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“En general puede afirmarse que no hay cuestiones agotadas,

sino hombres agotados en las cuestiones.”

Santiago Ramon y Cajal
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Abreviaturas y Acronimos

%FA/FHT

%FP/FHT

ADN

ADNc

ADP

ALPPS

ALT

AMP

ARN

ARNm

AST

ATP

Bas

CCM1JU

CCR

CFI

CMH

CON

CSF

DAMP

Porcentaje del flujo arterial respecto al flujo hepatico total

Porcentaje del flujo portal respecto al flujo hepatico total

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

Adenosin difosfato

Asociacion de transeccion hepatica y ligadura portal para hepatectomia en
dos tiempos. (Del inglés: Associating Liver Partition and Portal Vein
Ligation for Staged Hepatectomy).

Alanina aminotransferasa

Adenosin monofosfato

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Aspartato aminotransferasa

Adenosin trifosfato

Basal. Momento antes de comenzar la hepatectomia.

Centro de Cirugia Minimamente Invasiva Jestis Uson

Céancer Colorrectal

indice de funcion cardiaca

Células madre hematopoyéticas

Grupo control

Factor estimulante de colonias

Patrones moleculares asociados al dafio celular. (Del inglés: “damage

associated molecular pattern”)
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DpMax
ECG
EGF
ELWI

eNOS

FA
FA100g
Fase G
Fase M
Fase S
FC
FHT
FI102
FP
FP100g
FRH

FT

GEDI
GF

GGT
GM-CSF
GPPS

H15'

indice de contractilidad del ventriculo izquierdo
Electrocardiograma

Factor de crecimiento epidérmico
indice de agua pulmonar extravascular
Oxido nitrico sintasa endotelial
Frenchs (medida de calibre)

Flujo arteria hepatica

Flujo arteria hepatica corregido por 100 gramos de peso

Fase de crecimiento (Del inglés: growing) o progresion del ciclo celular

Fase de mitosis del ciclo celular

Fase de sintesis de ADN del ciclo celular.
Frecuencia cardiaca

Flujo hepatico total

Fraccion inspirada de oxigeno

Flujo portal

Flujo portal corregido por 100 gramos de peso
Futuro remanente hepatico

Factores de transcripcion

Gauges (medida de calibre)

indice de volumen telediastolico global

Factores de crecimiento (Del inglés: “growing factor”)

Gamma glutamil transpeptidasa

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos

Gradiente de presion portosistémico

15 minutos tras la realizacion de la hepatectomia
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H24h

HGF

HGUGM

I/R

IC

ICAM

ICE

ICG

IFN

IHPH

IlISGM

IL

IL-1

IL-10

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8

iNOS

LDH

LLD

LLI

LMD

LMI

MCP-1

24 horas tras la realizacion de la hepatectomia
Factor de crecimiento de los hepatocitos

Hospital General Universitario Gregorio Marafion
Isquemia-Reperfusion

indice cardiaco

Molécula de adhesion intercelular

Enzima convertidora de interleucina

Verde indocianina (Del inglés: Indocyanine Green)
Interferon

Insuficiencia hepatica post-hepatectomia

Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafion
Interleucina

Interleucina-1

Interleucina-10

Interleucina-4

Interleucina-5

Interleucina-6

Interleucina-8

Oxido nitrico sintasa inducible

Lactato deshidrogenasa

Lébulo lateral derecho (hepatico)

Lébulo lateral izquierdo (hepatico)

Lébulo medial derecho (hepatico)

Lébulo medial izquierdo (hepatico)

Proteina quimioatrayente de monocitos-1
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MHCCR Metastasis hepaticas de cancer colorrectal
NASH Esteatohepatitis no  alcohodlica  (Del inglés:  “Non-alcoholic

steatohepatitis”’)

NKT Células asesinas naturales (Del inglés: “natural killers”)

nNOS Oxido nitrico sintasa neuronal

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa

PA Presion arterial

PAM Presion arterial media

PAMP Patrones moleculares asociados a microorganismos patéogenos. (Del

inglés: “pathogen-associated molecular pattern”)

PCNA Antigeno nuclear de células en proliferacion

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa. (Del inglés: polymerase chain
reaction)

PDGF Factor de crecimiento plaquetario

PDR Tasa de aclaramiento plasmatico del verde indocianina. (Del inglés:

plasma disappearance rate)

Pla indice de pulsatilidad arterial

PIC Presion intracraneal

PlIp indice de pulsatilidad portal

PP Presion portal

PREC Grupo experimental o de “Precondicionamiento regenerativo”

PT Tiempo de protrombina

PVC Presion venosa central

PVE Embolizacién de la vena porta. (Del inglés: portal vein embolization)
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PVL Ligadura de la vena porta. (Del inglés: portal vein ligation)

PVSH Presion de la vena suprahepatica
R15 Retencion plasmatica del verde indocianina a los 15 minutos
RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (Del inglés:

reverse transcription polymerase chain reaction)

RTT Receptores tipo Toll

SFFS Sindrome de “Small-For-Flow” “Pequefio para el Flujo”. (Del inglés:
Small For Flow Syndrome)

SFSS Sindrome de “Small-For-Size” o “pequefio para su tamafio”. (Del inglés:

“Small-For-Size” Syndrome)

SVI indice de volumen sist6lico

SVRI indice de resistencias vasculares sistémicas

SVvV Variacion de volumen sistélico

TC Tomografia computarizada

TGF Factor de crecimiento transformante (alfa y beta).
TNF Factor de necrosis tumoral. (Del inglés: tumoral necrosis factor)
VCAM Molécula de adhesion a células vasculares
VEGF Factor de crecimiento endotelio-vascular.

VFRH Volumen del futuro remanente hepatico

VHR Volumen Hepatico Remanente

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
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1.1. Resumen en castellano

TITULO:

Evaluacion del impacto del “Precondicionamiento regenerativo” en el perfil molecular v

energético del sindrome de “Small-For-Flow” en un modelo porcino.

INTRODUCCION:

Actualmente, los limites de reseccion en la cirugia hepatica estan establecidos por la
posibilidad de desarrollar insuficiencia hepatica posthepatectomia. Esto impide en
ocasiones, intervenir a pacientes para los que la cirugia hepatica es el Unico tratamiento
potencialmente curativo, como es el caso de numerosos pacientes con metastasis
hepaticas de cancer colorrectal. Y es por eso, que conseguir un volumen hepéatico
remanente suficiente para mantener la funcion hepatica, es en nuestros dias, uno de los

temas mas relevantes en el &mbito de la cirugia hepatobiliar.

Por otro lado, a dia de hoy, se llevan a cabo de rutina, distintas estrategias para aumentar
el volumen del futuro remanente como la embolizacion portal o la hepatectomia en dos
tiempos. Nuestro grupo evallla una estrategia diferente, el “Precondicionamiento
regenerativo”, que se basa en aplicar un estimulo regenerativo antes de la reseccion
hepatica. Se trata de una técnica de estimulacion de la regeneracion hepatocitaria, que
consiste en realizar una ligadura o embolizacion portal del area de parénquima hepético
que va a ser resecado, seguida de una hepatectomia precoz, entre 1 y 4 dias después. A
diferencia de la técnica clésica, que espera unas 4 semanas, no buscamos un aumento del
volumen del remanente hepatico sino un aumento de su tolerancia a la reseccion..

Estudios previos sobre esta técnica han demostrado resultados favorables en modelos
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animales. Obteniendo mejorias en la funcidon hepatica y en la tolerancia del higado al
hiperaflujo portal que tiene lugar tras resecciones extendidas, conocido como sindrome

de “Small-For-Flow”.

Sabemos que la regeneracion hepatica es un proceso muy complejo, que implica la
activacion de numerosas vias celulares y moleculares. Entender el papel del
“Precondicionamiento regenerativo™ en este proceso es un paso mas en el conocimiento
del sindrome de “Small-For-Flow”, y puede permitirnos la expansion de los limites

establecidos actualmente en la cirugia hepatica.

OBJETIVOS:
- Describir el perfil molecular y el metabolismo energético del Sindrome de “Small-
For-Flow” en un modelo porcino.
- Evaluar la influencia del ‘“Precondicionamiento regenerativo” en el perfil
molecular y en el metabolismo energético del Sindrome de “Small-For-Flow” en

un modelo porcino.

MATERIAL Y METODOS:

Realizamos un estudio experimental en un modelo porcino de “Small-for-Flow”. Se
estudiaron dos grupos de diez cerdos que fueron sometidos a una hepatectomia subtotal
(90%). Los animales del grupo experimental, fueron tratados con “Precondicionamiento
regenerativo” mediante la embolizacion portal del 90% del parénquima hepatico 24 horas

antes de la reseccion hepatica.
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Antes del procedimiento, inmediatamente tras la reseccion, y las 24 horas se analizaron
diferentes pardmetros moleculares con la finalidad de estudiar la respuesta del higado a
una hepatectomia subtotal, y la posible proteccion ofrecida por el “Precondicionamiento

regenerativo”.

Los parametros analizados en el presente estudio fueron:

e La expresion del ARNm del TNF-a, la MCP-1, la IL-1, la IL-10, la iNOS y la
eNOS se obtuvo mediante el aislamiento del ARN y la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa.

e La expresion proteica del TNF-a, de la MCP-1, de la IL-1, la IL-4, la IL-5, la IL-
6,lalL-8 ylaIL-10, de laeNOS y laiNOS y de la Caspasa-3 y Caspasa-3-activada
se obtuvo mediante el analisis Western Blot.

e El metabolismo energético (ATP, ADP y AMP) se analizd6 mediante

espectrofotometria.

En el analisis estadistico se utilizo el programa informatico SPSS version 23.0 para Mac
(IBM Corporation, Armonk, NY). Para realizar el analisis de los datos se utiliz6 el modelo
lineal mixto, un test paramétrico para comparar tanto las diferencias intragrupo e

intergrupo.

RESULTADOS:

Los resultados de nuestro estudio muestran que el sindrome de “Small-For-Flow” se
asocio a un aumento de la expresion proteica y del ARNm de las citocinas
proinflamatorias TNF-o, MCP-1 e IL-1. Los animales sometidos al

“Precondicionamiento regenerativo” no mostraron dicho aumento. La expresion proteica
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de la IL-5 y de la IL-6 no mostrd cambios significativos a lo largo del procedimiento,
obteniendo valores similares en los dos grupos. Se aprecié un descenso significativo de
la expresion proteica de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 a las 24 horas del
procedimiento, sin encontrar diferencias entre ambos grupos. El sindrome de “Small-For-
Flow” se asocidé a un aumento de la expresion proteica de la quimiocina IL-8. Los
animales sometidos al “Precondicionamiento regenerativo” no mostraron dicho aumento

de IL-8.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la expresion de la Caspasa-3 en su
forma inactiva. Sin embargo, los valores de la Caspasa-3-activada aumentaron de forma
significativa en los animales del modelo del sindrome de “Small-For-Flow”. La

embolizacion portal preoperatoria se asocié a una disminucion en dicho aumento.

El sindrome de “Small-For-Flow” se asoci6 a una disminucion de la expresion proteica y
del ARNm de la eNOS, que no se objetivdo en el grupo de “Precondicionamiento
regenerativo”. En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas respecto a

la expresion de la iNOS en ambos grupos.

Respecto al metabolismo energético, en el sindrome de “Small-For-Flow” se observo una
disminucién de los valores de ATP y un aumento de los valores de ADP y AMP, lo que
conllevo a una disminuciéon del ratio ATP:ADP y de la carga energética. El
“Precondicionamiento regenerativo” atenud tanto el descenso en el ATP, como el ascenso
de los valores de ADP y AMP, consiguiendo un mayor ratio ATP:ADP y una mayor carga

energética.
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CONCLUSION:
En nuestro modelo experimental, el sindrome de “Small-For-Flow” se expresa a nivel
molecular con un estado proinflamatorio, un aumento de la apoptosis, una disminucién

del 6xido nitrico y una disminucion de la carga energética.

Nuestro estudio sugiere que el “Precondicionamiento regenerativo” reduce la respuesta

inflamatoria y apoptotica, aumenta el 6xido nitrico y mejora la carga energética.
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1.2. Abstract (Resumen en inglés)

TITLE

Evaluation of the "Regenerative Preconditioning" impact on the molecular and energy

profile of the "Small-For-Flow" syndrome in a swine model.

INTRODUCTION

Nowadays, the limits of resection in liver surgery are established by the possibility of
developing the posthepatectomy liver failure. This prevents, on numerous occasions, to
operate patients for whom liver surgery is the only potentially curative treatment, as in
some cases of colorectal cancer liver metastases. And that is why, reaching an adequate
remaining liver volume for keeping a good liver function, is today one of the most

relevant issues in the field of hepatobiliary surgery.

On the other hand, currently, different strategies to increase the volume of the remaining
liver are routinely carried out, such as portal embolization or two-stage hepatectomy. Our
investigation group evaluated a different strategy, the "Regenerative preconditioning”,
based on a regenerative stimulus applied before liver resection. It is a hepatocyte
regeneration stimulation technique, which consists of performing a portal vein ligation or
embolization at the liver parenchyma that is going to be resected, followed by an early
hepatectomy, between 1 and 4 days later. Unlike the classical technique, that is postponed
around 4 weeks, we do not seek an increase in the volume of the liver remnant but an
increase in its tolerance to resection. Previous studies on this technique have shown

satisfactory results in animal models. Getting improvements in liver function and in liver
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tolerance to the portal hyperaflux that occurs after extended resections, known as the

"Small-For-Flow" syndrome.

It is known that liver regeneration is a very complex process, which involves the
activation of several cellular and molecular pathways. Understanding how “Regenerative
Preconditioning” participates in this process is another step against the "Small-For-Flow"

syndrome, and towards the expansion of the established limits in liver surgery.

OBJECTIVES
- To describe the molecular and energy profile of the Small-For-Flow Syndrome in
a swine model.
- To assess the influence of the "Regenerative Preconditioning" on the molecular

and energy profile of the "Small-For-Flow Syndrome" in a porcine model.

MATERIALS AND METHODS

We conducted an experimental study on a swine model of "Small-for-Flow" syndrome.
Two groups of ten pigs that underwent a subtotal hepatectomy (90%) were studied. The
animals of the experimental group were treated with the “Regenerative Preconditioning”,
by a portal vein embolization of 90% of the hepatic parenchyma, 24 hours before the liver

resection.

Before the procedure, immediately after resection, and 24 hours later, different molecular

parameters were analyzed in order to study the liver's response to a subtotal hepatectomy,

and the possible protection offered by the "Regenerative Preconditioning."

36



The parameters analyzed in this study were:

e TNF-0, MCP-1, IL-1, IL-10, iNOS and eNOS ARNm expressions, were analyzed
by reverse transcription-polymerase chain reaction.

e TNF-0, MCP-1, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, eNOS, iNOS, Caspasa-3 and
cleaved-Caspasa-3 protein expressions were gathered through Western blot
analysis.

e Energy metabolism (ATP, ADP and AMP) was analyzed by a spectrophotometric

method

The SPSS version 23.0 software for Mac (IBM Corporation, Armonk, NY) was used in
the statistical analysis. To perform the data analysis, the mixed error-component model
was used. A parametric test to compare both the differences between moments in one

group and also between the two groups.

RESULTS

The results of our study identified that "Small-For-Flow" syndrome was associated with
an increase in protein and mRNA expression of the proinflammatory cytokines TNF-a,
MCP-1 and IL-1. Animals subjected to "Regenerative Preconditioning" had no increase.
The protein expression of IL-5 and IL-6 had no specific changes throughout the
procedure, obtaining similar values in the two groups. A significant decrease in the
protein expression of the anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10 was observed 24
hours after the procedure, without finding differences between the two groups. The
"Small-For-Flow" syndrome was associated with an increase in the protein expression of
chemokine IL-8. Animals subjected to "Regenerative Preconditioning" did not have such

an increase in [L-8.

37



No significant differences were found regarding the expression of Caspase-3 in its
inactive form. However, activated-Caspase-3 values increased significantly in the
animals of the “Small-For-Flow” syndrome model. Preoperative portal vein embolization

prevented this rise.

The "Small-For-Flow" syndrome induced a decrease in the protein expression and mRNA
of eNOS, that was not objectified in the group of the "Regenerative preconditioning". In
our study, no significant differences were found regarding the expression of the iNOS in

both groups.

Regarding the energy metabolism, in the “Small-For-Flow” syndrome, a decrease in ATP
values and an increase in ADP and AMP values were observed, which led to a decrease
in the ATP:ADP ratio and in the energy load. The "Regenerative preconditioning"
reduced both the decrease in ATP and the rise in ADP and AMP values, achieving a

higher ATP:ADP ratio and a better energy load.

CONCLUSIONS
In our experimental model, the “Small-For-Flow” syndrome is expressed at the molecular
level with a proinflammatory state, an increase in apoptosis, a decrease in nitric oxide and

a decrease in the energy load.

