasio comparado con UW. La
menor viscosidad de HTK y su potencial mejoria en la
microcirculacién hepatica incit6 su uso en el TH. El uso de HTK
en Europa ocurre a finales de 1980. En EEUU no se utilizé hasta

el afio 2002, en la Universidad de Pittsburgh.

Magnus et al. (151) compard los resultados de 174 donantes en
los que se utiliz6 HTK como solucién de preservacion, con su
serie histdrica de controles en 204 pacientes con solucion de

UW. A pesar de que existia un pico de transaminasas y
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bilirrubina superior para el grupo de HTK, sus resultados de
supervivencia del injerto al mes, 6 meses y al afio eran
similares en ambos grupos. Estos resultados junto con el menor
coste de la preservacién con HTK, resulté muy atractivo para

las unidades de trasplante de gran volumen, principalmente.

En 1994, el Celsior® comenzdé a comercializarse (152). El
Celsior® también se desarroll6 inicialmente como solucion de
preservacion cardiaca, extendiéndose su uso hasta dia de hoy
para los pulmones y el higado. El desarrollo del Celsior® se
llevo a cabo siguiendo los mismos principios que UW. Celsior®
contiene manitol en vez de rafinosa, glutamato en lugar de
adenosina y no contiene coloides. Se especula que los
prometedores resultados de su uso serian debido a su baja
viscosidad, que resulta en un mejor lavado durante la
obtencion del injerto, junto con su composicion de electrolitos
de tipo extracelular, lo cual es beneficioso para la preservacion
del corazén y el pancreas al no provocar vasoespasmo. La
preservacion del higado (153,154) y el pancreas (155,156) con
Celsior®, ausente de alopurinol, no afecta la supervivencia del

injerto en los estudios experimentales realizados.

Cuando se comparé HTK con UW, HTK resulté ser superior
inhibiendo metaloproteinasa de la matriz (MMP) en
experimentos in vitro (32). El componente que inhibia

primariamente las MMP era el GSH, pero también el acido
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lactobidnico, histidina y citrato (32). Todos ellos son ligandos

para metales pesados actuando como cofactores de las MMP.

El 4cido lactobiénico y GSH son componentes fundamentales

que contienen tanto UW como Celsior®.

En un estudio prospectivo realizado por el grupo de R. Lépez-
Andujar (157) en 196 pacientes trasplantados hepaticos, se
compard la utilizacién de las soluciones de preservacion de UW
y Celsior® en cuanto a DPI, FPI, sangrado y complicaciones
arteriales y/o biliares, demostrandose que ambas soluciones

de preservacion son igual de efectivas para preservar el higado.

En el afio 2005 aparecen las primeras publicaciones del uso de
la solucién de preservacion del Instituto Georges Lopez (IGL-1)
(158). Consiste en la solucion de UW modificada. En €l se
invierten las concentraciones de Na* y K* y se sustituye el
hidroxietil almidén por polietilenglicol (Tabla 2). Con la
utilizacién de IGL-1 como solucién de preservacién hepatica se
han observado menores niveles de transaminasas,
malondialdehido, glutamato deshidrogenasa y una mayor

produccion de bilis (99).
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Tabla 2. Componentes de las soluciones de preservacion UW

e IGL-1
Componentes Uw IGL-1
Hidroxietil alimidon 0,25 -
(mmol/L)
PEG (mmol/L) - 0,03
Sodio (mmol/L) 30 125
Potasio (mmol/L) 125 30
Acido lactobiénico 100 100
(mmol/L)
Rafinosa (mmol/L) 30 30
MgS04 (mmol/L) 5 5
KH2PO4 (mmol/L) 25 25
Glutation (mmol/L) 3 3
Adenosina 5 5
(mmol/L)
Alopurinol 1 1
(mmol/L)
Ph (mmol/L) 7.2-7.4 7.2-7.4

Es escasa la literatura existente comparando los distintos tipos
de soluciones de preservaciéon o mejorando sus caracteristicas
(157,159). En un metanalisis de O’Callaghan et al. (160) se
evidencia que en los 16 ensayos clinicos revisados no hay
diferencia entre las soluciones UW, HTK y Celsior® en términos
de la disfuncion precoz, disfuncién primaria, retrasplante,
supervivencia del paciente o supervivencia del injerto, aunque
los propios autores reconocen que los datos disponibles eran
limitados. En la (tabla 3) puede encontrarse los distintos

componentes de las soluciones de preservacion mas utilizadas.
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Tabla 3. Componentes de las diferentes soluciones de

preservacion.
Componentes Euro- uw HTK Celsior® IGL-1
Collins®
1970 1980 1990 1993 2000
Agente Glucosa Rafinosa Manitol Manitol Rafinosa
osmotico Lactobinato Lactobinato Lactobinato
Buffer P04 P04 Histidina Histidina P04
HCO3
Agente - HES* - - PEG** 35
oncético (1g/L)
Viscosidad - 2.4 +/-1 +/-1 1.2
“centistokes” (0.7 a 20°C)
Agente - Glutation  Ketoglutarato  Glutation Glutation
antioxidante Adenosina Tript6fano Adenosina
Alopurinol Alopurinol
Composiciéon Alto K+ Alto K+ Bajo K+ Bajo K+ Bajo K+
Na+/K+ Bajo Na+ Bajo Na+ Bajo Na+ Alto Na+ Alto Na+
Intracelular Intracelular Extracelular Extracelular

*HES: hidroxietil almidén
** PEG: polietilenglicol
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5 Antecedentes de N-acetilcisteina

Con la finalidad de disminuir los resultados de DPI se han
testado innumerables productos y técnicas, entre ellas el

antioxidante n-acetilcisteina (161-163).

La adicién de la n-acetilcisteina, ha sido motivo de estudio por
muchos cirujanos hepatobiliopancreaticos. Sin embargo, el
hecho de que se haya utilizado por distintas vias de
administracion, con una dosificacién distinta y en distintos
momentos, ha condicionado una amplia variedad de resultados
que ha hecho plantear a muchos profesionales el nivel de

eficacia de este producto.

La mayor fuente de ROS procede de la activacién de la enzima
xantin-oxidasa y de la acumulacion intracelular de xantina e
hipoxantina durante el almacenamiento del 6rgano. Por ello, es
aconsejable anadir ala solucién de preservacion sustancias que
protejan contra la formacion de ROS (allopurinol) o
limpiadores (superoxido dismutasa, quelantes del hierro,
manitol, dimetilnitrosamina) (18). A pesar de que la mayoria
de soluciones de preservacion contienen antioxidantes, éstos
han resultado ser poco efectivos para evitar completamente el

dafio producido por los ROSenlaIR.

La NAC es el derivado N-acetil del aminoacido L-Cisteina. NAC

se metaboliza en N-acetil cisterna N,N-diacetilcisteina y L-
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cisteina. Esta ultima se metaboliza en glutatién, taurina y

sulfato (Figura 5).

Figura 5. Féormula y forma molecular de la NAC

La NAC ejerce una accion antioxidante directa al estar provista
de un grupo thiol nucleofilico libre (SH) capaz de interaccionar
directamente con los grupos electrofilicos de los radicales
oxidantes. Ademas, su estructura molecular permite que la
acetilcisteina atraviese facilmente las membranas celulares.
Dentro de las células, la acetilcisteina sufre una deacetilacion
produciendo L-cisteina, un aminoacido indispensable para la
sintesis de glutation. Esta sustancia es un tripéptido muy
reactivo, distribuido de forma ubicua en los distintos tejidos
del organismo, que es esencial para el mantenimiento de la
capacidad funcional de las células asi como para su integridad

morfologica.

La NAC fue inicialmente utilizada como agente mucolitico para
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica hace alrededor de
60 afios. Su efecto se produce gracias a su capacidad de romper
los puentes de disulfuro de las glicoproteinas de alto peso

molecular del moco reduciendo su viscosidad (164,165).
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La NAC ha sido testada en pacientes con insuficiencia renal
que precisan hemodialisis periédica, observandose que los
pacientes tratados conservan mejores indices de filtracion
glomerular frente al grupo placebo (166). El mismo resultado
se produce con el pretratamiento de los pacientes con
insuficiencia renal que van a recibir cateterismos (167) o

contrastes radiolégicos (168).

Su actividad hepatoprotectora es debida a que es capaz de
servir de precursor de GSH. La funcién mas importante del GSH
es la de mantener el potencial oxidacion-reduccion (redox) del
higado. Un estado redox normal es de vital importancia en la
funcion hepatica. Dicho efecto es debido a su capacidad de
proteger la membrana celular de la peroxidacidn lipidica y de
la oxidacién de proteinas, asi como de mejora de la perfusiéon
hepatica (169,170). Constituye el mecanismo de defensa
intracelular mas importante frente a los radicales oxidantes,
tanto exdgenos como enddgenos y frente a diversas sustancias
citotdxicas, incluyendo el paracetamol. El paracetamol ejerce
su accién citotéxica a través de un empobrecimiento
progresivo de los niveles de glutation. Para el tratamiento de la
sobredosis por acetaminofén se utiliza la administracién NAC
por via intravenosa. La utilizaciéon de la NAC por su actividad
hepatoprotectora ha sido ampliamente evaluada en estudios
preclinicos en animales, en los cuales se ha observado que su
utilizacion provoca descensos en los niveles de transaminasas,

mejorias de macrocirculacion y disminucion de la disfuncion
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primaria. Los maultiples estudios experimentales sobre la
utilizacién de NAC en el dafio producido por IR que se reflejan
en la Tabla 4. En algunos estudios la NAC se administra antes
de la induccién de la isquemia, en otros experimentos después
del evento isquémico y otros la utilizan antes y después de la
isquemia y la reperfusién. La mayoria de los estudios utilizan
una dosis de 150 mg/kg y la via de eleccién mayoritaria es el

bolo intravenoso.

En términos de efectividad en la Tabla 4 se refleja que en 17 de
los 21 estudios se observa un efecto beneficioso de la
administracion de NAC, reduciendo el dafio por IR. En 7 de los
estudios se determind el efecto de la NAC valorando los niveles
plasmaticos de transaminasas y/o proteinas como factor de
necrosis tumoral (TNFalfa), como objetivo principal para la
reduccion del dafio IR. Tres estudios observan una mejoria de
la microcirculacién hepatica tras la adicion de NAC. La
reduccion de radicales libres de oxigeno se documenta en 2
estudios. En el estudio de Galhardo et al. se muestra que la NAC
reduce la necrosis hepatica y el edema pulmonar. En 4 estudios
no se observa beneficio de la adicion de NAC en los marcadores

de daiio de IR.
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Fukuzawa
etal.

1995 (171)

Koeppel et
al.

1996 (172)

Demir et al.

1998 (173)

Chavez-
Cartaya et
al.

1999 (174)

Hur et al.

1999 (175)

Tabla 4. Disefio y resumen de los estudios experimentales
que evalian NAC en el daiio de IR (n=21)

Tipo

Cerdo

Rata

Rata

Rata

Rata

Modelo
experimental

2 h de isquemia
caliente -
clampaje hiliar
con shunt
portocava
seguido de
reperfusion

70 min isquemia
caliente (higado
izquierdo)
seguido de
reperfusion

30 min isquemia
caliente (l6bulo
hepatico
izquierdo -
medio) seguido

de reperfusion

45 min isquemia
caliente (16bulo
hepatico
izquierdo y
medio) seguido
de reperfusién
45 min isquemia
caliente (l6bulo

hepatico

Intervencion NAC

150 mg/kg NAC
(20%) en
perfusiéon
continua. Pre y

post isquemia

400 mg/kgiv 20
min antes de la

isquemia

500 mg/kg 20
min antes de la
isquemia (un
grupo con
pentoxifilina-

NAC)

300 mg/kg IM 30
min antes de la

isquemia

20 mg/kg NAC en
bolo 10 min antes

de la reperfusion

End-point

LAST,LDHy T ATPy
produccion biliar en

el grupo NAC

Mejora de la
microcirculacion

hepatica

NAC reduce los
marcadores de dafio

oxidativo

No se observa efecto
sinérgico con
pentoxifilina
No se observa efecto

de NAC

NAC inhibe la

expresion de ARNm
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Sener et al.
2003 (176)

Rudiger et
al.

2003 (177)

Glantzounis
etal.

2004 (178)

Montero et
al.

2005 (179)

Okay et al.
2005 (180)

Rata

Ratén

Conejo

Rata

Rata

izquierdo y
medio) con
medicién de la
expresion del gen
iNOS

45 min isquemia
caliente(isquemia
hepatica

completa)

75 min isquemia
caliente
(isquemia
hepatica
completa -
parcial)

60 min isquemia
caliente seguido

7 h reperfusion

Isquemia caliente
+/- pre-
condicionar +/-
exclusion biliar
selectiva
Hepatectomia

parcial

150 mg/kg NAC
(un grupo con
Melatonina-NAC)
15 min antes de
la isquemia,
inmediatamente
antes de la
reperfusion

100 mg/kg NAC
en el pre-

condicionamiento

150 mg/kg NAC
iv previa ala

reperfusion

150 mg/kg NAC
iv 15 min antes

de la isquemia

400 mg/kg NAC
iv en bolo antes

de la reseccién y

de iNOS e hiperactiva
NF-kB

NAC reduce el dafio
IR.

Se observa efecto
sinérgico con la
adicién de

Melatonina

NAC revierte los
efectos protectores
de la técnica del

precondicionamiento

NAC mejorala
microcirculacién

hepatica

No se observa
beneficio de la NAC

en el dafio IR

NAC atenua la

translocacion
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Smyrniotis
etal.

2005 (181)

Fusai et al.
2005 (182)

Chen et al.
2005 (183)

Glantzounis
etal.

2007 (184)
Jin et al.

2007 (185)

Rata

Conejo

Rata

Conejo

Raton

60 min isquemia
caliente (16bulo
hepatico
izquierdo y

medio)

60 min isquemia
caliente (16bulo
hepatico
izquierdo y

medio)

40 min isquemia
caliente
(isquemia
hepatica
completa)

60 min isquemia
lobary 7 h de
reperfusion

60 min de
isquemia
hepatica parcial
Medicion de

TLR2-4

2 dias de
tratamiento con
NAC

300 mg/kg NAC
iv en bolo antes

de la isquemia

150 mg/kg NAC
iv en bolo antes y
durante la

reperfusion

20 mg/kg NAC 20
min antes de la

isquemia

150 mg/kg NAC
previo y durante
la reperfusion
Pre-tratamiento
con 150 mg/kg
NAC

bacteriana y el dafio

pulmonar

NAC atenua el dafio
IR hepatica (I GOT
GPT, | GSTs alfa),
genera menor
agregacion
plaquetariay T
AMPc. Menos
cambios necrdticos
hitolégicos.

NAC desciende el
dafio IR sobretodo
en la reperfusion
tardiay T la
microcirculacion
hepatica.

! MMP9 en la

reperfusion

NAC previene el T de
RNS

NAC desciende el
dafio por IR
inhibiendo la

activacion de TLR
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Galhardo et
al.

2007 (186)

Baumann
etal.

2008 (187)
Keles et al.

2008 (188)

Silva et al.

2012 (189)

Sun et al.

2014 (190)

Cai et al.

2015 (191)

Rata

Perro

Rata

Ratén

Raton

Rata

10 min pre-
condicionar + 40
min de isquemia
caliente

60 min de

isquemia caliente

90 min de
isquemia caliente
16bulo izquierdo
+90 min de
reperfusion
Hepatectomia
parcial, 30 min de
isquemia caliente
+60de
reperfusion

90 min isquemia
caliente (16bulo
hepatico
izquierdo y
medio)

1 ml/kg CCls ip

durante 4 sem

150 mg/kg bolo
iv previamente a

la isquemia

150 mg/kg bolo
iv 2 min antes de
la isquemia

250 mg/kg NAC
bolo previamente

alaisquemia

150 mg/kg NAC
iv 15 min antes
de la isquemia + 5
min antes de la
reperfusion

300 mg/kg NAC
ip 2 hantes de la

isquemia

50,100 o0 200
mg/kg de NAC
(segun grupo) ip
en el momento de

CCL4

2/4 y lainduccién de
TNFalfa

NAC reduce la
necrosis, apoptosis y
microesteatosis
hepatica

No se observan
beneficios de la NAC
en el dano por IR
NAC ! la formacién
de 8-OHdGy la

peroxidacion lipidica

! GPT después de la
reperfusion, T células
binucleadas y T de la

actividad mitogénica

| apoptosis antes de
la reperfusion
! ROS reticulo

endoplasmico

! GOT, GOT, MDA
T GSH y SOD en el
grupo NAC
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Existen 7 estudios en los que se evaluia el papel de la NAC en
la perfusién de higado aislado y se resumen en la Tabla 5. En
todos los protocolos se realiza una isquemia fria prolongada
previa a la reperfusion y en todos los estudios se administra
NAC antes de la hepatectomia aunque variando la via de

administracion:

i) En 5 estudios NAC se administra

intraportal o en vena mesentérica.

ii) En 1 estudio se administra via

intraperitoneal.

iii) En 1 estudio se administra via

subcutanea.

La concentracién mas utilizada es la de 150 mg/kg. En
términos de efecto de la NAC, los 7 estudios mostraron algin

efecto beneficioso de 1a NAC en la mejora del dafo IR.

En el estudio de Nakano et al se observa que la administraciéon
de NAC en previa a la isquemia atenta el dafio hepatico, efecto

que se pierde cuando la NAC se administra en la reperfusion.
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Tabla 5. Disefio y resumen de los estudios experimentales
que evalian NAC en modelos de higado aislado y perfundido

(n=7)
Autor Tipo
Afio
Vivot et al. Rata
1993 (192)
Dunne et al. Rata
1994 (193)

Nakano et al.

1995 (194)

Nakano et al.

1996 (195)

Rata

Rata

Modelo
experimental
Perfusion de
higado
aislado con
NAC pre,
post, pre-
post

Perfusion de
higado
aislado.
Isquemia fria
y caliente
secuencial
Perfusién de
higado
aislado. 48 h
de isquemia
y2hde
reperfusion
Perfusion de
higado
aislado
después de
24 hde

isquemia fria

Intervencion
NAC

100 mg/kg
NAC pre-
tratamiento,
20 mg/dl NAC
en la
perfusion en
post-
tratamiento
100 mg/kg
NAC sc previa
hepatectomia,
100 mmol/1
en la solucién
de UW
Inyeccion de
150 mg/kg
NAC pre-
hepatectomia

intraportal.

Inyeccién
portal de 150
mg/kg de NAC
+ BSO antes
del
aislamiento y

perfusion

End-point

| transaminasas y T
de la produccion

de bilis

NAC induce
mejoria transitoria
de la perfusién
sanguinea y biliar

del higado

NAC T cisteina
hepatica y protege
a las células de

Kupffer

La administracion
de NAC pre-
isquemia atenua el
dafio hepatico. El
efecto protector se

pierde cuando NAC
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Nakano et al.

1997 (196)

Nakano et al.

1998 (197)

Nagasaki et
al. 1998
(198)

Rata

Perfusién de
higado
aislado (24 h
de isquemia
fria + 120
min de
reperfusion)
Perfusién de
higado
aislado (24 h
de isquemia
fria en UW
seguido de
120 min de
reperfusion)
Perfusién de
higado
aislado (48 h
de isquemia
y 120 min de

reperfusion)

150 mg/kg de
NAC en VM 15
min antes de
la extracciéon

hepatica

150 mg/kg
NAC en VM
antes de la

extraccion

150 mg/kg
NAC en VM
antes de la

extraccion

se administra en
reperfusion

NAC antes de la
isquemia fria
mejora las
transaminasas y la
produccion biliar
en higados
esteatosicos

NAC antes de la
extraccion hepatica
previene del dafio
IR en higados
esteatosicos (GPT,
secrecion biliar y
niveles tisulares de
GSH)

Aumento de la
produccion biliar
en el grupo NAC de
manera

significativa

En 4 estudios experimentales se evalua el efecto de la

administracion de NAC en el TH y se encuentran resumidos en

la Tabla 6. En 2 de ellos se utiliza el modelo de la rata y en los

otros 2 el modelo porcino. El momento de la administracion y

la dosis de NAC varia en los 4 estudios. En dos estudios se

observan beneficios y en otros 2 no se observan ninguna
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mejora. En los estudios en los que se observan progresos la
dosis de NAC y el tiempo de administracién previa a la

isquemia son mayores.

Tabla 6. Disefio y resumen de los estudios experimentales
que evalian NAC en transplante hepatico ( n=4)

Autor Tipo Modelo Intervencién End-point
Afio experimental NAC
Walcher et Rata  Higado Donantes Sin cambios en la
al almacenado 150 mg/kg + perfusion
1995 con UW 20 h 80 mg/kg al microvascular
(199) y TH inicio de la tempranadespués
ortotopico operacion del trasplante
receptor
Koeppel et Rata TH 400 mg/kg NAC reduce la
al ortotdpico NAC antes de mala  perfusion
1996 tras 24 h de 1la microvascular
(200) isquemia fria hepatectomia temprana e
con UW y después de incrementa la
la secrecion biliar
reperfusion
en el receptor
Regueira Cerdo Ensayo 3gdeNACen | pico GOT,
et al clinico de el donante 1 mejora la
1997(201) NACenTHO h antes de coagulacion,
isquemia mejora OSy | PNF.
caliente
Manika et Cerdo RCTenTHO 150 mg/kg Sinefectosde NAC
al (202) NC iv al en histologia

donante y al

receptor

hepatica o OS.
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En 11 estudios clinicos se ha evaluado el rol de la NAC en el

TH y se encuentran recogidos en la Tabla 7.

En ninguno de estos estudios se resume adecuadamente el
procedimiento de aleatorizacion ni de ciego, ademas de que
presentan un seguimiento corto. En algunos de ellos la
administracion de NAC es en el donante, en otros es en el
receptor. La via de administracién mayoritariamente utilizada

es la venosa.

La utilizacién de NAC en el TH se utiliz6 inicialmente en
Anestesiologia y Reanimacion. En 1995 se publico en el British
Journal of Anesthesia por Browley et al. (203) un ensayo clinico
aleatorizado, doble ciego y placebo, en el que se administraba
NAC en el receptor (150 mg/kg en bolo seguido 12.5 mg/kg
durante 4h en la cirugiay 6.25 mg/kg de recuerdo en la cirugia)
constatando que, sin obtener diferencias en morbi-mortalidad,
la administracién de NAC parecia tener algtn efecto sobre la
oxigenacion celular aunque de dificil interpretacion.
Posteriormente en 1997 el grupo de Regueira et al. (201)
publicé un estudio comparativo de dos brazos (NAC frente no
NAC). Se administraban 6 g de NAC en el donante una hora
antes del trasplante, en ninguno de los dos grupos se produjo
fallo primario del injerto, aunque si existieron diferencias en
DPI entre ambos grupos. En 1998 se publicaron dos ensayos
clinicos aleatorizados, en ambos se administra la NAC en el

receptor. El primero, lo realizaron el grupo de Thies et al. (204)
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en el cual se administraban 150 mg/kg antes de la reperfusion
+ 50 mg cada 4h, en sus resultados se observaron diferencias,
aunque no significativas en los niveles de transaminasas. El
segundo ensayo clinico aleatorizado se publicé por Steib et al.
(205), en éste se infundian 150 mg/kg en el momento de la
anastomosis + 50 mg/kg cada 4 h + 100 mg /kg a las 16h,
tampoco se encontraron diferencias clinicamente significativas

en los niveles de transaminasas.

En el afio 2001 Bucuvalas et al. (206) publicaron un estudio
comparativo no aleatorizado en 25 receptores hepaticos
pediatricos (administraban 70 mg/kg en la reperfusion, en
dosis unica junto con Prostaglandina E1) observando niveles
inferiores de transaminasas en el grupo tratado con NAC,

aunque sin diferencias significativas.

Estudios mas recientes como el de Amico et al. (207), publican
resultados muy sorprendentes tras la administracion de NAC
intravenosa (30 mg/kg una hora antes de la cirugia) y en la
soluciéon de preservacién del donante (300 mg de NAC),
observandose una supervivencia del injerto superior y una
reduccion en la incidencia de complicaciones postrasplante en
el grupo de tratamiento con NAC. En dicho estudio se

administra 300 mg via portal y 30 mg/kg/iv en el donante.

Clasicamente, en los estudios experimentales la NAC se ha
administrado en el receptor a excepcidon de los estudios de

Regueira et al. y de Amico et al. en los cuales su administracion
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es en el donante. Unicamente en dichos estudios se observa

una mejoria de la supervivencia del injerto.

Tabla 7. Diseiio y resumen de los estudios clinicos que
evalian NAC en TH(n=11)

Autor Tipo
Afo
Bromley et RCT
al. Doble ciego
1995 (203)
Regueira et Cohortes
al. sin/con NAC

1997 (208)

Steib et al. RCT

1998 (205)

Thies et al. RCT
1998 (204)

Intervencion

NAC

150 mg/kg
NAC 15 min
seguido
12.5
mg/kg/4h +
6.25 mg/kg
de recuerdo
6 g NAC al
donante 1
hora antes
del
trasplante
150 mg/kg
NAC
durante 30
min + 50
mg/kg
durante 4 h
150 mg/kg
NAC
durante las

anastomosis

Ne
NAC -
/ Ne
NAC+
25/25

25/37

30/30

30/30

End-point

NAC T GOT 62 DPO

GOT
GOT: 353
DPI n =
DPIn=0NAC

825 control
NAC

5 control

GOTNAC773+133vs
control 1102 + 225
U/L

Sin diferencias entre
grupos en
transaminasas ni en

PNF.
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Bucuvalas
et al.

2001 (206)

Taut et al.
2001 (170)

Weigand et
al.
2001 (209)

Estudio
comparativo

no aleatorio

Estudio
caso-control

no aleatorio

RCT

+ 50 mg/kg
durante 4 h
+ 100
mg/kg
durante 16
h

70 mg/kg en
la
reperfusion
y cada 12 h
durante 6
dias (junto
con PGE)
150 mg/kg
NAC en
reperfusion
+ 50 mg/kg
durante 4 h
+ 100
mg/kg
durante 16
h

Higados
perfundidos
con 1 L de
Ringer +
1000 mg/L
NAC + 150
mg/kg NAC
antes de la

reperfusion

12/13 Pico GPT 499 UI/L
NAC vs 867 UI/L en

9/10

10/10

control.

0OS a los 3 meses

100% en
grupos.
No definido

Sin diferencias

transaminasas

bilirrubina total.

ambos

en

ni
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Khan et al.
2005 (210)

Santiago et
al.

2010 (211)

Hilmi et al.