Our study suggests that “Regenerative Preconditioning” reduces the inflammatory and

apoptotic responses, increases nitric oxide and improves the energy load.
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2. INTRODUCCION
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2.1. Situacion actual en el manejo de las metastasis

hepaticas de cancer colorrectal

A nivel mundial, el cancer colorrectal (CCR) se ha convertido en el tercer tipo de cancer
mas frecuente, en el mas comun de los del aparato digestivo, y en la segunda causa mas
frecuente de mortalidad relacionada con el cancer. Siendo hasta hace unos afios, la 4*

causa de mortalidad relacionada con el cancer. (1-3)

Sabemos que el cancer mas frecuente a nivel mundial y teniendo en cuenta ambos sexos
es el de pulmoén (11°6%), seguido del de mama (11°6%), del CCR (10%) y del de prostata
(7°1%). Respecto a la mortalidad, el orden de mayor a menor importancia seria el de
pulmon (18°4%), el CCR (9%), el de estomago (8°2%) y en el 4° puesto, el de higado

(8°2%). (3)

Si analizamos los datos de nuestro pais por ambos sexos, vemos cémo el CCR es el cancer
con mayor incidencia. Si separamos los datos por sexos: los hombres tienen més cancer
de prostata, seguido por el CCR y en tercer lugar el de pulmodn; el tumor maligno mas
frecuente en las mujeres es el de mama, seguido también por el CCR. En Espana el CCR
es el segundo cancer que mas muertes causa, si analizamos los datos en global o s6lo en
hombres. Pero a dia de hoy, el CCR presenta la principal causa de mortalidad relacionada

con cancer en mujeres en Espafia. (3)

La tasa de metastasis del CCR ha aumentado hasta el 20-25%, y alrededor del 75% de

estos casos ocurren en el higado. (1,4) El higado es la localizacion més frecuente de
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metastasis del CCR debido a la diseminacion celular por el sistema portal. (5—8) Segun
las series vemos como ya al diagnostico entre un 15% y un 30% de los pacientes de CCR
tienen metastasis hepaticas, y alrededor de otro 25% de los pacientes las desarrollaran
posteriormente. Es decir, los pacientes con CCR tienen mas de un 50% de posibilidades

de desarrollar metastasis hepaticas a lo largo de su vida. (1,8—14)(15)

A diferencia de otros tipos de tumores, la presencia de diseminacion a distancia en el CCR
no excluye necesariamente del tratamiento curativo. De hecho, los avances quirurgicos y
el desarrollo de nuevas terapias sistémicas como la inmunoterapia, junto con la
implementacion de equipos multidisciplinares, ha demostrado un aumento en la

supervivencia de estos pacientes.(16)

Actualmente, la reseccion hepatica es el unico tratamiento potencialmente curativo para

las metastasis hepaticas del CCR (MHCCR) (4,8,16-21).

Sin embargo, incluso cuando la reseccion se combina con regimenes de tratamiento
sistémicos adyuvantes que mejoran la supervivencia, el tratamiento es sélo curativo en el
20% de los pacientes, con una supervivencia a los 5 afios del 50%, y con

aproximadamente un 70% de recurrencias, principalmente en el higado (9,16,18,22,23).

En pacientes con MHCCR que se someten a una reseccion hepdtica con intencidén
curativa, se estima que aproximadamente el 75% de todas las recurrencias, tanto
intrahepaticas como extrahepaticas, ocurren dentro de los primeros 2 afios después de la

cirugia.(18) Sin embargo, existe evidencia de que la reseccion repetida durante el
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desarrollo de la enfermedad de estas metastasis hepaticas es segura y efectiva en pacientes

seleccionados, aumentando ademas su supervivencia. (24)(25)

La presencia de enfermedad metastasica en el CCR es el factor pronostico que va a
empeorar la supervivencia de forma mads significativa. Por esta razon, y teniendo en
cuenta que la mayoria de las metéstasis se desarrollan en el higado, la reseccion quirurgica

de las mismas es el pilar de su tratamiento. (8)

En el pasado, la cirugia se ofrecia inicamente a aquellos casos en los que habia una clara
resecabilidad. Los criterios de resecabilidad eran: ausencia de diseminacion
extrahepdtica, no mas de 3 nddulos metastasicos y metastasis limitadas a un 16bulo del
higado. Con esta estricta seleccion, solo el 10% de los pacientes con MHCCR podia

definirse como resecable (11,20,26,27).

A dia de hoy, los criterios exactos sobre la resecabilidad siguen siendo controvertidos.
Dependen de la experiencia y las habilidades del cirujano, la calidad de la gestion y
atencidon perioperatorias, asi como de las posibilidades de un amplio enfoque
multidisciplinario, caracteristico de los centros con gran volumen de pacientes y que

poseen Comités de Tumores Multidisciplinares (16,19,20).

Los criterios actuales respecto a la resecabilidad local se centran en: alcanzar margenes
de reseccion negativos (R0), obtener un volumen hepético remanente (VHR) con una
funcionalidad adecuada, asegurar una correcta hemodinamica hepatica con flujos de
entrada (inflow) y salida vascular (outflow) adecuados, asi como un buen drenaje biliar.

Gracias al continuo desarrollo en la tecnologia quirargica, las terapias sistémicas y el
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tratamiento multimodal, la definicion de resecabilidad continuard evolucionando y
expandiéndose para cubrir enfermedades avanzadas que una vez se consideraron no
resecables. (8,22,28)(15) El VHR necesario para un paciente concreto depende
principalmente del estado del higado antes de la operacion. Es decir, en un paciente sano,
se puede llevar a cabo la reseccion de hasta el 75% del higado, sin embargo, los pacientes
con enfermedad hepatica cronica no cirréticos o los pacientes que han recibido un nimero
importante de ciclos de quimioterapia, requieren un VHR de al menos el 30%, mientras
que los pacientes con cirrosis requieren como minimo un 40% de parénquima hepatico
residual (4,19,22,29-35)(15). La quimioterapia neoadyuvante puede inducir cambios en
el higado, como esteatohepatitis, obstruccion sinusoidal e inflamacion periportal,
aumentando asi el riesgo de insuficiencia hepatica y con ello la morbimortalidad después

de una reseccion hepatica mayor (36,37).

Ademas, se recomienda que todos los pacientes con MHCCR sean valorados en un comité
multidisciplinar para seleccionar la mejor estrategia (cirugia de colon seguida de
quimioterapia y luego cirugia hepatica, realizar primeramente la reseccion hepdtica o
“liver-first”, solamente quimioterapia...). En el futuro, los nuevos procedimientos de
tratamiento (como la inmunoterapia o el trasplante hepatico) pueden contribuir a mejorar
el prondstico; por lo tanto, la necesidad del abordaje multidisciplinar cobrard mas

importancia atn.(38)

2.1.1. Trasplante hepatico como tratamiento de las metastasis

hepaticas de cancer colorrectal

El trasplante hepatico sin duda ofrece dos ventajas importantes frente a la cirugia radical

en las metastasis hepaticas multiples. Por un lado, consigue un RO y evita el riesgo de
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dejar residuo tumoral en caso de existir metéstasis indetectables en las pruebas de imagen,
y por otro, reseca todo el volumen tumoral sin afectar de forma negativa al VFRH. A
pesar de que el trasplante es una opcion potencial para pacientes con MHCCR, el hecho
de que los oOrganos sean limitados, y que la mortalidad en la lista de espera no sea
desdefiable, supone que ampliar las indicaciones actuales para el trasplante hepatico

represente un dilema ético. (39)(40)

Aunque el riesgo quirtrgico de estos pacientes es menor que el de los pacientes cirréticos,
el riesgo de recurrencia es alto, y puede aumentar con la inmunosupresion postrasplante
y, por lo tanto, anular la utilidad del trasplante hepatico.(41) Si bien los primeros casos
de trasplante por MHCCR se llevaron a cabo antes del afio 2000. La baja supervivencia
y la alta tasa de recurrencia, hicieron que el CCR pasara a formar parte de una clara
contraindicacion para el trasplante hepatico. Sin embargo, a dia de hoy, gracias a los
protocolos establecidos de inmunosupresion, al desarrollo técnico quirtrgico y de la
quimioterapia, a una mejor experiencia en el manejo del trasplante, a mejores técnicas de
imagen para la seleccion adecuada de los casos, y a la instauracion de criterios estrictos
para elegir los candidatos, el trasplante hepatico en pacientes con MHCCR vuelve a ser

una realidad en algunos paises.(38)(39)(40)(41)

Los factores que se han visto se asocian a una recidiva mas precoz, y a una mortalidad
mas alta son: el marcador tumoral CEA >80 mg/L, enfermedad que progresa a pesar de
la quimioterapia, lesion con didmetro mayor de 5,5 cm, y menos de 2 afios desde la cirugia
del tumor primario hasta el trasplante. También se ha visto, que la mayoria de los

pacientes que recidivan después del trasplante, desarrollan metéstasis pulmonares como
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el primer o unico sitio de enfermedad metastdsica, siendo muchas de ellas

operables.(42)(43)

Un punto muy controvertido, es si administrar quimioterapia o no después del trasplante.
En la mayoria de estudios prospectivos descritos en la literatura los pacientes no
recibieron quimioterapia. Esto se debe a que la mayoria de los pacientes ya habian
recibido numerosos ciclos de quimioterapia previamente, incluso en 2* o 3% linea,
experimentando muchos de ellos los efectos adversos de este tratamiento sistémico.
Ademas, la quimioterapia posterior al trasplante podria dificultar la regeneracion

hepética.(43)

Actualmente hay distintos ensayos clinicos en curso para analizar el potencial del
trasplante en las MHCCR, aunque todavia es pronto para dilucidar resultados. Sin
embargo, la creciente evidencia sobre el beneficio del trasplante hepatico para pacientes
con MHCCR puede impulsar a las sociedades médicas internacionales a aceptar (como
ya ocurrié con el hepatocarcinoma) las MHCCR como indicacion de trasplante, incluso

antes de que los resultados de los ensayos clinicos en curso sean definitivos. (40)

En este contexto tienen mucha importancia los estudios realizados en Noruega, ya que es
un pais con mas donantes que receptores potenciales, y el tiempo medio en lista de espera
es menos de un mes. El estudio prospectivo SECA-II, de la Universidad de Oslo, se ha
realizado en pacientes con MHCCR irresecables. Ha mostrado, en pacientes de bajo
riesgo y minuciosamente seleccionados, una supervivencia global a los 5 afios similar a
la obtenida para pacientes con hepatocarcinoma que reciben el trasplante hepatico como

tratamiento estandar.(15)(42)(43) Ademas, el grupo de Oslo ha descrito recientemente la
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técnica RAPID que consiste en realizar una hepatectomia izquierda al receptor, y un
trasplante auxiliar del 16bulo lateral izquierdo (trasplante tipo “Split”, es decir, injerto
dividido de un donante fallecido) ademas de una ligadura de la porta derecha en funcién
de la hemodindmica hepatica. Completando la hepatectomia nativa cuando el injerto
trasplantado haya adquirido el volumen suficiente. Esta técnica forma parte de un ensayo
clinico. En este abordaje podria ser de utilidad también el donante vivo. Por otro lado, en
Francia estan reclutando pacientes para el ensayo clinico TRANSMET, donde los
pacientes con MHCCR irresecables seran aleatorizados para recibir el tratamiento
estandar con quimioterapia o un trasplante hepatico mas quimioterapia. Los resultados
que se espera salgan a la luz en los proximos 10 afios, de éstos y otros ensayos clinicos,

probablemente cambiardn la gestion del CCR metastésico. (41)(43)

2.2. Insuficiencia Hepatica Posthepatectomia y

Sindrome de “Small-For-Flow”

Actualmente, obtener un volumen del futuro remanente hepatico (VFRH) suficiente es el
principal factor que nos delimita la extension de la reseccion hepatica. La insuficiencia
hepatica post-hepatectomia (IHPH), que se produce tras resecciones hepaticas extensas y
el sindrome "Small-For-Size" (SFSS) como resultado de trasplantes de higado con
injertos pequefos, son dos entidades clinicas con similar fisiopatologia, y que se
caracterizan por el desarrollo de insuficiencia hepdtica tras la intervencion quirtrgica.
Esta IHPH se manifiesta con colestasis, coagulopatia, encefalopatia y ascitis refractaria,

que puede llevar a la sepsis e incluso la muerte. (44)
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En la literatura encontramos una incidencia de IHPH entre el 5-15% de las cirugias
hepaticas. Por este motivo es necesaria una evaluacion precisa preoperatoria de la funcién
hepatica. Se debe evaluar tanto la cantidad del higado como la calidad del mismo. Entre
las técnicas cualitativas para medir la funcién hepdtica las mas utilizadas son: los
parametros analiticos convencionales (alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), gamma glutamil transpeptidasa (GGT), Fosfatasa Alcalina,
lactato deshidrogenasa (LDH), INR y PT), las clasificaciones de Child-Pugh y de MELD,
la tasa de retencion de verde indocianina a los 15 minutos (R15), y el test de LIMAXx. La
técnica cuantitativa de eleccion es la volumetria medida por tomografia computarizada
(TC), para calcular el VFRH. La TC también puede dar informacion sobre la calidad del
parénquima. Por otro lado, la resonancia magnética puede ayudar a medir el grado de

esteatosis. (44)(45)

El estudio anatomopatoldgico y hemodindmico de la ITHPH y del SFSS, puso de
manifiesto la similitud fisiopatologica de ambos. Siendo por ello hoy dia considerados

como una misma entidad que habitualmente se engloba en el término de SFSS.

Sin embargo, algunos pacientes desarrollan el SFSS a pesar de cumplir con los limites de
seguridad establecidos, mientras que otros pacientes que superan el umbral no lo
desarrollan. Por ello, se piensa que la aparicion de este sindrome estd directamente
relacionada, ademds de con el VHR, con el hiperaflujo portal al que se ve sometida la
masa hepatica remanente. Parece que es esa diferencia entre la masa hepética y el flujo
portal la responsable de los dafios que desencadena el SFSS. Por este motivo, nuestro
grupo acui6 el término sindrome de “Small-For-Flow” (SFFS) o “pequefio para el flujo”

como un término mas preciso para referirse tanto a la IHPH como al SFSS. (46)(47)
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El SFFS se define por criterios intraoperatorios determinados por las medidas del flujo y
la presion portal. Se considera SFFS una presion portal mayor de 20mmHg o un flujo
portal mayor a 250ml/min/100gr. El objetivo es que al diagnosticarse de manera
intraoperatoria, se detecta precozmente y se puede tratar durante la cirugia, con técnicas
de modulacion portal. Comprobando en tiempo real la eficacia de dichas medidas.

(48)(49)(50)

2.3. Estrategias para aumentar el volumen

hepatico remanente

La reseccion hepatica radical de las metéstasis hepaticas colorrectales (MHCCR) es,
actualmente, el unico tratamiento potencialmente curativo. La principal causa de
irresecabilidad de las lesiones hoy en dia es la imposibilidad de obtener un VFRH
suficiente para mantener el metabolismo del paciente. Esto hace que la resecabilidad
primaria de las MHCCR oscile entre el 15-20%. Con el objetivo de aumentar el porcentaje
de pacientes resecables se han implementado distintas estrategias que actualmente

permiten aumentar el VFRH.(51)

Las técnicas mas cldsicas para incrementar el volumen hepatico remanente son: la
hepatectomia en dos tiempos (“two-stage hepatectomy”), la ligadura portal (PVL) y la
embolizacion portal (PVE). Son técnicas que se realizan de forma rutinaria hoy en dia en
centros con gran volumen de cirugia hepatobiliar, con unas tasas de morbi-mortalidad
relativamente bajas. Su principal inconveniente es el tiempo que pasa hasta que se realiza
la cirugia definitiva, tiempo durante el cual el paciente puede desarrollar progresion
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tumoral pasando a ser irresecable. Ademads, en un nimero significativo de pacientes no
se produce el crecimiento 6ptimo del VFRH. Algunos de estos pacientes se pueden

rescatar con la embolizacion de las venas suprahepaticas. (51)(52)(53)

En los ultimos afios se describid una nueva técnica que produce un aumento del volumen
hepatico mayor y en menor tiempo. Se denominé “Associating Liver Partition and Portal
Vein Ligation for Staged Hepatectomy”, es decir, la asociacion de transeccion hepatica
mas ligadura portal para una hepatectomia en dos tiempos (ALPPS), la cual desarrolla
una hipertrofia hepatica mucho mas répida que con las técnicas clasicas. El problema es
que este procedimiento se asocia con una alta morbi-mortalidad mortalidad y una elevada
tasa de recurrencia tumoral precoz. También se han realizado otros estudios como la PVE
asociada a la aplicacion de células madre hematopoyéticas, lo que produce un aumento
del VFRH mas répido que con la PVE clasica, disminuyendo asi el intervalo de tiempo
hasta la segunda intervencion. Aunque el papel de las células madre y sus posibles
complicaciones, como la posible proliferacion de micrometéstasis, estan aun sin definir

claramente. (51)(53)

2.3.1. Embolizacion y ligadura portal

La oclusion de la vena porta a través de PVE o PVL oftrece la posibilidad de aumentar el

VFRH y por lo tanto, reducir el riesgo de IHPH tras una cirugia hepatica mayor.(54)
El hecho de que la oclusion selectiva de una rama principal de la vena porta, llevaba a la

atrofia ipsilateral con hipertrofia contralateral, se demostr6 por primera vez en un modelo

animal en 1920. Sin embargo, no fue hasta la década de los 80 cuando Makuuchi, gracias
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al estudio del colangiocarcinoma hiliar, describié por primera vez la PVE en la practica
clinica como técnica para aumentar el VFRH.(51)

La PVE se trata de un procedimiento percutaneo guiado por imagen, que consiste en
embolizar las ramas portales de la region de higado enferma. De esta manera se produce
un estimulo al remanente que consigue hipertrofiar el higado sano y aumentar el VFRH.
Consigue entre unas 3 y 6 semanas una hipertrofia del 30-40% en alrededor del 80% de
los pacientes, que podran ser sometidos a cirugia. Se trata de un método seguro con
resultados a largo plazo similares a los de la cirugia hepatica en un solo tiempo.

(45)(51)(54)

El aumento del VFRH se basa en los cambios en la hemodindmica hepatica. El higado
recibe aproximadamente el 80% de su sangre de la vena porta y el 20% de la arteria
hepatica. La oclusion del flujo sanguineo venoso portal hacia determinados segmentos
del higado redirige todo el flujo portal hacia el 16bulo/segmentos contralaterales no
ocluidos y promueve la hipertrofia. Esto resulta en un aumento del VFRH y en la atrofia
del lobulo hepatico embolizado. Junto con los cambios hemodinamicos, existe una
regulacion molecular positiva de distintas citoquinas y factores de crecimiento, lo que
estimula atin mas el crecimiento del remanente hepatico. Ademas del aumento del VFRH,
este procedimiento implica también una mejoria en la funcion hepatica después de la
hepatectomia en comparacion con los pacientes en los que se realizé una hepatectomia

sin PVE previa. (51)(54)

La presencia de enfermedad en el 16bulo contralateral es una contraindicacion relativa en

la PVE. Esto se debe a que el flujo venoso portal que se dirige hacia el futuro remanente
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hepatico (FRH) para conseguir la hipertrofia del mismo, podria promover a su vez el

crecimiento de las metastasis hepaticas.(54)

La PVL est4 basada en el mismo mecanismo fisiopatologico de la PVE, pero se requiere
de una cirugia (abierta o laparoscdpica) para realizar la ligadura portal. En la literatura
encontramos multiples estudios que comparan la eficacia de la PVE con la PVL,
mostrando similares resultados en ambas técnicas. Sin embargo, la PVE ofrece un
abordaje transhepdtico percutdneo, sin la necesidad de una laparotomia o una
laparoscopia, siendo un método menos invasivo, con menos complicaciones, menos
estancia hospitalaria, y con un menor intervalo de tiempo hasta la hepatectomia, siendo
el método por tanto de eleccion en la mayoria de los casos. La PVL tiene cierta ventaja
en dos situaciones: cuando se realiza una laparotomia para resecar el tumor primario, y
en los pacientes con MHCCR bilobar, cuando se asocia a la hepatectomia en dos tiempos

como se explicard en el siguiente apartado. (51) (54)

2.3.2. Hepatectomia en dos tiempos

La hepatectomia en dos tiempos, también conocida como “Two-stage”, del inglés “two-
stage hepatectomy” es un procedimiento disefiado para tumores hepaticos multiples
bilobares que en caso de plantearse la intervencion en un solo tiempo se considerarian

irresecables o con un elevado riesgo de desarrollar IHPH.(55,56)(57)(58)

Esta estrategia consiste en la reseccion completa de los nddulos tumorales en dos cirugias
consecutivas. En el protocolo que describi6 inicialmente René Adam, en “el primer
tiempo” se realiza la reseccion quirtirgica de las lesiones de uno de los 16bulos hepaticos

con el objetivo de hacer que la segunda hepatectomia sea potencialmente curativa.
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Durante la hepatectomia de la primera etapa, se realiza la menor diseccion posible del
higado que se resecara en la segunda etapa, para evitar la aparicion de adherencias. Unas
3 semanas después de la primera cirugia, se reanuda la quimioterapia para controlar el
crecimiento de los nodulos tumorales remanentes. Posteriormente se lleva a cabo la
segunda cirugia donde se completa la reseccion hepatica, consiguiendo eliminar toda la
enfermedad hepatica (Fig.1). El momento de la segunda hepatectomia, que suele ser a los
3-6 meses de la primera intervencion, se selecciona en funcion de la regeneracion
hepatica, el control del remanente del higado hepatico mediante quimioterapia y la

probabilidad de que la segunda hepatectomia sea curativa.(55)
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Fig.1.- Algunos de los primeros pacientes intervenidos de hepatectomia en dos tiempos
por el equipo de R.Adam. Las imdgenes muestran el estado del higado tras la primera
hepatectomia, tras la segunda y el higado remanente después de las dos etapas. Las areas

grises representan las partes del higado resecadas. (55)

El problema mas importante de esta técnica es el crecimiento de las metastasis hepaticas
no resecadas en la primera intervencion, durante el tiempo de espera a la regeneracion
hepéatica. Para evitar esto Homayounfar describi6 la hepatectomia en dos tiempos con

ligadura de la vena porta. De tal manera que, en la primera cirugia se realiza la reseccion
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de las lesiones del 16bulo menos afecto, y ademas la ligadura de la vena porta que irriga
el 16bulo hepatico contralateral, el mas afectado por las metastasis. Y una vez conseguido
el crecimiento del VFRH en el 79% de los pacientes, se lleva a cabo la segunda cirugia
donde se completa la reseccidon. Sin administrar quimioterapia entre ambos tiempos

quirtrgicos (56).

Con la hepatectomia en dos tiempos se han descrito buenos resultados oncologicos, y
ademas menos complicaciones postoperatorias que con la hepatectomia en un solo tiempo
(57). Su problema mas importante es la posibilidad del crecimiento o aparicion de nuevas
metastasis hepaticas y/o extrahepaticas, durante el tiempo que transcurre hasta que se
realiza “el segundo tiempo”, lo que contraindicaria realizar la segunda cirugia. Otro
inconveniente es la formacion de adherencias después de la primera cirugia, lo que puede
dificultar la hepatectomia final. A pesar de estas desventajas, los resultados oncoldgicos

a largo plazo de este método son muy buenos. (51)(56)

2.3.3. ALPPS

En el afio 2007 se describidé por primera vez la técnica actualmente conocida como
ALPPS. (59)(60) Definida en 2012 por Schnitzbauer, el ALPPS es otra estrategia para
aumentar el VFRH que al igual que las mencionadas previamente se lleva a cabo en dos
tiempos. En el primer paso, se realiza una laparotomia, la disecciéon y movilizacion del
higado, la ligadura de la vena porta derecha y la division in situ del parénquima hepatico
(Fig.2). Con la transeccion hepatica se logra eliminar los vasos que comunican ambos
l6bulos, consiguiendo asi mayor flujo sanguineo en el futuro higado remanente, y menor
flujo en el 16bulo que va a ser resecado. Una vez que el parénquima se ha hipertrofiado,

alrededor de los 9 dias (frente a las 3-4 semanas de la PVE) se completa la hepatectomia
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derecha extendida. La combinacion de dos procedimientos en la primera etapa, ligadura
portal + transeccién parenquimatosa, induce un estimulo de crecimiento mucho mayor,

consiguiendo una rapida e importante hipertrofia. (60)

Fig.2.- A) higado en la primera etapa del ALPPS antes de la ligadura de la vena porta
derecha y seccion a lo largo del ligamento redondo. El * sefiala un tumor dentro del
lobulo hepatico derecho y otro en el segmento IV. B) Higado tras la transeccion
parenquimatosa in situ prdcticamente totalizada y con la vena porta derecha ligada
indicada con un *. CBD=conducto biliar comun;, LHA=arteria hepatica izquierda,

LPV=vena porta izquierda;, RHA=arteria hepatica derecha. (60)

Al inducir un crecimiento hepdtico rapido y extenso el ALPPS se situ6 como uno de los
avances mas prometedores en la cirugia oncologica hepatobiliar del momento. Sin
embargo, la revision de la bibliografia muestra el ALPPS como una técnica con una
morbi-mortalidad considerable, y nos obliga a ser mas cautos respecto a las expectativas
que se habian depositado en ella, y por tanto también con la indicacion de la misma.

Apareciendo asi multitud de opiniones a favor y en detrimento de esta técnica(59).
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Los detractores del ALPPS declaran que es una técnica con una morbi-mortalidad
preocupante, con tasas publicadas de hasta el 70% y el 20% respectivamente. Ademas,
segun los datos analizados en el registro internacional de ALPPS, esta técnica se ha
realizado a pacientes en los que no estaba indicada, sometiéndoles a un gran riesgo. En
concreto, el 25% de los pacientes no habian recibido quimioterapia, y un tercio de los
pacientes intervenidos tenian un VFRH suficiente como para poder realizar la reseccion
hepéatica en un solo tiempo.(61)(62) Otra de las desventajas que encontramos en el
ALPPS, es que el aumento de volumen hepatico no se correlaciona con una mejoria de la

funcidn hepatica, algo que si ocurre con la PVE.(59)

Los que estan a favor afirman que el ALPPS consigue un mayor y mas rapido crecimiento
del higado con el que se consigue operar a pacientes, que de otro modo serian irresecables.
Apuntan que los informes sobre la alta morbi-mortalidad de la técnica son los tipicos de
una técnica nueva, compleja, y que son similares a los que aparecieron cuando se
comenzé a realizar la hepatectomia en dos tiempos, la cual hoy estd completamente
aceptada. Senalan que es una técnica compleja, que se debe llevar a cabo por cirujanos
expertos en centros de alto volumen, pero que con una mejor seleccion de los pacientes y
una indicacion quirargica mas conservadora se consiguen resultados mucho mas
satisfactorios. Ademas, la descripcion de técnicas menos invasivas en el primer tiempo
como el ALPPS laparoscopico o el ALPPS-parcial (transeccion hepatica del 50-80%
respecto al ALPPS clasico); y de dejar un intervalo de tiempo ligeramente mayor antes
de realizar el segundo tiempo (ALPPS-retrasado) alcanzardn una mejoria sobre los

resultados actualmente publicados.(63)
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Recientemente se ha publicado el primer ensayo clinico multicéntrico, prospectivo y
randomizado (LIGRO trial) que compara el ALPPS con la hepatectomia en dos tiempos.
Con resultados favorables para el ALPPS mostrando una tasa de reseccion completa del
92% frente al 57%. Y con una tasa de complicaciones, de margenes de reseccion libres,
y de mortalidad a corto plazo similar en ambos grupos (64). Vemos datos similares en el

metaanalisis del grupo chino de Shen(65).

Como ya hemos dicho, y a pesar de los estudios favorecedores més recientes, es una
técnica extraordinariamente controvertida y sobre la que se necesitan nuevos estudios con
mas evidencia cientifica, mas nimero de pacientes, mayor tiempo de seguimiento, y

menos sesgos de publicacion.(59)(64)(65)

2.3.4. Embolizacion de venas suprahepaticas

La oclusion del flujo sanguineo de entrada al higado a través del flujo portal, se emplea
en distintas técnicas para promover la regeneracion hepatica. Sin embargo, el papel de la

modulacioén del flujo de salida no se ha estudiado tan profundamente. (66)

En este campo, una estrategia mas novedosa es la embolizacion de las venas
suprahepaticas junto a la embolizacion portal. Esta técnica se basa en que una reduccion
importante del flujo de salida de parte del parénquima hepatico, induce la inversion del
flujo portal en el territorio comprometido, siendo mayor el aflujo sanguineo al resto del
higado. En consecuencia, la congestion hepatica severa disminuye la tasa de hipertrofia
o puede incluso inducir atrofia del sector hepatico concreto. Al mismo tiempo, la
redireccion del flujo portal deberia aumentar la perfusion del area donde se necesita

hipertrofia. Por otro lado, el mantenimiento de la funcion hepatica en el area
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congestionada es imprescindible para evitar el desarrollo de IHPH. Es decir, el flujo
sanguineo al area congestionada debe ser lo suficientemente bajo como para evitar la
hipertrofia pero lo suficientemente alto como para mantener una correcta funcion

hepatocelular (66)(67).

La modulacion de flujo de salida hepatico puede ser util tanto mediante cirugia abierta
como laparoscopica o mediante radiologia intervencionista. Si bien es cierto, que esta
ultima, mostraria beneficios en cuanto a su menor agresividad, y por su mayor capacidad
de tratamiento en las eventuales variaciones anatdmicas de drenaje de los distintos

segmentos. (66)

La embolizacién de las venas suprahepaticas combinada con la embolizacién portal,
conocida también como biembolizacion o deprivacion venosa total hepatica, consiste en
ademas de embolizar la vena porta derecha para aumentar el VFRH, embolizar las venas
suprahepaticas derecha y/o media. Consiguiendo un aumento del VFRH de alrededor del
50% segun las series, si bien todas ellas presentan un ntimero reducido de casos realizados
mediante esta técnica. Parte de estos conocimientos se han desarrollado a raiz del
trasplante hepdtico, en especial del donante vivo. Ya que en este tipo de trasplante se ha
visto como la presion portal y la regeneracion pueden verse influidas por las variaciones
de la presion de las venas suprahepaticas a través de un mecanismo postsinusoidal. En
concreto cuando la falta de la vena suprahepatica media puede empeorar la regeneracion

del segmento 4. (67)

En 2009, el equipo coreano de Hwang realiz6 un estudio prospectivo en el que llevaron a

cabo la embolizacion de la vena suprahepatica derecha en los pacientes que tras 2 semanas
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de una PVE derecha, permanecieron con un VFRH menor del 40%. Demostrando que la
embolizaciéon de la vena suprahepdtica ipsilateral tras la PVE, induce mas dafio al
parénquima embolizado, facilitando la regeneracion compensatoria del lobulo

contralateral. (52)

Actualmente, este procedimiento que primeramente se describi6é de forma secuencial, se
puede llevar a cabo de una vez. Realizando en un mismo momento la PVE y la

embolizacion de las venas suprahepaticas. (67)(68)

Los estudios que existen publicados hasta el momento, muestran que la embolizacion de
las venas suprahepaticas sumada a la embolizacion portal induce un crecimiento seguro,

reproducible y efectivo del VFRH. (67)

2.4. “Precondicionamiento regenerativo”

Segun el concepto de “regenerating liver” (higado en proliferacion) acufiado en 2002 por
Nagano, el parénquima hepatico tolera mejor la reseccion si estd constituido por

hepatocitos que ya han iniciado el ciclo proliferativo.(69)

Nagano resefiaba que los estudios realizados hasta el momento para evitar la IHPH se
centraban unicamente en ¢l volumen, es decir, se basaban en aumentar ¢l tamano del
FRH, sin analizar la capacidad funcional del mismo. Debido a eso disefié un experimento
en el que analizaba la reserva funcional hepatica en dos grupos de ratas con el mismo
volumen de parénquima hepatico tras una hepatectomia de 90%, con la diferencia de que
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a uno de los grupos le habia realizado una ligadura portal 4 dias antes y al otro grupo, una

laparotomia en blanco (sham laparotomy) (Fig.3).(69)
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Fig.3.- En la imagen vemos representados los dos grupos de animales. El grupo
experimental, o del a ligadura portal (PL group) y el grupo control (Sham group), al que

se le realiza la laparotomia en blanco o sham 4 dias antes de la hepatectomia. (69)

En el grupo experimental, 4 dias antes de la hepatectomia se realizé la ligadura portal de
las ramas que irrigaban los l6bulos izquierdo y mediano. A los 4 dias, el volumen hepéatico
del 16bulo caudado posterior (5%) se habia duplicado, pasando a constituir el 10% de
higado. Ahi se realizd una hepatectomia del 90%, dejando tinicamente este 16bulo. Las
ratas del grupo control, 4 dias después de la laparotomia en blanco, fueron sometidas
también a una hepatectomia del 90%, para lo que se dej6 de remanente los l6bulos
caudados anterior (5%) y posterior (5%) normales, que representaban el 10% del

parénquima hepatico. (69)
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La tasa de supervivencia para el grupo experimental fue significativamente mayor que
para el grupo control a las 96 horas de la hepatectomia. A favor del grupo de la ligadura
portal también encontrd un menor pico de bilirrubina tras la hepatectomia, un mayor ratio
de regeneracion, un mayor indice del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA)
y una mayor carga de adenosin trifosfato (ATP). Por todo ello, Nagano concluy6 que el
higado hipertrofiado a los 4 dias después de la ligadura portal mostraba una regeneracion
hepatica activa, y que esta misma ademads proporcionaba al tejido una mayor tolerancia a

la reseccion extendida comparada con el mismo volumen de un higado normal.(69)

En la misma linea, el grupo de Eshkenazy afirmaba en 2014 que ademas del tamaio del
higado en hepatectomias extendidas, habia que tener en cuenta el flujo y la presion portal
y los potenciales efectos de la PVE como “Precondicionamiento regenerativo”, una
estrategia prometedora que podria llevar a expandir las indicaciones de la cirugia

hepatica.(70)

Estos hallazgos, corroboraban lo que afios antes habia sefialado Pardee, quien sugirid, que
el hepatocito activado o cebado requeria de menos tiempo para someterse a la replicacion
del acido desoxirribonucleico (ADN), que el mismo volumen hepatocitario quiescente,

porque la fase inicial de la replicacion ya habia tenido lugar.(71)

Y es que los hepatocitos pueden permanecer largos periodos de tiempo en un estado de
no-proliferacion o de quiescencia, es decir en la fase GO del ciclo celular (Fig.4). Durante
este periodo, las células disminuyen su tamafo ya que se degradan el 4cido ribonucleico
(ARN) y las proteinas, ademas, la sintesis de macromoléculas es mucho mas lenta que en

la fase G1 o de crecimiento.(71)
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Fig.4.- Representacion de las fases del ciclo celular: fase G1, de crecimiento; fase S,
sintesis, cuando ocurre la replicacion del ADN; fase G2, crecimiento; y fase M, la
mitosis. Se incluye el estado quiescente, o fase G0. (Se ha eliminado de la imagen lo

relacionado a las ciclinas para mayor comprension).(72)

Esta hipodtesis se materializa en el modelo de regeneracion hepatica elaborado por
Furchtgott en el que muestra como las hepatectomias parciales mas grandes daran como

resultado cargas metabolicas més grandes y respuestas regenerativas mas rapidas. (73)

El modelo de Furchtgott reproduce con éxito las caracteristicas significativas de la
regeneracion hepdatica después de distintos grados de hepatectomia (Fig.5). Las
hepatectomias >75% producen una IHPH letal. Las hepatectomias parciales entre el 40%
y el 70% tienen una respuesta regenerativa rapida. Las hepatectomias entre el 10% y el
40% presentan una actividad proliferativa mucho mas lenta. Y las hepatectomias <10%,

manifiestan una respuesta regenerativa imperceptible. Esto se correlaciona con “el umbral
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minimo de resecciéon® que MacDonald y colaboradores describieron afios antes, ya que
para que se produzca un aumento significativo de la sintesis de ADN, la reseccion

hepética debe incluir al menos al 9-12% del parénquima hepatico.(73)
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Fig.5.- En la imagen vemos el tiempo necesario para recuperar la mitad de la masa
perdida en funcion de la fraccion de higado que queda después de la hepatectomia. En
general, a mayor reseccion, es decir, menor remanente hepatico, mayor velocidad de
replicacion. Ademas, vemos como los remanentes de menos del 25% resultaron en IHPH;
v por otro lado aquellos remanentes mayores del 80% no recuperaron la mitad de la

masa perdida en 500 h (unas 3 semanas). (73)

En los pacientes a los que se les realizan hepatectomias sucesivas, el parénquima
remanente se replica mas rapidamente. Es decir, si a un higado le realizamos una
reseccion parcial, y después de 48 horas, realizamos una nueva reseccion, el higado

recobra su parénquima en menos tiempo. La recuperacion después de la segunda
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reseccion es mas rapida que la posterior a la primera, a pesar de que ambas comiencen
con el mismo niimero de células, porque la segunda recuperacién comienza con grandes
poblaciones de células cebadas o activadas y en replicacion, asi como con un mayor

nimero de genes de replicacion y factores de crecimiento (GF) activos.(73)