2010 (212)

RCT

RCT

RCT

+ perfusion
continua de
50 mg/kg
durante 4 h
+ 100
mg/kg NAC
alas16h
150 mg/kg
de NAC
antes de la
parada
cardiaca +
75 mg/kg
durante
isquemia
fria. Los
receptores
no reciben
NAC.

100 mg/kg
tras 15 min
de iniciar la
fase
anhepatica
seguidos de
50 mg/kg
infusiéon
durante 24
h.

140 mg/kg

en la

9/9

Sin diferencias

transaminasas.

en

25/25 Disminucion del ph en

47/46

el grupo NAC tras la

reperfusion.

Sin diferencias

dafio

en

por
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inducciéon isquemia/reperfusién
anestésica + hepatorenal.
70 mg/kg Aumento de los
cada4h /12 niveles de GSH en
dosis NAC.
Amico etal. RCT 30 mg/kg 71/69 Menor DPI en grupo
2013 (207) NAC en el NAC cuando DRI > 1.8
donante 1 h OS del injerto > en el
antes de la grupo NAC

cirugia +
300 mg en
vena porta
antes  del

clampaje

Ademas de los estudios experimentales con NAC centrados en
la funcién hepatica, la NAC ha demostrado ser un farmaco
seguro, ampliamente administrado, tanto via oral como
intravenosa (213) cuya utilizacién ha sido también evaluada en
estudios clinicos respecto a otros o6rganos. El estudio de
Carbonell et al. (214) infundia 600 mg de NAC intravenosa
diluida en 50 ml de suero salino, obteniendo importantes
beneficios clinicos a corto plazo en los pacientes renales con
alto riesgo, sometidos a angiografia coronaria, sin observarse

efectos toxicos.

Recientemente, Santiago et al. (211) publican resultados

significativos disminuyendo los valores de ph intraoperatorio,
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tras la administraciéon de NAC (100 mg/kg/iv) en la fase

anhepatica en el receptor.

La Universidad de Pittsburgh (212) evalud, en un estudio
aleatorizado realizado en 100 pacientes, sila administracién de
NAC intravenosa (70 mg/kg con una dosis inicial 140 mg/kg)
cada cuatro horas postrasplante en el receptor, disminuia la
incidencia de disfuncion renal postoperatoria. Llegaron a la
conclusion de que a pesar de la dosis intravenosa administrada,
no se disminuia la disfuncién renal en los pacientes tratados
con NAC. Sin embargo, observaron que en los pacientes que
conseguian aumentar los niveles de GSH se producian menos

casos de fracaso renal agudo.

Existe una amplia variedad de publicaciones que han intentado
demostrar la utilidad de NAC en el dafio IR hepatico. Sin
embargo, todos los estudios utilizan medidas analiticas
indirectas para demostrar su beneficio sin encajar el dafo
generado por el OS, sin determinar los metabolitos producidos
en la IR y sin profundizar en los mecanismos moleculares por

los que la NAC consigue atenuar dafo celular.

Actualmente, con el desarrollo de la metabolémica, se puede
analizar la presencia de los distintos metabolitos celulares en
un determinado momento, lo cual nos permite intentar enlazar

cada una de las fases del proceso del OS en el dafio IR.
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6 Metabonomica: Definicion y Aplicaciones

La metabon6mica también conocida como metabolémica
(215), es la ultima ciencia -dmica, que se ha desarrollado

después de la genémica y la protedmica.

Esta ciencia estudia el conjunto de metabolitos que existen en
un sistema bioldgico, principalmente en biofluidos como
sangre, orina, saliva y tejidos o cultivos celulares, entre otros.
Los metabolitos son moléculas de bajo peso molecular, menos
de 1.5 kDa, como son los carbohidratos, lipidos, aminoacidos,
vitaminas, metabolitos de la microbiota, etc. (216). Su
presencia, ausencia o niveles alterados, nos indica cémo esta
funcionando un determinado 6rgano o un ser vivo en momento
concreto. El andlisis metabolémico es un fiel reflejo de la
funcién de la expresiéon de determinados genes, asi como de la
influencia de factores externos como puede ser la dieta, el estilo
de vida y el uso de farmacos entre otros. La metabolémica
permite la  clasificacion de  muestras, identificar
biomarcadores, cuantificar metabolitos en distintas
situaciones y en general, entender mejor los procesos
bioquimicos que acompafian a una determinada funcién

fisioldgica o patoldgica.

En el afio 1989 Nicholson et al. acufiaron por primera vez el
termino metabonoma, en este estudio utilizaron la RMN como
plataforma de andlisis y ratas como modelo experimental

(217).
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6.1 Fases de un estudio metabolémico y sus
plataformas de analisis

6.1.1 Diseio del experimento

En el momento de disefiar un analisis metabolémico hay que
definir el nimero de muestras minimo a analizar para poder
alcanzar resultados significativos. En ocasiones, el tamafio
muestral 6ptimo es dificil de alcanzar, ademas existe una gran
variabilidad biolégica entre las muestras que hay que
considerar. En esta etapa es necesario decidir qué tipo de
muestra biologica se va a recoger y como se analizara. Por
ejemplo, hay que decidir si queremos realizar un estudio para
establecer un mecanismo molecular o lo que buscamos son
biomarcadores de un determinado proceso, en el primer caso
se necesitarian modelos celulares o tejido de pacientes,
mientras que en el segundo seria ideal encontrar marcadores
en muestras poco invasivas como sangre, orina, por ejemplo.
Todos estos factores han de ser considerados en el disefio
experimental para que los resultados obtenidos en el analisis
metabolomico sean reflejo de un cambio biolégico/bioquimico
y no de sesgos artificiales como por ejemplo la conservacién o

el procesamiento de la muestra.

6.1.2 Medicion de analiticas

107



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

En metabolémica la obtencion de perfiles de metabolitos se
basa fundamentalmente en el uso de dos plataformas
analiticas: la resonancia magnética nuclear (RMN) y Ia
espectrometria de masas (MS), pudiendo ésta ultima acoplarse
a distintos tipos de cromatografia como la de gases (CG) o

liquida (CL).

La espectroscopia por RMN de alta resolucién requiere poca
preparacion de la muestra, ofrece alta eficacia en el
rendimiento de la muestras (10-15 min por muestra con una
sonda convencional de deteccion) y es de alta reproducibilidad.
Adicionalmente ofrece, ademdas de elucidar las estructuras
moleculares, el prospecto para holistica y simultaneamente
perfilar metabolitos sin seleccion a priori. Esta técnica no sélo
se utiliza para identificar perfil de fluidos bioldgicos, sino que
también se emplea para el perfilado metabodlico de biopsias de
tejido, requiriéndose en tal caso de la RMN de alta resolucién.
La RMN presenta la caracteristica de asegurar la integridad de
las muestras biolégicas, sin embargo, su sensibilidad y

cobertura metabolica es muy limitada con respecto a la MS.

La MS se puede utilizar para el perfilado global (analisis no
dirigido) y para el analisis dirigido requiriéndose una
preparacion especifica de la muestra segun el tipo de analisis
que se vaya a realizar y el método de separacién de los
metabolitos (p.ej, CG o LC). Cuando la MS se acopla a métodos

cromatograficos puede generar perfiles de miles de sefiales
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(variables o features), lo que permite la detecciéon de un gran
numero de metabolitos en un amplio rango de concentraciones
desde nanomolar hasta milimolar. La MS junto con el método
de separacion adecuada pueden obtenerse perfiles de gran
selectividad y cobertura metabdlica. Sin embargo, el
tratamiento de la muestra por MS es mas complejo. En la
practica suele combinarse el andlisis de la muestras mediante
ambas plataformas (RMN y MS), lo que aumenta la cobertura
metabolémica obtenida y por tanto las probabilidades de éxito
ala hora de encontrar marcadores discriminantes entre clases

de muestras (p.ej. sanos, enfermos).

6.1.3 Procesado de la senal

En primer lugar, hay que realizar un pre-procesado de la sefal
para posteriormente poderla analizar en los sistemas
informaticos. El pre-procesado consiste en el ajuste de la linea
de base, alineacién de picos cromotagraficos, normalizacion y

seleccidn de variables principales.

Una vez procesados los datos se realizara un analisis
estadistico multivariante mediante la utilizacién de métodos
no supervisados, analisis de los componentes principales
(PCA) y métodos supervisados, analisis discriminante de
regresion de minimos cuadros (PLS-DA) (218). En los métodos

no supervisados, el modelo se construye sin tener informacién

109



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

previamente disponible sobre las muestras, mientras que en
los métodos supervisados se dispone de informacién previa de
las muestras (higados esteatdsicos frente a no esteatésicos),
pudiendo entrenar al modelo para identificar las variables que

mejor describan las diferencias de estas muestras.

Con la finalidad de reducir la dimensionalidad de cada muestra
(cada una de ellas contiene miles de variables), se realiza el
PCA, escogiendo las direcciones de maxima varianza de los
datos generando asi unas nuevas dimensiones. Los diagramas
de scores de un analisis PCA permiten observar cdmo se
agrupan las muestras en funcion de la similitud o diferencia de
su espectro de RMN y por ende de su metaboloma, mientras
que los diagramas de loadings, indican cuales son las variables

responsables de tal separacidn.

Para el andlisis de los resultados, actualmente esta
generalizando el uso de métodos estadisticos de correlacién
(STOCSY), los cuales nos permiten conocer qué metabolito o

conjunto, estan correlacionados entre si (219).

6.1.4 Identificacion de biomarcadores

Para identificar los metabolitos de interés, se precisa que el
espectrometro de masas trabaje con una buena exactitud y

resoluciéon para poder comprar las sefiales obtenidas con
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anotaciones en bases de datos y de este modo identificar los
metabolitos que corresponde a cada sefial. Si las sefales
coinciden se propone una identidad, que ha de ser confirmada

con la inyeccién de estdndares puros.
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TOMA DE MUESTRAS

ADQUISICION DE DATOS
ESPECTROMETRIA DE MASAS
ESPECTROSCOPIA RMN

ALINEACION DE PICOS

NORMALIZACION/SELECCION DE VARIABLES

DETERMINACION DE BIOMARCADORES

GENERACION DE LA HIPOTESIS

VALIDACION ESTADISTICA
VALIDACION BIOLOGICA Y/0 EXTERNA
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6.2 Aplicacion de la metabolémica en
hepatologia

Utilizada como herramienta analitica, la metabolémica ha
demostrado tener un gran poder de cribado en la identificacién
de biomarcadores metabodlicos, ayudandonos a describir las
vias metabdlicas y a interpretar el funcionamiento de sistemas
biolégicos complejos. La metabolémica se ha ido aplicando
cada vez mas al estudio de las distintas enfermedades
hepaticas. En la enfermedad del higado graso no alcohdlico, en
estudios experimentales (220) se han identificado que los
niveles anormales en suero de glucosa, lactato, glutamato y
glutamina son los principales biomarcadores de dicha
enfermedad. En el TH, el grupo de Silva et al. (221) realizaron
un estudio de perfil metabolémico durante la IR hepatica. Para
ello, realizaron lainsercién de un catéter de dialisis en el injerto
tras la reperfusiéon y determinaron los distintos metabolitos
implicados en el proceso de la IR. Otros grupos han identificado
también como marcadores de rechazo la presencia de niveles
aumentados de glutamina y reducidos de urea tanto en orina

como en suero (222).

Para realizar un andlisis metabolémico se pueden analizar
como hemos comentado anteriormente, tanto biofluidos como
tejidos bioldgicos. Los biofluidos se utilizan con mayor
frecuencia porque se pueden obtener con mayor facilidad y
mediante técnicas menos invasivas. Sin embargo, hay que tener

algunas precauciones, por ejemplo en el caso de la sangre, al
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tratarse de un sistema de transporte, donde tanto materiales
endégenos como exdgenos son transportados e
intercambiados por los diferente 6rganos, la presencia de
lesiones en otros 6rganos puede afectar a la metabolémica del
plasma, es decir, podemos encontrar marcadores no
especificos de la patologia/condicién bajo estudio. Por tanto,
en ocasiones el analisis de muestras de tejido del 6rgano diana
es mas adecuado que el analisis de biofluidos ya que puede
reflejar de un modo mas directo y fidedigno las respuestas

patofisiolégicas del proceso de la enfermedad o funcién (223).

En un estudio de experimentacion animal realizado por Feng et
al. (224) se identific6 cambios en un gran numero de los
metabolitos estudiados incluyendo: azuicares, aminoacidos,
acidos grasos y A4acidos organicos presentaron cambios
significativos en el grupo de fallo hepatico agudo, sin embargo,
estos resultados diferian en cuanto a los cambios observados
en plasma en comparacién con las muestras de tejido hepatico.
En este estudio, los animales que habian recibido tratamiento
con D-galactosamina/ lipopolisacaridos  presentaban
alteraciones en el metabolismo hepatico con distintos

resultados a los observados en los metabolitos plasmaticos.

En el afio 2006 el grupo de Soga et al. (225) realizaron un
estudio de experimentacion animal en el que se determinaba el
perfil metabolémico en higado después de la induccion de

hepatotoxicidad por acetaminofén. Identificaron 1859 picos de
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metabolitos, entre los cuales se incluia la activacién de la
biosintesis de la via del acido oftalmico (Opht A) a partir de 2-
aminobutirato. Entre la glutamilcisteina y la glutation sintasa,
se produce una cascada de reacciones quimicas que conduce a
cambios en el nivel del Opht A. Consecuentemente el cambio en
los niveles del Opht A indica el consumo de GSH.
Posteriormente, se han publicado diversos articulos que
corroboran el incremento de los niveles de Oph A de manera

inversamente proporcional al consumo de GSH (226).

Para el estudio del OS se han testado también multiples
marcadores directos (como especies reactivas del oxigeno). La
dificultad radica en que estas especies son muy inestables, por
tanto se recurre a la medida de marcadores indirectos como
por ejemplo el GSH, el Opht, MDA (malondialdehido) entre

otros muchos (227).

Dado que muchos de los marcadores mencionados
anteriormente estan presentes en niveles bajos en las matrices
bioldgicas, se necesitan técnicas altamente sensibles para su
cuantificaciéon. La cromatografia liquida de alto rendimiento
acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS /
MS) ha demostrado que es una técnica analitica potente para la
determinacion simultanea de gran nimero compuestos a baja
concentracion (228). Existen multiples parametros que son
especificos y determinan individualmente cada una de las

modificaciones oxidativas a distintos niveles biolégicos como
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ADN, proteinas y lipidos. En este sentido, A. Carretero et al.
(229) desarrollaron una estrategia para determinar la
homeostasis oxidativa y dafios de origen oxidativo a diferentes
niveles biolégicos, es decir, en el ADN, proteinas y lipidos. Para
ello, seleccionaron un conjunto de marcadores bioldgicos
conocidos del OS y se analizaron mediante el método de
rendimiento de ultra cromatografia liquida-espectrometria de
masas en tandem (UPLC-MS/MS). Este método dirigido,

incluye los siguientes metabolitos:

i) Sustancias que contienen azufre, como el
glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG)
(230), S- (5-adenosil) -Lmethionine cloruro (SAM) y S-
(adenosil) -L-homocisteina (SAH) (231).

ii) Marcadores del dafio oxidativo de proteinas:
Fenilalanina (Phe) (232) y tirosinas (3- yodo-L-tirosina
(I-Tyr), 3-nitro-tirosina (N-Tyr), 3-cloro-Ltyrosine (Cl-
Tyr), DL-o-tirosina (o-Tyr), DL-m-tirosina (m- Tyr) y L-
tirosina (p-Tyr))(42,233).

iii) Marcadores del dafio de ADN: 8-hidroxi-2
'desoxiguanosina (8-OHdG) y 2-desoxiguanosina (2-

DG)(234).

iv) Marcadores de peroxidacion lipidica:
Malondialdehido (MDA) y 8- isoprostaglandina-F2a (8-
IsoPGF) (235,236).
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También se incluy6 en el conjunto de biomarcadores del OS
al Oph A (225). El método analitico se validé siguiendo la guia
para bioandlisis de la FDA. La ventaja fundamental de este
método es que evalua 16 biomarcadores del OS con un dnico

procedimiento.

Con la aplicacién de la metabolémica puede conocerse que
metabolitos estdn implicados por ejemplo, en el dafio
producido por la IR, obteniendo una informaciéon mas completa
que aporta un mayor conocimiento de cada una de las fases
implicadas en el OS que acontece al proceso del trasplante. El
hecho de que parte de nuestros donantes actuales sean
mayores, obesos, junto con la aceptacion de donantes con
criterios expandidos (61) ha llevado a que nos encontremos un
mayor numero de alteraciones biolégicas o bioquimicas y por
tanto una peor funcién del injerto. Actualmente, se utilizan
higados con factores de riesgo, significativamente mas
sensibles al dafio por IR, lo cual aumenta la incidencia de DPI y
su sobrevida. Nuestro trabajo consiste en intentar entender
todos los mecanismos implicados en el proceso de OS que
ocurre en el tiempo comprendido entre la extraccién y el
implante del érgano, para de este modo poder mejorar los
resultados en este espectro de donantes, para ello nos
ayudamos de las nuevas tecnologias como la metabolémica, y
en concreto del método para determinar marcadores de OS

anteriormente descrito (229).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1  Hipdtesis.

La perfusion de NAC en via venosa periférica, en vena
mesentérica y en la solucién de preservacion de drganos en el
donante ejerce un efecto protector sobre el higado, con la
consiguiente reduccion de la incidencia de disfuncion primaria

del injerto.
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2  Objetivos

2.1 Objetivo principal.

El objetivo principal del estudio es evaluar el efecto de la
administracion de n-acetilcistina en el injerto hepatico
mediante la determinacién de la incidencia de disfuncion
primaria del injerto, de acuerdo con la clasificacion de Olthoff

(71).

2.2 Objetivos secundarios.

i) Determinar 'y comparar los cambios
bioquimicos, hematolégicos y hemostaticos en ambos

grupos de tratamiento.

ii) Evaluar mediante el andlisis metabolémico
dirigido el potencial efecto protector de NAC en el dafio

de la IR del injerto.

iii)  Analizar la incidencia de complicaciones

postoperatorias en ambos grupos de tratamiento.

iv) Estudiar y comparar la existencia de cambios

histopatologicos de IR en los dos grupos de estudio.

V) Determinar la supervivencia del injerto y del

paciente en ambos grupos de tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS
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1 Diseio del estudio

Se disefié un ensayo clinico fase III, unicéntrico, aleatorizado,
controlado, de grupos paralelos a fin de valorar la eficacia de la

adicion de NAC en el donante de 6rganos.

Para el calculo del tamafio muestral se utiliz6 la incidencia de
disfuncién publicada por Olthoff (71), que se corresponde a un
23%, siendo similar a lo analizado previamente en nuestra
serie (157). Considerando un descenso del 18% en la
disfuncién aguda postrasplante tras la administraciéon de n-
acetilcisteina en nuestro grupo y aceptando un riesgo alfa de
0,05 y un riesgo beta inferior al 20%, en un contraste bilateral,
se necesitan 107 sujetos en el primer grupo y 107 sujetos en el
segundo para detectar como estadisticamente significativo la
diferencia entre dos proporciones. Se estimé una tasa de
pérdidas de seguimiento del 5%. Se us6 la aproximaciéon de
ARCSINUS. Para su calculo se utilizo la calculadora de tamafio

muestral GRANMO version 7.12. de Can Antaviana.
Se definieron dos grupos de estudio:

Grupo A (NAC Si): pacientes en los que se realizé la adicién de
NAC via intravenosa periférica, en la vena mesentérica inferior

y en la solucion de preservacion Celsior® .
Grupo B (NAC NO): sin adicion de antioxidante ni placebo.

El analisis fue por protocolo, es decir que so6lo aquellos
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pacientes que completaron al menos un seguimiento de 4

meses fueron incluidos en el analisis final.

El estudio fue aprobado el 7 de abril del afio 2011 por el Comité
Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitari i
Politécnic La Fe y la Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios, de acuerdo a la legislacion vigente, el
Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan

los ensayos clinicos con medicamentos (EUDRACT 2011-

000030-11) y registrado en http://www.clinicaltrials.gov/ con
el nimero ID#NCT01866644.

Todos los pacientes incluidos fueron previamente informados
sobre el procedimiento y dieron por escrito su consentimiento

a la entrada en el estudio.

Los injertos hepaticos que se incluyeron en el estudio fueron
extraidos de los hospitales de nuestra comunidad que se

encuentran acreditados (Tabla 8).
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Tabla 8. Hospitales de la Comunidad Valencia acreditados
para donacion

Hospitales de la Comunidad Valenciana acreditados para donacién

Hospital San Juan de Alicante
Hospital de Torrevieja
Hospital Vega Baja de Orihuela
Hospital General Universitario de Elche
Hospital General de Alicante
Hospital General de Elda
Hospital Clinico San Juan de Alicante
Hospital Marina Baixa de Villajoiosa
Hospital Virgen de los Lirios de Alcoi
Hospital de Denia
Hospital Lluis Alcanyis de Xativa
Hospital Francesc Borja de Gandia
Hospital La Ribera
Hospital de Requena
Hospital de Manises
Hospital Dr. Peset
Hospital Universitari i Politécnic la Fe
Hospital General Universitario de Valencia
Hospital Arnau de Vilanova
Hospital Clinico Universitario de Valencia
Hospital de Sagunto
Hospital de La Plana
Hospital Provincial de Castellon

Hospital Comarcal de Vinaroz
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2  Criterios de inclusion y exclusion

2.1 Criterios de inclusion del higado donante

i) Injertos considerados validos para trasplante
por el cirujano/a extractor (ausencia de fibrosis,
esteatosis macrovesicular > 40%, arteriosclerosis de la
arteria hepatica, mala perfusién del injerto, tumor
maligno) perfundidos con soluciéon de preservacion

Celsior®.

2.2 Criterios de inclusion de los receptores para
trasplante hepatico

i) Pacientes de ambos sexos con edad superiora 18
afnos que se encuentran en lista de espera de TH o de
higado-rifion en la Unidad de Cirugia
Hepatobiliopancreatica y Trasplante del Hospital
Universitari i Politécnic La Fe de Valencia en el periodo

de tiempo sefialado.

ii) Pacientes que han firmado el consentimiento del
estudio aceptando participar voluntariamente antes de

realizar cualquier procedimiento del ensayo.

iii) Aloinjertos totales hepaticos procedentes de

donante cadaver.
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iv) Aloinjertos destinados al TH primario.

2.3 Criterios de exclusion del higado donante
i) Donantes con alergia conocida a NAC.
ii) Donantes en asistolia.
iii) Donantes hepaticos con patologia amiloidética.
iv) Donantes hepaticos vivos.

V) Donantes hepaticos en los que se va a realizar

injertos reducidos o split.

vi) Donantes procedentes de otros equipos de

trasplante.
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3  Criterios de exclusion de los receptores
para trasplante hepatico

i) Pacientes receptores con alergia conocida a NAC.
ii) Pacientes receptores con fallo hepatico
fulminante.

iii) Pacientes receptores que precisen retrasplante.
iv) Pacientes que colaboren en otro ensayo clinico.

V) Pacientes que no estén dispuestos a colaborar en

el estudio.
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4  Criterios previstos para la retirada de los
sujetos del estudio

De acuerdo con lo descrito en el real decreto, Declaracién de
Helsinki, los pacientes podian retirar su consentimiento para
su participacién, en cualquier momento, sin perjuicio, tenian
derecho a retirarse del estudio en cualquier momento y por

cualquier motivo.

Adicionalmente, el investigador podia retirar a un sujeto si,
segun la opinién clinica del investigador, estuviera en el mejor
interés del sujeto o si el sujeto no podia cumplir con los
requisitos del protocolo. El promotor también podia
interrumpir el protocolo en cualquier momento justificandose

tal accion.
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5 Criterios para detener el protocolo

i) Abandono voluntario del paciente.

ii) Por incumplimiento o violacién de las normas

contenidas en protocolo

iii) Cuando el paciente dejara de cumplir los
procedimientos necesarios del ensayo podia ser

retirado a criterio del investigador responsable.

Si se retiraba prematuramente a un paciente del ensayo, el
investigador debia proporcionar la razon principal de la
suspension y como indican las normas de Buena Practica
Clinica, seguir los procedimientos segin protocolos habituales

de tratamiento de su patologia.

134



Mateiral y Métodos

6 Aleatorizacion

Aquellos pacientes que cumpliendo los requisitos y firmado el
consentimiento entraron en el estudio fueron aleatorizados
para evitar sesgos. El método de aleatorizacién utilizado fue el
método de asignacion aleatoria simple mediante una tabla de
aleatorizacion obtenida por sistema informatico. Los pacientes
fueron asignados aleatoriamente al brazo experimental (NAC
SI) o brazo control (NAC NO) en una ratio 1:1 mediante un
software especifico (ActionScript 3.0® tecnologia Adobe
Flex/Air) que genera una secuencia de nimeros aleatorios por

bloques (n=10).

De acuerdo con el tamafio muestral predeterminado, se genero
una tabla de aleatorizacién. Cuando existia un posible donante,
la coordinadora de trasplantes, que poseia la tabla de
aleatorizacion, informaba al cirujano/a extractor/a y al
enfermero/a que realizaba la perfusion de si es el donante era

asignado al grupo NAC SI o NAC NO.

En dicha tabla de aleatorizacion, la coordinadora de trasplantes
fue recogiendo el codigo de donante, el nimero de historia
clinica del paciente receptor, la validez del higado y asimismo,
existia también un espacio para recoger los comentarios

pertinentes.
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7 Descripcion de los tratamientos del ensayo

7.1 Rama experimental (Grupo NAC SI)

En el momento de iniciar la extraccion del injerto, se realizaba
la biopsia hepatica con el nombre de NACO-C6digo del donante.
La biopsia se introducia en menos de 30 s en la nevera de
nitrégeno liquido. A continuacién, por via periférica se
administraban 30 mg/kg de NAC solucién inyectable al 10% en
un gotero 250 ml de suero glucosado al 5% preparado porla/el
enfermero/a que realizaba la perfusiéon en el momento de
iniciar la extraccion. p.e. paciente de 80 kg, 30 mg x 80 kg =
2400 mg 1 ampolla = 300 mg Flumil® = 3 ml ; 2400 /300 = 8

ampollas.