El modelo de Furchtgott predice ademés que el aumento de la carga metabolica antes de
la hepatectomia parcial conducird a una recuperaciéon mas rapida. Por ejemplo, duplicar
la carga metabolica 48 horas antes de una hepatectomia del 75% (Fig.6). conduce a una
recuperacion completa y rapida, en comparacion con una recuperacion extremadamente
lenta en condiciones normales. Esto se debe a que el aumento de la carga metabolica
conduce a un mayor niumero de células cebadas y en proliferacion, lo que coloca a los
hepatocitos en un momento diferente del ciclo de replicacion, conduciendo a una

recuperacion mucho mas rapida.(73)
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Fig.6.- En la imagen vemos la regeneracion hepatica en respuesta al aumento de la carga
metabdlica seguida de una hepatectomia del 75%. La carga metabdlica se duplico
durante 48 h antes de la hepatectomia, aumentando de forma substancial las células

activadas y las células en replicacion. La hepatectomia parcial, el momento 0, afecta a
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todos los tipos de células por igual. Las areas rayada, punteada y lisa representan las

celulas quiescentes, cebadas y en replicacion respectivamente.(73)

El estallido inicial de citoquinas producido tras una hepatectomia parcial, y que depende
de la carga metabolica, lleva a las células desde el estado de quiescente a la activacion o
cebado. Las células activadas pueden pasar a la fase de replicacion o regresar a la fase de
reposo o quiescencia. Ante niveles elevados de GF, las células cebadas continiian con la
fase de replicacion; si por el contrario los niveles de GF son bajos, vuelven al reposo. Una
vez que los hepatocitos vuelven al estado quiescente o de reposo, ya no pueden entrar en
el ciclo celular nuevamente. La cantidad de GF es directamente proporcional a la carga
metabolica del higado, y la inactivacion de estos GF es proporcional al tamafio de la

matriz extracelular, la cual aumenta a medida que disminuye la carga metabodlica.(73)

La hipotesis que sustenta el trabajo de investigacion desarrollado en la presente Tesis
Doctoral, cuya linea se inici6 en la Tesis Doctoral del Dr. Asencio, (74) es que la PVE
actia de “Precondicionamiento regenerativo” consiguiendo estimular la regeneracion
hepatica mediante la activacion de diferentes genes, GF, hormonas y nutrientes. Si
realizamos una hepatectomia subtotal a las 24 horas del “Precondicionamiento
regenerativo”, el parénquima hepatico tendrd un mayor volumen de hepatocitos en estado
activado y replicativo, mayor carga de ATP y presentard una mayor tolerancia a la

reseccion que el mismo volumen de hepatocitos normales.(75)

Esta hipotesis se sustenta también en el trabajo que Yokoyama y colaboradores
publicaron en 2007 en el que demostraban como el proceso de la regeneracion hepatica

es basicamente el mismo después de una PVE o de una hepatectomia parcial, a pesar de
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las diferencias hemodindmicas ya que en la PVE se mantiene el flujo arterial. Distintos
mediadores (citoquinas, GF, hormonas, genes...) participan en la regeneracion inducida
tanto por la PVE o la hepatectomia, mediante la activacion de una compleja red de

transduccion de senales que promueve la regeneracion hepatica.(76)

Tras la PVE, como se aprecia en la Fig.7, aumentan los niveles de la interleucina-6 (IL-
6) y del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a). Estas citoquinas proinflamatorias, de
las cuales hablaremos mas extensamente en el capitulo 2.5, preparan los hepatocitos para
su desarrollo. Ademas, distintos GF estimulan la sintesis de ADN mediante la activacion
de factores de transcripcion (TF) y la expresion de genes tempranos. Se ha descrito
también la participacion positiva en la regeneracion hepatica de otros mediadores como
el 6xido nitrico (NO), las prostaglandinas, los estrégenos o la insulina, a diferencia del

glucagodn, los corticoides o el TGF-f los cuales inhiben la regeneracion.(76)
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Fig.7.- Distintos factores que estimulan o inhiben la regeneracion hepdtica. (76)
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La PVE produce un estimulo regenerativo (“Precondicionamiento regenerativo™) antes
de la reseccion aumentando el nimero de hepatocitos activados. Sin embargo, si tras la
PVE esperamos a que se produzca la hipertrofia hepatica, como se realiza en la PVE
clasica, en la segunda reseccion no tendremos el beneficio de contar con los hepatocitos

activados y el consiguiente aumento en la tolerancia a la reseccion.(75)

2.5. Regeneracion hepatica

A continuacidén, vamos a profundizar en la regeneracion hepatica, desde sus origenes
hasta la descripcion de sus distintas caracteristicas a nivel molecular que se conocen a dia

de hoy.

2.5.1. Historia de la regeneracion hepatica

Los primeros datos sobre la regeneracion hepatica los encontramos reflejados en la
mitologia griega, concretamente en los mitos sobre los titanes Ticio y Prometeo.

(77)(78)(79)(80)

El gigante Ticio, fue castigado eternamente por el intento de violacion a Hera, legitima
esposa y una de las tres hermanas del dios Zeus. Cuando ésta viajaba de Panopeo a Pito,
Ticio la asaltd, rasgando sus vestidos e intentando violarla. Sus gritos atrajeron a las

divinidades griegas, y Zeus lo fulmind con un rayo. Siendo inmortal, fue arrojado al
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Tartaro, condenado a yacer con las extremidades atadas y estiradas, donde dos buitres

comerian eternamente su higado (Fig. 8). (77)(78)(81)

Fig.8.- Tiziano, Ticio, 1548-1549, dleo sobre lienzo, 253 x 217 cm, museo del Prado.

El mito de Prometo hace referencia a como Prometeo fue condenado por robar el “fuego”
de los dioses para dar la luz a los hombres, que hasta entonces habian vivido en la
oscuridad intelectual. “Lo mando Zeus capturar para ser encadenado por Hefesto, dios
del fuego y de los metales forjados, a una alta montaiia donde, cada jornada, un daguila

hambrienta le devoraria el higado. Como era inmortal, el organo le crecia de nuevo, asi
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que cada noche volvia tan cruel depredador a comérselo, con lo cual el sufrimiento era

inimaginable y eterno”. (Figs. 9-10) Hasta que fue salvado por Hércules. (79,80)

Fig.9.- Prometeo encadenado

Fig.10.- El castigo de Prometeo
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No es posible saber hoy si los griegos clasicos, y mas que nadie Esquilo quien en su
Prometeo encadenado da detalles de estos hechos, conocian ya entonces que de todas las

visceras del hombre, el higado es el tnico 6rgano con capacidad para auto-regenerarse.

Aunque, la capacidad regenerativa del higado ya estaba reflejada en la mitologia griega,
no fue hasta 1879 cuando el aleman Tillmanns realiz6 la primera descripcion cientifica
de la regeneracion hepatica, tras realizar un estudio experimental sobre la cicatrizacion

de heridas hepaticas y renales.(82)

El modelo experimental que muestra con mas claridad el fenémeno de la regeneracion
hepatica es el que se obtiene por hepatectomia parcial, descrito por Higgins y Anderson
en 1931. En este modelo se resecan dos tercios del higado de roedores, y se comprueba
coémo la porcion del higado remanente, crece hasta restaurar la masa hepatica original.
Una vez restaurada, aproximadamente en unos 7-10 dias tras la reseccion quirtirgica, el

proceso regenerativo se detiene.(83)

El cirujano americano Pack vio una clara oportunidad para estudiar la regeneracion
hepatica. Sus trabajos en 1962 fueron los primeros en describir y documentar la capacidad
de regeneracion del higado en humanos después de una reseccion mayor. Las
conclusiones de sus estudios establecieron que la regeneracion completa ocurria de 3 a 6
meses después de la cirugia.(84) Posteriormente, Lin y Chen en 1965 basaron sus estudios
en evaluar la funcién metabdlica y la regeneracion del higado cirrdtico sin encontrar

regeneracion alguna después de la reseccion.(85)

Parker y Siemsen en 1967 consideraron que la regeneracion hepatica se consolidaba en

menor tiempo, a los 2 meses, y que se conseguia a través de la excrecencia de nuevos
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l16bulos. (86) En 1970 y a través de un intenso seguimiento postoperatorio con distintas
pruebas de imagen: colangiografia, arteriografia y portografia, Aronsen y colaboradores
contradijeron a Parker, demostrando que el crecimiento hepatico era a partir del
crecimiento de los lobulos remanentes (87), algo que ya habian afirmado previamente

otros como Pack y Lin.(84,85)

Blumgart en 1971 establecio la velocidad de regeneracion hepatica estudiando pacientes
sometidos a hepatectomia mayor por trauma, describiendo como el higado recuperaba su

tamafio inicial a los 10-11 dias de la cirugia.(88)

En los ultimos 50 afos, se ha aprendido mucho sobre la regeneracion hepatica, qué la
inicia, como se mantiene y qué la inhibe. El hecho de que hoy en dia las resecciones
hepaticas parciales y los trasplantes de donante vivo se realicen de forma més o menos
rutinaria y segura, dependen de la capacidad del higado para recuperar la mayor parte de

su masa funcional en unas 2 semanas. (89,90)(91)(92)

Como ya hemos comentado, el primer modelo de regeneracion hepatica consistio en una
hepatectomia parcial.(83) Otros modelos se asocian con lesiones tisulares extensas e
inflamacion: incluyen el uso de toxinas hepaticas, como el tetracloruro de carbono (93) y
la galactosamina (94); la ligadura de la vena porta (95); y la lesién por isquemia-
reperfusion (96). En los modelos de lesion hepatica a través de una toxina, diferentes
agentes toxicos lesionan subpoblaciones de células hepaticas especificas, por lo que la
hepatectomia parcial es el modelo preferido para estudiar la respuesta regenerativa

hepatica.
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Modelos més nuevos incluyen el estudio de las vias de sefializacion moleculares como
por ejemplo Kan y colaboradores en 2009 tras analizar la hepatectomia en el pez

Zebra.(97)

2.5.2. Caracteristicas de la regeneracion hepatica

Como hemos mencionado en el apartado anterior, la capacidad del higado para
regenerarse se conoce desde la antigiiedad y ha sido objeto de numerosos estudios
cientificos desde principios del siglo XX. Después de una hepatectomia parcial, los
hepatocitos inactivos o quiescentes se reincorporan al ciclo celular y comienzan a
replicarse hasta que el higado recupera su masa perdida, mediante un proceso de

hiperplasia compensatoria, con una precision de alrededor del 10%.(36,73,83)

La hiperplasia compensatoria es un fendémeno totalmente diferente al de la regeneracion
epimorfica, a partir de un blastema, como ocurre en los vertebrados inferiores que son
capaces de regenerar determinadas estructuras amputadas, como por ejemplo la cola de

una lagartija.(36,72)

Esta hiperplasia es la base de distintas aplicaciones clinicas: las resecciones hepaticas
extensas, o las hepatectomias secuenciales, el trasplante divido o segmentario de cadaver

(split) o el trasplante de donante vivo, y la embolizacion portal entre otros. (72)

La regeneracion hepatica es un proceso sumamente complejo, y rigurosamente regulado,
que implica la activacion de numerosas vias celulares y moleculares. Este proceso cumple
las caracteristicas de los sistemas bioldgicos mas evolucionados, lo cual explica la

dificultad de interferir en ella con usos terapéuticos. De hecho, las investigaciones
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experimentales realizadas hasta el momento que se basan en eliminar un gen en particular
(animales knock-out), no han conseguido frenar la regeneracion hepatica, sino
unicamente enlentecer la misma. De la misma manera, los intentos de suplir sus funciones
de forma temporal o definitiva en determinadas hepatopatias han sido fallidos. Y cuya

unica alternativa definitiva es, a dia de hoy, el trasplante hepatico. (73)(72)

La regeneracion hepatica reproduce el modelo fisiologico de respuesta al dafio con una
fase primera de preparacion o “cebado” de los hepatocitos (transicion de GO a G1 en el
ciclo celular) y una fase posterior de proliferacion (fases S y M del ciclo) que termina con
la recuperacion de la masa hepdtica. Dicho proceso se ha relacionado con los mediadores
de la respuesta biologica al dafio tisular: hormonas, sistema del complemento, plaquetas,
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6), factores de crecimiento (factor de
crecimiento de los hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), etc.) y

factores antiinflamatorios (IL-10, TGF-B). (72)

Las caracteristicas de la regeneracion del higado se pueden resumir en las siguientes

particularidades:

1. Comin: Se trata de un fenémeno presente en todos los vertebrados, desde el pez

Zebra hasta el ser humano. (72)

2. Controlada: La regeneraciéon hepatica es una respuesta controlada. Las

secuencias replicativas de las distintas células hepaticas, la morfogénesis y el

control del volumen final hepatico, estdn regulados genéticamente. (72)(98)
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3.

Répida: Es un proceso muy rapido que se inicia en segundos y termina en pocos
dias, alrededor de una semana dependiendo de la especie que estemos estudiando.
La regeneracion se inicia con el reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a microorganismos patégenos (PAMP) o de los patrones moleculares
asociados al dafio celular (DAMP), generando una respuesta inmune innata
(activacion de las fracciones C3a y C5a del complemento, produccion de TNF-a,
sintesis de IL-6, IL-1B) que estimula la division de los hepatocitos mediante la
transicion del estado basal GO a la primera fase del ciclo celular G1 y que ocurre

en las primeras 4 horas tras una hepatectomia. (36)(72)

Ordenada: La proliferacion celular se sucede en un orden cronolédgico y
secuencial; primero se dividen los hepatocitos y posteriormente las células de
Kupffer y endoteliales, seguido de la neoformacion de vasos y de los canaliculos

biliares, hasta reproducir la estructura hepatica en su totalidad (Fig.11). (72)(99)
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Fig.11.-Representacion esquematica de las secuencias replicativas de las células

epiteliales —hepatocitos, colangiocitos—y mesenquimales tras una hepatectomia parcial.

En el eje de abscisas se muestra la correlacion con

hepatocitos. (72)
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5. Ciclo celular: Tras una hepatectomia del 70 %, el 95 % de los hepatocitos pasan
en 4 horas de la fase GO a la fase G1 del ciclo celular, al término de la cual existe
el punto critico de control, llamado de restriccion (“R”), que determina si las
células se dividen de forma irreversible. Hasta entonces el proceso es reversible y
los hepatocitos podrian regresar a su estado previo (GO) si no se dieran las
condiciones idoneas (factores de crecimiento, citocinas, etc.). Posteriormente
continuan por las fases del ciclo celular hasta la division celular o citocinesis de
los hepatocitos (Fig.4). A las 72 horas de la hepatectomia en humanos, una
subpoblacion de los hepatocitos retornan al estado basal GO, mientras que otros
reinician la mitosis hasta conseguir la restauracion total de la masa hepatica,
momento en el que retornardn a su estado previo, G0. Una vez reestablecido el

volumen inicial se producen fenémenos de apoptosis y remodelacion tisular. (72)

6. Division de los hepatocitos maduros: A diferencia de otros 6rganos sélidos, la

regeneracion del higado se debe a la proliferacion de los hepatocitos maduros y
de las células mesenquimales, y no a la proliferacion y diferenciacion de las
células madre pluripotenciales. Si bien se ha descrito su proliferacion cuando la
regeneracion hepatica es insuficiente, como en las hepatopatias cronicas.

(72)(98)(100)

7. Himitada: La capacidad regenerativa del higado es casi ilimitada. Pudiendo

realizarse hepatectomias secuenciales, sin provocar insuficiencia hepdatica ni

disminuir su potencial regenerativo. (72)
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8.

10.

11.

Redundancia: Existe una importante redundancia dentro de cada circuito que

participa en la regeneracion, existiendo ademds interacciones complejas entre
ellos. Por ello, la pérdida de funcion de un solo gen no provoca el bloqueo
completo de la regeneracion hepatica. Por ejemplo, se ha calculado que casi el
40% de los genes tempranos inmediatos expresados en el higado en regeneracion,

son dependientes de la [L-6.(36)

Hepatostato: Existe una regulacion estricta entre el volumen hepatico y la
superficie corporal, expresado como indice hepatico (peso higado/peso total x 100
~ 2,5 %), conocida como regulacion “hepatostatica” o “Hepatostato”. El concepto
surgid de experimentos con trasplante de higado en los que los higados de
animales pequenos (babuinos a humanos o perros pequeios a perros grandes) se
agrandaban después del trasplante para alcanzar un tamafio proporcional al animal
receptor. Esta teoria se vio posteriormente apoyada al ver como la regeneracion
después de una hepatectomia parcial, finaliza cuando el higado alcanza el tamafio

original previo a la reseccion. (99)

Proporcional: Cuanto mas severo es el dafio hepatico, como en una reseccion

hepatica extrema, mas intensa es la respuesta proliferativa, y viceversa.(73)

Continia con sus funciones: Durante la regeneracion el higado mantiene sus

funciones homeostaticas: sintesis de proteinas, factores de coagulacion, anti-

proteasas, detoxificacion de xenobidticos, etc. (72)
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12. Fortaleza: El higado es, junto con el cerebro, el 6rgano con mayor capacidad de
mantener su integridad (morfoldégica y funcional) y responder a las distintas
alteraciones del medio interno. Dicha propiedad se ha denominado “robustness”
(fortaleza, en inglés), y se basa en el pleomorfismo, la redundancia y los
mecanismos de bio-feedback o retroalimentacion. Esto hace que su comprension
sea dificil y que, todavia, no se haya podido intervenir en la regeneracion hepatica

con fines terapéuticos. (72)

2.5.3. Fases de la regeneracion hepatica

La regeneracion hepatica requiere la activacion de multiples vias, pero estas vias no son
independientes unas de otras, sino que interactiian entre si de forma muy compleja. Esta
interaccion puede llevarse a cabo de forma secuencial o simultanea, en distintos tipos de

células del higado, y en determinados momentos de la regeneracion.(36)

La regeneracion hepatica puede dividirse en tres etapas que a continuacion vamos a
describir més extensamente: una fase inicial de preparacion o “cebado”, que corresponde
al paso de los hepatocitos quiescentes de la fase GO a la fase G1 del ciclo celular, y que
como hemos comentado anteriormente, ocurre en las primeras 4 horas tras la
hepatectomia. Una segunda fase, o fase de progresion, que pertenece a la transicion desde
la fase G1, por las fases S (sintesis de ADN) y G2 hasta completar la mitosis, fase M; y
una fase final de apoptosis, que consiste en la remodelacion tisular y retorno a la fase GO

(Fig.4).(72)
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1.

Fase de preparacion o “cebado” de los hepatocitos:

La primera fase de la regeneracion comienza con la activacion del sistema inmune.
El sistema inmune, ademds de reconocer gérmenes patdgenos, los PAMP,
reconoce y responde a ligandos endogenos derivados del dafio celular, los DAMP,
y de la necrosis, lo que se ha llamado “respuesta inflamatoria estéril”. Estos
ligandos o patrones, estimulan el sistema del complemento y los receptores tipo
Toll (RTT), que se expresan en los macrofagos, las células endoteliales, las

plaquetas, y los hepatocitos entre otros. (72)

La unién de los RTT con sus ligandos, estimula varias cascadas de sefializacion
(Fig.12) que culminan con la expresion de IL-6, TNF-a e IL-f, y la activacion de
factores de transcripcion citosolicos —NF-kf, STAT-3, AP-1— que se traslocan al
nicleo y ejercen efectos proliferativos, como la expresion de los genes de
respuesta precoz inmediata: c-fos, c-jun y c-myc, responsables de que los

hepatocitos abandonen el estado basal GO y comiencen el ciclo celular. (36)(72)

Los DAMP también son reconocidos por los receptores NLRP (un receptor tipo-
NOD) que una vez estimulados forman el complejo denominado “inflamasoma”
y activan la liberacion de las interleucinas 1f y 18, las cuales tienen efectos
proinflamatorios y promitdticos. La regeneracion del higado también se ha
relacionado con ligandos tipo DAMP presentes en la circulacion enterohepatica,
como los acidos biliares y distintos componentes de la matriz extracelular
derivados de la lesion tisular en intervenciones quirurgicas. El sistema del
complemento (C3 y C5), es el componente humoral més rapido para reconocer el

dafio tisular a través de los DAMP e iniciar la respuesta de reparacion tisular. (72)
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Con técnicas de manipulacion genética en animales knock-out y knock-down se
ha confirmado la participacion de las moléculas mencionadas anteriormente como
la IL-6, STAT-3, NF-kB, C3 y C5 en la regeneracion hepatica. Ademas de los
mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-6, C3a, C3b, LPS...) los factores de
crecimiento como el HGF, el factor de crecimiento plaquetario (PDGF) y el EGF

también estimulan el paso de GO a G1. (36)(72)
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Fig.12.-Factores hematogenos e interacciones intercelulares durante la
regeneracion hepatica, que representan seniales entre los hepatocitos, las células
de Kupffer, los linfocitos T, las células estrelladas hepaticas (HSC), las células

endoteliales sinusoidales y las plaquetas.(98)

En esta fase de la regeneracion, habria que nombrar una proteina descrita hace

mas de 40 afnos y que ahora se conoce como “Augmenter of Liver Regeneration”
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(ALR). De ella ya habl6 el Profesor Starzl, padre del trasplante hepéatico, en su
ultimo articulo (obra postuma). Esta proteina promueve la expresion del TNF-a,
la IL-6 y la iNOS después de una hepatectomia parcial para promover la
regeneracion hepatica, aunque su accion no estd ain completamente definida.

(101)(102)

Fase de progresién:

Aunque no existe un limite nitido entre las fases de la regeneracion hepatica, la
fase de progresion comprende desde la fase G1 hasta la division celular. Esta fase
estd regulada por los factores de crecimiento (HGF, EGF, el factor de crecimiento
endotelio-vascular (VEGF) y TGF-a), que tienen efectos mitdgenos, troficos y
antiapoptdticos. La funcion primordial de los factores de crecimiento es activar
los complejos ciclina-quinasas que promueven la cascada de las quinasas y con
ello la expresion de los genes de respuesta precoz inmediata, y asi la duplicacion
del huso mitotico y la replicacion del ADN en la fase S. Estos genes de respuesta
precoz, codifican otros factores (FosM1b y Myc) los cuales estimulan la expresion
de los genes de respuesta tardia (a las 48 horas tras la hepatectomia) y la transicion

de la fase G2 a la fase M del ciclo celular. (36)(72)

Fase de apoptosis:

La regeneracion termina con la restauracion de la masa hepdtica inicial, necesaria
para realizar las funciones hepaticas. La regulacion del indice hepatico representa
un control estricto del cese del ciclo celular y una remodelacion del tejido
“neoformado”. El cese de la regeneracion se ha relacionado con citocinas

antiinflamatorias, proapoptoticas y con factores “hepatostaticos” como la IL-10 y
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el TGF-B. Diversos estudios han confirmado que a la sobreexpresion inicial de
genes pro-mitdticos le sucede una suplantacion por genes metabolicos y
posteriormente por los relacionados con el cese de la proliferacion y el retorno al
estadio previo quiescente. El gen p53 es el més conocido en la apoptosis celular,
y es necesario para revertir el alto grado de ploidia y aneuploidia observadas
durante la regeneracion hepatica. Este gen se activa en situaciones de estrés celular

o0 ante un estimulo mitogénico excesivo. (72)

2.5.4. Hepatectomia parcial: el modelo ideal de la regeneracion
hepatica

La hepatectomia parcial, fue el primer modelo disefiado de regeneracion hepatica. Y a dia
de hoy, la reseccion de 2/3 del higado de roedores, se ha convertido en el paradigma ideal
para el estudio de la regeneracion hepatica. La popularidad del modelo se basa en los
aspectos siguientes. En primer lugar, la extirpacion del higado no se asocia con necrosis,
lesiones tisulares extensas e inflamacion, como otros modelos de regeneracion de higado
por citotoxicidad o isquemia, lo que provoca una eliminacion “limpia” del higado, sin que
la necrosis o la inflamacidn intervengan. Ademas, la hepatectomia elimina todos los tipos
celulares al mismo tiempo y todos ellos intervendran posteriormente en la regeneracion,
a diferencia de los modelos de lesion hepatica por toxinas, donde éstas lesionan células
hepaticas concretas. Y, por ultimo, debido a que la hepatectomia parcial estimula el inicio
inmediato de la regeneracion hepatica, los fendmenos regenerativos pueden

cronometrarse con precision. (83)(103)
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Basado tanto en los estudios de hepatectomia en animales, como en los estudios sobre
cultivos de hepatocitos, se ha demostrado que las sefiales asociadas con el inicio y el
control de los eventos proliferativos después de la hepatectomia parcial se pueden dividir
en dos grupos: mitdogenos completos y mitdgenos auxiliares. Los mitdogenos completos
son moléculas mitogénicas tanto en caldos de cultivos, como cuando se inyectan a
animales, y provocan sintesis de ADN de hepatocitos e hipertrofia del parénquima
hepatico. En esta categoria encontramos: el HGF, el receptor c-Met y los ligandos del
receptor de EGF. Por otro lado, los mitogenos auxiliares no son mitogénicos por si
mismos en medios de cultivo, y la ablacion de las vias de sefializacion asociadas con ellos
provoca un retraso en la regeneracion hepéatica, pero no la anula. Entre los mitogenos
auxiliares destacan: la norepinefrina, el TNF, la IL-6, el VEGF, la serotonina, los 4cidos

biliares, y la insulina (Fig.13). (103)(99)
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Fig.13.- Esquema de la senializacion que activa la regeneracion hepdtica tras una
hepatectomia parcial y las distintas senales reguladoras del crecimiento entre los

hepatocitos y las células no parenquimatosas.
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2.6. Mediadores moleculares del proceso de la

regeneracion hepatica

Los circuitos esenciales requeridos para el proceso de la regeneracion hepéatica se pueden
clasificar en tres redes: la de las citoquinas, la de los factores de crecimiento y la

metabolica.(36)

El parénquima hepatico postisquémico, como es el caso del higado después de la
embolizacion portal, y el parénquima hepético tras una reseccion, generan mediadores

inflamatorios induciendo la activacion de distintas moléculas y células.

De entre los mediadores pro- y antiinflamatorios, destacan las citoquinas, el sistema del
complemento, las caspasas, las moléculas de adhesion y el metabolismo del 6xido nitrico.
Su cuantificacion en los tejidos intervenidos, servirda para medir el nivel de respuesta

inflamatoria.

2.6.1. Citocinas

Las citocinas o citoquinas son péptidos solubles que son liberadas por muchos tipos de
células y facilitan la comunicacion entre las células, para colaborar en la regulacion de la

respuesta inmune, de la inflamacion y de la diferenciacion celular. (104)

El término citocina abarca las interleucinas (IL), las quimiocinas, las adipocinas, las
linfocinas, los factores estimulantes de colonias (CSF), los interferones (IFN) y la familia

del factor de necrosis tumoral (TNF). (104)

85



La familia de las citocinas es marcadamente extensa: habiéndose identificado mas de 100
miembros conocidos. Ante la ausencia de un sistema unificado de clasificacion, las
citocinas se identifican de diferentes maneras, superponiéndose algunas de ellas: segtn el
orden numérico de descubrimiento (IL-1, IL-2...IL-7, IL-8...IL-38...), segun la actividad
funcional (como el factor de necrosis tumoral o los factor estimulantes de colonias), segin
la célula primaria de origen (las monocinas derivadas de los monocitos, las linfocinas de
los linfocitos y las adipocinas de los adipocitos) y, mas recientemente, segiin la homologia

estructural compartida con moléculas relacionadas. (104,105)

Se trata de proteinas producidas principalmente por los linfocitos y los macréfagos
activados, también por neutrdfilos, células endoteliales, células epiteliales o adipocitos

entre otras.(106)

Las citocinas actiian uniéndose a un receptor que envia una sefial a una célula receptora,
produciendo un cambio en su funcion. Se trata de complejas cascadas de sefiales en las

que intervienen multiples factores. (105)

El uso de las citocinas como diana terapéutica se ha mostrado eficaz en muchas

enfermedades reumaticas, sobre todo para inhibir el TNF o la IL-6. En estos momentos,

se investigan muchas mas citocinas como dianas o sustancias terapéuticas. (105)

A continuacion, vamos a describir mas detalladamente algunas citocinas y sus funciones.

La mayoria de las citocinas desempefian un papel decisivo en las respuestas inflamatorias
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(ya sean innatas o adaptativas), al potenciarlas (proinflamatorias) o al inhibirlas

(antiinflamatorias), seglin sea el balance neto entre los efectos de ambos tipos. (106)

CITOCINAS PROINFLAMATORIAS:

Las principales citocinas de este grupo son la IL-1, la IL-6 y el TNF-a. Los macrofagos

activados constituyen la principal fuente productora de estas citocinas, aunque también

pueden producirlas linfocitos activados y otras células ajenas al sistema inmunitario,

como c¢lulas endoteliales y fibroblastos.

La interleucina-1 (IL-1), es codificada en el cromosoma 2, e histéricamente fue
una de las primeras citocinas descubiertas. Se presenta en dos formas: IL-1a,
asociada a la superficie celular, e IL-1p, secretada. Se sintetiza principalmente en
células mononucleares, inducida por microorganismos patégenos o la cascada
inflamatoria. Entre sus funciones mas importantes destacan: la activacion
endotelial, la funciéon protrombotica y la sintesis de proteinas de fase aguda
(proteina C reactiva, amiloide A sérico). Es cofactor en la estimulacion de

linfocitos y ademas un pirégeno enddgeno. (106,107)

La interleucina-6 (IL-6) es una citoquina pleiotrépica formada por 212
aminoacidos y codificada por un gen del cromosoma 7, que desempefia un papel
central en la hematopoyesis, la defensa del huésped y la inflamacioén. Induce la
sintesis de reactantes de fase aguda tales como la proteina C reactiva, el amiloide
A sérico, el fibrindgeno y la hepcidina en los hepatocitos, mientras que inhibe la
produccion de la albiimina. También juega un papel importante en la respuesta
inmune adquirida mediante la estimulacion de la produccion de anticuerpos y el

desarrollo de células T efectoras. Asimismo modula la regeneracion hepatica y
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protege al higado de la lesidon por isquemia-reperfusion. Debido a su actividad
pleiotrdpica, la produccion continua e irregular de IL-6 conduce a la aparicion o

desarrollo de diversas enfermedades. (108—111)

o El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina formada por 157
aminodcidos, secretada por una amplia variedad de células. Es un mediador
inflamatorio local, pero a nivel sistémico se considera el principal efector del
shock séptico. Produce la activacion del endotelio a nivel local mediante la
expresion de moléculas de adhesion endotelial (como la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1), ICAM-2 y la molécula de adhesion a células vasculares-
1 (VCAM-1)), a la vez que estimula la produccién de la quimiocina IL-8, y la
liberacion de oxido nitrico con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular. En vista de su conocida accion proinflamatoria, el TNF-a ha sido
identificado como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias. Es por ello que bloqueantes del TNF-a como el infliximab, el
adalimumab o el etanercept, se usan en el tratamiento de patologias como la

artritis reumatoide, la artritis psoridsica y la enfermedad de Crohn.(106,112,113)

CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS:

Las citocinas antiinflamatorias e inmunodepresoras contrarrestan los efectos de citocinas
proinflamatorias. Las principales son la IL-4, la IL-10 y el TGF-p.
e Lainterleucina-4 (IL-4) es la mejor caracterizada en la regulacion de la respuesta
inmune humoral, induciendo la secrecion de IgG y de IgE. Ademads, inhibe la
diferenciacion de linfocitos Thl y la sintesis de IL-6 e incrementa la sintesis del

antagonista del receptor de IL-1. El amplio rango de células en las que la IL-4
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actua resalta su naturaleza pleiotropica. El gen de la IL-4 se encuentra en el
cromosoma 5, junto con los genes de otras citocinas relacionadas como la IL-5, la
IL-13 o el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF).
Numerosos estudios han demostrado la funcion reguladora clave de la IL-4 en las
respuestas  alérgicas, asi como sus efectos antitumorales 'y

antiinflamatorios.(106,114-116)

La interleucina-10 (IL-10), es una importante citoquina inmunoreguladora
pleiotropica cuyo gen se encuentra en el cromosoma 1. Fue denominada
originalmente CSIF (factor inhibidor de sintesis de citoquinas), por su habilidad
para inhibir la produccion de numerosas citocinas como la IL-1, la [L-6, la IL-8 y
el TNF-a. Como potente citoquina inmunosupresora, la IL-10 bloquea la
respuesta inmune a diferentes niveles actuando tanto directa como indirectamente

en la inmunidad innata y adaptativa. (106,117,118)

CITOCINAS REGULADORAS DE LA INMUNIDAD:

Como consecuencia del estimulo antigénico, los linfocitos T virgenes o naive se

diferencian en linfocitos efectores (Th1, Th2...) o reguladores. Esto va a depender de tipo

de antigeno, de la célula presentadora del antigeno y del microambiente de citocinas que

se haya generado. Algunas citocinas tienen predominancia sobre la inmunidad celular,

como la IL-2, la IL-15 o el IFN-y, y otras sobre la inmunidad humoral como las IL-4, IL-

5 e 1L-6.(106)

La interleucina-5 (IL-5) es la citocina con rango de accion mas reducido, ya que
induce la produccion de IgA y eosindfilos. El gen que la codifica estd localizado

en el cromosoma 5. Es producida por Linfocitos Th2, mastocitos y eosinéfilos, y

89



sus principales funciones son la diferenciacion y la activacion de los eosinoéfilos,

y el crecimiento y la diferenciacion de los linfocitos B.(106,116)

QUIMIOCINAS:

Las quimiocinas o citocinas quimiotacticas, son pequeias proteinas secretadas por
muchos tipos de células en respuesta al dafio tisular. Durante las reacciones inflamatorias,
los leucocitos migran a través de las paredes de los vasos sanguineos hacia el tejido
extravascular donde ejercen gran variedad de funciones bioldgicas, esta migracion esta

regulada por las quimiocinas.(119,120)

A dia de hoy, en humanos se conocen alrededor de 50 quimiocinas, las cuales estdn
agrupadas en cuatro subfamilias (CC, CXC, CX3C y C) en base a sus diferencias

estructurales (secuencias de aminodcidos) y fisiologicas. (119)

Su funcion fundamental es la de activar, atraer y dirigir diversas familias de leucocitos
hacia los sitios de inflamacién o lesion, por lo cual son consideradas citocinas
proinflamatorias. (119) Es por ello que se conoce su papel en distintas enfermedades
como el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la glomerulonefritis, el sindrome de
distrés respiratorio agudo, donde destaca el papel de la IL-8, y la artritis reumatoide,
donde tiene una funcidén importante la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-

1). (119)(120)

e La interleucina-8 (IL-8) es una quimiciona proinflamatoria de la
subfamilia CXC, también conocida como proteina quimioatrayente de
neutrofilos-1 (NAP-1). Es una proteina apenas detectable en tejidos sanos,

pero que se induce rapidamente en respuesta a citoquinas proinflamatorias
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como el TNF-a o laIL-1. El aumento de sus niveles séricos puede conducir
a condiciones inflamatorias cronicas, como la artritis reumatoide, la
psoriasis, o la enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas, la IL-8 juega
un papel importante durante la angiogénesis, el crecimiento tumoral, y el
desarrollo de metastasis en algunos canceres como el de colon, el gastrico
o de pancreas.(121,122)

e La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) también
conocida como CCL2 (ligando de quimioquinas 2) es un miembro de la
familia de quimioquinas C-C y un potente factor quimiotdctico para
monocitos. El MCP-1 fue la primera quimiocina CC humana descubierta.
Esté localizado en el cromosoma 17, estd compuesta por 76 aminoacidos
y tiene un tamafio de 13 kDa. MCP pertenece a una familia compuesta de
al menos cuatro miembros (MCP-1, -2, -3 y -4). El reclutamiento de
monocitos/macréfagos en un Organo concreto, en respuesta a la
inflamacion, es una respuesta vital para eliminar los patogenos invasores
a través de la fagocitosis. Aunque clasicamente se ha asociado a patologias
como la enfermedad cardiovascular, la esclerosis multiple o la artritis
reumatoide, desempefia también un papel importante en la modulacién

inmune y en la eliminacion de infecciones viricas agudas. (123)

2.6.2. Caspasas

Las caspasas son una familia de enzimas perteneciente al grupo de las cistein-proteasas,

las cuales se caracterizan por presentar un residuo de cisteina que media la ruptura de
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otras proteinas. El nombre de caspasas, deriva de cisteinil-aspartato-proteasas, ya que el

corte se produce en concreto a nivel de un residuo de aspartato. (124)(125)(126)

Se encuentran en el entorno intracelular de todos los organismos multicelulares
estudiados hasta el momento.(125)(126) La primera en descubrirse fue la enzima
convertidora de interleucina-1- (ICE), conocida desde entonces como caspasa-1 y
responsable de la maduracion de la pro-interleucina-1-3 mediante un proceso proteolitico,

a su forma biologicamente activa, la interleucina-1-3. (124)(125)

El descubrimiento de la ICE o caspasa-1 no evidenci6 el papel de estas proteasas en la
muerte celular. La importancia de las caspasas como responsables de los procesos de
apoptosis fue establecida por Yuan y colaboradores en 1993 al encontrar que el producto
del gen ced-3, una cistein-proteasa andloga de ICE, estaba implicado en los procesos de

muerte celular durante el desarrollo del nematodo C. elegans. (125)(126)(127)

Podemos clasificar las caspasas de diferentes maneras: filogenéticamente (caspasa-1,
caspasa-2, ... caspasa-9...) y segun su funcién en caspasas inflamatorias y caspasas
apoptoticas. El grupo inflamatorio estd formado por los homologos de la ICE como la
caspasas-1, -4 y -11, que participan en el procesamiento de citoquinas proinflamatorias,
y el grupo apoptotico, estd formado por las caspasas relacionadas con la proteina CED-3,
cuya funcidn es necesaria para iniciar y ejecutar la respuesta apoptotica durante la muerte
celular programada. Estas caspasas apoptoticas se subdividen a su vez en dos subgrupos,
las caspasas iniciadoras o activadoras de la apoptosis, como las casapasas-2 y -9 y las
caspasas efectoras o ejecutoras de la apoptosis, como las caspasas-3 y -7.