Una vez finalizada la perfusién de NAC por via periférica, se
realizaba la biopsia hepatica NAC1-Codigo del donante, se
introducia igualmente en la nevera de nitréogeno liquido en
menos de 30 s. A continuacion el/la cirujano/a extractor/a,
inyectaba con una jeringa de insulina estéril (aguja naranja,
didmetro 0,5ml) en la vena mesentérica inferior, 1 ampolla
NAC= 3 ml = 300 mg NAC, solucién inyectable al 10%. En el
primer gotero de solucién de preservacion (debido al escaso
efecto de NAC en el injerto frio), se inyectaba otra ampolla de
NAC Unicamente por vena porta. Una vez finalizada la
perfusion completamente (2000ml por porta y 4000 por
aorta), se realizaba la biopsia hepatica NAC2-Coédigo de
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donante que se introducia en menos de 30 s en la nevera de

nitrégeno liquido.

Al final del implante, antes de iniciar el cierre de pared, se
tomaba la biopsia NAC 3-Cédigo del donante. Las 4 biopsias se

marcaban con el cddigo del donante biopsia 0, 1, 2 y 3 (Figura 6).

Figura 6. Biopsias hepaticas en criovial
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7.2 Rama control (Grupo NAC NO)

Una vez disecada la vena mesentérica inferior, se realizaba la
biopsia NAC1- Cédigo del donante, que se introducia en la

nevera de nitrogeno liquido en un tiempo inferior a 30 s.

Una vez finalizada la perfusion completamente (2000ml por
portay 4000 por aorta), se realizaba la biopsia hepatica NAC2-
Codigo de donante, (en menos de 30 s se introducia en la

nevera de nitrégeno).

Al final del implante, antes de iniciar el cierre de pared, se
tomaba la biopsia NAC 3-Cédigo del donante, que se introducia

en la nevera de nitrégeno liquido rapidamente.

Las biopsias eran 3 y se marcaban con el c6digo del donante

biopsia 1, 2y 3.

Tabla 9. Administracion de tratamiento

BRAZO EXPERIMENTAL BRAZO CONTROL
Biopsia NACO injerto donante ees
NAC solucién inyectable al 10% via
iv periférica 30 mg/kg
Biopsia NAC1 injerto donante Biopsia NAC1 injerto donante

NAC via vena mesentérica 300 mg, 1
ampolla de 3 ml solucidn inyectable

al 10%

NAC 1 ampolla de 3 ml solucién
inyectable al 10% en el primero

gotero de solucién de preservaciéon
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8 Enmascaramiento

En este ensayo clinico se realiz6 un ciego simple como
enmascaramiento. Los/as cirujanos/as que realizaban el
implante desconocian el grupo al cual habia sido asignado el
injerto. No se pudo realizar doble ciego debido a la complejidad

de llevarlo a cabo en un acto tan complejo como es el TH.
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9 Ficha técnica de n-acetilcisteina

9.1 Composicion cualitativa y cuantitativa

Cada ampolla de 3 ml contiene 300 mg de acetilcisteina. Cada
ml de solucion inyectable contiene: Principio activo: 100 mg de
acetilcisteina Excipientes: Edetato de disodio, 3 mg Hidréxido

de sodio, pH 6,5.

9.2 Forma farmacéutica
Solucidn inyectable.

Aspecto de la solucion: Solucion transparente e incolora con un

leve olor sulfureo.

Ampollas de vidrio topacio con una solucién transparente e

incolora. Cada envase contiene 5 ampollas de vidrio topacio.

9.3 Autorizacion de la comercializacion
Titular de la autorizacion de la comercializacion: ZAMBON.

Fecha de la primera autorizacién: 1 de septiembre de 1965
Fecha de la ultima renovacién de la autorizacién: 6 de

septiembre de 2005.
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10  Adquisicion, acondicionamiento y
etiquetado de la medicacion

Las ampollas de NAC al 10% solucién inyectable que se
utilizaron en este ensayo clinico se depositaron en el almacén
de farmacos situado en los quiréfanos, cumplimentando las
condiciones necesarias para su correcto almacenamiento. Cada
ampolla utilizada fue etiquetada con su correspondiente
cédigo de donante al que fue destinado. Dichos envases fueron
almacenados junto con el archivo del investigador hasta su

correspondiente monitorizacion.
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11 Almacenamiento y dispensacion de la
medicacion

Las ampollas de NAC utilizadas en este estudio se almacenaron
en botes codificados en el area de Ensayos Clinicos del Servicio
de Farmacia; junto con la medicacion de los ensayos clinicos,

identificados con el c6digo del proyecto.

La medicacién se dispenso en el Servicio de Farmacia y se llevo

un registro de dispensacion.
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12 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes trasplantados en la Unidad de Cirugia
Hepatobiliopancreatica y Trasplante del Hospital Universitari i
Politécnic La Fe de Valencia, durante el periodo de tiempo
comprendido entre el 25 de noviembre del afio 2011 al 8 de
junio del afio 2015. Fueron valorados donantes hepaticos en
los distintos hospitales de la Comunidad Valenciana (Tabla 8).
De los 280 higados valorados por el equipo de la Unidad HBP y
Trasplante del Hospital Universitari i Politécnic La Fe, 66 casos
fueron excluidos por los motivos que se expresan en la

siguiente tabla.

Tabla 10. Donantes excluidos durante el periodo de estudio

Causa n
Esteatosis macrovesicular > 40% 30
Fibrosis 21
Arteriosclerosis significativa de la 6
arteria hepatica
Mala perfusién del injerto 1
Tumor abdominal con histologia de 4

malignidad durante la extraccion
Utilizacion de solucién de 4
preservacion distinta al Celsior®*

Total 66

*Donantes excluidos del estudio pero no para la donacién
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Durante el periodo de estudio se realizaron en el Hospital
Universitari i Politécnic La Fe 315 trasplantes. Se excluyeron

101 pacientes por los motivos que se detallan a continuacion.

Tabla 11. Receptores excluidos del estudio

Causa
Trasplantes pediatricos 27
Retrasplantes 27
Higados reducido o Split 8
Donante vivo 2
Donante domin6 2
Negativa a participar en el estudio 1
Alérgico a NAC 1
Participar en otro ensayo clinico 27
Extraccion realizada por otro grupo 6

Total 101

De ellos, 214 fueron incluidos en el estudio y aleatorizados en
dos grupos. En el grupo A (NAC S) se incluyeron 113 pacientes
aleatorizados a la rama de tratamiento con NACy en el grupo B
(NAC NO) se incluyeron 101 pacientes que no recibieron

ningln tratamiento adicional al protocolo habitual.

Para facilitar la lectura e interpretacién del presente ensayo
clinico, se muestra un diagrama para ilustrar el flujo de
pacientes participantes en el estudio siguiendo el CONSORT
statement (Consolidated Standards of Reporting Trials)
(237)(Figura 7).
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Evaluados para trasplante
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Figura 7. Diagrama CONSORT para ensayos clinicos
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13 Técnica quirurgica en el trasplante
hepatico ortotdpico

El procedimiento del trasplante de higado de donante cadaver
fue realizado por seis cirujanos de la Unidad de Cirugia
Hepatobiliopancreatica y Trasplante del Hospital Universitari
y Politécnic La Fe de Valencia. El TH es una intervencién
quirurgica mayor altamente estandarizada y que comprende

los siguientes pasos:

13.1 Protocolo de actuacion en el donante

Tan pronto se reconocen los posibles candidatos a la donacién
(110) se informa del suceso a la coordinaciéon de trasplantes, a
la vez que se inician los estudios para la emision de tejidos y

serologia virica.

Se atiende minuciosamente al donante con el fin de conservar
de manera lo mas fisiolégica posible el estado de los 6rganos
hasta el momento de su extraccién. Para la extracciéon y
preservacion hepatica se utiliza el procedimiento clasico de
extraccion multiple de érganos descrito por T. Starzl et al.

(238).

En la induccién anestésica se administra como profilaxis
antibiotica una dosis de amoxicilina-clavuldmico, o la
antibioticoterapia @ que  recomienden los estudios

microbiolégicos previos.
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Se inicia la cirugia mediante la realizacion de una laparotomia
media supra-infraumbilical amplia que permita la revision
completa de la cavidad abdominal junto con la realizaciéon de
esternotomia. A continuacién se explora la cavidad abdominal
de manera completa mediante visualizacion y palpacion
bimanual de todos los 6rganos para descartar la existencia
posibles lesiones tumorales. En el higado se realiza la
valoracién de su morfologia, coloracién y consistencia a la
presion de sus caracteristicas macroscopicas junto con
realizacion de una biopsia hepatica, para la determinacion
histolégica del grado de validez en caso de que el cirujano/a

extractor/a lo considere necesario.

En el caso de que el donante sea aleatorizado como grupo de
tratamiento (NAC SI), se realizara la primera biopsia hepatica
mediante tru-cut, en el segmento III de Couinaud, que se
llamara NAC 0-c6digo de donante e ira marcada como NACO
seguida del nimero de c6digo del donante, la cual que se
introduce rapidamente en la nevera de nitrégeno liquido

portable.

Una vez realizada la primera biopsia, en el grupo de
tratamiento, se administra por via venosa periférica 30 mg/kg
de NAC solucion inyectable al 10% en un gotero 250 ml de
suero glucosado al 5% preparado por la/el enfermero/a que
realiza la perfusion. Los pacientes NAC NO, carecen de

administracion de cualquier farmaco o placebo.
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Se continua con la diseccion sistematizada habitual, hasta el
momento de la diseccion de la vena mesentérica inferior, para
la cual, se separa el duodeno del mesenterio del colon
transverso, y se dispone este ultimo horizontalmente
orientando el colon ascendente hacia su posicién original, se
identifica el borde pancreatico inferior y teniendo como
referencia la 32 y 42 porcion duodenal; cuidadosamente se
diseca la vena mesentérica inferior la cual se referencia con dos
sedas. En el momento en que termina la perfusién periférica de
NAC se realiza la segunda biopsia, en el segmento III de
Couinaud, que se llama NAC1-cédigo del donante. Tras realizar
la segunda biopsia se administra una ampolla de 300 mg de
solucidn inyectable al 10% (1 ampolla de 3 ml) directamente

en la vena mesentérica inferior con una aguja de insulina.

En el caso del paciente aleatorizado sea asignado al brazo
control como NAC NO, esta sera la primera biopsia a realizar,
tras referenciarse la vena mesentérica inferior. Todas las
biopsias se introducen en la nevera de nitrégeno liquido

portable rapidamente.

Tras identificarse los elementos del tronco celiaco, descartar
variantes vasculares y realizar la colecistectomia si precisa, se
procede al lavado de la via biliar con suero fisioldgico.
Seguidamente se administran 3 mg/kg de peso de heparina
sodica. Tras 3 min de infusién de heparina se inician las

maniobras de canulacion, clampaje de la aorta supraceliaca y
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apertura de auricula derecha y se inicia la hipotermia del
higado con hielo. La perfusiéon de solucién de preservaciéon
(Celsior®) suele ser en una cantidad minima de 4000 mililitros
anivel adrtico y 3000 mililitros a nivel portal. En el primer litro
de solucién de preservacion portal se anade una ampolla de
NAC (300 mg) en el caso del grupo de tratamiento (NAC Si), sin
afiadir ningin tratamiento adicional en el caso de que el

paciente corresponda con el brazo de grupo control (NAC NO).

Cuando se finaliza de manera completa la perfusion de la
solucion de preservacion, se realiza la ultima biopsia en el
donante, que se realiza en el segmento III de Couinaud y va

sefalizada como NAC2-c6digo de donante (Figura 8).
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Figura 8. Extraccion hepatica con las muestras en cuia de tejido
hepatico en 16bulo hepatico izquierdo
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13.2 Protocolo de la cirugia de banco del injerto

En este momento se completa la diseccién de las estructuras
del injerto para su implante en el receptor. A una temperatura
de 49C se disecan la vena cava supra e infradiafragmatica con
identificaciéon y ligadura de venas diafragmaticas de drenaje
previamente seccionadas. Se prepara la vena porta con
perfusién de solucién de preservacion por la misma y también
se realiza diseccidn de tronco celiaco e identificacion de arteria

hepatica y variantes vasculares.

13.3 Protocolo de actuacion en el paciente
receptor

Se realiza una incision subcostal ampliada a la izquierda. Se
seccionan los ligamentos y se identifican las estructuras a nivel

del hilio hepatico.

En primer lugar se realiza la ligadura de la arteria hepatica y
sus ramas, diseccion sin seccion de la vena porta. A
continuacién se realiza la identificacion y seccién de la via
biliar. Mediante la técnica de “piggy-back” o de preservacion de
vena cava se completa la hepatectomia. Se seccionan entre
ligaduras las venas retrohepaticas y el ligamento hepatocava
hasta llegar a las venas suprahepaticas que se disecan en su
totalidad. Se finaliza con la ligadura y seccién proximal de vena

porta junto con clampaje vascular y secciéon de las venas
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suprahepaticas, confecciéon de un orificio suprahepatico

comun y extracciéon del higado enfermo del receptor.

Se sigue con el implante hepatico. En primer lugar se realiza
anastomosis de la vena cava suprahepatica del donante a la
boca comuin de las venas suprahepaticas del receptor. Se
continua con la anastomosis de la vena porta, al mismo tiempo
que se realiza lavado por la misma con suero fisioldgico. Tras
completar la anastomosis portal se sutura la vena cava
infrahepatica y se procede al desclampaje de la vena cava
suprahepatica y de la porta seguidamente. Se sigue con la
anastomosis arterial y biliar con la colocacion de tubo en T de
Kehr (Lopez Andujar et al (239)). En los casos en que no se
puede realizar anastomosis biliar por problemas técnicos o
indicacion (colangitis esclerosante primaria) se realiza

anastomosis en Y de Roux.

Una vez finalizada la cirugia del implante, se realiza la ultima
biopsia del estudio, también en el segmento III de Couinaud,
antes de iniciar el cierre de pared, se rotula como NAC 3-Cédigo
del donante y se introduce en la nevera de nitrégeno liquido
rapidamente, como las anteriores. Finalmente, se procede a la
colocacion de los drenajes, cierre de la pared abdominal y de la

piel.
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14 Cronograma de seguimiento tras el
trasplante hepatico

A todos los pacientes se les realizé pruebas analiticas de
funcién hepatica diariamente durante la primera semana tras
la cirugia, cada 48 H en la segunda semana si seguian

ingresados.

El seguimiento posterior se realiz6 en las consultas externas de
la Unidad de Hepatologia y Trasplante del Hospital
Universitario La Fe de Valencia con analiticas semanales hasta
la estabilizacion de los niveles de inmunosupresion. Las visitas
de seguimiento se realizaron a los 15 dias, mensual hasta los 3

meses, y trimestral hasta el afo.

En aquellos pacientes en los que durante el seguimiento se
sospechara alguna complicacién biliar, el estudio de la via biliar
se completd con el estudio Doppler con el fin de descartar una
possible complicaciéon vascular. Como pruebas
complementarias, en caso de ser necesarias, se dispuso de la

angiografia por TC y de la arteriografia.
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15 Protocolo de tratamiento postoperatorio en
el receptor

15.1 Pauta de inmunosupresion

Todos los pacientes trasplantados hepaticos del Hospital
Universitari i Politécnic La Fe siguen el siguiente protocolo de

inmunosupresion en el postoperatorio inmediato.

En los pacientes con buena funcion hepatica (MELD < 18 o
Child B/C) se inicia la inmunosupresién con tacrolimus (TAC)
+ micofenolato (MMF). Se inician los anticalcineurinicos sobre
las 24h del final de la intervenciéon (18-30 h). Se afiaden
Esteroides (triple terapia) en las indicaciones de etiologia

autoinmunes y hepatitis fulminantes.
Excepciones a esta situacién:

i) En CHILD C o MELD > 18 se retrasa el inicio de
los anticalcineurinico al 32 dia, a mitad de dosis. Se

inicia con perdnisona (PDN) y MMF.

ii) En situaciones con insuficiencia renal,
pre/postrasplante inmediato: aclaramiento de
Creatinina < 60 o Creatinina >1.3 antes de iniciar
anticalcineurinicos (diuresis postrasplante < 50
ml/h durante 6h, o elevacion de Creatinina > 0,3
respeto a la basal en las primeras 24h), se inicia la

pauta con basiliximab, PDN y MMF y se introducen
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los anticalcineurinicos a mitad de dosis a partir del

9-72 dia. En caso de que no se observe mejoria de la
misma, se individualiza el caso y se plantea la
introduccion de mTOR (Everolimus®). Si se
produce deterioro de la funcién renal tras
anticalcineurinicos éstos se suspenden y se reinician
a mitad de dosis, una vez resuelta la insuficiencia
renal. Se mantiene la doble terapia (MMF+PDN). Si
no se resuelve a las 72h se discute y se individualiza

cada caso.

Se inicio la pauta inmunosupresora el primer dia del trasplante

con las siguientes dosis:

[.TAC (Prograf®): en pacientes con Child C o MELD >18
la dosis inicial de 0,10 mg/kg/dia/sonda-oral, repartido
en dos dosis alas 09 y 21h.

II.TAC de liberacion prolongada (Advagraf® (ADV)): en
pacientes con Child A/B o MELD < 18. No se puede dar
por sonda, no aplicable cuando el paciente no puede
tragar por estar intubado o por otro motivo. La dosis
inicial es de 0,15 mg/kg/dia/oral una sola vez al dia
09h. Los niveles de TAC o ADV se ajustan entre 5-8
ng/ml.
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[I.Metilprednisolona: no se administra en la fase
anhepatica. Se inicia en la unidad de reanimacién con

dosis de 20 mg/dia/iv a las 09h.

[V.Ciclosporina A (CsA): 10 mg/kg/dia/sonda-oral en dos
tomas diarias, (15 mg en pacientes con Kehr) alas 09 y
21 H. Los niveles de CsA se ajustan entre 200-250
ng/ml.

V.MMF: 1 g/12h/inicir i.v. y se administra via oral cuando
existe tolerancia oral. Se mantiene la dosis a pesar de

pancitopenia.

VIL.Azatioprina: 1-2 mg/kg/dia en una toma diaria. No se
inicia cuando el recuento leucocitario es < 2.000 por
mm3, o recuento plaquetar < 30,000 por microlitro de

sangre.

VIl.Basiliximab: 20 mg el dia 0 en bolus y 20 mg el dia + 4.

En situaciones de insuficiencia renal.

VIII.Everolimus: se inicia con una dosis de 1 mg/12h/oral
hasta conseguir niveles entre 3-8 ng/ml. Esta
contraindicado administrarlo en situaciones de
insuficiencia renal con proteinuria y toxicidad

hematologica.
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15.2 Profilaxis antibiotica

Se realiza con amoxicilina/clavuldnico que se inicia en
quiréfano antes de la incision de piel y se mantiene 48-72h;
excepto en casos de alergia, que se administra ciprofloxacino o
en enfermos con sepsis biliar (estenosis biliares multiples sean
isquémicas (trombosis arterial) o no, con cefalosporina de
tercera generacién (ceftriaxona) si no hay cultivo o

antibiograma previo.

15.3 Profilaxis tromboembadlica

Se inicia cuando el Indice de Quick sea > 50% y no existan
signos de sangrado posoperatorio, durante un mes, con clexane
40 mg/dia. Se mantiene seis meses en casos de trombosis

portal previa.

En caso de trombofilia se mantiene con acenocumarol y se

siguen las pautas indicadas por la Unidad de Hemostasia.

En casos de pobre arteriolizacion (flujo < 100 ml/min) o
dificultad técnica, se opta por tratamiento antiagregante con

100 mg/dia de aspirina.
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15.4 Profilaxis citomegalovirus
i) Profilaxis universal

Si el donante es CMV + / receptor CMV - : ganciclovir
(Cymevene®) 5 mg/kg/24h iv., ajustando la dosis
segun funcion renal, y pasar a oral con Valgancyclovir
(Valcyte®) 900 mg/24h manteniendo el tratamiento 3

meses.

ii) Profilaxis selectiva

En casos de riesgo (terapia con Basiliximab (Simulect®)
o tratamiento del Rechazo Celular Agudo con bolos de
corticoides). Se sigue la misma pauta que para la

profilaxis universal, pero sélo durante 14 dias.

iii) Profilaxis anticipada

En el resto de casos, si existe una carga viral > 5000
U/ml. Se realiza profilaxis, segin carga viral de
citomegalovirus (CMV), realizando para ello control
semanal durante su hospitalizacion (todos los lunes). Se

sigue la misma pauta hasta negativizar la carga viral.
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15.5 Profilaxis antifingica
i) Candidiasis

Se realiza la profilaxis con fluconazol 4 mg/kg/dia
(dosis habitual 200 mg/dia, no superando la dosis
maxima de 400 mg/dia) durante 30 dias, en los casos de
riesgo elevado cuando cumplan al menos 3 de los
siguientes criterios:
Creatinina > 2,0 mg/dL
Apertura de tubo digestivo o
hepaticoyeyunostomia. Utilizacién
perioperatoria de > 30 unidades de
hemoderivados (en las primeras 48h desde el
inicio de la intervencion).
Estancia hospitalaria previa en UCI.
Estancia postoperatoria en REA > 7 dias.
Reintervencion, durante su estancia

hospitalaria.

Excepcion:

Hepatitis fulminante siempre,

independientemente de los demas factores.

En todos los casos inicialmente se reduce los

anticalcineurinicos a la mitad, y se controla la dosis segin
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niveles, debiendo volver a su dosis inicial en cuanto se

retire el fluconazol.

15.6 Aspergilosis

Se realiza con Equinocandinas (Anidulafungina o

Micafungina) a los pacientes cuando:

i) Indicacién por retrasplante, salvo el retrasplante

urgente (antes del 72 dia).

ii) Disfuncion inicial del injerto grave (ALT > 2000
U/ly indice de Quick < 40%) que no se normalice al

quinto dia.

iii) Insuficiencia renal con necesidad de Dialisis o

Ultrafiltrado continuo.

15.7 Profilaxis infeccion VHB
i) Receptor HbsAg +

ii) Pauta con Gammaglobulina 1.000 U (NIULIVA)
en la fase anhepatica y del dia +1 a +7. Iniciar terapia
antiviral con la que ya llevara el paciente previamente.
Si no fuera asi iniciar segun n? historia: las pares con
Entecavir (0,5 mg/dia) y las impares con Tenofovir (300

mg/dia) y ajustar segun funcion renal.
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iii) Donante HbcAc + / Receptor HbcAc y HbsAc

iv) Pauta con Lamivudina (Zeffix®) 100 mg/dia, en

cuanto inicie ingesta oral.

15.8 Protocolo de cuidados postoperatorios

Todos los pacientes siguen el mismo protocolo de tratamiento

en el postoperatorio como se detalla a continuacién:
i) Nistatina bucal en suspensiéon 60 ml/8 h.
ii) Clorhexidina tépica oral 12 ml/8 h.
iii) Mupirocina nasal PDA 2% intranasal 3 gr/12 h.
iv) Paracetamol iv 1 gr/8 h.
V) Pantoprazol 40 mgiv/24 h.
vi) Fisioterapia respiratoria.

vii)  Glucemias digitales por turno.
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16 Base de datos paralarecogida de las
variables relacionadas con los donantes,
receptores y cirugia para la realizacion del

estudio

La recogida de variables clinicas y analiticas relacionadas con
el donante, receptor y la cirugia del trasplante se disen6 una
base de datos con el sistema IBM SPSS® Statistics (versiéon
20,0, IBM Corp, Armonk, New York). También fueron recogidas
las complicaciones postoperatorias, el momento de su

aparicion y el tratamiento requerido para resolverlas.
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17 Definicion de las variables empleadas en el
estudio

17.1Variables relacionadas con el donante

De todos los donantes que fueron aceptados segtin los criterios
de inclusion y exclusion descritos con anterioridad, se realizo
una revision completa de la anamnesis, medidas

antropomeétricas y pruebas analiticas.

Las variables que se tuvieron en cuenta estan reflejadas en la

siguiente tabla (Tabla 12).

Tabla 12. Variables relacionadas con los donantes

Variables

Edad (afios)

Sexo (masculino/femenino)

IMC (Kg/m?)

Grupo sanguineo (A/B/0)

Estancia en UCI (dias)

PCR

Utilizacion de drogas vaso activas (si/no; tipo; dosis)
Na (mEq/L)

Bilirrubina (mg/dl)

GPT (U/L)

GOT (U/L)

Esteatosis (leve/moderada/severa)

INR

IMC: indice de masa corporal; INR: ratio normalizado internacional; Na:

sodio; PCR: parada cardiorespiratoria; UCI: unidad de cuidados intensivos.
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i)  Edad

Registro de la edad del donante en el momento de la
extraccion. Variable cuantitativa continua, medida en

numero de afios.

ii) Sexo

Registro del sexo del donante. Variable cualitativa
nominal dicotémica registrada como masculino o

femenino.

iii) Grupo sanguineo

Registro del grupo sanguineo del donante. Variable

cualitativa nominal.

iv) Peso

Registro del peso del donante. Variable cuantitativa

continua, medida en unidad de kilogramos de peso.

V) Talla

Registro de la talla del donante. Variable cuantitativa

continua, medida en unidad de centimetros.
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vi) indice de masa corporal (IMC)

Registro del IMC del donante. Variable cuantitativa
discreta que registra el IMC del donante calculado segin

la férmula: IMC=peso (kilogramos) / altura2 (metros2).

vii)  Causa del exitus letalis

Registro de la etiologia de la muerte del donante.
Variable

cualitativa nominal.

viii)  Comorbilidades

Evaluacion de la presencia de cardiopatia, hipertension
arterial, diabetes mellitus, antecedentes de enfermedad
oncolégica y habitos tdxicos.

Variable cualitativa nominal que registra la presencia y

el tipo de patologias asociadas del donante.

ix) Estancia en unidad de cuidados intensivos

Variable cuantitativa continua, que registra el nimero
de horas de estancia en la unidad de cuidados
intensivos/reanimacion del donante previas a la

extraccién del injerto.
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X) Presencia de hipotension durante la estancia en

UCI

Registro de la presencia de episodio/s de hipotension
(tension arterial < 90/60 mm Hg) en el donante durante
la estancia en la unidad de cuidados intensivos. Variable

cualitativa nominal dicotémica registrada como si o no.

xi) Presencia de parada cardiaca

Registro de la presencia de episodio/s de parada
cardiaca en el donante durante la estancia en la unidad
de cuidados intensivos. Variable cualitativa nominal

dicotémica registrada como si o no.

xii)  Presencia esteatosis hepatica ecografica

La clasificacidn de la esteatosis hepatica en el donante
se realiza mediante la ecografia en el donante el dia de
la donacién, pudiendo ser:
Leve: el higado es levemente hiperecogénico
Moderada: el parénquima hepatico es mas
ecogénico y existe una ligera disminucion de la
visualizacion de los vasos intrahepaticos y una leve
atenuacidn posterior del sonido.
Severa: la ecogenicidad estd muy aumentada, lo
que produce un higado muy brillante y existe una

visualizacion muy pobre de los vasos
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intrahepaticos, un borramiento del diafragma y una

marcada atenuacion posterior del sonido.

xiii)  Aspecto macroscépico del higado

Valorado por el/la cirujano/a extractor/a en el
momento de la extraccidn hepatica.
Bueno: ausencia de esteatosis macroscopica,
textura homogénea.
Regular: presencia de esteatosis o congestion a la

exploracion.