(124)(125)(126)(128)
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Todas las caspasas se sintetizan como pro-caspasas, es decir, precursores inactivos o
zimogenos. Estas formas inactivas carecen de actividad proteolitica. Las caspasas
efectoras se activan proteoliticamente por las caspasas iniciadoras. Una vez activadas
procesan a su vez otros sustratos proteicos que mediardn en las distintas vias de apoptosis.
(125)(126) Tanto antes como después de su activacion, las caspasas pueden ser reguladas
a través de distintos mecanismos, incluyendo modificaciones post-translacionales e

interacciones proteina-proteina. (128)

e La caspasa-3 es la caspasa apoptotica efectora mejor caracterizada. Su accion se
puede regular mediante modificaciones post-translacionales, e inhibirse mediante
fosforilizacion. Tiene funciones tanto distintas como superpuestas a las otras dos
caspasas efectoras, las caspasas-6 y -7. (128)(129) Ademas de la apoptosis,
participa en otras funciones como la inhibicion de los linfocitos B, la maduracion
de las células dendriticas, y la proliferacion de queratinocitos y células neuronales.

(126)

2.6.3. Metabolismo del oxido nitrico

La formacion endogena de o6xido nitrico estd controlada por la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS), que cataliza la conversion de L-arginina a L-citrulina produciendo 6xido

nitrico. (130)

El 6xido de nitrégeno (II), 6xido nitrico 0o mondxido de nitrégeno (NO) es un gas incoloro,

con funcion vasodilatadora. Hay dos fuentes del mismo en los organismos: una es
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derivada de la degradaciéon o transformacion de sustancias quimicas inorganicas
nitrogenadas en el cuerpo y los alimentos; y la otra es la mediada por la enzima NOS

mediante una reaccion de oxidacion-reduccion.(131)

La NOS presenta 3 subtipos, dos constitutivas la NOS neuronal (nNOS) y la NOS
endotelial (eNOS) y una inducible (iNOS). Las NOS constitutivas son dependientes del
calcio y de la calmodulina. La nNOS actua como un neurotransmisor periférico e induce
vasodilatacion cerebral, y la eNOS se encuentra en el endotelio vascular y produce
vasodilatacion. La iNOS es independiente del calcio y de la calmodulina y se induce por
citocinas, sobre todo en células inflamatorias (macrofagos, granulocitos), pero también
en miocitos lisos vasculares. La iNOS aumenta la respuesta a la infeccion y estimula la
inflamacion y la cicatrizacion de las heridas. En sepsis graves participa en la
vasodilatacion sistémica caracteristica del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

(130)

El NO se produce principalmente por catalisis de la eNOS, y también por la regulacién
positiva de la expresion de iNOS durante la isquemia hepética aguda. Se ha descrito que
la iNOS es inducida a producir grandes cantidades de NO por el lipopolisacarido, la IL-1
y el TNF, los cuales como ya hemos mencionado previamente (capitulo 2.5.1)
desempefian un papel importante en distintos procesos inflamatorios y reacciones

inmunes, y en algunas enfermedades. (131)

El NO posee un papel hepato-protector, el cual ha sido demostrado por diversos
mecanismos: como la inhibicion de la apoptosis de los hepatocitos, el enlentecimiento de

la infiltracién de macrofagos, la disminucion de citocinas inflamatorias, el mantenimiento
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de la microcirculacion del higado, la aceleracion de la oxigenacion tisular hepatica,
estabilizando los niveles de ATP, y disminuyendo la lesion por estrés oxidativo entre

otros. (131)

2.6.4. Metabolismo energético

La sefializacion purinérgica es una forma de sefializacion extracelular mediada por
nucleodsidos y nucledtidos de purina como la adenosina y el ATP. La senalizacion
purinérgica regula distintos procesos hepaticos como la secrecion de acidos biliares o el
metabolismo del glucdgeno, tanto en el higado sano como en el enfermo. El estrés
biologico puede conducir a la alteracion de la sefializacion purinérgica, lo que conlleva
un aumento de procesos inflamatorios, resistencia a la insulina, alteraciones vasculares y

una regeneracion anormal de las células hepaticas.(132)

El ATP es un metabolito central que desempefia funciones fundamentales como molécula
de transferencia de energia. Es a su vez, un donante de fosfato y una molécula de
sefializacion dentro de las células. Mediante la hidrolisis del ATP, se obtiene adenosin
difosfato (ADP), fosfato inorgédnico y energia. Por ello, la relacion ATP:ADP es un
importante parametro de control fisiologico. Este ratio es directamente proporcional a la

carga de energia celular.(133)

El higado sintetiza la mayoria de los nucledtidos del cuerpo, y ademas es uno de los
organos con mayor actividad ATPasa y ADPasa. La sefializacion purinérgica es uno de
los mecanismos de regulacion de la respuesta inmune en el higado. E1 ATP participa en

la glucogenolisis, en la vasodilatacion hepatica, y en la activacion de mitdgenos via
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protein-quinasas. Ademas, induce la expresion de citoquinas proinflamatorias como la

IL-1B y el TNF-0..(132)(134)

Esta claramente establecida la implicacion del ATP en la regeneracion hepatica, ya que
ésta requiere un enorme suministro de energia. E1 ATP activa la sefializacion de la quinasa
c-jun y la progresion del ciclo celular en los hepatocitos, participando en el inicio de la
regeneracion, y en el crecimiento y el desarrollo del higado. La regeneracion hepdtica tras
una hepatectomia parcial requiere un gran suministro de energia, necesario para evitar la
[HPH. Por otro lado, el aumento del metabolismo del ATP se asocia con una regeneracion

mas rapida.(132)(135)

La carga energética también se ha estudiado en el trasplante hepatico, demostrando que
conservar la carga energética es critico en el periodo peritrasplante, y como los niveles de
nucledtidos de adenina cambian rapidamente después de la reperfusion, asi como los
ratios entre ATP, ADP y adenosin monofosfato (AMP), correlaciondndose ademas

significativamente con la funcion de injerto.(136)

2.7. Cirugia hepatica en modelo porcino

Los cerdos domésticos son comunmente utilizados en cirugia experimental debido a las
numerosas similitudes entre la anatomia y la fisiologia porcina y humana. El higado
porcino es un organo solido con doble aporte sanguineo, portal y arterial, y un drenaje
venoso a través de las venas suprahepaticas. Su estructura microvascular es también

similar a la humana. Su tamafio comparable al humano permite mayor trascendencia en
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los procedimientos quirtrgicos, que en los casos de modelos experimentales de animales
pequefios. Ademas, los cerdos son animales facilmente disponibles y generalmente

robustos para su uso como modelo quirurgico. (137)(138)(139)

Para realizar una reseccion hepatica o un trasplante en un modelo porcino, se requiere un

conocimiento detallado de la anatomia del higado.

2.7.1. Anatomia comparada del higado porcino y humano

El higado de cerdo se puede dividir en cinco l6bulos o en ocho segmentos mas o menos
similares a los descritos en el higado humano por Couinaud en 1954.(140) Cada segmento
tiene su propio suministro arterial, drenaje venoso y biliar. Como se aprecia en la
Fig.14(A) el 16bulo lateral izquierdo (LLI) se puede dividir en los segmentos II y III, el
lobulo medial izquierdo (LMI) se compone del segmento IV, el l6bulo medial derecho
(LMD) esta formado por los segmentos V y VIII, el 16bulo lateral derecho (LLD) por los

segmentos VI, VII y el I16bulo caudado corresponde al segmento 1. (137)(141)

Esta segmentacion es casi idéntica a la del ser humano, con la excepcion del segmento I,
o l6bulo caudado, que en el cerdo esta adyacente al LLD y contiene la vena cava dentro
del su parénquima. También hay una marcada diferencia en los volimenes relativos de

los segmentos en comparacion con los de los humanos. (141)
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Fig.14.- Anatomia del higado porcino: (A) disposicion lobar y segmentaria (141); y (B)

vasculatura portal (142).

La aplicacion practica de la clasificacion anatdmica porcina en segmentos es compleja, y
es por ello que en nuestro modelo hemos utilizado la divisién del parénquima hepéatico

porcino en cinco 16bulos.(141)

En cuanto a la anatomia vascular del higado porcino, a diferencia de humano que la porta
tiene dos troncos principales y una rama para cada segmento, la porta porcina tiene un eje
comun que recorre de derecha a izquierda la placa hiliar y a lo largo de su recorrido va
dando distintas ramas para cada uno de los diferentes 16bulos Fig.14(B). La irrigacion
arterial del higado tiene un recorrido similar al de la vena porta. La arteria hepatica
principal se divide en un niimero variable de ramas, pero mas comunmente hay tres o
cuatro ramas visibles anteriores al tronco portal, antes de ingresar al parénquima hepatico.

(137)(138)(142)

El drenaje venoso en el higado de cerdo se lleva a cabo de forma similar al humano, a

través de 4 venas suprahepaticas que drenan los LLI, LMI, LMD y LLD. La tnica
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excepcion es el segmento I, que drena directamente en la vena cava inferior. Es necesario
tener en cuenta que la vena cava inferior y la confluencia de las venas suprahepaticas en

el cerdo son intraparenquimatosas, lo que puede dificultar la reseccion hepatica. (137)

A su vez, el sistema biliar tiene una distribucion paralela al arbol vascular. Esta
distribucion segmentaria de los conductos biliares tanto humanos como porcinos, idéntica
a la de la vena porta, se debe a que ambas estructuras se encuentran juntas dentro de las

vainas glissonianas. (137)(138)

2.7.2. Nomenclatura estandarizada para las resecciones

hepaticas en modelo porcino

El modelo porcino, como ya hemos comentado previamente, se ha convertido en un
modelo Optimo para estudios en el ambito hepatobiliar, y en concreto un modelo ideal
para estudiar el SFFS y los distintos tipos de modulacion de flujo portal. Sin embargo,
existe una considerable heterogeneidad en los estudios experimentales en términos del
tipo de modelo utilizado, lo que hace dificil sacar conclusiones firmes. Por ello en 2016,
el grupo francés de Mohkam describié una nomenclatura anatémica estandarizada, para

contribuir a la comprension del SFSS.(143)
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En la Fig.15 apreciamos los distintos tipos de hepatectomia, el % de higado resecado y

cuales son los 16bulos hepaticos remanentes.

Section

Segment or Type of hepatectomy
lobe (estimated percentage of resected volume)
—_
1 Calzgzﬁe } Liver remnant
Liver remnant
7 Right Liver remnant
lateral
section
. ™ Liver remnant Subtotal hepatectomy
Left trisectionectomy +
5 ) partial right lateral
R;%’,‘tl sectionectomy
media
8 section L
Left trisectionectomy
-
Left hemi-hepatectomy
4 Left medial
section
(90%)
3 (80%)
Left lateral
2 section (70%)

(45%)

Fig.15.- Nomenclatura estandarizada propuesta para los diferentes modelos de

hepatectomia porcina.(143)

El modelo utilizado en nuestro experimento consiste en una hepatectomia del 90%, es

decir, que consiste en la reseccion de los LLI, LMI, LMD y LLD, dejando como unico

remanente el 16bulo caudado. En publicaciones previas nos habiamos referido a este tipo

de reseccion como “hepatectomia hiperextendida”. En el presente trabajo, y sucesivos, lo

denominaremos hepatectomia subtotal para ajustarnos a la nomenclatura estdndar.

(143)(48)
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3. JUSTIFICACION
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Justificacion:

Actualmente, hay una limitacion en la extension de las resecciones hepaticas debido al
volumen del remanente hepatico. Por ello conseguir expandir estos limites establecidos,

es una de las mayores areas de investigacion y debate de la cirugia hepatobiliar.

El Precondicionamiento Regenerativo, ya ha mostrado resultados favorables. Nuestro
equipo de investigacion ha desarrollado previamente estudios en modelo porcino sobre
hepatectomias subtotales, a las que se aplico el estimulo regenerativo de la embolizacion
portal preoperatoria, mostrando beneficios en cuanto a la tolerancia al hiperaflujo portal

y al mantenimiento de la funcion hepatica.

El presente estudio pretende profundizar en el conocimiento de los mecanismos
moleculares que se asocian al “Precondicionamiento regenerativo” y son responsables de
esa mejor tolerancia y del mantenimiento de la funcion hepdtica. Gracias a esta estrategia
podriamos aumentar el niimero de pacientes resecables, al hacer mdas seguras las

resecciones hepaticas mayores.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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4.1. Hipotesis

El “Precondicionamiento regenerativo” con embolizacion portal 24 horas antes de una
hepatectomia subtotal (90%), produce una serie de cambios en el ambiente microvascular

hepéatico que provocan una mejor tolerancia a una reseccion hepatica subtotal.

4.2. Objetivos

1. Describir el perfil molecular y el metabolismo energético del Sindrome de “Small-
For-Flow” en un modelo porcino.

2. Evaluar la influencia del “Precondicionamiento regenerativo” en el perfil
molecular del Sindrome de “Small-For-Flow” en un modelo porcino, estudiando

distintos mediadores moleculares del proceso de la regeneracion hepatica.

3. Evaluar la influencia del “Precondicionamiento regenerativo” en el metabolismo

energético del Sindrome de “Small-For-Flow” en un modelo porcino.
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5. MATERIAL Y METODOS
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5.1. Resumen

Se ha realizado un estudio experimental agudo sobre un modelo porcino de “Small for
flow”. Dos grupos de diez cerdos fueron sometidos a una hepatectomia del 90%. Los
animales del grupo experimental, fueron sometidos a embolizacion portal 24 horas antes
de la reseccion hepatica.

Antes, durante y después del procedimiento, se analizaron diferentes parametros
hemodinamicos, bioquimicos, histologicos y moleculares con la finalidad de estudiar la
respuesta hepatica a una hepatectomia mayor, y la posible proteccion ofrecida por el

“Precondicionamiento regenerativo”.

5.2. Material

5.2.1 Material biologico: animales

Para desarrollar el presente estudio se emplearon 20 cerdos hembras de las razas Large-
White y Minipig. Los animales tenian un peso comprendido entre 28 y 60 kilogramos,
con una media de 42 *+ 8’8 kilogramos, y una altura comprendida entre 105 y 150

centimetros, con una media de 132 + 16 centimetros.

El Large-White, o gran cerdo blanco inglés, es una raza de cerdo originaria de Inglaterra
(Condado de Yorkshire). Es un cerdo uniformemente blanco, de orejas tiesas y patas
largas. Son cerdos adaptados tanto a la crianza al aire libre como en cautividad,

constituyendo en la actualidad una de las razas porcinas mas extendidas.(144)
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El Minipig o minicerdo, es una variedad de cerdo doméstico de pequefio tamafio. Existen
diversas razas de cerdo de esta variedad. Esta establecido que la talla del minipig adulto
debe ser menor de 50 centimetros y de 60 kilogramos para ser clasificado como tal. En
un principio fueron utilizados para la experimentaciéon y la investigacion, aunque

actualmente se han popularizado también como animales de compafiia.(145)

Los procedimientos realizados con animales en este Proyecto de Investigacion fueron
aprobados por el Comité de Etica en Experimentacion Animal (CEEA) del Hospital
General Universitario Gregorio Marafion (HGUGM) en Madrid, y por el Comité Etico de
Experimentacion Animal del Centro de Cirugia Minimamente Invasiva Jesus Uson
(CCMIJU) en Céceres. Los experimentos se practicaron cumpliendo la normativa en
vigor relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos (Directiva
2010/63/UE y RD 53/2013) y el personal que participé en los experimentos estaba
previamente capacitado segun el RD 53/2013 y la Orden ECC 566/2015, con las actuales
Categorias C (Realizacion de los Procedimientos) y/o D (Disefio de los Proyectos y
Procedimientos) en experimentacion animal. En la direccion y el disefio del proyecto, se
han seguido los principios de las “3 erres” en experimentacion animal: reduccion,

reemplazo y refinamiento.