La determinaciéon de los valores analiticos de los donantes se
realizé en el laboratorio de bioquimica del hospital de
procedencia del donante, siguiendo los métodos habituales de
extraccién, conservacion y determinacion de resultados. Las
variables analitica con sus respectivos valores de normalidad

se representan en Tabla 13.
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Tabla 13. Parametros analiticos recogidos en los donantes y
receptores del estudio

Variables analiticas Valores de normalidad

BIOQUIMICA

Albtiimina 3.3-5 g/dl
GPT 0-31U/L
GOT 0-31 U/L
Bilirrubina 0,1-1.1 mg/dl
Creatinina 0,51-0,95 mg/dl
Urea 10-50 mg/dl
Glucosa 76-110 mg/dl
Na 135-150 mEq/L
K 3.5-5.5 mEq/L
Proteinas totales 6.6-8.7 g/dl
HEMOGRAMA

Hematocrito 37-47 %
Hemoglobina 12-16 g/dl
Leucocitos 4.5-10,8x 103/ pl
Plaquetas 150-400x 103 / ul
COAGULACION

TTPA 23-35s
Fibrinégeno 170-437 mg/dl
INR 1-1.25
Indice de Quick 70-100 %
Tiempo de protombina 14.9

GPT: transaminasa glutamico piravica; GOT: transaminasa glutamico
oxalacética; Na: sodio; K: potasio; INR: ratio normalizado internacional;

TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activado.
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17.2 Variables quirurgicas consideradas en el
estudio

Las variables quirurgicas consideradas en el estudio se detallan

en la siguiente tabla.

Tabla 14. Variables quirirgicas consideradas en el estudio

Variables

Duracion de la cirugia (min)

TIF (min)

TIC (min)

TDA (min)

Anomalias vasculares del injerto

Salvacélulas (ml)

UCH (unidades)

UPFC (unidades)

UP (unidades)

Sindrome postreperfusion

Tipo de anastomosis biliar (Kehr/no Kehr/hepaticoyeyunostomia)
TIF: tiempo de isquemia fria; TIC: tiempo de isquemia caliente; TDA: tiempo de demora

arterial; UCH: unidades de concentrados de hematies transfundidos; UPFC: unidades de

plasma fresco congelado transfundidas; UP: unidades de plaquetas transfundidas.

17.2.1 Tiempo de isquemia fria

Periodo de tiempo desde la perfusion del injerto con la solucion
de preservacion en el donante, hasta el momento en el que se

extrae el o6rgano de la nevera con hielo para comenzar el
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implante en el receptor. Variable cuantitativa continua,

registrada en unidad de min.

17.2.2 Tiempo de isquemia caliente

Periodo desde la extraccion del injerto de la preservacion con
hielo hasta la reperfusion sanguinea portal, una vez realizadas
las anastomosis venosas. Variable cuantitativa continua,

registrada en unidad de min.

17.2.3 Tiempo de demora arterial

Periodo transcurrido desde la reperfusién sanguinea venosa
hasta la reperfusion arterial. Variable cuantitativa continua,

registrada en unidad de min.

17.2.4 Tiempo de isquemia total

Suma de todos los tiempos de isquemia fria y caliente. Variable

cuantitativa continua, registrada en unidad de min.

17.2.5 Sindrome de reperfusion

Registro del diagndstico de dicho sindrome definido como la
caida del 30% de la presion arterial media del receptor

mantenida durante mas de 1 minuto, en los 5 min siguientes a
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la reperfusion del injerto. Variable cualitativa nominal

dicotémica registrada como si o no.

17.2.6 Colacion de tuboen T en la
anastomosis biliar

Registro de la utilizacién del tutor biliar. Variable cualitativa

nominal dicotémica registrada como si o no.

17.2.7 Volumen de hematies recuperados
por salvacélulas

Variable cuantitativa continua, registrada en unidad de
mililitros de hematies recuperados con Cell Saver® Elite®

Autotransfusion System Haemonetics Corporation, USA.

17.2.8 Concentrados de hematies
transfundidos

Registro de la cantidad de concentrados de hematies
transfundidos al receptor durante el procedimiento quirdrgico.
Variable cuantitativa discreta registrada en numero de

unidades de concentrados de hematies.
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17.2.9 Unidades de plasma transfundidas

Registro de la cantidad de plasma transfundidas al receptor
durante el procedimiento quirurgico. Variable cuantitativa
discreta registrada en nimero de unidades de concentrados de

plasma.

17.2.10 Unidades de plaquetas transfundidas

Registro de la cantidad de unidades de plaquetas transfundidas
al receptor durante el procedimiento quirurgico. Variable
cuantitativa discreta registrada en nimero de unidades de

plaquetas.
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17.3 Variables relativas al receptor

A todos los receptores presentes en lista de espera de
trasplante tras haber sido aceptada su inclusién en el comité
multidisciplinar de trasplante, se les realiz6 un protocolo
pretrasplante (Protocolo trasplante, se adjunta en documento
anexo). En este protocolo se recogen los antecedentes médico-
quirdrgicos personales de cada paciente, la indicacion del
trasplante y las pruebas complementarias necesarias para su

inclusion en lista de espera.

Las variables relativas al receptor antes y después del TH se

describen en la siguiente tabla.

174



Mateiral y Métodos

Tabla 15. Variables relativas al receptor antes y después del
TH

Variables
Edad (afios)
Sexo (masculino/femenino)
IMC (Kg/m?2)
MELD Score
CHILD-PUGH Score
CHC
Etiologia-trasplante
VHB
VHD
VHC
VIH
OH
Poliquistosis
Autoinmune
TNE
DM
HTA
Encefalopatia
Grado I-V
Ascitis
N2 episodios
Paracentesis
N2 episodios
HDA
PBE
Tratamiento pre-trasplante
B-bloqueantes
Diuréticos
Antiviral
Urea/creatinina preTH (mg/dl)

AFP

IMC: indice de masa corporal; INR: ratio normalizado internacional; MELD:
model for end stage liver disease; UCI: Unidad de cuidados intensivos; DM:
diabetes mellitus; HTA: hipertension arterial; HDA: episodios de

hemorragia digestiva aguda; PBE: episodios de peritonitis bacteriana; TNE:
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tumor neuroendocrino; TH: trasplante hepatico; AFP: alfafetoproteina.
i)  Edad

Registro de la edad del receptor en el momento de la
extraccion. Variable cuantitativa continua, medida en

numero de afios.

ii) Sexo

Registro del sexo del receptor. Variable cualitativa
nominal dicotémica registrada como masculino o

femenino.

iii) Peso

Registro del peso del receptor. Variable cuantitativa

continua, medida en unidad de kilogramos de peso.

iv) Talla

Registro de la talla del receptor. Variable cuantitativa

continua, medida en unidad de centimetros.

V) indice de masa corporal (IMC)

Registro del IMC del receptor. Variable cuantitativa
discreta que registra el IMC del donante calculado segiin

la férmula: IMC=peso (kilogramos) / altura2 (metros2).
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vi) Estadio Child

Calculo a partir de la clasificacién modificada Child-
Pugh de gravedad de enfermedad hepatica. Se realizd
teniendo en cuenta los parametros: grado de ascitis,
concentraciones plasmaticas de bilirrubina y albiumina,
tiempo de protrombina, y grado de encefalopatia.

Variable cualitativa ordinal registrada como A, B, C.

vii)  MELD

Modelo matematico de predicciéon de la supervivencia
de una persona con enfermedad hepatica terminal
basado en valores de laboratorio rutinarios (bilirrubina,
INR y creatinina). Es mas objetivo y mas preciso que la
clasificacion de Child-Pugh. A menor puntuacion, menor
probabilidad de mortalidad.

Formula matematica: 9.57xIn (creatinina (mg/dl)) +

3.78xIn (bilirrubina (mg/dl)) + 11.2xIn (INR) + 6.43.

viii)  Etiologia que llevé al trasplante

Variable cualitativa nominal que registra las causas que

llevaron a la indicacion del TH en cada paciente.
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17.3.1 Variables consideradas en el
seguimiento de los pacientes

A todos los pacientes se realizaba un control analitico a las
07:00 a.m. desde el primer dia postrasplante, durante los 7
primeros dias postoperatorios. Las variables analiticas
consideradas incluian la determinacién sanguinea de:
hematocrito, hemoglobina, leucocitos, neutrofilos, plaquetas,
bilirrubina total, GOT, GPT, FA, GGT, LDH, sodio, potasio, urea,
creatinina, glucosa, colesterol, triglicéridos, albumina,
proteinas totales, indice de quick, tiempo de protombina,

tiempo de tromboplastina parcial activada, fibrindgeno e INR.

Ademas en el seguimiento de los pacientes incluidos en ambos
grupos de estudio se determinaron las siguientes variables

reflejadas en la siguiente tabla.

Tabla 16. Variables postoperatorias determinadas en el
estudio

Variables del receptor en el periodo postoperatorio
Infusion de PG

Tipo de inmunosupresion

Retrasplante

Complicaciones Dindo-Clavien

Grado [-V

Rechazo

Tiempo en UCI (dias)

EMH (dias)
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Exitus

PG: prostaglandinas; UCI: unidad de cuidados intensivos; EMH: estancia
media hospitalaria.

i) Infusion de prostaglandinas (PG)

Variable cualitativa nominal que registra la necesidad
de infusion de prostaglandinas por DPI en el

postrasplante hepatico inmediato.

ii) Tipo de inmunosupresion

Variable cualitativa nominal que registra el tipo de

inmunosupresioén recibida en cada paciente.

iii) Retrasplante

Definido como la funcién hepatica insuficiente para
mantener con vida al paciente.

Se puede clasificar en precoz (ocurre en los primeros 90
dias tras el trasplante) o tardio (ocurre pasados los 90

primeros dias) (240).

iv) Estancia hospitalaria

Variable cuantitativa continua que registra en nimero
de dias la estancia hospitalaria del paciente una vez

realizado el TH.
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V) Complicaciones arteriales

Presencia de complicacién: variable cualitativa
dicotémica
registrada como si o no. Refleja la presencia o ausencia
de las complicaciones arteriales. Tipo de complicacién:
variable cualitativa nominal que registra las
complicaciones arteriales. Pueden ser precoces,
sucedidas en el periodo postoperatorio inmediato (0-90
dias postrasplante) o tardias (sucedidas tras el 90 dia
postrasplante). Podran ser completas (trombosis
arterial) o parciales (estenosis de la arteria hepatica):
Trombosis arterial: flujo arterial ausente
constatado mediante ecografia Doppler en las
primeras 48h. Si el flujo arterial no es patente, la
realizacion de una arteriografia es obligada para
confirmar el diagndstico de ausencia de flujo.
Estenosis de la arteria hepatica: el diagnéstico
de sospecha se establece por ecografia Doppler y
se confirma por CRM o TC con estudio vascular.
Se considera estenosis cuando existe una

reduccion de mas del 50% de la luz arterial.

vi) Complicaciones venosas

Presencia de complicacién: variable -cualitativa

dicotémica
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registrada como si o no. Refleja la presencia o ausencia
de las complicaciones venosas. Tipo de complicacion:
variable cualitativa nominal que registra las
complicaciones venosas.
Trombosis venosa: el diagndstico se realiza
mediante la realizacion de ecografia Doppler
abdominal y se confirma con la realizacion de
una TC con estudio vascular.
Estenosis venosa: el diagndstico se realiza
mediante la realizacion de ecografia Doppler
abdominal y se confirma con la realizacion de

una TC con estudio vascular.

vii) Complicaciones biliares

Presencia de complicacién biliar: variable cualitativa
dicotémica registrada como si o no. Refleja la presencia
o ausencia de las complicaciones biliares. Tipos de
complicacién biliar: variables cualitativas dicotémicas
registradas como si o no. Refleja la presencia o ausencia

de complicaciones biliares.

viii) Clasificacibn de gravedad de complicaciones

quirurgicas

Complicaciones acontecidas en los 90 primeros dias
postrasplante.  variable cualitativa  dicotémica

registrada como si o no. La clasificacion de gravedad de
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complicaciones postoperatorias que se utiliz6 fue la de
Dindo-Clavien descrita en el afio 2004 (241) y se detalla
a continuacion.
Grado I : desviacién del postoperatorio normal,
que no requiere de tratamiento farmacologico,
quirurgico o endoscépico o intervenciones
radiolégicas. Como farmacos permitidos se
aceptan antieméticos, antipiréticos, analgésicos,
diuréticos, electrolitos y la fisioterapia.
Grado II: se requiere tratamiento farmacolégico
con drogas diferentes a las permitidas en la
complicaciones grado I. Incluye transfusiones y
nutricion parenteral.
Grado III: complicacibn que requiere
intervencién  quirdrgica, radiolégica o
endoscopica.
IIIA: no requiere anestesia general.
IIIB: requiere anestesia general.
Grado IV: complicaciéon que amenaza la vida del
paciente que requiere ingreso en UCI.
IV a: disfuncién de un 6rgano (incluye
dialisis)
IVb: fallo multiorganico

Muerte del paciente.

ix) Control y seguimiento de los pacientes

analizados
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Conjunto de variables que registran el proceso de

seguimiento de los pacientes estudiados.
Reintervencion: variable cualitativa nominal
dicotémica que mide la presencia de reingresos
de los pacientes estudiados. Registrada como si
0 no.
Numero de reintervenciones: variable
cuantitativa discreta que registra el nimero total
de reingresos de cada paciente.
Rechazo: presencia de signos de rechazo
diagnosticado mediante biopsia. Variable
cualitativa nominal dicotémica que mide la
existencia de rechazo celular del injerto. Puede
ser precoz del dia 0 al 90 postrasplante o tardia
tras los 90 primeros dias del trasplante.
Recidiva de VHC del injerto mediante
biopsia: variable cualitativa nominal dicotémica
que mide la existencia de reinfecciéon del injerto

por VHC.

17.3.2 Disfuncion primaria del injerto

La variable principal a analizar es la disfuncion. De las
multiples opciones para evaluar la disfuncion, en este ensayo
se ha optado por evaluar las principales definiciones de

disfuncion descritas en la literatura:
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i) Makowka (60): GPT> 2500 IU/L o GOT > 3500

UI/L en el p.o. inmediato.
ii) Mor (63): GOT >2000 UI/L el primer dia p.o.

iii) Nanashima (69): GOT/GPT > 1500 UI/L durante

los tres primeros dias p.o.

iv) Olthoff (71) se considerara disfuncién hepatica,
la presencia de un valor de transaminasas >2000 UI/L
del dia 1-7 postoperatorio o bilirrubina total (BT) >10
mg/dl o international normalized ratio (INR) >1.6,

ambos Unicamente en el 72 dia p.o. (véase 1.2.2).

V) MEAFscore (72): GPT max 3¢ diap.o. + score INR max

32 diap.o. + Score bilirubin 3¢ dap.o
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18 Toma de muestras de tejido hepatico para
estudio anatomopatologico

De acuerdo con el protocolo de extraccién hepatica habitual, se
realizaron 2 biopsias hepaticas mediante realizacién de tru-cut
o cufia en lébulo hepatico izquierdo. La primera biopsia se
realizé pre-perfusion hepatica y la segunda post-reperfusion
hepatica. Fueron introducidas en formol y remitidas al servicio
de anatomia patolégica para la realizacion de un andlisis

diferido.

Estas muestras se fijaron en formol durante 60 min
aproxidamente. Posteriormente, se deshidrataron por
alcoholes de 70, 96 y 100 grados, con una duraciéon de 60 min
cada uno. A continuacién, se pasaron por xilol

(dimetilbenceno) y se incluyeron en parafina.

Seguidamente se realizaron cortes a 2-3 micras con micrétomo

y se realizé tincion con Hematoxilina-Eosina.

En el caso de las biopsias post-reperfusion, se efectué también
técnica de histoquimia de Tricromo de Masson, con cortes a 4

micras, en las muestras previamente procesadas.

Estas biopsias fueron evaluadas por dos patélogos dedicados al

estudio de la patologia hepatobiliopancreatica y trasplante.
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Se recogieron las siguientes variables:
i) Tamaiio de la biopsia en centimetros (cm)
ii) Presencia de dilatacion sinusoidal:

a. Leve: afectacion centrolobulillar en 1/3

del lobulillo.

b. Moderada: afectacion centrolobulillar en

2/3 del lobulillo.
C. Grave: afectacion de todo el lobulillo.

iii) Existencia de balonizacion (242): marcada/leve.
Se describe balonizacién como el aumento del volumen
celular, pudiendo ser fisiol6gico o como respuesta al OS.
Morfolégicamente se observan células mas grandes, 2 6
3 veces el tamafio normal de un hepatocito, con amplio
citoplasma claro, vacuolado. Ultraestructuralmente se
traduce en edema mitocondrial con proyecciones de la
membrana celular. Este cambio puede verse
aisladamente, en grupos celulares o ser wuna

manifestacion difusa.

iv) Evaluacion del grado de esteatosis hepatica

(macro y micro), segiin esquema de Brunt (243):

Grado 1: menos del 5%

Grado 2 : del 5-33%
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Grado 3: de 33-66%
Grado 4: mayor del 66%

V) Valoracién de la existencia de binucleacion

hepatocitaria en 10 campos a 40x (189):
a. Inferior a 3
b. De3aé6
C. De6al0
d. Superior de 10

vi) Determinacion de la fibrosis hepatica, segun
sistema de METAVIR (244) o Scheuer simplificada
(245):

a. Fibrosis 0: portal sin expansion

b. Fibrosis 1: expansidn fibrosa

C. Fibrosis 2: fibrosis con septos

d. Fibrosis 3: puentes de fibrosis porto-
portales

e. Fibrosis 4: cirrosis

vii) Evaluacién de la exudacion de neutréfilos a nivel
hepatocitario, iniciAndose a nivel perivenular vy

extendiéndose a zonas medias y zonas portales.
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Teniendo el cuidado y la precaucién de no confundir los
agregados de neutréfilos presentes a nivel sinusoidal,
signos histologico frecuentes en las hepatitis post

quirargicas secundario al efecto de la anestesia.

viii) Presencia de dafio severo de IR, evaluado
mediante la presencia de necrosis coagultiva o

hemorragia, principalmente en zonas centrales.
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19 Recogida de muestras de tejido hepatico
para el analisis metaboléomico

El protocolo de recogida de la muestra fue el siguiente:

i) Tras la toma de las biopsias correspondientes
descritas en el apartado 2.2.1 y 2.2.3. El tamafio de las
biopsias suele oscilar entre 4-8 mm x 4-8 mm con un

peso entre 20 y 100 mg.

ii) Estas muestras son introducidas en crioviales

como se muestra en la siguiente imagen.

Figura 9. Criovial donde se conservan las muestras de tejido
hepatico

iii) Tras rotular el criovial con el cddigo de donante

se deposita en un tanque de nitrégeno liquido.

El tanque de nitrégeno es transportado al Instituto para la
investigacion del Hospital Universitari i Politécnic La Fe, donde
la técnica de laboratorio se encarga de la recepcion, registro y
almacén de muestras en otro tanque de nitrégeno hasta su

analisis por MS.
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20 Analisis metabolomico dirigido de las
muestras

20.1 Productos quimicos

Como estandares analiticos se utilizaron: GSSG, GSH, SAM, HSA,
[-Tyr, 8-OH-DG, 2-DG, MDA, NTyr, Cl-Tyr, o-Tyr, Tyr-m, p-Tyr,
Phe procedian de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), Opht A de
Bachem (Bubendorf, Suiza), y 8-IsoPGF de Cayman Chemical
(Michigan, EE.UU.) se utilizaron como patrones analiticos. Los
estandares internos (IS) se fueron: L-phenylalanine- d5 (Phe-
d5) de CIL (Andover, EE.UU.) y 8 Isoprostaglandina-F2a-d4 (8-
[soPGF-d4) de Cayman Quimica (Michigan, EE.UU.). El acido
férmico (FA), 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), N-etil-
maleimida (NEM), e hidroperéxido de cumeno de Sigma-
Aldrich, hidréxido de sodio (NaOH) a partir de Merck, y medio
de células de cultivo de Gibco (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido)
también se utilizaron. LC-MS de grado metanol (MeOH), agua y
acetonitrilo (ACN) fueron adquiridos de Fisher Scientific

(Loughborough del Reino Unido).

20.2 Preparacion de las soluciones estandar

Las soluciones stock estandar para cada uno de los marcadores
del OS e IS se prepararon a una concentracion de 1 mg/mL en

el disolvente adecuado, siguiendo las recomendaciones
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indicadas por el fabricante. Se preparé una soluciéon mixta de
todos los analitos testados mediante una solucién tamponada
con fosfato a un pH de 7 (PBS) a una concentracién final de 10
pug/mL para cada compuesto. Las muestras siguientes de los
analitos se prepararon mediante soluciones seriadas 1:2 (v/v)
con 1 mM DNPH y 10 mM NEM en PBS con rangos de
concentracion de 2.5 pg/mL a 0,15 ug/mL. Las soluciones para
la calibraciéon de IS se prepararon afiadiendo 100 pg de la
solucion stock (0,4 pg/mL) a 100 pg de cada soluciéon de
estudio, por tanto, se manteniene un nivel de concentracion de
IS de 0,2 pg/mL en todos los puntos de calibracion. Para la
validacion del método, se realizaron controles de calidad (QC)
a concentraciones baja (25 ng/mL), media (100 ng/mL) y alta
(500 ng/mL) en PBS bajo condiciones experimentales,

incluyendo IS a 0,2 pg/mL, 1 mM DNPH y 10 mM NEM.

20.3 Preparacion de las muestras para el analisis

La homogenizacion y extraccidon de los metabolitos a partir de
las muestras de tejido hepatico se realiz6 de acuerdo con el
protocolo que se detalla a continuacién, que ha sido

previamente publicado (228).

i) Tras la correcta descongelacion del tejido

hepatico (20-100 mg) se coloca el mismo en tubos de 2
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ml que contienen bolsas de ceramica (Precellys kit

CK14, France), como se muestra en la siguiente imagen.

ii) Se afladen de manera secuencial los siguientes
compuestos: 6 volimenes de PBS (m/v) que contenian

50 mM de NEM.

iii) El tejido hepatico se homogeiniza en dos
ocasiones de 25 s de duracién a 6000 revoluciones por
minuto en un sistema Precellys 24 Dual equipado con

sistema de refrigeracion Cryolys.

iv) Una vez homogeneizado el tejido es centrifugado
durante 5 min a 3000 revoluciones por minuto (3000
g). El sobrenadante que se produce, se transfiere a un

tubo Eppendorf limpio de 2 ml.

V) De los pellets de tejido sélido se vuelve a extraer
muestra tras afiadir 4 volimenes de PBS que contienen

50 mM de NEM.

vi) Se realiza una segunda centrifugacién y los
nuevos sobrenadantes, se mezclan con los previos. Los
extractos de tejido hepdatico se almacenan en tubos

Eppendorf de 2ml a -802C hasta su analisis.

vii) Previamente al analisis, las muestras liquidas de

tejido  hepatico se descongelan en hielo,
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centrifugdndose durante 5 min a 10000 g y transferidas

a continuacion a viales de UPLC.

ﬁ“Ji‘)/ M ad -.:-‘ ".- =g 4 =l
Figura 10. Tubos Precellys kit CK14

Para realizar la determinacién correcta de los biomarcadores
en las distintas matrices bioldgicas se prepara la muestra en 3

diferentes fracciones diferentes:

i) Fracciéon I: para metabolitos diluidos se realiza
una concentracion  previa. Los  metabolitos
determinados en esta fracciéon son SAM, SAH, 8-OH-dG,
2-dG, 8-IsoPGF, I-Tyr, N-Tyr, Tyr-Cl, o-Tyr, y m-Tyr.

ii) Fraccion II: para metabolitos concentrados, se
realiza una dilucién, los metabolitos de alta

concentracion Phe y p-Tyr.

iii) Fraccion III: obtenido después de una hidrolisis
basica y

un paso de derivacion (246) para determinar
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especificamente MDA dada su inestabilidad. Los
analitos restantes (es decir, GSH, GSSG, vy
Opht A) se analizaron en cualquier fraccién I o fraccion
11,

dependiendo de la matriz de la muestra ya que sus
niveles de concentracion puede variar

considerablemente.

Tabla 17. Preparacion de las muestras antes del analisis
UPLC-MS/MS

BIOLOGICAL SAMPLE
7 ! }

FRACTION | FRACTION Il FRACTION il
LIVERTISSUE 1. Weigh50-100mg 1. Add800 uLof MeOH10200 1. Add245uLof MeOHt05 1. Add 25 L of 6 M NaOH to
of frozen tissue. L of sample and incubate at pL of sample and keep at - 100 L of sample and
2. Homogenize with -20°C for 20 min. 20°C for 20 min. incubate at 60°C for 30 min.
10vol. (wv)of 50 2. Centrifuge®. 2. Centrifuge®. 2. Add 60 . of PCA 35%
mMNEMinPBS. 3. Evaporatethe supematantto 3. Mix 50 pl. of supematant (V).
dryness. with 50 uL of PBS plus IS at 3. Centrifuge®.
4. Reconstitute in PBS (50 L) 400 ng/mL. 4. Mix the supematant (185
containing IS (200 ng/mL). pL) with 15 pL of PBS
containing IS (2660 ng/mL)
and 5 mM DNPH and

incubate at 37°C for 60 min.

20.4 Analisis UPLC-MS/MS

A partir del tejido hepatico se adquieren los perfiles

metabdlicos mediante un cromatografo Acquity UPLC (ultra

performance liquid chromatography) de Waters (HMDS

Waters, UK), conectado a un espectrometro de masas de tipo

TQ-S Waters Xevo también de Waters y la obtencion de los

datos se realiz6 mediante el software Masslynx v4.1.

La columna analitica fue un T3 Acquity UPLC HSS 1,8 m (2,1 x
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100 mm) también de Waters. Las fases moviles A y B
consistieron en agua desionizada y ACN, respectivamente,
ambos con 0,1% de FA. Las bombas suministraron la siguiente
gradiente en 60 °C a una velocidad de flujo de 0,3 mL / min: 0-
2 min, 5%en fase B; 2-3.5 min gradiente lineal de 5 a 95% de
fase B, retenida durante 2 min; 5.5-6 min gradiente lineal de
5% de fase B, que fue retenida durante 1 min, proporcionando
asi un tiempo de ejecucion de 7 min. La inyeccidn de volumen
fue a 5 pl y la temperatura que se fijé en el automuestreador
fue de 4 ° C. El nitrégeno fue suministrado por un generador de
alta pureza de Teknokroma (Barcelona, Espafia), que se utiliza
como gas de fuente. El argon (99,9999%) de Air Liquide
(Valencia, Espana) fue utilizado como el gas de colision. Los
analitos fueron determinados por ionizacién por electrospray
(ESI) utilizando monitorizacién de reaccion multiple (MRM)
tanto en los modos de iones positivos como negativos,
dependiendo del analito. La temperatura de la fuente fue de
150 ° C, la temperatura de desolvatacion fue de 380 °Cy el flujo
de gas de desolvatacidn fue fijado en 800 L se utilizaron / h. Los
parametros MS adicionales, las transiciones MRM, asi como los

voltajes de colisién, se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 18. MRM de los parametros seleccionados para los 16
biomarcadores del OSy 2 ISs

Compound ESI mode* MRM transition: (m/z) Cone voltage (V) Collision energy (eV)
precursor>(m/z) product

GSSG } 613.2>355.0 60 15
GSH ! 433.1>201.0 20 20
SAM ! 398.9>136.0 2 17
SAH I 385.1>136.0 35 25
I-Tyr } 308.1>291.0 40 15
Opht A ! 290.2>161.1 15 15
8-OH4G } 284.0>168.0 30 15
2-dG ! 268.0>152.0 25 15
MDA ! 235.0>159.0 30 30
N-Tyr ! 227.1>181.0 25 10
Cl-Tyr t 216.0>170.0 30 15
o-Tyr ' 182.1>136.0 20 10
m-Tyr ! 182.1>136.0 20 10
p-Tyr } 182.1>136.0 20 10
Phe } 166.1>120.1 20 20
8-K50PGF 353.2>193.3 35 25
Phe-ds (IS)° ! 171.1>125.1 20 20
8-KoPGF-d4 (1S)° 357.2>197.3 35 25

20.5 Optimizacion de la determinacion de MDA y
GSH

Dada la inestabilidad del GSH y del MDA se requiri6 realizar
una etapa de derivatizacion para la determinaciéon de estos
metabolitos mas labiles, ya que la derivatizacién mejora la
estabilidad del compuesto, su deteccién y cuantificacion. De
este modo, MDA y GSH fueron determinadas después de una
reaccion con DNPH (246) y NEM, respectivamente. Para
optimizar el procedimiento de derivatizacion, se prepararon
soluciones MDA y de GSH por separado en PBS (1 mg / mL) y
se analizaron después de la reacciéon con el reactivo de

derivatizacidon correspondiente a diferentes concentraciones
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(es decir, 0,25 a2 mM DNPH y 2.5 a 50 mM NEM). Para MDA,
el mejor rendimiento derivatizacién se obtuvo utilizando 0,5-
2 mM de DNPH, mientras que la mejor respuesta para GSH se
obtuvo usando NEM dentro del intervalo de 5-10 mM. Por lo
tanto, para asegurar la derivatizacion completa de MDA y GSH
en el matrices biologicas analizadas, se seleccionaron 1 mM
DNPH y NEM 10 mM. Ademas, las posibles interferencias
derivadas del uso de los reactivos de derivatizaciéon en la
determinacion se verificaron con los otros analitos. Con este
fin, las distintas soluciones que contienen todos los analitos
diana (que van desde 0,125 a 1 mg / ml) fueron tratados con 1
mM DNPH (a), 10 mM NEM (b), ambos mM DNPH 1 mM y NEM
10 (c), o sin ningunreactivo de derivatizacion (d). Ademas de
MDA y GSH, la respuesta de los analito no se vié
significativamente afectada por la presencia o ausencia de la

derivatizacion de los reactivos seleccionados.

20.6 Validacion del método UPLC-MS/MS

El método bioanalitico desarrollado fue validado en términos
de linealidad, limite inferior de cuantificacion (LLOQ),
exactitud, y precision siguiendo los criterios de cumplimiento
establecidos en la "Guia para la industria-Bioanalitica

noo«

Validacion de métodos" “Food and drug administratition”
(FDA) (247). Para tener en cuenta los posibles efectos de la

matriz, se agruparon muestras de tejido hepatico (pool de
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muestras), para ser luego fortificada a tres concentraciones
diferentes de cada compuesto (es decir, baja (25 ng / ml),
medio (100 ng / ml) y alta (500 ng / mL)), de acuerdo con el

procedimiento descrito por Matuszewski et al (248).

Las muestras agrupadas fortificadas y los blancos (muestras
agrupadas no fortificadas) fueron analizadas por medio del
método UPLC-MS / MS, evaluandose las recuperaciones que se

obtuvieron.

Los efectos de la matriz variaron de 80,0 a 124,2% para todos
los compuestos en todas las matrices bioldgicas ensayadas, por
lo tanto ni la mejora de ionizaciéon ni la supresién de la
ionizacion afect6 a la determinacion de los analitos diana en las

condiciones analiticas descritas.

La precision y la exactitud se evaluaron mediante la aplicacion
del método desarrollado para analizar las muestras de control
de calidad enriquecidos con las cantidades conocidas de los
biomarcadores diana. La siguiente tabla 19 muestra los

resultados obtenidos en el estudio de precision.
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Tabla 19. Resultados obtenidos tras evaluar la exactitud del
método UPLC-MS/MS

Analyte Accuracy®

Batch 1 Baich 2 Baich 3

% (H) % (M) % (L) % (H) % (M) % (L) % (H) % (M) % (L)
GSSG 33 6.5 25 45 7.3 7.1 17 54 1.8
GSH 9.9 12.8 8.8 9.4 6.5 1.5 37 8.2 5.2
SAM 92 8.0 156 3.5 54 146 125 43 13.7
SAH 0.7 15 32 1.8 8.4 94 13 0.6 6.5
FTyr 0.3 6.3 6.5 42 0.5 13.1 129 6.1 0.5
Opht A 25 82 90 9.9 9.1 129 65 13.0 1.7
8-OH-dG 24 2.1 166 8.9 11 139 11.2 13 19.8
24G 6.2 5.8 73 28 57 12 28 57 12
MDA 9.4 0.5 53 5.8 15.0 34 31 1.5 5.2
N-Tyr 3.1 104 1.3 6.7 7.7 25 133 124 4.8
ClTyr 0.8 5.1 90 1.3 3.9 7.6 6.8 100 15.8
oTyr 1.6 24 56 23 4.0 6.1 6.3 73 9.0
m-Tyr 0.5 3.0 106 0.5 25 7.0 5.6 1.0 188
pTyr 3.0 58 73 8.6 8.5 148 7.2 8.7 174
Phe 0.9 25 6.7 39 2.6 64 42 34 59
81s0PGF 9.1 L1 127 58 8.4 75 6.1 0.8 102

*Expressed as relative measurement emror (RME, %), which was calculated as the ratio of (the calculated i inal i to the
nominal concentration, multiplied by 100 (mean values, n=5). Nominal concentrations were 500 ng/mL (high concentration), 100 ng/mL (medium
concentration), and 25 ng/mL (L wnoenlmuom

H high ion, M medium Llow

El error de medicién relativa (RME) fue desde -16.6 a 19,8%,
mostrando que no existian diferencias significativas entre los
valores de concentracion encontrados y los obtenidos. Ademas,
como se ve en la Tabla 19, tanto la repetitividad y la
reproducibilidad fueron determinadas a los tres niveles de
concentracion niveles (n=5) para todos los analitos,
proporcionando asi unos valores de desviacion estandar
inferiores a 17,2 y 16% y unos valores de desviacidn estandar

inferioresa 17, ,0%, respectivamente.
(RSD) inferi 17,2y 16,0% pecti

Las curvas de calibracién fueron lineales para todos los
biomarcadores en un rango de concentracion de 2 6 3 6rdenes
de magnitud, dependiendo del compuesto, con un coeficiente

de regresion superior a 0,994 en todos los casos. El limite de
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detecciéon (LOD), el LLOQ, y el limite superior de
cuantificacion (ULOQ) de la metodologia también se

determinaron (Tabla 19).

Cabe sefialar que los bajos valores LLOQ obtenidos, iban desde
1.2 a 19,5 ng / mL, dependiendo del compuesto. La aplicacién
del método UPLC-MS/ MS fue desarrollada tanto in vitro como

en sistemas biolégicos in vivo.

El método fue validado mediante el analisis de distintas
muestras bioldgicas problema. A continuacion se presentan los
resultados de la determinacion de los distintos marcadores del
OS en muestras de tejido hepatico procedentes de donantes

sanos y donantes con patologia NASH.
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Figura 11. Biomarcadores del OS detectados en muestras
de tejido hepatico de donantes sanos y donantes NASH.

Las cajas sefalan los rangos intercuartilicos, las lineas sefialan
las medianas y los bigotes sefialan los percentiles 10 y 90, A)
tejido hepatico humano procedente de donantes controles
(n=16) y NASH (n=17). B) Muestras de suero de controles
(n=7) y pacientes NASH (n=10). El valor estadistico p se realiz6
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utilizando el test de U de Mann Withney * p < 0,05, **p < 0,01,
¥ p <0,001.
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21 Estudio estadistico

21.1 Estadistica descriptiva

Se realizé un analisis descriptivo de las caracteristicas iniciales
de los grupos en funcién de si pertenecian al grupo de
tratamiento o control. Para las variables los estadisticos
descritos fueron la mediana, desviacion tipica, primer y tercer

cuartil.

La distribucién se ha representado mediante diagramas de

cajas/tablas de distribucion.

Para las wvariables cualitativas realizamos tablas de
distribucién de la frecuencia de cada variable de cada uno de

los dos grupos, con su porcentaje.

21.2 Estadistica comparativa

Para contrastar la evolucién de los diferentes parametros de
funcién hepatica se efectudé un analisis de medidas repetidas,
contrastando si habia cambiado en la evolucion del parametro
y si ésta era diferente en funciéon de si habia recibido o no

tratamiento con NAC.

Las variables continuas se expresan en medias + desviacion
estandar y medianas junto con el primer y tercer cuartil. Las

variables cualitativas se expresan en porcentaje. Se utilizaron
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el Test de t de Student o test de Rangos de Wilcoxon's, el Test

de Chi-cuadrado y el andlisis de la varianza ANOVA.

21.3 Analisis de supervivencia del paciente y del
injerto

Se efectu6 un analisis de supervivencia ajustando las curvas de

Kaplan-Meier hasta la muerte del receptor del trasplante o

hasta la pérdida del injerto y se compararon en funcién de si

habian recibido o no tratamiento utilizando el log Rank test,

con un nivel de significacién de 0,05.

21.4 Analisis subgrupos

Para el analisis subgrupos se asociaron los factores de riesgo
conocidos para el desarrollo de DPIy se compararon en funcién
de si habian recibido o no tratamiento con NAC mediante un
modelo de regresion logistica en el que se incluyeron los

factores de riesgo como co-variables.

El modelo de regresion logistica se realizd con el software R

3.2.2.y se ha representado mediante una grafica de efectos.

204



Resultados

RESULTADOS
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1  Caracteristicas demograficas de la serie

Los 214 pacientes completaron el seguimiento. Del total de
pacientes, 113 fueron incluidos en el grupo A (NAC SI) y 101 en
el grupo B (NAC NO).

La mediana de seguimiento fue de 28 (4-47) meses.

1.1 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion del sexo

Enla serie, 164 pacientes (76,6%) eran hombresy 50 pacientes

eran mujeres (23.4%) (Tabla 20).

1.2 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion de la edad

La media de edad de los pacientes de la serie completa fue de

54,7 afios (DE 9,5) con una mediana de 56 afios (Tabla 20).
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1.3 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion del grupo sanguineo

Un total de 105 (49,1 %) pacientes de la serie eran del grupo
sanguineo A, 25 (11,7 %) del grupo B, 2 (0,9 %) del grupo AB,
y 82 (38,3 %) del grupo sanguineo 0 (Figura 12) (Tabla 20).

Figura 12. Distribucidon de los pacientes del estudio en funcion
del grupo sanguineo

1.4 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion del indice de masa corporal

La media de IMC de los pacientes analizados en la serie

completa fue de 27,4 )(Tabla 20).
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1.5 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion del MELD

La media de score MELD obtenido fue de 16,2 (DE 6,8) y una
mediana de 16,0 (10-20) (Tabla 20).

1.6 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion de la etiologia que los llevé al
trasplante

La distribucién de las indicaciones del trasplante de los

pacientes en la serie completa se representan en la (Figura 13).

0 3.2%5% 1.5% Postviral
4?/00 n="h=1, /_n=3

0950 "~
. 0
n=2 N

m Alcoholica

NASH

B Autoinmune

61%
n=130 i Poliquistosis

Tumor

neuroendocrino

Otros

Figura 13. Etiologia del trasplante en los pacientes de la serie

209



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

1.7 Distribucion de los pacientes en funcion de
la serologia viral

En 108 (50,5%) pacientes el VHC era positivo. En 22 (10,3%)
pacientes el VHB fue positivo. De éstos, presentaban
coexistencia VHC-VHB en 5 (2,3%) pacientes, se observo VHB-
VHD en 7 (3,3%) pacientes y VIH-VHC en 15 (7%) pacientes
(Tabla 20).

1.8 Distribucion de carcinoma hepatocelular

Un total de 101 pacientes (47,2%) presentaban carcinoma
hepatocelular (CHC), en 58 (27,1%) casos fue en VHC positivo,
en 49 (22,9%) en cirrosis por alcohol, en 11 (5,1%) sobre VHB
positivo. El CHC apareci6 en pacientes donde coexistian VHC-
OH positivo en 3 (1,4%), en 2 (0,9%) casos con VHC-VIH
positivo, VHC-VHB en 2 (0,9%) casos y VHB-VHD en 2 (0,9%)
pacientes (Tabla 20).

1.9 Analisis de distribucion de los pacientes en
funcion del estadio Child-Pugh

Un total de 60 pacientes (28,0%) fueron clasificados como
estadio A. En 63 (29,5%) pacientes como estadio B, 78 (36,5%)

como Cy no aplicaba realizar esta escala en 13 (6,0%).
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1.10 Analisis de distribucion de las morbilidades
derivadas de la enfermedad hepatica

Presentaban ascitis 113 (52,8%) pacientes, de los cuales se
habfa realizado paracentesis en 65 (30,4%), precisando

paracentesis periddicas un total de 39 (18,2%).

Habian presentado episodios de encefalopatia un total de 67
pacientes (31,3%), de los cuales eran grados I-1I en 64 (30%)
pacientes y grados III-IV en 6 (2,8%).

Eran portadores de TIPS 17 (8%) pacientes.

Habian presentado episodios de hemorragia digestiva aguda

(HDA) 39 (18,2%) pacientes.

En 21 (9,8%) pacientes se desarrollaron episodios de

peritonitis bacteriana espontanea previos al trasplante.

Un total de 93 (43,5%) pacientes precisaban tratamiento
betabloqueante y 142 (66,4%) tratamiento diurético (Tabla
20).

1.11 Analisis de la distribucidon de los pacientes
en funcion de las comorbilidades asociadas

211



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

Entre las comorbilidades registradas, la hipertension arterial
(HTA) estaba presente en 61 pacientes (28,5%), la diabetes
mellitus (DM) en 56 pacientes (26,2%) y el sindrome
hepatorrenal en 29 (13,6%) pacientes.

En 59 pacientes se habia realizado cirugia abdominal previa, de
los cuales, 22 pacientes habian sido intervenidos de hernias, 10
colecistectomizados, 6 caso de cirugia ginecologica, 5

resecciones coldnicas y 1 caso de colecistectomia.
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Tabla 20. Variables relacionadas con el receptor por grupos
de tratamiento.

Variable

Sexo (")

Edad (afios)
Media (DE)
Mediana (12-32Q)

IMC (kg/m?)
Media (DE)
Mediana (12-32Q)

MELD Score
Media (DE)
Mediana (12-32Q)
CHC”

Tamaino del

mayor
Media (DE)
Mediana (1°-

3°Q)

AFP (UI/1)
Media (DE)
Mediana (1¢@-

3°Q)

Etiologia-

trasplante

VHB

VHD

VHC

VIH

OH™

Otras

Ascitis

Paracentesis

Encefalopatia

Grado I

Grado II
Grado III
Grado IV

Global
(n=214)

76.6%

54.7 (9.5)
56.0 (49.0-
63.0)

27.4 (6.5)
26.4 (23.4-
30.2)

16.2 (6.8)
16 (10-20)
47.2%

1.6(1.8)
1.5(0-3.0)

27.5(69.1)
5.3(2.8-17.7)

10.3%
3.3%
50.5%
7%
45.8%

52.8%
30.4%

31.3%

67.1%

24.3%
7.1%
1.5%

NAC NO
(n=101)

78.2%

54.8 (9.8)
56.0 (50.0-
62.0)

27.1 (4.7)
26.7 (23.1-
30.2)

15.6 (6.2)
16 (11-19)
51.5%

2.09(2.2)
2.0(0-3.0)

21.0(47.3)
4.0(2.4-18.0)

9.9%
2%
49.5%
5.9%
48.5%

49.5%
32.7%

31.7%
60.6%
21.2%
15.2%
3%

NAC SI
(n=113)

75.2%

54.6 (9.3)
55.0 (49.0-63.0)

27.7 (7.7)
26.2 (23.5-30.0)

16.7 (7.3)
16.5 (20-21)
43.4%

1.3(1.39)
1.0(0-2.0)

33.4(84.1)
6.8(3.3-17.5)

10,6%
4.4%
51.3%
8%
43.8%

55.8%
29.2%
31%
73%
27%
0%
0%
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HDA™* 18.3% 16.8% 19.6%
PBE™ 9.8% 8.9% 10.6%
Tratamiento pre- 81.3% 76.2% 85.8%
trasplante
B-bloqueantes 43.5% 42.6% 44.2%
Diuréticos 66.4% 62.4% 69.9%
Urea preTH
(mg/dl) 43.1(29.3) 46.5(34.5) 40,0(23.4)
Media (DE) 33.5(26.0- 34(26.0-48.0) 33(26.0-44)
Mediana (1°- 46.95)
32Q)
Creatinina preTH
(mg/dl)
Media (DE) 1.01(0,78) 1.14(1.06) 0,89(0,38)
Mediana (12- 0.8(0.66-1.08) 0.8(0.66-1.11)  0.8(0.69-1.01)
32Q)
DM 26.2% 24.8% 27.4%
HTA 28.5% 32.7% 24.8%

*CHC: carcinoma hepatocelular.
“OH: etiologia alcohdlica del trasplante.
“*HDA: hemorragia digestiva aguda.

sk

PBE: peritonitis bacteriana espontanea.
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2  Analisis de variables del donante

Atendiendo a las caracteristicas de los donantes, en el estudio
estadistico realizado no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos (p > 0,05), tanto para los
donantes que recibieron tratamiento con NAC como para los
donantes que no recibieron ningin tratamiento adicional

(Tabla 21).

2.1 Sexo del donante

En el grupo NAC Si, 164 pacientes 65 (57,5%) eran hombres y
55 (54,5%) en el grupo NAC NO (Tabla 21).

2.2 Edad del donante

La media de edad del grupo NAC SI fue de 63,1 (DE 13,3) afios
con una mediana de 65 (55-73) afios. En el grupo NAC NO la
media fue de 62,6 (15,7) y una mediana de edad de 64 (54-74)
afios (p=0,84) (Tabla 21).

2.3 Indice de masa corporal del donante

215



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

El valor medio de IMC en los donantes con NAC Si fue de 27,4
(DE 4,4) y su mediana de 27,3 (24,2-29,4) kg/m2. En el grupo
de NAC NO la media fue de 26,7(3,1) y su correspondiente
mediana de 26 (24,5-28,9) (p=0,48) (Tabla 21).

2.4 Causa de la muerte del donante

En la etiologia del fallecimiento del donante se puede observar
que el accidente cerebrovascular (ACV) fue la causa mas
frecuente con un 75,3%, seguido del traumatismo
craneoencefalico (TCE) en un 15,4% de los casos, sin
diferencias entre ambos grupos del estudio (p=0,542) (Tabla
21).

2.5 Estancia en Unidad de cuidados intensivos
del donante

La media de tiempo que estuvieron los pacientes ingresados en
UCI fue de 2,9 (DE 2,8) dias con una mediana de 2 (1-3) dias. Si
lo analizamos por cada uno de los grupos de3 observamos que
lamedia de dias para el grupo de NAC Si fue de 2,9 (DE 2,9) dias
con una mediana de 2 (1-4) dias y para el grupo NAC NO fue de
2,8 (DE 2,6) dias y una mediana de 2 (1-3) dias (p=0,920).
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2.6 Presencia de comorbilidades en el donante

Existia HTA 52 (46%) donantes del grupo NAC SI y en 52
pacientes (51,5%)(p=0,49). Presentaban DM 23 (20,4%)
pacientes del grupos NAC S frente a 17 (16,8%) del grupo NAC
NO (p=0,59). Treinta (26,5 %) donantes eran cardidpatas en el
grupo NAC SI, 27 (26,7%) pacientes en el grupo NAC NO
(p>0,99) (Tabla 21).

2.7 Utilizacion de drogas vasoactivas en el
donante

Se administraron drogas vasoactivas en 91 (80,5%) pacientes
del grupo NAC Sy en 87 (86,1%) pacientes del grupo NAC NO
(p=0,36). La NA fue la mas frecuentemente utilizada en 88
(77,9%) pacientes en el grupo NAC SI y en 84 (83,2%)
pacientes en el grupo NAC NO (p=0,39) (Tabla 21).

2.8 Esteatosis hepatica en el donante

En 49 donantes se identifico la presencia de esteatosis
ecografica en grado leve-moderado. De ellos, 25 (22,3%)
pertenecian al grupo de NAC SIy 24 (23,8%) al grupo NAC NO
(p=0,87) (Tabla 21).
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2.9 Variantes vasculares en el donante

Se encontraron anomalias arteriales en 32 (28,3%) donantes
del grupo NAC Sy en 37 (36,6%) del grupo NAC NO (p=0,24)
(Tabla 21).
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Tabla 21. Comparacion de las variables relativas al donante
en los grupos de estudio.

Variable Global NACNO NAC SI
(n=214) (n=103) (n=111)
Sexo () 56.1 % 54.5% 57.5%
Edad (afios)
Media (DE) 62.9 (14.4) 62.6 (15.7) 63.1(13.3)
Mediana (12-39Q) 65.0 (55.0- 64.0 (54.0- 65.0 (55.0-73.0)
73.8) 74.0)
IMC (kg/m?)
Media (DE) 27.0 (3.9) 26.7 (3.1) 274 (4.4)
Mediana (12-39Q) 26.7 (24.2- 26.0 (24.5- 27.3 (24.2-29.4)
29.3) 28.9)
Causa T
TCE 15.4% 14.9% 15.9%
ACV 75.3% 72.2% 77.9%
Otros 9.3% 12.9% 6.2%
Dias en UCI
Media (DE) 2.9 (2.8) 2.8(2.6) 2.9 (2.9)
Mediana (12-39Q) 2(1-3) 2(1-3) 2 (1-4)
HTA 48.6% 51.5% 46%
DM 18.7% 16.8% 20.4%
Cardiopatia 26.6% 26.7% 26.5%
Hipotension 37.9% 40,6% 35.4%
Parada cardiaca 17.3% 17.8% 16.8%
Drogas 83.2% 86.1% 80,5%
NA 80,4% 83.2% 77.9%
DA 6.1% 6.9% 5.3%
A 0,5% 0% 0,9%
ECOH"
Normal 77% 76.2% 77.7%
Esteatosis 23% 23.8% 22.3%
Aspecto 90,2% 88% 92%
macroscopico™
(Bueno/Regular)

*ECOH: ecografia hepatica.

“Aspecto macroscopico del higado: aspecto macroscdpico del higado
evaluado por cirujano/a que realiza la cirugia de extraccion.
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3  Analisis de variables del receptor

3.1 Distribucion de los pacientes en funcion del
sexo en los grupos de estudio

Ochenta y cinco receptores (75,2%) del grupo NAC SI, frente a
79 (78,2%) del grupo NAC NO, eran varones (p=0,63)(Tabla
20).

3.2 Edad del receptor en los grupos de estudio

La media de edad del grupo NAC SI fue de 54,6 (DE 9,3) afios
con una mediana de 55 (49-63) afios. En el grupo NAC NO la
media fue de 54,8 (DE 9,8) y una mediana de edad de 56 (50-
62) afios (p=0,86) )(Tabla 20).

3.3 Indice de masa corporal del receptor en los
grupos de estudio

La media de IMC de los pacientes analizados en el grupo de NAC
Si fue de 27,7 (DE 7,7), siendo su mediana de 26,2 (23,5 - 30).
Por otro lado el grupo de NAC NO tenia una media de IMC de
27,1 (DE 4,7) y una mediana de 26,7 (23,1-30,2) (p=0,47)
(Tabla 20).

3.4 Distribucion MELD en los grupos de estudio
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La media de score MELD obtenido para el grupo de NAC SI fue
de 16,7 (DE 7,3) y una mediana de 16,5 (20-21). En el grupo de
NAC NO la media fue de 15,6 (DE 6,2) y una mediana de 16(11-
19) (p=0,81) (Tabla 20).

3.5 Distribucion de la serologia viral en los
grupos de estudio

En 58 (51,3%) pacientes del grupo NAC SI y 50 (49.5%) del
grupo NAC NO el VHC era positivo (p=0,89). En 12 pacientes
(10,6%) del grupo NAC Siy en 10 (9,9%) del grupo NAC NO, el
VHB fue positivo (p>0,99). De éstos, presentaban coexistencia
VHB-VHD en 5 (4,4%) del grupo NAC Sy en 2 (2%) del grupo
NAC NO (p=0,45) y VIH-VHC en 9 (8%) del grupo NAC S{y en 6
(5,9%) del grupo NAC NO (p=0,60) (Tabla 20).