5.2.2 Instalaciones: quirofanos y laboratorios

Los protocolos quirtrgicos y anestésicos de este estudio se desarrollaron en el area
quirargica de la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del HGUGM (Fig.16) y en

los quir6fanos y la sala de radiologia intervencionista del CCMIJU (Fig.17-18).
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El quiréfano experimental del HGUGM esta ubicado en el edificio de Medicina
Experimental y Cirugia de IiSGM (Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio
Marafion). Consta de 97 m? divididos en un quirdéfano, un antequir6fano, una sala de
limpieza con autoclave para esterilizacion, un area sucia para instrumentos de lavado y
cofres para los cadaveres de los animales, ademés de laboratorios de microcirugia,
despachos y vestuarios. Las instalaciones del area quirtrgica incluyen material necesario
para realizar dos intervenciones quirurgicas a la vez. Consta de dos mesas y cuatro
lamparas quirurgicas de alta intensidad. Ademas de instrumental quirtirgico estandar para
laparotomia, y material especifico de cirugia hepatobiliar. Respecto al equipamiento
anestésico, el quiréfano dispone de respiradores modelo Drager SA 1 (Driguer Medical,
Liibeck, Alemania), capnografos Ohmeda 5250 RGM (General Electric Health Care,
USA), un analizador de gases GEM Premiere 5000, un monitor de Swan-Ganz de gasto
continuo (Edwards, Irving, California, USA) y un desfibrilador con palas externas e

internas Life Pulse (HVE, Miami, USA).

El CCMIJU es una institucion multidisciplinar dedicada a la investigacion, formacion e
innovacion en el dmbito sanitario. Con una dilatada experiencia en investigacion
traslacional en distintos campos de especializacion. Dispone de una superficie de mas de
20.000 m? dividido en cuatro zonas diferenciadas: area quirurgica, area administrativa,
area de eventos y congresos, y area residencial. El 4rea quirurgica cuenta con diez salas
experimentales (TAC, RNM, dos quir6éfanos integrados, tres quir6fanos tematicos de
laparoscopia, microcirugia y radiologia intervencionista y tres quirdfanos de apoyo) con
un equipamiento completo de ultima generacion. Ademads, cuenta con una unidad de

cuidados intensivos para los animales, donde pueden permanecer intubados tras la
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intervencidon en caso de ser necesario. Y también con una zona de laboratorios y un

animalario de mas de 2.000m?.

El analisis de las muestras, tanto sanguineas como de tejido, que se obtuvieron en los
experimentos, se analizaron en el Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Maranon

y en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad

Complutense de Madrid.

Fig.16.- Imagen del quirofano de cirugia experimental del HGUGM
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Fig.17.- Imagen del quirofano del CCMIJU

Fig.18.-Imagen de la sala de radiologia intervencionista del CCMIJU
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5.3. Métodos

5.3.1 Disefio experimental

Se disenid un estudio experimental prospectivo agudo sobre un modelo porcino, veinte

cerdos hembras de las razas large-white (n=8) y minipig (n=12).

La investigacion se realizo en dos grupos de estudio (Fig.19): un grupo experimental

(precondicionamiento) y un grupo control (n = 10/ grupo).

Se realiz6 una hepatectomia subtotal (hepatectomia del 90%) en ambos grupos de cerdos.

. Grupo precondicionamiento (PREC): los animales del grupo experimental
fueron sometidos al “Precondicionamiento regenerativo” mediante embolizacién portal
24 horas antes de la cirugia

. Grupo control (CON): estos animales no experimentaron la embolizacion de las

ramas portales previo a la hepatectomia.

| | A
r 1 I 1

m | Embolizacin portal || Hepatectomia 90% [=»|  Sacrificio |
m >| Hepatectomia 90% |->| Sacrificio |

Fig.19.-Esquema de los tratamientos realizados en los dos grupos de animales del

estudio.
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Los datos hemodinamicos, analiticos, moleculares e histologicos de ambos grupos fueron

comparados para evaluar la eficacia de la embolizacion portal

5.3.2. Protocolo anestésico

Todos los animales fueron sometidos a cirugia bajo anestesia general siguiendo un

protocolo estandar.

Inicialmente, los animales fueron estabulados 24 horas antes de la operacion.
Permanecieron en ayunas, pero con acceso libre al agua. Se les colocé un parche de

fentanilo 12 horas antes de la intervencion, para su absorcion percutanea.

A la mafiana siguiente, todos los cerdos fueron premedicados con ketamina intramuscular
15 mg / kg de peso. Una vez conseguida una correcta sedacion, se trasladé al animal al
quir6fano. Se registrd el peso y la longitud, se coloco una manta térmica para evitar la

hipotermia y se canaliz6 una via periférica de calibre 20-22G en la oreja.

Después de la preoxigenacion con oxigeno al 100%, se indujo anestesia general con
fentanilo (3 mcg / kg i.v.), propofol (2-4 mg / kg i.v.) y atracurio (0,6 mg / kg i.v.).
Posteriormente, se intubd al animal y se colocd una sonda nasogéstrica para facilitar el
procedimiento quirurgico. El tubo se conectd a un respirador Dréguer modelo SA1 y se
realizd ventilacion controlada por volumen con volumen corriente de 6-10 ml/kg, 10-14

respiraciones por minuto, relacion inspiracion:espiracion de 1:2, PEEP de 5 y con FiO2
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de 0.5-0.6. Se mantuvo con perfusion continua de remifentanilo (0.05-0.3 mcg/kg/min) y

atracurio (0.3-0.6 mg/kg/h), y se realizd el mantenimiento anestésico.

La fluidoterapia se realizo con una perfusion intravenosa de 6-8 ml / kg / h de cristaloides.
El coloide hidroxietil almidon (Voluven®) se afiadi6 cuando fue necesario para mantener
la estabilidad hemodindmica. Si se produjo hipotension (PAM <60 mmHg) a pesar de la
fluidoterapia, se agregaron bolos intravenosos de farmacos vasoactivos, efedrina 5 mg o
fenilefrina 0,1 mg para mantener la PAM igual o superior a 60 mmHg. Después de la
hepatectomia, se midi6 la glucemia por hora y se administrd una solucioén glucosada al

10% para mantener la glucemia por encima de 100 mg / dI.

5.3.3. Monitorizacion de la hemodinamica sistémica

La monitorizacioén inicial consistié en electrocardiograma (ECG) de una derivacion,
pulsioximetria, capnografia, y FiO2. A continuacion, y una vez el animal fue anestesiado,

se procedio a la canalizacion de las distintas vias.

De forma percutdnea y guiada por ecografia, se canalizaron la arteria y la vena femoral.
La arteria femoral se canaliz6 con catéter de PICCO®, y mediante el monitor PICCO2®
se midieron las siguientes variables hemodinadmicas: temperatura, indice cardiaco (CI),
indice de funcion cardiaca (CFI), indice de volumen telediastélico global (GEDI), indice
de agua pulmonar extravascular (ELWI), presion arterial (PA), indice de resistencias
vasculares sistémicas (SVRI), frecuencia cardiaca (FC), indice de volumen sistélico
(SVI), variacion de volumen sistélico (SVV), indice de contractilidad del ventriculo

izquierdo (DpMax). Se canalizé la vena femoral con un introductor de 7F y se introdujo
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un catéter de Swan-Ganz hasta la desembocadura de las venas suprahepaticas en la vena
cava inferior bajo control directo por palpacion por parte del equipo quirurgico para medir
la presion suprahepatica (PVSH). Ademads, se canalizé la vena yugular interna con un
catéter bilumen, mediante diseccion abierta por parte del equipo quirirgico, y se midio

asi la presion venosa central (PVC).

5.3.4. Monitorizacion de la hemodinamica y funcion hepatica

5.3.4.1. Hemodinamica hepatica:
La medicion de la presion suprahepatica se llevd a cabo con el catéter de Swan-Ganz
colocado en las venas suprahepdticas a través de la femoral como se ha explicado en el

punto anterior.

Los flujos sanguineos de la vena porta (FP) y de la arteria hepatica (FA) se midieron con
un flujometro similar al utilizado en el trasplante hepatico, es decir, un medidor de flujo
por tiempo de transito (MedieStim® AS, Oslo, Norway). Las sondas que se utilizaron
fueron de 4mm para la arteria hepatica y de 8mm para la vena porta. De esta manera se
obtuvieron también los indices de pulsatilidad arterial (PIa) y portal (PIp).

El flujo hepatico total (FHT) se calcul6 mediante la siguiente formula.

FHT = FA+ FP
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Los flujos sanguineos fueron corregidos por peso, obteniendo el flujo arterial corregido
por 100 gramos de peso (FA100g) y el flujo portal corregido por 100 gramos de peso

(FP100g), los cuales se calcularon a través las siguientes ecuaciones:

FA
FA100g =
g peso del higado remanente en gramos / 100
FP
FP100g =

peso del higado remanente en gramos / 100

El porcentaje que suponen el FA respecto al FHT (%FA/FHT) y el FP respecto al FHT

(%FP/FHT) fueron calculados de la siguiente manera:

FA

FP

Como luego se explicard mas detalladamente en el protocolo quirtrgico (punto 5.3.8), la
presion de la vena porta (PP) se midio a través de un catéter que se introdujo en la misma

a través de una vena gastroduodenal.
El gradiente de presion portosistémico (GPPS), es la diferencia de presion entre la vena

porta y la vena cava, por lo que se establecid de la siguiente manera:

GPPS = PP — PVSH
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5.3.4.2. Funcion hepatica:

La funcidn hepatica se monitoriz6 mediante la medicion del aclaramiento del verde de
indocianina (ICG) con un monitor PiCCO2® (Pulsion Medical System AG, Munich,
Germany). El aclaramiento del ICG se expresa utilizando dos parametros después de la
inyeccion intravenosa de 0 5mg/kg de ICG. Con los datos de la curva de concentracion
de ICG el monitor proporciona dos resultados: la tasa de desaparicion en el plasma (PDR)

y el R15.

La coagulacion y la bioquimica hepatica, obtenidas de las muestras de sangre periférica
se utilizaron para medir la capacidad de sintesis hepatica. De la coagulacion se estudiaron
los siguientes pardmetros: INR, APTT y tiempo de protrombina; y de la bioquimica

hepatica, las enzimas hepaticas: GOT, GPT, GGT y Fosfatasa Alcalina.

5.3.5. Protocolo de medicion de la presion intracraneal

La monitorizacion de la presion intracraneal (PIC) se realizé mediante la introduccion de
un sensor cerebral intraparenquimal (Camino® Integra®) antes de la cirugia. (146) La
PIC se monitorizd antes de la cirugia, después de la reseccion a los, y a las 3 horas, 6

horas, 12 horas y 24 horas después de la intervencion.

Antes y después de la cirugia, se realizé un TC craneal para evaluar la posicion del sensor

y la presencia de signos de edema cerebral. (147)(148)
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Cuando la PIC aument6 mas de 20 mm Hg después de la hepatectomia, se administraron

bolos de pentotal (1-4 mg / kg) o manitol 20% (0,25 a 1 gr / kg /2-6 h).

5.3.6. Volumetria

Se realiz6 un TC abdominal con contraste intravenoso, antes de la embolizacion en el
grupo control, y antes y después de la hepatectomia en todos los animales (Philips CT
Scanner Brilliance 6 slice). El calculo de los volumenes hepaticos total y remanente se

realizé con un programa de segmentacion hepatica (Philips Intellispace Portal).

En los TC que se hicieron antes de la embolizacion portal y antes de la hepatectomia, se
calcul6 el porcentaje del volumen total que correspondia al volumen remanente estimado.
En los TAC que se hicieron tras la hepatectomia, se comprobd como el remanente

hepatico era del 10%, y con ello la hepatectomia, efectivamente del 90%.

5.3.7. Embolizacion

A través de una vena yeyunal, y con control fluoroscopico se introdujo un introductor

para embolizar la vena porta con particulas de Gelfoam.

Se embolizo el 90% del arbol portal intrahepatico, quedando sin embolizar inicamente

las ramas portales que irrigaban el l6bulo caudado.
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5.3.8. Protocolo quirurgico

5.3.8.1. Protocolo quirurgico para la embolizacion portal:

El dia de la embolizacion portal, se realizé una laparotomia media por encima del receso
urinario de unos 15 cm. Se procedi6 a la canulacion de una vena yeyunal y a la colocacion
de un catéter introductor a través de la vena yeyunal para acceder a la vena porta.

A través de dicho catéter se procede a la embolizacion portal del parénquima a resecar

con particulas de Gelfoam.

Una vez completada la embolizacion, se extrajo el catéter y se realizd el cierre de la

laparotomia media con sutura irreabsorbible. Posteriormente se despert6 al animal.

5.3.8.2. Protocolo quirurgico para la hepatectomia del 90%:
Para la reseccion hepatica del 90%, los animales se colocaron en dectbito supino, se
cubrieron de manera estéril y se realizaron los siguientes pasos:
e Laparotomia en J o de Makuuchi
e Movilizacion hepatica seccionando el ligamento falciforme, el triangular
izquierdo y el ligamento de fijacion retrohepatico.
e Diseccion de la vena porta e introduccion de un catéter de via central a la misma
a través de una vena gastroduodenal. El catéter, que va conectado a un sistema de
presion, queda fijado durante la cirugia para la monitorizacion de la presion portal.
e Diseccion de la arteria hepatica y aislamiento de la misma con un vessel loop para

facilitar su identificacion durante la cirugia.
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e Medicién de los distintos pardmetros hemodinamicos, y toma de biopsias y
muestras sanguineas (Bas).

e La reseccion hepdtica consistio en una hepatectomia del 90%. Fue una reseccion
en bloque de los lobulos lateral izquierdo (LLI), 16bulo medial izquierdo (LMI),
lobulo medial derecho (LMD) y l6bulo lateral derecho (LLD). La transeccion
parenquimatosa se realizé después de la colocacion de un torniquete (cinta de
algodén) alrededor del parénquima que se fijé con puntos sueltos de prolene de
1/0, y de la realizacién de una sutura de hemostasia con hilos de prolene de 0/0,
sobre la cinta del torniquete. (137)(149)

e Revision de la hemostasia y lavado.

e Una vez estabilizado el animal, se procedié de nuevo a la medicion de los distintos
parametros hemodinadmicos sistémicos y hepaticos, y a la toma de biopsias y
muestras sanguineas (H15”).

e Después de confirmar una hemostasia adecuada, la cavidad abdominal se lavo con
solucion salina estéril al 0,9%

e Retirada del catéter portal.

e Cierre de la laparotomia en J en dos planos con sutura irreabsorbible.

5.3.8.3. Protocolo quirurgico para la realizacion de biopsias hepaticas:

Las biopsias hepaticas se realizaron de la siguiente manera. Una vez se realizd la
laparotomia y el higado estaba expuesto, se procedio a la exéresis en cuia de una biopsia
hepatica. Se llevd a cabo en un borde del higado, realizando dos cortes con el bisturi frio
en forma de tridngulo o cufia. Posteriormente se dio un punto hemostético con una sutura
de goretex del 0. En caso de sangrado a pesar de la sutura, se complet6 la hemostasia con

el bisturi eléctrico.

125



5.3.9. Protocolo para la toma de muestras y mediciones

La medicion de los distintos parametros hemodindmicos y de funcién hepatica, la
extraccion de las muestras de sangre y la obtencion de las biopsias hepaticas se realizaron

en tres momentos:

e Al principio de la intervencion, lo que denominamos como momento basal (Bas).
e Una vez pasados 15 minutos de la realizacion de la hepatectomia subtotal (H15')
cuando los animales ya estaban estabilizados

e Previo al sacrificio del animal, 24 horas después de la intervencion quirurgica

(H24h).

En la Fig.20. vemos un “flow-chart” o diagrama de flujo con los diferentes pasos que se

llevan a cabo antes y durante la intervencion y el seguimiento postoperatorio.

| Anestesia |

¥

| Monitorizacion PIC |

r ——————— > | Muestras y mediciones Bas |

r ------- bl Muestras y mediciones H15’ |

| UCI 24h. |
r ——————— > | Muestras y mediciones H24h

| Sacrificio |

126



Fig.20.-Esquema de la toma de muestras durante el desarrollo del procedimiento.

Las muestras y mediciones fueron las siguientes:

e Muestras sanguineas para determinacion de hemograma, coagulacion y perfil

hepatico
e Muestras sanguineas para andlisis inmunohistoquimico y genémico

e Medicion de PDR mediante el Test ICG

e Hemodinamica: gasto cardiaco, presion venosa central, presion venas

suprahepaticas, presion arterial sistolica y diastolica, presion portal, flujo portal y

de la arteria hepatica, y gradiente de presion portosistémico

e Biopsias. Se procedio a la obtencion de una cufia hepatica del remanente para

estudio de anatomia patologica

5.3.10. Estudio histologico y evaluacion de la proliferacion

celular

El procesamiento histologico de las muestras fue el habitual de un laboratorio general de

histologia.

Las muestras de tejido hepatico se fijaron en solucion de formalina tamponada al 10%

durante 18-24 horas, fueron deshidratadas, aclaradas y embebidas en parafina y cortadas
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(6 um de espesor) con un microtomo. Las secciones histoldgicas se tifieron con
hematoxilina-eosina y tricromico de Masson, y se evaluaron por dos patdlogos diferentes.
Se elabord una puntuacion de dafio histologico a partir de siete pardmetros (tabla.1):
congestion, hemorragia, edema periportal, edema septal, desprendimiento endotelial,

necrosis y apoptosis. Cada variable se califico: sin dafo (0), bajo (1), moderado (2),

severo (3).
Sin | Bajo | Moderado | Severo
Congestion 0 1 2 3
Hemorragia 0 1 2 3
Edema periportal 0 1 2 3
Edema septal 0 1 2 3
Desprendimiento endotelial 0 1 2 3
Necrosis 0 1 2 3
Apoptosis 0 1 2 3

Tabla.1.-Las variables histologicas que se evaluaron y la puntuacion posible.