3.6 Distribucion de carcinoma hepatocelular en
los grupos de estudio

Un total de 49 pacientes (43,4%) del grupo NAC STy 52 (51,5%)
del grupo NAC NO presentaban carcinoma hepatocelular (CHC)
(p=0,27) (Tabla 20).
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3.7 Analisis de la distribucion de las
comorbilidades en los grupos de estudio

La diabetes estaba presente en 31 pacientes (27,4%) de los
pacientes del grupo NAC SIy 25 (24,8%) del grupo NAC NO
(p=0,75). Un total de 28 pacientes (24,8%) del grupo NAC Sl y
33 (32,7%) del grupo NAC NO eran hipertensos (p=0,22).
Treinta y cinco pacientes (31%) del grupo NAC Siy 32 (31,7%)
del grupo NAC NO habian presentado episodios de
encefalopatia (p>0,99). La mayoria presentaron grado I de
encefalopatia, 27 (73%) en el grupo NAC Siy 20 (60,6%) en el
grupo NAC NO p=0,06). En el momento del trasplante
presentaban ascitis 63 pacientes (55,8%) en el grupo NAC Sy
50 (49,5%) en el grupo NAC NO (p=0,41). De ellos, 19 pacientes
(30,1%) del grupo NAC SI y 20 (40%) del grupo NAC NO,
precisaban paracentesis evacuadoras periédicas en el periodo
pretrasplante (p=0,71). Habian presentado episodios de HDA
22 (19,6%) pacientes del grupo NAC Sy 17 (16,8%) pacientes
del grupo NAC NO (p=0,72). En 12 pacientes (10,6%) del grupo
NAC Siy en 9 (8,9%) del grupo NAC NO, se habia presentado al
menos un episodio de peritonitis bacteriana espontdnea
(PBE)(p=0,81). Un total de 50 (44,2%) pacientes del grupo
NAC SI y de 43 (42,6%) del grupo NAC NO, precisaban
tratamiento betabloqueante (p=0,89). Un total 79 pacientes
(69,9%) del grupo NAC Si y 63 (62,4%) del grupo NAC NO,

tomaban tratamiento con diuréticos (p=0,25) (Tabla 20).
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4  Analisis de variables del acto quirurgico del
trasplante

En la Tabla 22 se exponen las variables analizadas entre los
grupos de estudio relacionadas con el procedimiento
quirudrgico.

Tabla 22. Variables relacionadas con la cirugia.

Variable Global NACNO NAC SI
(n=214) (n=101) (n=113)
Duracién cirugia (min)
Media (DE) 288.8 (73.2)  288.8(73.2) 285.6(53.7)
Mediana (12-32Q) 270,0 (240,0- 270,0 (240,0- 280,0(245.0-
320,0) 320,0) 310,0)
TIF (min)
Media (DE) 255.9(114.3) 253.65 258.0(105.3)
Mediana (12-39Q) 223.0(180,0- (124.1) 230,0(182.5-
291.25) 215.0 (180,0- 302.5)
277.5)
TIC (min)
Media (DE) 45.8(16.7) 46.5(19.6) 45.1(13.7)
Mediana (12-32Q) 45.0(35.0-50- 43.0(35.0- 45.0(35.0-
0) 50,0) 50,0)
TAA (min)
Media (DE) 51.0(24.8) 49.7(21.15) 52.1(27.82)
Mediana (12-32Q) 45.0(35.0- 45.0(35.0- 45.0(35.0-
60,0) 60,0) 59.0)
Salvacélulas (ml)
Media (DE) 794.8(800,0) 802.6(952.8) 787.7(637.7)
Mediana (12-3°Q) 617.5(435.5- 522.0(412.2- 608.5(447.2-
917.0) 900) 968.0)
UCH (unidades)
Media (DE) 3.1(2.8) 2.8(2.8) 3.4(2.8)
Mediana (12-32Q) 3.0(1.0-4.0) 2.0(0,0-4.0) 3.0(1.0-5.5)
UPFC (unidades)
Media (DE) 2.2(1.7) 2.0(1.7) 2.4(1.7)
Mediana (12-32Q) 2.0(1.0-4.0) 2.0(1.0-2.0) 2.0(2.0-4.0)
UP (unidades)
Media (DE) 1.8(1.3) 1.7(1.4) 1.8(1.3)
Mediana (12-32Q) 2.0(1.0-2.0) 2.0(1.0-2.0) 2.0(1.0-2.0)
Sindrome
postreperfusion 11.6% 5.1% 6.5%
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Trombosis portal 24.3% 11.7% 12.6%
Tipo de anastomosis

biliar

Kehr 52.3% 56.4% 48.7%
NoKehr 41.6% 37.6% 45.1%
Hepaticoyeyunostomia 5.6% 5% 6.2%

4.1 Tiempo de cirugia

El andlisis de los tiempos de cirugia nos muestra que en el
grupo de NAC SI la media fue de 285,5 (DE 53,7) min y una
mediana de 280 (245-50) min. En el grupo de NAC NO la media
fue de 288,8 (DE 73,2) min y una mediana de 270 (240-320)
min (p=0,78)(Tabla 22).

4.2 Tiempo de isquemia fria

La media de duracién de TIF en el grupo de NAC SI fue de 258
(DE 105) min y una mediana de 230 (182,5 - 302,5) min. En el
grupo de NAC NO la media fue de 253.65 (DE 124.1) min y una
mediana de 215 (180 - 277,5) min (p=0,43) (Tabla 22).

4.3 Tiempo de isquemia caliente

En los tiempos de isquemia caliente se pudo observar que en el
grupo de NAC SI la media fue de 45,1 (DE 13,7) min y una
mediana de 45.0 (35.0-50,0) min. En el grupo de NAC NO la
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media fue de 46,5 (DE 19,6) min y una mediana de 43 (35-
50) min (p=0,41)(Tabla 22).

4.4 Tiempo de demora arterial

La media de duracion de tiempo de demora arterial en el grupo
de NAC SI fue de 52,1 (DE 27,8) min y una mediana de 45 (35-
59) min. En el grupo de NAC NO la media fue de 49,7 (DE 21,4)
min y una mediana de 45 (35-60) min (p=0,57)(Tabla 22).

4.5 Tiempo de isquemia total

Con los tiempos de isquemia total se pudo observar que en el
grupo de NAC SI la media fue de 303,1 (DE 110,9) min y una
mediana de 272,5 (100,0-670,0) min. En el grupo de NAC NO
la media fue de 298,7 (DE 129,4) min y una mediana de 270,0
(100,0-920,0) min (p=0,81)(Tabla 22).

4.6 Recuperacion por medio de salvacélulas

Al observar los resultados obtenidos la media de recuperacion
por medio de salvacélulas en los pacientes del grupo NAC SI fue

de 787,7 (DE 637,7), con un mediana de 608,5 (447,2-968). En
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el grupo NAC NO la media de recuperacion fue de 802,6 (DE
952,8), con una mediana de 522 (412,2-900)(p=0,84)(Tabla
22).

4.7 Concentrados de hematies transfundidos

La media del nimero de unidades de concentrados de hematies
transfundidos (UCH) en los pacientes del grupo NAC S durante
la intervencidn fue de 3,4 (DE 2,8) unidades y una mediana de
3 (1 - 5,5). En los pacientes del grupo NAC NO la media del
numero de unidades de concentrados transfundidos fue de 2.8

(DE 2.8) con una mediana de 2 (0-4) (p=0,51)(Tabla 22).

4.8 Unidades de plasma transfundidas

La media del numero de unidades de plasma fresco congelado
transfundidas (UPFC) en los pacientes del grupo NAC SI
durante la intervencion fue de 2,4 (DE 1,7) unidades y una
mediana de 2 (1 - 4). En los pacientes del grupo NAC NO la
media del nimero de unidades de plasma transfundidas fue de

2 (DE 1,7) con una mediana de 2 (1-2) (p=0,42)(Tabla 22).
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4.9 Concentrados de plaquetas transfundidas

La media del nimero de unidades de plaquetas transfundidas
(UP) en los pacientes del grupo NAC SI durante la intervencién
fue de 1,8 (DE 1,3) unidades y una mediana de 2 (1 - 2). En los
pacientes del grupo NAC NO la media del nimero de unidades
de plaquetas transfundidas fue de 1,7 (DE 1,4) con una
mediana de 2 (1-2) (p=0,38)(Tabla 22).

4.10 Sindrome postreperfusion

La incidencia de sindrome postreperfusion de los pacientes del
grupo NAC SI durante la intervencién fue de 14 (6,5%). En los
pacientes del grupo NAC NO fue de 11 (5,1%) (p=0,73) (Tabla
22).

4.11 Presencia de trombosis portal

La incidencia de trombosis portal en los pacientes del grupo
NAC SI fue de 27 (12,6%). En los pacientes del grupo NAC NO
fue de 25 (11,7%) (p=0,88)(Tabla 22).

4.12 Tipo de anastomosis biliar

En todos los pacientes se utilizé el mismo tipo de tubo en T

(Kehr) de goma, de 2,5 mm (Teleflex medical. Willy Riisch
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GmbH®), excepto en un paciente del grupo NAC NO en el que

debido al didmetro inferior a 3 mm de la via biliar del injerto se
utiliz6 tubo en T pediatrico de latex de 6 Fr (Portex Ltd. Hythe
Kent CT21 6JL UK®).
Se realiz6 anastomosis biliar término-terminal colédoco-
coledociana con drenaje intrabiliar en 55 pacientes (48,7%) del
grupo NAC Sfy en 57 (56,4%) del grupo NAC NO; anastomosis
anastomosis biliar término-terminal colédoco-coledociana sin
drenaje intrabiliar en 51 pacientes (45,1%) del grupo NAC Sy
38 (37,6%) del grupo NAC NO; anastomosis mediante
hepatico-yeyunostomia término-lateral en 7 pacientes (6,2%)
del grupo NAC Sly en 5 (5%) del grupo NAC NO (p=0,45)(Tabla
22).

4.13 Resultados del analisis bioquimico
postoperatorio de las pacientes

Desde el primer DPO al séptimo se determinaron los
parametros de hematocrito, hemoglobina, leucocitos,
neutrofilos, plaquetas, bilirrubina total, GOT, GPT, FA, GGT,
LDH, sodio, potasio, urea, creatinina, glucosa, colesterol,
triglicéridos, albiumina, proteinas totales, indice de Quick,
tiempo de protombina, tiempo de tromboplastina parcial
activada, fibrinégeno e INR sin encontrar diferencias entre

ambos grupos.

La media de GOT el primer DPO en el grupo NAC SI 723,2 (DE
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714.4) U/L y la mediana fue de 493 U/L. En el grupo NAC NO
la media de GOT del primer DPO fue de 868,2 (DE 1238,6) U/L
y la mediana fue de 427 U/L (p=0,40) (Figura 14).

6000.00-

4000.00+

GOT U/L

Yot %

2000.001

.00

NAC

Figura 14. Valores de GOT en U/L en el 12 dia postoperatorio de
los pacientes en los grupos analizados

La media de GPT el primer DPO en el grupo NAC SI 521,2 (DE
482,3) U/Lylamediana fue de 414 U/L. En el grupo NAC NO la
media de GPT del primer DPO fue de 675,5 (DE 915,1) U/Ly la
mediana fue de 342 U/L (p=0,421) (Figura 15).
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Figura 15. Valores de GPT en U/L en el 12 dia postoperatorio de
los pacientes en los grupos analizados.

La media de bilirrubina total el séptimo DPO en el grupo NAC
SI fue de 7,7 (DE 7,0) mg/dl y la mediana de 5,5 mg/dl. En el
grupo NAC NO la media de bilirrubina total fue de 7,6 (DE 7,8)
mg/dl y 1a mediana fue de 4,8 mg/dl (p=0,42) (Figura 16).
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Figura 16. Diagrama de cajas. Niveles de bilirrubina en mg/dl el
79 dia postrasplante de los pacientes de los grupos analizados.

La media de INR el séptimo DPO en el grupo NAC SI fue de 1,24
(DE 0,2) y la mediana fue de 1,1. En el grupo NAC NO la media
deINR 1,21 (DE 0,2) y la mediana fue de 1,1 (p=0,65)(Figura 17).
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Figura 17. Niveles de INR en el 72 dia postoperatorio en los
pacientes de los grupos analizados

Si analizamos la evolucion de la bilirrubina durante la primera
semana postoperatoria entre ambos grupos de estudio

tampoco se observan diferencias entre ellos (p=0,47) (Figura
18).

232



Resultados

Bilirrubina

10 H

8 §/§—_.E

6 — 4 -

4 - % ________ - p=047

2 —
-o- NAC NO
—o— NAC SI

0 -

1 2 g 4 b 6 7
Dia

Figura 18. Evolucion de la bilirrubina en mg/dl durante la
primera semana postoperatoria de los pacientes en los grupos
analizados

Al evaluar la evolucion de los niveles de GOT durante la
primera semana postoperatoria no se observaron diferencias

entre ambos grupos de estudio (p=0,92)(Figura 19).
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Figura 19. Evolucion de los niveles de GOT en Ul/L durante la
primera semana postoperatoria de los pacientes de los grupos
analizados

Al evaluar la evolucion de los niveles de GPT durante la primera
semana postoperatoria tampoco se observaron diferencias

entre ambos grupos de estudio (p=0,71)(Figura 20).
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Figura 20. Evolucion de los niveles de GPT en UI/L durante la
primera semana postoperatoria de los pacientes de los grupos
analizados.

Cuando se determind la evoluciéon de INR durante la primera
semana postoperatoria tampoco se observaron diferencias

entre ambos grupos de estudio (p=0,29)(Figura 21).
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Figura 21. Evolucién de los niveles de INR en Ul/L durante la
primera semana postoperatoria de los pacientes de los grupos
analizados.

4.14 Morbi-mortalidad postoperatorias

No se observd ninguna complicacion en el postoperatorio
inmediato en 68 pacientes (60,2%) del grupo NAC Sy en 34
pacientes del grupo NAC NO (33,6%)(Tabla 23).

La presencia de hemoperitoneo se evidencié en 7 (6,2%)
pacientes del grupo NAC SI y en 11 pacientes del grupo NAC
NO (10,9%)(Tabla 23).

Presentaron complicaciones biliares 1 (0,88%) paciente del

grupo NAC SI en forma de coleperitoneo que oblig6 al drenaje
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por radiologia intervencionista y 1 (0,99%) paciente en el
grupo NAC NO, present6 fuga biliar anastomética que oblig6 a

la apertura del tubo de drenaje biliar (Tabla 23).

Presentaron recurrencia precoz confirmada por biopsia (< 90
dias) de VHC 6 (5,3%) pacientes del grupo NAC STy 5 (4,9%)
pacientes del grupo NAC NO (Tabla 23).

Se observaron complicaciones neuroldgicas que obligaron al
cambio de tratamiento inmunosupresor en 8 (7%) pacientes
del grupo NAC SI y en 8 (8%) pacientes del grupo NAC NO
(Tabla 23).

Presentaron insuficiencia renal postoperatoria 8 (7%)
pacientes del grupo NAC SI y 10 pacientes del grupo NAC NO
(10%)(Tabla 23).

Se observaron complicaciones respiratorias en 3 (2.6%)
pacientes del grupo NAC SI y en 6 (6%) pacientes del grupo
NAC NO (Tabla 23).

En 0,99% (n=1) paciente del grupo NAC NO present6 IAM como

complicacién cardiaca postoperatoria (Tabla 23).

En 0,99% (n=1) paciente del grupo NAC NO presento
trombosis de la vena suprahepatica derecha que precisé

tratamiento anticoagulante a dosis terapéutica (Tabla 23).
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Tabla 23. Tipos complicaciones postoperatorias por grupos
de tratamiento

Complicacion

Ninguna

Renal
Infecciosa
Recurrencia
VHC
Trombosis
venosa
Neurolégica
Respiratoria
Biliar

Hemoperitoneo

Retrasplante
Cardiaca

Muerte

NAC NO
(n=101)

34
(33.6%)
10 (9.9%)
9 (8.9%)
5 (4.9%)

1(0.9%)

8 (7.9%)
6 (5.9%)
1 (0.9 %)
11
(10.9%)
6 (5.9%)
1(0.9%)
8 (7.9%)

NAC SI
(n=113)

68 (60%)

8 (7.07%)
5 (4.4%)
6 (5.3%)

0 (0%)

8 (7.0%)
3 (2.6%)
1(0.8%)
7 (6.1%)

1 (0.8%)
0 (0%)
7 (6.2%)

Grado de
gravedad
(Dindo-

Clavien)

Total
(n=214)

102
(47.6%)
18 (8.4%)
14 (6.5%)
11 (5.1%)

1 (0.4%)

16 (7.4%)
9 (4.2%)
2 (0.9%)
18 (8.4%)

7 (3.2%)
1 (0.4%)
15 (7%)

La complicaciones postoperatorias se evaluaron de acuerdo

con la escala de gravedad de Dindo-Clavien.

Se observo

morbilidad de grado menor (Grados 1-2 de Dindo-Clavien)

similar entre ambos grupos, en 33 (32,6%) y en 27 (23,8%)

pacientes del grupo NAC NO y NAC SI, respectivamente
(p>0,99). La morbilidad de grado mayor (Grados 3-4 de Dindo-
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Se observé una mayor morbilidad postoperatoria global en el

grupo de pacientes NAC NO en el 57,4% (n=58) y en 34,5%

Clavien) en el grupo NAC NO fue de 25 (24,7%) pacientes
frente a 12 (10,6%), pacientes en el grupo NAC SI (p=0,003).

(n=39) pacientes del grupo NAC SI (p=0,001).

La mortalidad postoperatoria fue similar entre ambos grupos,

8 (7,9%) pacientes en el grupo NACNO y 7 (6,1%) pacientes en

el grupo SI (p=0,79).
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Figura 22. Complicaciones postoperatorias por grupos de

tratamiento mediante la clasificacién Dindo-Clavien.
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4.15 Retrasplante

Serealizaron un total de 7 (3,2%) retrasplantes hepaticos entre
los dia 1-7 postoperatorios. De los 7 retrasplantes, 1 (0,88%)
fue en el grupo NAC Sly 6 (5,9%) en el grupo NAC NO (p=0,05).
En 4 casos la causa del trasplante fue por trombosis arterial, en
3 casos por DPI en relacién con severos signos de IR. Los 3
casos de retrasplante por DPI se encontraban en el grupo NAC

NO (p=0,1).

4.16 Reintervencion

Excluyendo los restrasplantes, se realizaron un total de 18
reintervenciones en el postoperatorio inmediato, todas ellas
fueron por hemoperitoneo (p=0,21). En 7 casos ocurrieron en

el grupo NAC Sfy en 11 casos ocurrieron en el grupo NAC NO.

4.17 Estancia en Unidad de cuidados intensivos

La media de dias en la unidad de cuidados intensivos en los
pacientes del grupo NAC Si fue de 5,7 (DE 7,3), con un mediana
de 4 (2-6) y una moda de 2. En el grupo NAC NO la media de
dias fue de 7,2 (DE 10), con una mediana de 4 (2,5-6,5) y una
moda de 3 (p=0,27).
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4.18 Dias de estancia hospitalaria

Los pacientes del grupo NAC SI tuvieron una media de estancia
hospitalariade 17,2 (DE 12,1), con un mediana de 14 (10-19) y
una moda de 10. Mientras que en el grupo NAC NO la media de
dias fue de 18,9 (DE 12,4), con una mediana de 15 (10-22) y
una moda de 10 (p=0,40).

4.19 Complicaciones tardias

Se compararon las complicaciones aparecidas durante el
seguimiento (superior a 90 dias postrasplante). Excluyéndose

las muertes acontecidas en los primeros 90 dias (Tabla 24).

Las estenosis biliares anastomdticas aparecieron en 3 (2,9%)
pacientes del grupo NAC NO y en un (0,88%) paciente del
grupo NAC SI (Tabla 23). Un paciente con estenosis biliar del
grupo NAC SI se realizé retrasplante por trombosis arterial

tardia (dia 730 postrasplante).

La recidiva del CHC en 4 (3,9%) pacientes del grupo NACNO y
en 3 (2,6%) pacientes del grupo NAC SI (Tabla 24).

El rechazo ocurri6 en 8 (7,9%) pacientes del grupo NAC NO y
en 6 (5,3%) pacientes del grupos NAC SI (Tabla 24). En un
paciente del grupo NAC NO con rechazo crénico se llevé a cabo

el retrasplante en el dia 900 postrasplante.
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Se observaron 3 (2,9%) tumores de novo en el grupo NAC NO

y 3 (2,6%) tumores de novo en el grupo NAC SI (Tabla 24).

Tabla 24. Distribucién de complicaciones tardias de los

pacientes de los grupos analizados.

Complicacién NACNO NAC SI p Total
(n=93) (n=106) (n=199)
Estenosis biliar 3 (3.2%) 1 (0.94%) 0.34 4 (2.01%)
Recidiva CHC 4 (4.3%) 3 (2.8%) 0.70 7 (3.5%)
Rechazo 8 (8.6%) 6 (5.6%) 0.58 14 (7.0%)
Tumor novo 3(3.2%) 3 (2.8%) >0.99 6 (3.0%)
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5  Analisis subgrupos

5.1 Analisis de la disfuncion primaria del injerto

Tras evaluar la funcién hepatica de cada uno de los injertos
incluidos en el estudio tras el TH, siguiendo los criterios de
K.Olthoff mencionados (seccion 3.1), se observé que la
incidencia de DPI en nuestra poblacién de pacientes

trasplantados se aproximaba al 34%.

Al comparar la incidencia de disfuncién entre ambos grupos no

se identificaron diferencias significativas (Tabla 25).

También se determind la incidencia de DPI mediante las
clasificaciones Makowka, Mor, Nanashima y MEAF sin

encontrar diferencias entre los grupos (Tabla 25).

Tabla 25. Analisis de DPI por grupos de tratamiento

Clasificacién NAC NO NAC SI p
Disfunci6on (n=101) (n=113)
Makowka
No 92 (91,1%) 109 (96,5%) p=0,17
Si 9 (0,9%) 4 (3,5%)
Mor
No 89 (88,1%) 108 p=0,07
Si 12 (11,9%) (95,57%)
5 (4,43%)
Nanashima
No 84 (83,2%) 98 (86,7%) p=0,59
Si 17 (16,8%) 15 (13,8%)
Olthoff
No 63 (62,3%) 78 (69,0%) p=0,38
Si 38 (37,4%) 35 (31,0%)
MEAF 3.14 3.54 p=0,10
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5.2 Evaluacion de DPI en donantes en funcion de
la edad del donante

Al analizar la incidencia de DPI siguiendo la definicién de K.
Olthoff, se observé una incidencia global del 34,1% (n=73).
También se evalué la incidencia de DPI por subgrupos de edad
del donante, viéndose que el subgrupo de edad mas frecuente
fue el de donantes con edad superior a 70 afios. De los 73
pacientes que desarrollaron DPI, en 30 (41%) casos la edad de

los donantes era superior a 70 afios.

Tabla 26. Tabla de distribucién de la disfuncién primaria del
injerto por grupos de edad del donante en los pacientes de
los grupos analizados.

DISFUNCION NO DISFUNCION SI Total
Edad subgrupo
(afos) (n=141) (n=73) (n=214)
<60 61 (43.2%) 20 (27.4%) 81 (37.9%)
NAC SI 36 (59%) 8 (40%) 44 (54.4%)
NAC NO 25 (41%) 12 (60%) 37 (45.6%)
60-70 32 (22.7%) 23 (31.5%) 55 (25.7%)
NAC SI 20 (62.5%) 9 (39.1%) 29 (52.7%)
NAC NO 12 (37.5%) 14 (60.9%) 26 (47.3%)
>70 48 (34.1%) 30 (41.1%) 78 (36.4%)
NAC SI 26 (54.2%) 14 (46.6%) 40 (51.3%)
NAC NO 22 (45.8%) 16 (53.4%) 38 (48.7%)

Se analizé la incidencia de DPI en funcién de los subgrupos de
edad de los donantes; no se observaron diferencias en la
incidencia de DPI entre ambos grupos de estudio en funcién de

la edad del donante (p=0,92).
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5.3 Evaluacion de la DPI en donantes con
esteatosis hepatica

Se evalué la incidencia de DPI (de acuerdo con la puntuacion
de K. Olthoff (71)) entre ambos grupos en funciéon de si existia
esteatosis en el donante. A pesar de que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(p=0,19), se puede observar cierta tendencia a menor DPI en el
grupo de pacientes tratados con NAC que presentaban

esteatosis leve-moderada (Figura 23).

NAC NO NACSI

Dlihalf

T
Mo £l

Esteatosis hepatica

Figura 23. Evaluacién de la DPI en pacientes donantes con
esteatosis hepatica
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5.4 Analisis de donantes de riesgo

Se realizo el analisis de los pacientes por grupos de tratamiento
en funcion de si habian recibido donantes de riesgo, donor risk

index (DRI) (249) > 1.8.

En el grupo NAC SI se identificaron 20 donantes de DRI > 1.8,
en el grupo NAC NO fueron 12.

Al analizar la incidencia de DPI en los pacientes que habian
recibido donantes con DRI > 1.8 no se identificaron diferencias

entre ambos grupos (p=0,49)(Figura 24).

NAC NO NAC SI

Otthoff
o
<
1
/

Figura 24. Andlisis de los pacientes por grupos de tratamiento en
funcién de donantes de riesgo

Se analizaron también los donantes clasificados de acuerdo con
la puntuaciéon de J. Bricefio et al. (250) para donantes

marginales. Se identificaron 27 (12.6%) donantes marginales
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en el grupo NAC SI y 25 (11.6%) en el grupo NAC NO, sin
observarse diferencias estadisticamente significativas en este

subgrupo en cuanto a DPI (p=0,89).
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6 Asociacion de parametros bioquimicos con
tiempos de isquemia

Al analizar el TIF y relacionarlo con los valores de
transaminasas postoperatorias, concretamente los niveles
postoperatorios de GPT durante la primera semana
postoperatoria, se observé que para los tiempos de isquemia
mas pequeios de la serie, tiempos de isquemia fria menores de
150 min, los niveles de GPT son inferiores a 600 UI/L en el
postrasplante inmediato en ambos grupos de estudio (Figura 25

- Figura 26).

Sin embargo, en el grupo NAC NO se produce un pico de
transaminasas en el postrasplante inmediato, para los tiempos
de isquemia fria mayores de la serie. Este comportamiento no
se objetiva en el grupo de pacientes tratados con NAC (Figura 25

- Figura 26).
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Figura 25. Relacion del tiempo de isquemia fria-valores de GPT
de la primera semana postrasplante

NAC NO NACSI

weon

Figura 26. Relacion del tiempo de isquemia fria-valores de GPT
de la primera semana postrasplante

A mayor TIF se observan mayores niveles de GPT
postrasplante. En la figura 27 se puede observar como la GPT

aumenta de forma lineal a TIF en los pacientes que han sido
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tratados con NAC, con una disminucién significativa
(p=0,0125) respecto a los que no han sido tratados, a partir de

6h de isquemia fria.

En el caso de los pacientes que no han sido tratados con NAC el
crecimiento de GPT es exponencial transcurridas estas 6h de

isquemia fria (Figura 27).
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Figura 27. Relaciéon GPT media 22 dia postoperatorio - TIF por
grupos de tratamiento.
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7  Resultados del analisis anatomo-patoldagico
de las muestras

En el estudio anatomopatoldgico se analizaron un total de 109

injertos con biopsias pre y postreperfusiéon (n=218).
El tamafio medio de las biopsias fue de 1,30 cm (DE 0,58).

Se analizé la presencia y grado de dilatacién sinusoidal entre
ambos grupos de estudio en las biopsias pre y post-reperfusion
sin observarse diferencias entre ambos grupos de estudio

(p=0,63)(Figura 28 y Figura 29).
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Figura 28. Presencia de dilatacion sinusoidal en las biopsias pre-
reperfusion en los grupos analizados
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Figura 29. Presencia de dilatacion sinusoidal en las biopsias post-
reperfusion en los grupos analizados

Se evalud la presencia y grado de macroesteatosis entre ambos
grupos de estudio en las biopsias pre y postreperfusion sin
observarse diferencias entre ambos (p=0,46) (Figura 30 y Figura

31).

253



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

NAC

30
msi
‘ ®NO
| - IIII-T_ |
no

o0
<5% 5-33% 33-66% >66%

(]
=]
L

Numero de biopsias

[
o
1

Macroestesatosis pre-reperfusion

Figura 30. Grado de macroesteatosis en las biopsias pre-
reperfusion en los grupos analizados
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Figura 31. Grado de macroesteatosis en las biopsias post-
reperfusion en los grupos analizados
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Se determiné la presencia y grado de microesteatosis entre
ambos grupos de estudio en las biopsias pre y postreperfusion

sin observarse diferencias entre ambos (p=0,12)(Figura 32).

NAC

msi
B NO

504

Numero de biopsias

0__-,__.,-_

Aumento de la Disminucion de la Sin cambios en la
microesteatosis microesteatosis microesteatosis

Evaluacion de los cambios microesteatosis pre y
post-reperfusion

Figura 32. Evaluacion de los cambios en el grado de
microesteatosis en los grupos analizados

Se estudi6 la presencia y grado de balonizaciéon entre ambos
grupos de estudio en las biopsias pre y postreperfusiéon sin
observarse diferencias entre ambos (p=0,50) (Figura 33 y Figura

34).

255



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

Numero de biopsias

60

504

40+

304

20

10+

no leve

Balinizacion pre-reperfusion
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Figura 34. Grado de balonizacién en las biopsias pre-reperfusion
en los grupos analizados

Se comprobd la presencia y grado de binucleacién entre ambos
grupos de estudio en las biopsias pre y postreperfusiéon sin

observarse diferencias entre ambos (p=0,50) (Figura 35).
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Figura 35. Evaluacién de los cambios en el grupo de binucleacion

en los grupos analizados
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8 Analisis de supervivencia del injerto

Se analiz6é la supervivencia del injerto en funcién de si los
pacientes habian recibido o no tratamiento, sin encontrarse
diferencias entre ambos grupos a los 3 afios del trasplante (p=
0,54). La supervivencia del injerto al afio y a los tres afios es de
89% y 87% en el grupo NAC SI y 85% y 84% en NAC NO,
respectivamente, sin diferencias entre ambos grupos (Figura

36).
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Figura 36. Supervivencia del injerto en los grupos analizados
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Figura 37. Supervivencia del injerto en relacién con la disfuncion

postoperatoria
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9 Analisis de supervivencia del paciente

Se analiz6 la supervivencia global del paciente en funcién de si
habian recibido o no tratamiento, sin encontrarse diferencias
entre ambos grupos al afio y a los 3 anos del trasplante
(p=0,69). La supervivencia global al afio y a los tres afios fue de

89% y 87% en NAC SI 89% y 88% en NAC NO (Figura 38).
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Figura 38. Supervivencia del paciente en los grupos analizados
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Proporcion de pacientes que sobreviven
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10 Resultados del analisis metabondmico de
las muestras

De los pacientes incluidos en el estudio se analizaron un total
de 76 muestras para el analisis metabondémico, de las cudles,

41 eran del grupo NAC SIy 36 del grupo NAC NO.

Las muestras de tejido hepatico recogidas fueron analizadas
siguiendo el método validado para la determinacién de
marcadores del OS (n=16)(229). No se obtuvieron cambios
significativos asociados a la presencia/ausencia de NAC para
ningin marcador. De todos estos marcadores analizados el
GSH, GSSG y el OphA, presentaron tendencias de cambio, tal y
como se ve en los diagramas de cajas y bigotes representados
a continuacién, sin embargo, los resultados no son

significativos desde un punto de vista estadistico.

Los niveles medios de GSH expresados en pmol/mg
determinados en la primera biopsia (tras inyeccion de NAC iv
periférico vs placebo) fueron de 734,7 (728,4) y su mediana fue
de 374,6 en el grupo NAC SI. En el grupo NAC NO la media de
los niveles de GSH en pmol/mg en la primera biopsia fue de

608,20 (581,9) y su mediana fue de 372,9 (p=0,47) (Figura 40).
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Figura 40. Diagrama de cajas. Niveles de GSH en pmol/mg en la
primera biopsia para los pacientes de los grupos analizados.

Los niveles medios de GSH en pmol/mg determinados en la
segunda biopsia (tras la inyeccién de NAC portal y en la
solucion de preservacion) fueron de 886,1 (828,0) y su
mediana fue de 650,6 en el grupo NAC Si. En el grupo NAC NO
la media de los niveles de GSH en pmol/mg en la segunda
biopsia fue de 678,7 (525,9) y su mediana fue de 540,5
(p=0,44) (Figura 41).
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Figura 41. Diagrama de cajas. Niveles de GSH en pmol/mg en la
segunda biopsia para los pacientes de los grupos analizados.

Los niveles medios de GSH en pmol/mg determinados en la
tercera biopsia (al final del implante) fueron de 537,2 (575,5)
y su mediana fue de 270,5 en el grupo NAC SI. En el grupo NAC
NO la media de los niveles de GSH en pmol/mg en la tercera
biopsia fue de 440,1 (587,6) y su mediana fue de 255,5
(p=0,414) (Figura 42).
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Figura 42. Diagrama de cajas. Niveles de GSH en pmol/mg en la
segunda biopsia para los pacientes de los grupos analizados.

En las muestras analizadas encontramos un grupo de pacientes
(n=15) con aumento de los niveles de GSH de manera
progresiva en el grupo NAC SI, que no se produce en el grupo

control (n=8)(Figura 43 Figura 44).

Cuando realizamos el ratio GSH/GSSG observamos que en los
pacientes tratados se produce un aumento del ratio mientras
que en los pacientes control no se observa dicho aumento,
generandose un ambiente mas oxidado, y por tanto menos

reductor.
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Figura 43. Ratio GSH/GSSG en el grupo de tratamiento
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Figura 44. Ratio GSH/GSSG en el grupo control

Al analizar todos los pacientes incluidos se observa un mayor
ratio GSH/GSSG en el grupo de tratamiento, ambiente menos
oxidativo, aunque sin diferencias  estadisticamente

significativas (p=0,23) (Figura 45).

267



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

GSH/GSSG Media Pacientes
1500,00 -

1000,00 -
m Control
500,00 - H Tratados
0,00

NACO NAC1 NAC2 NAC3

Figura 45. Comparacion de las medias del ratio GSH/GSSG de los
pacientes incluidos en el estudio metabolémico

Los niveles medios de OphA en pmol/mg fueron de 46,5 (86,3)
y una mediana de 15,5 en el grupo NAC Si y de 63,24 (87,1) y
una mediana de 23,3 en el grupo NAC NO. Al analizar los niveles
de Opht A entre ambos grupos se evidencié que el grupo de
pacientes del grupo control presentaban mayores niveles de
OphA, lo cual indica mayor tendencia al consumo de GSH,
entorno de mayor oxidacidn, aunque sin diferencia estadistica

entre ambos grupos (p=0,51)(Figura 46).
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Figura 46. Niveles de acido oftadlmico en la tercera biopsia en
pmol/mg en los pacientes de los grupos analizados
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1 Aumentar el numero de donantes

Aunque es en 1963 cuando se realiza el primer TH en humanos
en la Universidad de Colorado (10), es 20 afios después en
Bethesda (Maryland) cuando se celebra la conferencia de
consenso en la que se declara el TH como el tratamiento de
eleccién de las enfermedades hepaticas en estadio terminal
(251). Posteriormente, el nimero de pacientes que opta a
recibir un TH ha ido progresivamente incrementandose a lo
largo de los afios. Se han ampliado las indicaciones, el limite de
edad para acceder al TH ha ido aumentando de forma
progresiva y a su vez se ha conseguido incrementar la
supervivencia después del trasplante (126,252). El
inconveniente es que no se dispone de suficientes donantes
para las demandas requeridas en las listas de espera (19). En
el afio 2008 el tiempo de espera medio nacional para el TH era
de 124 dias con una mortalidad en lista de espera entre 7-8%

(253)(Figura 47).
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Figura 47. Numero de pacientes en lista de espera al final de cada
afio en Espaifia (1993-2008).

Imagen cedida desde Digestive and Liver Disease Supplements 3 2009 75-81.

La persistente escasez de donantes ha obligado a los centros de
trasplante a buscar alternativas con la finalidad de aumentar el
numero de donantes disponibles. Actualmente, se consideran
también las fuentes de injertos hepaticos diferentes al donante
con muerte encefalica: el donante vivo, el split, el trasplante

domind y los donantes en asistolia (254,255).

Desde el afio 2011 en el Hospital Universitari i Politécnic La Fe
se han realizado 8 splits, 2 trasplantes de donante vivo y 2

trasplantes domino.

Por otra parte, también se ha intentado aumentar el nimero de
donantes en muerte encefalica considerandose donantes
potenciales a aquellos que anteriormente se descartaban por

su peor calidad, asumiendo consecuentemente un mayor
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riesgo para el desarrollo de DPI (63,66,70). El uso de
donantes con criterios expandidos, también conocidos
antiguamente como donantes marginales, es una opcién que se
utiliza en todo el mundo para aumentar la oferta de 6rganos
para trasplante. La definicién de injertos marginales implica el
uso de donantes afiosos, con edad superior a 60 aflos o que
presentan otras caracteristicas perjudiciales, (etnia afro-
americana, IMC, causa de la muerte que no es traumatismo o
anoxia, donante a corazén parado, Split o higado reducido,
entre otros), que pueden condicionar mayor frecuencia de DPI
y de FPI (256). Sin embargo, el riesgo de la utilizacion de este
tipo de injertos sigue siendo impreciso y controvertido

(70,257-259).

En nuestra serie el grupo de edad que presenté mayor DPI fue
el subgrupo de donantes con edad superior a 70 afios. En el
grupo de Olthoff et al. (71) se observé como se incrementaba
significativamente la incidencia de DPI con la edad, de manera
que los donantes mayores de 45 afios duplicaban el riesgo de

DPI (RR. 1.94,95% CI: 1.21, 3.92, p = 0.004).

Las directrices para el uso de injertos con criterios expandidos
varian de un centro a otro. El estado pretrasplante de los
pacientes parece ser de utilidad para la asignacion de este tipo
de o6rganos, sin embargo, existe desacuerdo a la hora de la
asignacion de este tipo de drganos en funcién del receptor
(121,260). Por una parte, algunos autores han seleccionado

injertos marginales para su utilizacién en receptores sanos,
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mientras que otros han preferido abogar su uso sin
restricciones para satisfacer las necesidades de las listas de

espera de trasplante (257-259).

A pesar de los multiples esfuerzos por expandir los criterios de
aceptacion de los donantes, en el afio 2014 en Espafia se
desecharon 374 higados para trasplante, un 26.7 % de los
higados generados para trasplante, siendo descartados en el
90% de los casos por presentar un aspecto macroscépico

patolégico (261).

De los potenciales donantes que se consideraron durante el
estudio se desecharon 62 higados, un 28% de los generados
(Tabla 10), dato superponible a los demas grupos de trasplante

en Espana.

De las multiples escalas propuestas para considerar donantes
de riesgo, en el estudio se considerd el DRI (249) por ser la
escala de riesgo mas utilizada en la literatura publicada. En la
presente investigacion se identificaron 32 donantes con DRI
superior a 1.8, los cuales se encontraron asignados de manera
similar entre ambos grupos de estudio, 20 pacientes en el
grupo de tratamiento y 12 en el grupo control. Ademas, se
considero también la clasificacion de donantes con criterios
expandidos propuesta por J. Bricefio et al. (250), por su
practicidad, identificando 52 (24.3%) pacientes en los que se
utilizaron donantes de riesgo en la serie, distribuidos de

manera similar en ambos grupos de tratamiento, 25 (11.7%)
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pacientes en el grupo control y 27 (12.6%) en el grupo de

tratamiento.
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2 Mejorando el pool de donantes:
administracion de NAC

Cuando restauramos el flujo sanguineo del injerto hepatico en
el trasplante se producen una serie de eventos que exacerban
el dafio producido tras la isquemia. Las interacciones que se
producen en el endotelio de los sinusoides hepaticos, las
células Kupffer y los metabolitos celulares procedentes del
inflow sanguineo producen dafio local y respuesta inflamatoria

sistémica (262,263).

Anivel hepatocelular se producen ROS en las mitocondrias, que
acaban produciendo 0OS. En los mecanismos de defensa
intracelular que participan en la regulacion del OS es bien
conocida la participaciéon de la superoéxido dismutasa y la
glutation peroxidasa (34,176,196). GSH constituye el principal
buffer endoégeno de grupo thiol que interviene en la
eliminacién de radicales libres de oxigeno (190). Para la
sintesis tisular de GSH la disponibilidad de cisteina es

generalmente el factor limitante.

Las estrategias para reducir la incidencia de DPI son de actual
relevancia (146,264). Dado que las causa de la disfuncién del
injerto son multiples y la IR juega un papel fundamental
alterando la microcirculacion del é6rgano y generando OS, se
han testado multiples antioxidantes (265). La NAC, precursor
de cisteina, fluye rapidamente al interior de la célula, se

hidroliza en L-cisteina y rellena el almacén de GSH (266,267).

278



Discusion

Un enfoque farmacolégico sencillo, seguro y econdmico, es la

administracion sistémica de NAC (164).

En la literatura publicada, la NAC se ha administrado de
manera muy variada: antes de la isquemia, después de la
isquemia y antes de la reperfusién, en el donante o en el

receptor.

En el experimento realizado por Nakano et al. (194), el efecto
que se produce tras la administracién de NAC antes de la
isquemia disminuye el dafio de IR, sin embargo, este efecto se
pierde cuando se administra NAC en el momento de la
reperfusion. En nuestro estudio se decidi6 administrar la NAC
en el donante y antes de la isquemia fria, por el hecho de que
reponer los niveles de GSH antes de producirse el primer dafio
hepatocelular posibilita el hecho de detener la cascada de ROS
desde el primer momento. La deplecién de glutatién puede
potenciar la toxicidad derivada de las ROS, si podemos
anticiparnos a la depleciéon de glutation y mantenerlo en
niveles normales, protegeremos a las células precozmente

frente a dicha toxicidad (268).

En los 11 estudios clinicos publicados de la utilizacién de NAC
en el TH inicamente se administra en el donante en 2 estudios

(207,208):

- El estudio de Regueira et al. (208) se trata de un estudio no

aleatorizado y en el que se administra NAC en bolo intravenoso
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de 6 gramos, sin ajustarse el peso del paciente, sin embargo
en sus resultados se observa una mejoria en los niveles de
transaminasas con la relevancia clinica de disminuir la DPI en

el grupo de tratamiento.

- En el estudio de D’Amico et al (207), se administran 30 mg/kg
en via venosa periférica previa a la cirugia junto con 150
mg/kg (dosis maxima de 300 mg) en la vena porta, justo antes

del clampaje adrtico.

En el presente estudio se decidi6 administrar la NAC en el
donante tras realizar el analisis de las publicaciones sobre la
administracion de NAC en el trasplante y observarse que tanto
el estudio de F. D’Amico (207) como en el de F. Regueira (208)
se conseguia mejorar la DPI en el grupo de tratamiento, sin
poner en riesgo directo al receptor al no administrarle ningiin
farmaco adicional. En nuestro experimento se administré la
NAC en via venosa periférica y en vena porta, tal como
describia el estudio de D’Amico (207). Sin embargo, decidimos
administrar la NAC en vena porta mas precozmente, debido a
que administrarla justo antes del clampaje adrtico permite
poco tiempo de accion. Finalmente decidimos afiadir 300 mg
de NAC en el primer litro de solucién de preservacién por via
portal. Unicamente se administré en el primer litro, ya que una
vez se produce el enfriamiento celular, la utilidad de la

administracion del precursor carece de utilidad.
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No existe ningin estudio publicado en la literatura con la
dosis de NAC administrada en este ensayo. Ninguno de los
estudios clinicos previamente publicados inicia la
administracion de NAC tan precozmente como el presente
estudio (intrevenosa y portal a los 30 min de iniciar la
extraccion hepdtica en el donante), permitiendo de este modo
reponer los depositos de GSH con mayor antelaciéon, mejorando
de este modo la metodologia frente a los experimentos clinicos
anteriores. El presente estudio es el que consta con mayor
muestral de los estudios clinicos realizados con la utilizacion
de NAC en el TH. Esta investigacion clinica es la primera que
compara la determinacion de metabolitos del OS reconocidos,
mediante técnicas de metabondmica aplicadas a biopsias

hepaticas seriadas del injerto.

3 Resultados de la n-acetilcisteina en el daio
hepatico

En varios modelos experimentales, la NAC ha demostrado
proteger el higado del dafno severo inducido por IR
(171,172,174-180,187,188,190). De los estudios publicados
sobre el papel que ejerce la NAC en el dafio de IR en la reseccion

hepatica y en el TH se observa:

i) Existen multiples estudios experimentales sobre el
dafio IR hepatico, que han sido realizados con un tamafio
muestral pequefio, sin definir el calculo de la potencia del

estudio y con end-points definidos de manera ambigua. Sin
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embargo, se observan efectos beneficiosos en 17 (171-
173,175,176,178,180-186,188,190,191,269) de los 21
estudios analizados. El resultado mas frecuentemente
reportado es la disminucién de las transaminasas y la
reduccién del dafio oxidativo. La via de administracién mas
estudiada es la via intravenosa y la mayoria recomiendan
que la NAC debe ser administrada antes de la isquemia
hepatica (194). No obstante, existen 4 estudios publicados
(174,177,179,187) en los que no se observa beneficio de la
adicion de NAC y también se administraron en el periodo
previo a la isquemia. Profundizando en estos estudios, cabe
recalcar que en el estudio de Chavez-Cartaya et al. (174) en
el que no se observan beneficios derivados de la
administracion de NAC, la via de administracion fue
intramuscular y ésta no ha sido utilizada en ningtin otro

estudio publicado hasta el momento.

ii) En los resultados de los estudios experimentales de
perfusién de higado aislado, en 2 de ellos se observa
descenso de transaminasas y disminuciéon del dafio IR
(200,201) y en otros 2 (199,202) no se observa ninglin
beneficio. En los estudios en los que se observan beneficios,
existen dos aspectos técnicos a tener en cuenta: a) En el
estudio de Koeppel et al. (200) se administra una dosis
superior (400 mg/kg) al resto de estudios; b) En el estudio
de Regueira et al. (201) la administracion de NAC se realiza

1 hora antes de la isquemia. Ambos aspectos han sido
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considerados claves para conseguir efectividad de la
adiciéon de NAC por algunos autores (164). En el presente
estudio se administré la NAC 1 hora antes de la isquemia
fria y se infundieron cantidades de NAC superiores a los

utilizados en los previos ensayos clinicos (207).

iii) La mayoria de los estudios clinicos publicados sobre
NAC son series de casos de pequefio tamafio muestral
(170,203-206,208-211), debido a que se trata de estudios
publicados hace mas de una década cuando el papel de la
NAC podia ser legitimamente evaluado Unicamente en
estudios piloto. Sin embargo, estudios clinicos mas
recientes como el Hilmi etal. (212) y de D’Amico etal. (207)
son ensayos clinicos aleatorizados y con tamafos
muestrales significativamente superiores a los estudios
clinicos previos. Con todo, los resultados obtenidos en
ambos son contrarios y aunque ambos traten de la
administracion de la NAC en el TH, no son comparables, ya
que la metodologia utilizada en la dosis, via de
amdimistraciéon y poblaciéon del estudio, son distintas.
Mientras que en el estudio de I. Hilmi (212), se utiliza la via
de administracidn iv, a una dosis de 70 mg por kg cada 4 H
con un total de 12 administraciones y el tratamiento lo
recibe el receptor, sin observarse ningin benefecio en el
grupo de tratamiento; en el estudio de F. D’Amico (207), el
tratamiento con NAC se administra via iv-portal, a una dosis

de 30 mg por kg ivy 300 mg en la vena porta antes de la
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perfusion, en el donante, observandose una disminucion de
las complicaciones postoperatorias y una mayor
supervivencia del injerto al afio del trasplante en el grupo

tratado.

iv) En el contexto del TH de los 11 estudios publicados s6lo
en 4 (206-208,212) se examina la supervivencia del injerto
y en 2 (170,211) de ellos no se utilizan los marcadores
bioquimicos habituales para la evaluacién del proceso del

darfo IR.

En resumen se puede deducir que existen varios estudios
experimentales que apoyan el uso de NAC, principalmente si el
tratamiento se administra antes de la isquemia, ya que reduce
los marcadores bioquimicos de dafo hepatico, aunque sin

observarse una repercusion clinica coincidente en todos ellos.

En nuestro estudio, hemos evidenciado que los niveles de GPT
disminuyen significativamente a partir de las 6h de isquemia
fria en el grupo de tratamiento. Se observa una reduccién del
pico de las transaminasas después del trasplante, resultados
que se corroboran con los hallazgos referidos en la mayoria de

articulos publicados (Tabla 27).
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Tabla 27. Tabla de estudio clinicos tras la administracion de NAC en
el trasplante epatico con repercusion bioquimica en el receptor.

Autor

Afio

Regueira et
al.
1997 (208)

Steib et al.
1998 (205)

Bucuvalas et
al. 2001
(206)

Santiago et
al.
2010 (211)

Tipo

Cohortes

sin/con NAC

RCT

Estudio

comparativo

no aleatorio

RCT

Intervencion

NAC

6 g NAC al
donante 1
hora antes
del
trasplante
150 mg/kg
NAC durante
30 min + 50
mg/kg
durante 4 h
en el
receptor

70 mg/kg en
la
reperfusion
y cada 12 h
durante 6
dias (junto
con PGE)
100 mg/kg
tras 15 min
de iniciar la
fase
anhepatica
seguidos de
50 mg/kg

infusion

N° NAC
-/ N©
NAC+
25/37

30/30

12/13

25/25

End-point

GOT : 825 control

GOT: 353 NAC
DPI n = 5 control
DPI n = 0 NAC

GOT NAC 773 =
133 vs
1102 £ 225 U/L

control

Pico GPT 499 UI/L
NAC vs 867 UI/L
en control.

OS a los 3 meses
100% en ambos
grupos.
Disminucién  del
phen el grupo NAC

tras la reperfusion.
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durante 24

h.
Amico et al. RCT 30 mg/kg 71/69 GOT 15DPO
2013 (207) NAC en el

donante 1 h

antes de la
cirugia + 300
mg en vena
porta antes
del clampaje
en el

donante

La utilizaciéon de NAC intravenosa, se ha reportado como
segura en todos los estudios publicados, con escasos efectos
secundarios, principalmente reacciones  anafilacticas
moderadas, que rara vez requieren tratamiento o cese de la
administracion del antioxidante (270). En nuestro estudio no
se identifico0 ninglin acontecimiento adverso con la

administracion de NAC.
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4 De la isquemia reperfusion al fallo primario
del injerto

Durante el proceso del trasplante participan multiples factores
que van a condicionar la posterior funcion del érgano, el dafo
que produce la IR es el principal ejecutor. La esteatosis del
injerto, la edad del donante y los tiempos de isquemia fria
largos, van a favorecer el desarrollo de la IR, que en funcién de
su severidad culminardan en la  posterior = DPI
(103,121,123,250). El efecto se debe a una cascada de eventos
celulares que acaban perturbando el flujo microcirculatorio del
injerto, el cual, bien puede estar ausente, produciendo fallo de
la perfusion capilar, o bien puede generar reflujo paraddjico,
haciendo interaccionar los leucocitos con el endotelio, la
liberaciéon de los mediadores toéxicos y el deterioro de la

barrera endotelial (69,271).

Existen también otros factores que contribuyen tanto a la DPI
como a generar efectos perjudiciales sobre el resultado global
después del TH. Estos delegados son: las condiciones del
receptor, el tipo de donante, la conservacién del érgano, la
inmunosupresion y el tipo de régimen antibi6tico en el periodo

perioperatorio (114,249,272).

A parte de las complicaciones técnicas (vasculares y biliares) y
el rechazo agudo o crénico, la DPI cuenta con la mayoria de
indicaciones para el retrasplante (273). En nuestra serie de los

7 (3,2%) pacientes que precisaron retrasplante (del dia 0 al dia
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7 postoperatorio) en 3 (42%) casos la indicacién fue por DPI
(p=0,1), todos ellos en el grupo NAC NO. Resultados de tasa de
retrasplante similares a los obtenidos por el grupo de Olthoff
etal. (71), de los 9 (3%) pacientes retrasplantados en su serie,
en 5 (55%) casos la indicacién fue por DPI. En el estudio de
D’Amico et al. (207), se identificaron 38 FPI que condicionaron
6 retrasplantes (4,2%). Se identificé FPI en 34% (n=13) en el
grupo de tratamiento y 66% (n=25) en el grupo control
(p=0,03). Durante los primeros 3 meses postrasplante la
principal causa de FPI también fue la DPI en un 42% de los
casos, resultados superponibles a los obtenidos en la presente

tesis doctoral.

Explicar el aumento de la incidencia del retrasplante en el
grupo control requiere profundizar en los mecanismos
moleculares que envuelven el OS que acontece el proceso de la
IR. Aunque el papel de la respuesta inflamatoria en el proceso
de la IR se ha documentado desde los afios 90, siguen
existiendo detalles a nivel molecular y mecanismos que siguen
siendo objeto de estudio. Estudios recientes (274) sugieren
que el impacto del proceso de IR depende de la respuesta
inflamatoria local en el receptor, el cual produce dafio en el
parénquima hepatico tras produccion de ROS entre otras
moléculas dafiinas llamadas “alarminas” que junto con la
activacion de monocitos circulantes y polimorfonucleares va
progresivamente amplificando la respuesta inmune local con la

consiguiente destrucciéon del parénquima hepatico. Esta
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interaccion puede ser la clave para comprender el enlace

entre la NACy el FPL
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5 Incidencia de disfuncion primaria del injerto
del estudio

La incidencia de DPI después del TH reportada en la literatura
es de aproximadamente un 25% dentro de un rango entre 9 a
43% (64-66,69-71,271) en funcion de las diferentes
definiciones que caracterizan la DPI. El FPI se desarrolla hasta
en alrededor de un 10% de los casos y requiere retrasplante

urgente (124).

Se han descrito una amplia variedad de propuestas para definir
la disfuncién del injerto después del TH. Actualmente sigue sin
existir una terminologia estandarizada. Muchas de las
clasificaciones utilizan criterios subjetivos como la escasa
produccion biliar que incluye la clasificacion de Greig et al. (64)
o la presencia de encefalopatia que considera M. Deschénes
(68). Otras consideran parametros que no se determinan
habitualmente en la practica clinica como es la cuantificacién
de los niveles de amonio de la escala de R. Ploeg (65). Sin
embargo, todas las escalas en unanimidad, consideran bien de
manera categérica (60,63,65,66,68-71) o continua (72) la
determinacion de los niveles de transaminasas en el
postoperatorio  inmediato. La  definicién  validada
recientemente por K. Olthoff et al. (71) es la que optamos por
utilizar en el presente estudio, porque wusa criterios
postrasplante objetivos que se asocian altamente con la

pérdida del injerto y la mortalidad de los pacientes.
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La incidencia global de disfunciéon en nuestro estudio fue
superior a la descrita en la literatura por el grupo de K. Olthoff
(71). Mientras que el grupo que describe el score obtiene una
incidencia de DPI del 23%, nuestra incidencia global de DPI fue
de un 34%, sin diferencias significativas entre ambos grupos.
Ahondando en este resultado, es importante recalcar que la
edad media de los donantes de nuestra serie fue de 63 afios,
mientras que la edad media de los donantes que definen el
score fue de 48 ailos. Ademas, en el estudio de Olthoff et al. al
realizar el analisis multivariante, observaron la edad del
donante como parametro de riesgo independiente, con un
Odds Ratio de 3.12 (95% IC: 1.44, 6.69). Esta disparidad de
edades de los donantes entre ambas series, podria justificar el
aumento de la incidencia de DPI en nuestra serie siguiendo los

parametros de K. Olthoff.

En el estudio de D’Amico optaron por la clasificacién de
Pokorny et al. (70) para definir la DPI (se define DPI como la
necesidad de transfusion de plasma superior a 2 dias o GOT >
2500 UI/L durante los 5 primeros dias postrasplante),
identificAndose una incidencia global de DPI del 26% (34% en
el grupo de tratamiento vs 66% en el grupo control, p=0,03),
sin embargo el criterio utilizado por el grupo de H. Pokorny en
cuanto a la necesidad de transfusiéon de plasma respecta, se
trata de un criterio impreciso, que no viene definido por los
resultados de coagulacion concretos a partir de los cuales se

considero indicada la transfusion de plasma y que por tanto es
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dependiente de los anestesiologos de la unidad de cuidados
intensivos correspondiente, convirtiéndose en un dato
subjetivo, con lo cual no consideramos esta clasificaciéon en

nuestro estudio.

Cuando se aplico6 la definiciéon de DPI descrita por Mor (63) en
el presente estudio, se observé una mayor tendencia (p=0,07)
a encontrar una diferencia en la DPI entre el grupo de
tratamiento y el grupo control. En dicha clasificacion, se
considera unicamente el pico de transaminasas en el primer
DPO. Es importante recalcar esta tendencia, ya que en nuestro
estudio se administra el tratamiento en dosis Unica en el
momento pretrasplante, con lo cual es licito considerar
adicionalmente una clasificacion en la que intervenga
Unicamente la citolisis en el momento postrasplante inmediato
sin considerar parametros que pueden estar condicionados

por el estado del receptor como son la bilirrubina y el INR.

Sin embargo, a pesar de la relacién entre la DPI y la
supervivencia, conviene separar aquellos pacientes con DPI
que se recuperan rapidamente de aquellos que no lo hacen. En
este ensayo clinico de los 24 pacientes que presentaban niveles
de GOT superiores a 1500 UI/L el primer dia p.o. se observd
una disminucién de la citolisis a valores inferiores a 1000 UI/L
en 21 de ellos al tercer p.o. Por ello, inicamente un 27% de los

pacientes que presentaron DPI en nuestra serie perdieron el
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injerto durante el seguimiento, obteniendo una supervivencia

del injerto a los tres afios del trasplante superior al 85%.
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6 Impacto de la n-acetilcisteina sobre
morbilidad global

A parte del dafio hepatico que se genera directamente por la IR
hepatica en el TH, la cascada de procesos oxidativos y la
respuesta inflamatoria que sigue a la reperfusiéon genera
también consecuencias a nivel global que influyen en la funcién

de muchos otros érganos.

El fracaso renal agudo ocurre frecuentemente en pacientes con
DPI. El evento inicial es la hipertensién portal que junto con las
maniobras de oclusion vascular que suceden en el trasplante
acaban produciendo vasodilatacion esplacnica con la
consecuente vasocontriccion renal. La activacion del sistema
renina-angiotensina junto con la respuesta inflamatoria
sistémica generada por el proceso de la IR hepatica acaban

induciendo dafio renal (275,276).

Un estudio realizado por el US Acute Liver Failure Study Group
observo que la elevacion de troponinas es comun (hasta en un
74% de los casos) en los pacientes que presentan dafio
hepatico (277). Tanaka et al. (278) realizaron un estudio
preclinico en el que demostraron que el proceso de IR hepatica
se acompana de necrosis de las células miocardicas con
elevacion de los niveles de troponinas y en el que el OS es el

principal ejecutor.
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El impacto de las complicaciones pulmonares en la morbi-
mortalidad tras el proceso de la IR hepatica se conoce desde
hace mas de 20 afios (279). Las células Kupffer permiten el
paso de endotoxinas en el capilar pulmonar estimulando el
TNFalfa e IL-6 entre otras moléculas con la consecuente
infiltracién pulmonar neutrofilica que junto con el OS
producido durante la IR hepatica acaba produciendo dafio

pulmonar (280).

La oclusién portal, el OS y la apoptosis de las células
intestinales, participan entre otros sucesos durante el proceso
de IR hepatica generando dafio de la barrera intestinal con la

consiguiente translocaciéon bacteriana (281).

En nuestra serie, obtuvimos una diferencia significativa de
complicaciones postoperatorias de acuerdo con la clasificacion
Dindo-Clavien (241). La morbilidad de grado mayor (Grados 3-
4 de Dindo-Clavien) fue de 24,7% en el grupo control frente a
un 10,6% en el grupo de tratamiento (p=0,003). Observandose
también una mayor morbilidad postoperatoria global en el
grupo control de un 57,4% frente a un 34,5% en el grupo de

tratamiento (p = 0,001).

Aunque en los resultados del grupo de D’Amico (207), se utiliz6
la clasificacion de Common Terminology criteria for Adverse
Events v4.0, en la cual se consideran aquellas que presentaban
un grado superior a 3 de Dindo-Clavien, también se observé

una disminucidén de la incidencia de complicaciones en el grupo

295



Tesis Doctoral — Concepcion Gomez i Gavara

de tratamiento de manera significativa (23% en el grupo de

tratamiento vs. de un 51% en el grupo control (p<0.01)).

Sin embargo, el ensayo clinico recientemente publicado
(n=115) por Aliakbarian et al. (282) no se observaron
beneficios en la morbilidad p.o. entre ambos grupos de estudio,
obteniéndose tasas de mortalidad p.o. y retrasplante similares.
Aunque, cabe destacar que la dosis de NAC es de 2 gramos (sin
ajustarse por peso) y la solucion de preservacién utilizada es
UW. Asi mismo, al analizar detalladamente los datos
demograficos de este estudio encontramos que la edad del
donante es significativamente distinta entre ambos grupos
(p=0,009), dato a tener en cuenta en la interpretacion de los

resultados de dicho estudio.

En el estudio de I. Hilmi (212), no se observaron diferencias
entre ambos grupos en estancia en UCI ni estancia media
hospitalaria. Sin embargo, en el subgrupo de pacientes del
grupo de tratamiento que se consiguié aumentar los niveles de
GSH por encima de 5 puM, se redujo el fracaso renal agudo de
manera significativa (p=0.033). En nuestro estudio, se
observaron 10 casos (9,9%) de fracaso renal agudo en el grupo
NAC NO y 8 casos (7,0%) en el grupo NAC SI (p=0,47) sin
observarse una reducciéon de fracaso renal agudo en los
pacientes que se consiguieron niveles de GSH superiores a 5

puM.

296



Discusion

Respecto al efecto de la adicion de NAC en la reseccién
hepatica, dos ensayos clinicos (283,284) y dos revisiones
sistematicas (263,285) concluyen que no existe beneficio de la
adicion del antioxidante en el grupo de tratamiento en cuanto
a la morbilidad p.o. Aunque, en la reseccién hepdatica mayor, se
precise de maniobras de oclusion del hilio hepatico que pueden
condicionar dafio de IR sobre el higado similares a los
producidos en la IR tras la isquemia que se produce en el
proceso del trasplante, la envergadura del efecto del OS en el
trasplante es mucho mayor, con niveles de citolisis y FPI muy
superiores a los que se producen en las resecciones hepaticas,
con lo cual el efecto de la NAC es mas dificil de demostrar en

este tipo de poblacidn.
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7 N-acetilcisteina en la supervivencia del
injerto

En el afio 2006 un estudio de la United Network for Organ
Sharing evalud los resultados de la supervivencia del injerto en
dos periodos. Un primer periodo del afio 1992-1996 y un
segundo periodo del afio 1997-2002, entre los que se incluian
35186 receptores hepaticos. Observaron que la supervivencia
del injerto a los 5 afios era de un 67.4% para el primer periodo
y de un 67.5% para el segundo periodo, Unicamente habia
mejorado discretamente la supervivencia al afio del 81 al
83.5%. Es decir, a pesar de los multiples avances tecnoldgicos
y en inmunosupresidn entre otros, la supervivencia del injerto

no es sujeto facil de mejorar.

Estos resultados han estado estancados durante mucho tiempo
debido a que han sido negativamente influenciados por la
poblacién trasplantada con el VHC, en la cual no se ha podido
mejorar su supervivencia por su alta tasa de recaida tras el
trasplante (286). Este escenario esta cambiando radicalmente
en este momento, ya que gracias a las nuevas terapias
antivirales se dispone de un tratamiento eficaz y seguro para
los receptores con infeccion viral tipo C (287). En nuestro
estudio Unicamente se pudieron beneficiar de esta nueva
terapia un 3,7 % (n = 7), de los 108 pacientes que presentaban

VHC.
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En el presente estudio se observé una supervivencia del
injerto entorno al 85% al afio del trasplante, sin diferencias
entre ambos grupos.  Presentaron recurrencia precoz
confirmada por biopsia (< 90 dias) de VHC 6 (5,3%) pacientes
del grupo NAC STy 5 (4,9%) pacientes del grupo NAC NO. Entre
los 3 meses y el afo del trasplante, presentaron recidiva del
CHC en 4 (3,9%) pacientes del grupo NAC NO y en 3 (2,6%)
pacientes del grupo NAC, un total de un 8% (n=9) de recidiva
del VHC en el grupo NAC SI y de un 9% (n=9) en el grupo NAC
NO.

En el estudio del grupo de D’Amico (207), se observé una
mayor supervivencia del injerto de manera significativa en el
grupo de tratamiento a los 3, 12 y 24 meses después del TH
(93%, 90% y 86% en el grupo de tratamiento frente a
82%,70% y 67% en el grupo control; p=0,02). Entre los 3
meses y el afo del trasplante, aparecieron 3 (4,2%) casos de
recidiva del VHC en el grupo control y 1 (1,4%) en el grupo de
tratamiento, sin presentarse recidivas precoces, resultados de

recidiva de VHC inferiores a los de nuestra serie.

En el presente estudio no se observé una mejoria de la
supervivencia del injerto entre ambos grupos de tratamiento a
los 12 y 36 meses tras el trasplante. De los 7 (3,2%)
retrasplantes de la serie, en 4 casos la causa del trasplante fue
por trombosis arterial, en 3 casos por DPI en relacién con

severos signos de IR. Los 3 casos de retrasplante por DPI se
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encontraban en el grupo NAC NO (p=0,1). La supervivencia
del injerto al afio es de un 85% en el grupo control y de un 89%
en el grupo de tratamiento, mientras que en el grupo de
D’Amico et al. fueron del 70 y 90% respectivamente,
condicionando una diferencia significativa (p=0,02). La
principal causa de pérdida del injerto en el estudio de F.
D’Amico fue la DPI (8 casos (42%) y 5 casos (26%) sepsis tras
DPI). En su serie, se realizaron 6 (4,2%) retrasplantes, las
indicaciones de retrasplante no han sido definidas en el
estudio. Obtuvieron también una mejoria de la estancia media
hospitalaria, descenso de la incidencia de complicaciones p.o.y
una mejoria de la supervivencia del injerto en el grupo de
tratamiento, por lo que especularon que la NAC efectia en

efecto protector en el higado.

Tanto en el ensayo clinico del grupo de D’Amico como en el
estudio que aqui se presenta, se utilizé el mismo tipo de
solucidén de preservacidn (Celsior ®) a una dosis de NAC similar
(en nuestra serie administramos una ampolla adicional de NAC
en la solucién de preservacion), sin embargo, no se ha

conseguido reproducir los resultados del grupo italiano.

No obstante, es de importancia fundamental tener en cuenta
que el TIF medio del presente estudio fue de 4 H mientras que

fue de 8 H en el ensayo clinico de D’Amico et al. (207).

En el presente estudio al realizarse el analisis por subgrupos de

los donantes que presentaban criterios expandidos, no se
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observé ningun efecto de adicién de la NAC en los donantes
esteatdsicos, ni en los donantes afos, ni en los donantes de DRI
>1.8, aunque si se observaba un efecto en la reduccién del pico
de transaminasas p.o. en los pacientes que habian recibido
injertos con TIF superiores a 6 h, sin embargo sélo se
trasplantaron 37 pacientes con injertos de TIF superiores a 6
h. Teniendo en cuenta este dato se podria indagar que en el
presente experimento no se han conseguido reproducir los
mismos resultados que en el grupo de D’Amico en cuanto a la
supervivencia del injerto respecta, ya que la poblacion utilizada
presenta tiempos de isquemia significativamente mas cortos a
la poblacién del grupo de D’Amico. Parece licito entonces
reconocer que la utilizacion de la NAC se aconseja en aquellos
en que se prevé un TIF prolongado. Asi mismo, se precisaria
aplicar el presente método en centros de trasplante donde los
TIF sean prolongados con la finalidad de corroborar esta
hipétesis. En conclusidn, la utilizacion sistematica de la NAC no
aporta diferencias en la supervivencia del injerto ni del

paciente en el presente ensayo clinico.

Cientificos reconocidos como T. Mone y C. Niemann (288) han
publicado recientemente su escepticismo al respecto de los

resultados del estudio del grupo italiano de F. D"Amico (207).
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8 Cambios histoldgicos de la adicion de NAC

Es llamativa la poca trascendencia que produce el dafio
isquémico a nivel morfolégico y estructural. Las imagenes que
en los Tratados de Histologia se presentan como normales
corresponden a tejidos que han estado sometidos a isquemia

durante periodos de tiempo muy prolongados (289).

Esto sucede porque la anoxia no solamente deteriora la
“maquinaria” sino que ademas detiene las “maquinas”. Aunque
a nivel inicial es posible que no se observen alteraciones
morfoldgicas a nivel tisular, las lesiones producidas por la
isquemia pueden acabar condicionando alteraciones
metabolicas mas precozmente detectables, que a pesar de que
pueden ser transitorias pueden generar a largo plazo un fallo
funcional y consecuentemente morfolégico que aparece mas

tardiamente.

Silva et al. (269) realizaron un estudio preclinico de dos brazos
NAC frente a placebo en animales sometidos a hepatectomias,
observando que en la biopsia post-isquemia del grupo que
habia sido tratado con NAC se identificaba menos congestion
vascular y menor "light areas" citoplasmicas en los hepatocitos,
pero lo mas interesante consistia en que certificaron un mayor
incremento de hepatocitos binucleados en los ratones tratados
(17% frente a 6%) alegando un mejor funcionamiento hepatico
en los animales que recibian NAC. En el presente estudio no se

han observado tales hallazgos tras la adicién de NAC. Al
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analizar la incidencia de cambios postisquemia en ambos
grupos hemos observado incidencias similares de
balonizacidn, dilatacién sinusoidal y binucleacién entre ambos
grupos. La frecuencia de estesatosis hepatica en donantes
cadaver y donante vivo, ha sido publicada entre un 9-26%
(102,108,290). En el presente estudio, de los 109 injertos con
biopsias analizadas, un 20% (n=22) presentaban
macroesteatosis leve (< 30%), 1 (0,9%) injerto presentaba
macroesteatosis moderada (>30%) y ninguno presentaba
macroesteatosis severa (< 60%). En las biopsias hepaticas de
higados aceptados para la donacién se han identificado
hallazgos histologicos distintos a la esteatosis, dilatacion
sinusoidal, necrosis focal, depdsitos de lipofucsina y apoptosis
entre otros, en alrededor de un 60% de los casos (291). En el
presente experimento se identificé la presencia de dilatacion
sinusoidal en un 67% (n=74) de los casos y balonizacién en un
17% (n=19), sin observarse diferencias entre ambos grupos, ni

tampoco entre las biopsias seriadas pre y post-reperfusion.
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9 NAC en las soluciones de preservacion

En el afno 2015 se han publicado los resultados del Registro
Europeo de TH (272), en el que se analizan los resultados de 42
869 trasplantes hepaticos realizados entre el afio 2003 y 2012
(UW®,n=24562; HTK®, n = 8696; Celsior® n =7756; IGL-1®
n = 1855). Tras el analisis multivariante se identifico HTK®
como un factor independiente de pérdida del injerto, cuando se
utiliza en receptores VIH, en donantes de edad superior 65
afios, en receptores VHC, en insuficiencia hepatica aguda, se
utiliza en injertos parciales, cuando la edad del receptor es
superior a 60 anos, cuando ABO donante-receptor no son
idénticos, en donantes con antigeno de superficie de VHB
positivo, en TIT superiores a 12 h, cuando el receptor
masculino y cuando la indicacién del trasplante es distinta de
la cirrosis. Con estos resultados se demostré que la utilizacién
de la solucidn de preservacion HTK® es un factor de riesgo
independiente de pérdida del injerto. Tanto UW® como IGL-
1®, y Celsior® aunque en menor medida, proporcionaron
resultados similares para los injertos de tamafio completo. Sin
embargo, IGL-1® tiende a ofrecer mejores resultados de
funcion del injerto cuando se utiliza donantes cadaver de

higado parcial.

Recientemente se han desarrollado nuevas soluciones de
preservacion, basadas en otras previamente comercializadas,

entre ellas la solucion Custodiol-N®. Esta soluciéon fue
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modificada en 4 puntos importantes para mejorar la previa

solucion HTK®:

i) Laadicién de quelantes de hierro (desferoxamina y LK-

614) para reducir el daiio producido por el hierro.

ii) Reduccion de la concentracion de cloruro para reducir

lesién inducida por cloruros.

iii) La adicion de &cidos amino cardioprotectores (L-
arginina: precursor de NO para mejorar el flujo de sangre
coronaria; glicina y alanina para estabilizar la membrana

plasmatica).

iv) La sustitucion de histidina por N-a-acetil-histidina para

inhibir la citotoxicidad inducida por inducida histidina.

Estudios experimentales han demostrado que cuando se
utilizan las maquinas hipotérmicas de perfusion de érganos, la
nueva composicion de Custodiol-N® mejora la funcién
cardiaca, pulmonar, renal y hepatica, comparativamente con

HTK® (292-294).

A dia de hoy, se sigue buscando la mejor férmula para
encontrar la solucién de preservacién Optima, ya que el

problema no esta resuelto.

En resumen, de acuerdo con la reciente literatura publicada se
puede concluir que no existen diferencias para la preservacion

hepatica de higado entero entre la utilizaciéon de solucion de
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preservacion UW®, IGL-1® y Celsior®. Todas ellas contienen
moléculas antioxidantes en cantidades abundantes, pero aun
asi no consiguen amortiguar de manera completa el dafio
producido por la isquemia. Sin embargo, cuando analizamos la
composicion de las soluciones de preservacién, ninguna
contiene NAC, contienen generalmente GSH, la adiciéon de GSH
como agente terapéutico se ve limitada debida a su
desfavorable bioquimica (carece de grupo thiol) y sus
propiedades farmacocinéticas. El GSH tiene una vida en plasma
inferior a 3 min y penetra con dificultad en las membranas
celulares (33,295). Sin embargo, populares soluciones de
preservacion como UW® y Celsior® siguen conteniendo GSH

en su composicion y se encuentran ausentes de NAC.

En el presente estudio se afladi6 NAC a la soluciéon de
preservacion Celsior® que es el que se utiliza de manera
habitual en el Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Aunque
la adicion de la NAC en las soluciones de preservaciéon como el
UW ha sido previamente descrita (282), este es el primer
estudio publicado en el que se anade NAC a la solucién de

preservacion Celsior®.
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10Aplicacion de la metabondomica en el daiio por
isquemia-reperfusion hepatico

Para poder evaluar la potencial utilidad del nuevo enfoque
analitico desarrollado en el estudio, se desarrollé previamente
un analisis comparativo del tejido hepatico normal y de tejido
hepatico procedente de pacientes NASH. El hecho de utilizar
este tipo de muestras para la validez del método viene
acontecido porque el OS ha demostrado ser un elemento clave
para la progresion de la esteatosis hepatica a NASH (296).
Como era de esperar se encontraron diferencias significativas
relativas al OS entre ambos grupos. En particular en el ratio
GSH/GSSG fue significativamente inferior en el grupo de
pacientes con NASH en comparacion con los controles. Es
importante sefialar que el cambio del GSH / GSSG hacia el
estado redox de oxidacién activa varias vias de sefalizacion
vias, incluyendo la proteina quinasa B, proteinas fosfatasas 1y
2A, la calcineurina, factor B nuclear, quinasa c-Jun N-terminal,
quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis y la protein
quinasa mitégeno activadora, reduciendo de ese modo la
proliferacién celular
y el aumentando la apoptosis (297). Junto con el descenso
de la relacién GSH / GSSH, también se objetivaron niveles mas
altos Opht A en los pacientes con NASH. Estos resultados no
s6lo evidenciaban el dafio oxidativo general en el higado NASH
sino también confirman la potencial utilidad del Opht A como

un biomarcador de OS. Por otra parte, estos resultados revelan
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que el presente método es util, versatil y constituye una
herramienta analitica para los biomarcadores del OS en las

muestras de tejido hepatico (Figura 48).

A  oGsHesse Opht A SAM/SAH MDA

2000 20 120

1500

Control NASH Contro NASH Control NASH Sontrol NASH

p=Tyr/Phe o-Tyr/Phe N-Tyr/Phe 2-dG

Figura 48. Diagrama de cajas de los marcadores del estrés
oxidativo de tejido hepatico de pacientes NASH y pacientes control.

Sin embargo en el presente estudio, aunque en el grupo NAC S,
n=15 (36.6%) de las muestras analizadas, se conseguian
aumentar los niveles de GSH, este efecto no se conseguia en
todos los pacientes. Los niveles medios de GSH fueron mayores
en los tres tiempos analizados del grupo NAC S, aunque no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Este
hecho tiene un significado biol6gico relevante, y es que la
administracion de NAC parece aumentar los niveles de GSH,

aunque quizas la propia homeostasis celular provoca que este
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aumento alcance un maximo dificil de superar, el cual

depende del estado inicial del 6rgano.

En el Unico estudio que se han evaluado los efectos clinicos de
la adicién de NAC en el trasplante y los niveles de GSH, fue en
el estudio de Hilmi et al. (212). En este estudio la
administracion de NAC se realizaba en el receptor por via
venosa periférica. En él no se consiguieron diferencias clinicas
en el dafio hepatorrenal por IR, entre ambos grupos. Sin
embargo, en el grupo de tratamiento se conseguian niveles de
GSH mas altos que el grupo control en el 50% de los casos.
Ademas observaron también que en los pacientes que
conseguian niveles de GSH superiores a 5 pM, si se conseguia

disminuir el fracaso renal agudo.

En nuestro estudio no se analizaron todas las muestras de los
pacientes incluidos por encontrarse incompletas o por no
haber conseguido mantenerlas en las condiciones adecuadas
de almacenamiento. Es de importancia crucial, tener en cuenta
este hecho ya que sélo se consiguieron analizar un total de 76
muestras, debido a las exigencias logisticas que implica el
método para conseguir una conservacion de las muestras de
manera Optima y dada la inestabilidad de los metabolitos

determinados.

A pesar de la dificultad de conseguir resultados
estadisticamente significativos en los estudios metabolémicos

debido a la complejidad del procesado de las muestras, en
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nuestro caso consideramos que la ausencia de significacion
puede encontrarse en el contexto del escaso numero de

muestras analizadas.
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1 Conclusiones

1. La administracion de n-acetilcisteina en el
injerto hepatico no influye de manera significativa en la
incidencia de disfuncién primaria del injerto, de

acuerdo con la clasificacion de Olthoff.

2. De todos los pardmetros bioquimicos,
hematologicos y de hemostasia estudiados, Ila
administracion de n-acetilcisteina en el injerto hepatico
s6lo influy6o de manera significativa reduciendo los
niveles de GPT en los injertos que tuvieron tiempos de

isquemia fria superiores a 6 H.

3. No se han observado diferencias significativas en
los niveles de metabolitos del estrés oxidativo

estudiados, entre ambos grupos de tratamiento.

4. La morbilidad postoperatoria global clasificada
con el sistema de Dindo-Clavien, fue significativamente
superior en el grupo sin administracion de n-

aceteilcisteina.

5. No se han encontrado diferencias pre vy
postreperfusion de dafio histolégico de preservacion

entre ambos grupos de estudio.

6. No hubo diferencias estadisticamente

significativas entre la supervivencia del injerto y del
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paciente al afio y a los 3 afios del trasplante entre ambos

grupos de estudio.
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