En el score histologico final se establecié que algunas variables consideradas como
propias de un dano mas grave tuvieran un valor doble: la hemorragia, el desprendimiento
endotelial, la necrosis y la apoptosis. Calculando la puntuacion final con la siguiente

foérmula:

Dario histologico = 2 (congestion + 2 x hemorragia + edema periportal + edema septal

+ 2 x desprendimiento endotelial + 2 x necrosis + 2 x apoptosis)
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De tal manera, la puntuacion final variaba de 0 a 33 puntos. Se considero daiio histologico

a partir de una puntuacion de 3 puntos.(142,150)

El estudio de la proliferacion celular de los hepatocitos se evalué mediante estudio
inmunohistoquimico de Ki-67 usando un anticuerpo monoclonal de conejo prediluido
(IgG) que se une al extremo C-terminal del antigeno Ki-67 (Clon 30-9, Ventana, Tucson,
AZ, EE. UU.) a una concentracion de 2 microgramos / ml. Las secciones de tejido se
tifieron en el colorante automatico ULTRA Benchmark de Ventana, utilizando el kit de
deteccion Optiview DAB (Ventana). El anticuerpo Ki-67 se utilizd para evaluar la
actividad proliferativa de los tejidos encontrandose en las células en proliferacion una

tincion nuclear positiva. (149-151)

5.3.11. Estudio molecular

5.3.11.1. Estudio molecular mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa inversa.

La expresion del ARN mensajero (ARNm) del TNF-a, la MCP-1, la IL-1, la IL-10, la
iNOS y la eNOS, y se obtuvo mediante el aislamiento del ARN y la reaccién en cadena

de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas que mas han
revolucionado la investigacion biomédica. A dia de hoy, es una tecnologia bien

establecida que facilita la manipulacion de genes, ayudando en la medicina forense, en la
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clonaciéon, y en el diagnodstico de distintas enfermedades, tanto genéticas, como

infecciosas u oncologicas.(152)(153)(154)

Aunque descrita por primera vez en la década de 1970, 1a PCR fue desarrollada por Mullis
en 1980, quien afios después se llevaria el Premio Nobel de Quimica por este trabajo.

(152)(153) (154)

La PCR consiste en la amplificacion (millones de veces) de regiones especificas de ADN,
permitiendo después su manipulacion. Para ello, requiere de 4 componentes: la muestra
de ADN a amplificar, una ADN-polimerasa termoestable (Taq polimerasa) para resistir
los ciclos de calentamiento y enfriamiento que se llevan a cabo durante el proceso de la
PCR, nucléotidos trifosfatos y los primers o cebadores especificos de genes. (152) (153)

(154)

Esta técnica se compone de repeticiones de ciclos, cada uno de los cuales tiene 3 fases
que requieren distintas condiciones de temperatura. Cada fase estd dedicada a un proceso
especifico, que en tltima instancia conduce a la generacion de mas copias del gen elegido.
El primer paso es la separacion del ADN bicatenario mediante el calentamiento de la
muestra a unos 90°-95°C. En el segundo paso, la muestra se enfria (alrededor de 50°C) lo
que permite la union de los primers o cebadores a las cadenas de ADN de una sola cadena.
En el tercer y Gltimo paso, la mezcla se calienta de nuevo, esta vez hasta unos 70°-80°C,
temperatura a la cual la ADN-polimerasa sintetiza nuevas cadenas de ADN utilizando los
cebadores como punto de partida y usando los nucleodtidos trifosfatos presentes en la
mezcla para generar la cadena complementaria especifica de la secuencia, en un proceso

denominado elongacion. La repeticion de estos 3 pasos sucesivamente da como resultado
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la duplicacién del numero de copias en cada ciclo (nimero de copias = 2", donde “n” es
el namero del ciclo). La generacion de productos de PCR sigue, por tanto, un patrén
exponencial, alcanzando una meseta tras aproximadamente 30 a 40 ciclos, cuando la

mayoria de los reactivos se han utilizado. (152) (153) (154)

El inconveniente de usar ADN como punto de partida para la amplificacion por PCR es
que no puede indicar si el gen detectado se expresa realmente en una célula, por lo que
no nos permite comparar la diferente expresion genética entre dos individuos, momentos
o condiciones. Para ello se usa la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR). Este método convierte el ARNm en ADN complementario (ADNCc) in
vitro antes de la amplificacion mediante PCR. La transcriptasa inversa o retrotranscriptasa
es una enzima de tipo ADN-polimerasa, que tiene como funcioén sintetizar ADN de doble

cadena utilizando como molde ARN monocatenario. (152) (154)

Estas reacciones se llevan a cabo con un termociclador, un aparato que realiza cambios
de temperatura rapidos y controlados para las diferentes fases del proceso de

amplificacion. (152) (153)

Es importante mencionar también la PCR en tiempo real o Q-PCR. Se trata de una técnica
de PCR que, afadiendo fluorescencia, permite obtener datos cuantitativos sensibles de la

amplificacion del ADN. (152)
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5.3.11.2. Estudio molecular mediante el analisis Western Blot.

La expresion proteica del TNF-a, de la MCP-1, de la IL-1, la IL-4,la IL-5, la IL-6, IL-8
ylalIL-10, de laeNOS y laiNOS y de la Caspasa-3 se obtuvo mediante el analisis Western

Blot.

El Western Blot, también conocido como Inmunoblot, es una técnica para identificar
proteinas. En concreto se trata de técnicas de deteccion de antigenos en las que las
proteinas de una suspension complejas son separadas mediante electroforesis, utilizando
un gel de poliacrilamida que las separa en funcién de su tamafio o peso molecular.
Posteriormente el contenido del gel se transfiere a una matriz superpuesta de papel de
nitrocelulosa o una sustancia similar en la que quedan fijadas las proteinas en idéntica
disposicion a la que tenian en el gel. La matriz de nitrocelulosa se incuba con anticuerpos
especificos de una proteina y a continuacion se revela con una reaccién enzimatica que
permite visualizar o no, la banda de interés que aparece en el peso molecular

correspondiente.(155)(156)

Esta técnica proporciona una herramienta eficaz para el estudio analitico de proteinas
presentes en bajas concentraciones en cultivos celulares o fluidos corporales. Pudiendo
detectar concentraciones de antigeno tan bajas como 500ng/ml o 2.5ng/banda en el gel.
Esta técnica es analoga al Southern Blot que describe las técnicas realizadas para
identificar ADN mediante electroforesis, y al Northern Blot, la electroforesis para el

ARN.(157)
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5.3.12. Estudio del metabolismo energético

Se analizaron el ATP, el ADP y el AMP. Las muestras de tejido se congelaron
inmediatamente tras la obtencion de las mismas en la hepatectomia utilizando nitrégeno
liquido. Posteriormente se procedera a la liofilizacion y al almacenado a -80°C hasta el

momento de la determinacion bioquimica.

El ATP se midi6 mediante un método espectrofotométrico basado en el acoplamiento del
ATP que requiere la fosforilacion de 3-fosfoglicerato con un sistema de oxidacion-
reduccion (1,3-difosfoglicerato / gliceraldehido-3-P) que involucra una enzima unida a
NAD™. El ATP se determiné midiendo la disminucion de la absorbancia a 340 nm. El
AMP se convirtid enzimaticamente en ADP, y el ADP en ATP, por medio de la

mioquinasa y el piruvato quinasa, respectivamente.

Adicionalmente, también usamos como medidas del metabolismo energético el ratio
ATP:ADP y la carga energética. La formula utilizada para analizar la carga energética

fue la siguiente. Su valor oscila entre 0 (todos los AMP) y 1 (todos los ATP).

ADP
Carga energética = (ATP + T) + (ATP + ADP + AMP)
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5.3.13. Analisis estadistico

Para realizar el anélisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa informatico SPSS
version 23.0 para Mac (IBM Corporation, Armonk, NY). Con todos los datos clinicos y
de laboratorio registrados se confeccion6 una base de datos con el programa SPSS. Los

resultados se expresaron como media =+ error estandar de la media.

Para estudiar tanto las diferencias tanto intragrupo como intergrupo se utilizé el modelo
lineal mixto. Un test paramétrico complejo que analiza las diferencias entre los grupos y
las diferencias en el tiempo y la combinacion de ambos factores. De tal forma que
tenemos una diferencia estadistica global entre el comportamiento de ambos grupos a lo
largo del tiempo; la diferencia estadistica entre ambos grupos en cada momento del
procedimiento (Bas, H15” y H24h); y las diferencias en los valores de cada grupo a lo

largo del tiempo, comparando Bas con H15’ y Bas con H24h.

Se consider6 como estadisticamente significativo un valor P menor de 0,05 con un nivel

del 95% de confianza.
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6. RESULTADOS
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Resultados:

Los resultados del andlisis de las variables generales, hemodindmicas sistémicas,
hemodinamicas hepaticas, analiticas, histologicas y de volumen y funcion hepética han
sido previamente descritas en la Tesis Doctoral del Dr. JM Asencio, director de este
trabajo. En primer lugar, resumiré los datos obtenidos en dicha Tesis Doctoral para asi

poder entender mejor los resultados del presente trabajo. (74)(142)

Los parametros bioquimicos y hemodinamicos sistémicos basales preoperatorias fueron
similares en ambos grupos. Todos los animales toleraron correctamente la cirugia, y
permanecieron estables como para iniciar el periodo de 24 horas de vigilancia
postoperatoria. Ni la PVE, ni la hepatectomia al 90% indujeron cambios significativos en
los parametros hemodinamicos sistémicos. Presentando ambos grupos valores similares
de FC y PAM, al finalizar la cirugia. Las volumetrias realizadas mediante TC mostraron

que la reseccion realizada correspondia al 90% del parénquima hepatico. (74)(142)

Respecto a la hemodindmica hepdtica, la reseccion del 90% de la masa hepéatica estuvo
acompafiada de importantes aumentos del FP, con una magnitud similar en ambos grupos.
El precondicionamiento tuvo un impacto importante en los cambios de la PP inducida por
la hepatectomia. Todos los animales en el grupo CON mostraron aumentos de la PP
después de la reseccion, nueve de ellos por encima de 20mmHg, cumpliendo criterios de
SFFS. Mientras que estos cambios fueron marcadamente atenuados en los cerdos del
grupo PREC, con una diferencia estadisticamente significativa. A pesar de que los cerdos
sometidos a PVE tendieron a mostrar un FP més bajo al comienzo de la operacion, ambos
grupos tuvieron aumentos similares de flujo después de la reseccion hepatica. Por lo tanto,

la prevencion de la hipertension portal no fue atribuible a una prevencion del hiperaflujo
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portal, sino mas bien a una mayor tolerancia del higado remanente para acomodar
aumentos del FP. El FA disminuy6 en todos los animales después de la hepatectomia
como consecuencia del aumento concomitante del flujo portal. Sin embargo, los cerdos
en el grupo PREC mostraron al finalizar la cirugia, un mayor flujo de la arteria hepatica

medido tanto por 100 gramos de peso de tejido, como en % respecto al FHT. (74)(142)

El “Precondicionamiento regenerativo” mejord la preservacion de la funcion hepatica
después de la hepatectomia. Ya que los cerdos del grupo PREC presentaron valores de
PDR mejores al final de la cirugia en comparacién con los animales del grupo CON,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Ademas, la puntuacién de
diversas caracteristicas histoldgicas en las biopsias hepaticas obtenidas después de la
hepatectomia evidencio los cambios patologicos caracteristicos de la IHPH. Siendo el

dafio histologico menor, en el grupo PREC. (74)(142)

Como vemos, los animales del grupo CON desarrollaron caracteristicas que definen al
modelo de SFFS, y por otro lado el grupo PREC, presentd mayor tolerancia a la
hepatectomia subtotal, asi como una mejor funcion hepatica al finalizar el procedimiento.
A continuacion, voy a profundizar en las variables bioquimicas que son el objeto de la

presente Tesis Doctoral.

Primeramente, se analizan los resultados que obtuvimos estudiando la expresion de los
siguientes mediadores moleculares de la regeneracion hepatica: TNF-a, MCP-1, IL-1, IL-
10, eNOS e INOS y de sus respectivos ARNm mediante las técnicas de Western Blot y
RT-PCR respectivamente. También analizamos mediante la técnica de Western Blot la

Caspasa-3 y la Caspasa-3-activada, la IL-4, la IL-5, la IL-6 y la IL-8. El metabolismo
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energético, se midio mediante espectrofotometria, obteniendo los datos de ATP, ADP y
AMP. Posteriormente se calcul6 el ratio ATP:ADP y la carga energética segun la formula
previamente descrita. Todas estas variables se analizaron en el grupo CON, y se

compararon posteriormente con los resultados de grupo PREC.
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6.1. Citocinas en el Sindrome de “Small-For-

Flow” y el “Precondicionamiento regenerativo”

6.1.1. Expresion del ARNm del factor de necrosis tumoral alpha (ARNm TNF-a)

Respecto a los cambios que se producen en el TNF-a a lo largo del procedimiento al
aplicar el modelo del SFFS, vemos como el TNF-a aumenta después de la hepatectomia

en H15 '(p=0,019) y lo hace atin mas en H24h (p<0,001).

Al estudiar las variaciones del ARNm del TNF-a a lo largo del procedimiento dentro de
ambos grupos, vemos como en ambos aumenta su expresion progresivamente tras la
cirugia. En global, los dos grupos tienden a comportarse de forma distinta, aunque la
diferencia no alcanza significacion estadistica (p=0,064). Si analizamos las diferencias en
cada uno de los tres momentos del experimento, a las 24 horas tras la hepatectomia si
encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo CON,

1,877£0,229, frente a 1,070+0,049 en el grupo PREC (p=0,030) (Fig.21. Tabla.2).
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Fig.21.-Evolucion del TNF de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.2. Analisis Western Blot del factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a)

Al analizar los cambios que se producen en el TNF-a del grupo CON, vemos cémo el
TNF-a aumenta después de la hepatectomia en H15' (p<0,001) y con una pendiente mas
pronunciada en H24h (p<0,001). Siguiendo un patrén similar al que obtenemos al medir

el TNF-a con PCR.

Segun el analisis de modelos mixtos ambos grupos obtuvieron diferencias en cuanto a la
expresion del TNF-a (p=0,012) a lo largo del procedimiento. El “Precondicionamiento

regenerativo” indujo un descenso, estadisticamente significativo, en la expresion de la
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citoquina TNF-a en los animales del grupo PREC a las 24 horas de la cirugia

0,569+0,036, frente al grupo CON 1,77240,232 (p=0,006) (Fig.22. Tabla.2).
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Fig.22.-Evolucion del TNF de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.3. Expresion del ARNm de la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (ARNm

MCP-1)

Si analizamos el comportamiento de la MCP-1 respecto al SFFS, vemos como aumenta
levemente en H15', sin obtener diferencias significativas (p=0,517), pero si crece de

forma importante en H24h (p=0,002).
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La expresion del ARNm del MCP-1 no obtuvo diferencias en ambos grupos (p=0,135),
tampoco al analizar los distintos momentos de la intervencion por separado (Bas,

p=0,585; H15’, p=0,893; H24h, p=0,083) (Fig.23. Tabla.2).

2,500 Grupo de
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I I
Bas H15' H24h
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Fig.23.-Evolucion del MCP-1 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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6.1.4. Analisis Western Blot de la proteina quimioatrayvente de monocitos 1 (MCP-

1)

Si analizamos el comportamiento de la MCP-1 respecto al SFFS con la técnica de WB,
vemos como de nuevo, los valores ascienden levemente en H15', sin obtener diferencias

significativas (p=0,260), pero si crecen de forma importante en H24h (p<0,001).

Sin embargo, las diferencias obtenidas intergrupo en el MCP-1 analizado con la técnica
de Western-Blot si fueron significativas (p=0,002). Destacando la diferencia a las 24

horas, grupo CON 1,705+0,104, frente a grupo PREC 0,648+0,084 (p<0,001) (Fig.24.

Tabla.2).
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Fig.24.-Evolucion del MCP-1 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.5. Expresion del ARNm de la interleucina-1 (ARNm IL.-1)

Al estudiar la IL-1 respecto al modelo de SFFS, vemos cémo también aumenta
progresivamente a lo largo del procedimiento. Encontramos un pico importante en H15’

(p<0,001), hasta el méximo de sus niveles en H24h (p<0,001).

La expresion del ARNm de la IL-1 fue diferente en ambos grupos durante el experimento
(p<0,001). Al analizar los distintos momentos por separado, encontramos como las
diferencias se acentiian inmediatamente tras la hepatectomia (p=0,010) y a las 24 horas

de la misma (p<0,001) (Fig.25. Tabla.2).
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Fig.25.-Evolucion de la IL-1 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.6. Analisis Western Blot de la interleucina-1 (IL-1)

Al estudiar la IL-1 respecto al modelo de SFFS, vemos como presenta un patrén similar
tanto si lo medimos con PCR como con WB. Encontramos un pico importante en H15’

(p<0,001), hasta el maximo de sus niveles en H24h (p<0,001).

Sin embargo, las diferencias entre ambos grupos obtenidas en la IL-1 analizada con la
técnica de Western-Blot no fueron significativas (p=0,131). Tampoco encontramos
diferencias significativas al analizar los distintos momentos de la intervencién por

separado (Bas, p=0,794; H15’, p=0,480; H24h, p=0,119) (Fig.26. Tabla.2).
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Fig.26.-Evolucion de la IL-1 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.7. Expresion del ARNm de la interleucina-10 (ARNm I1.-10)

Si analizamos la evolucion de la IL-10 en el grupo CON, vemos como se mantiene estable
durante todo el procedimiento, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
entres los distintos momentos, con unos valores similares en todos ellos (p=0,845 y

p=0,887).

La expresion del ARNm de la IL-10 no fue diferente en ambos grupos durante el

experimento (p=0,550). Al analizar los distintos momentos por separado, encontramos
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diferencias a las 24 horas de la cirugia (p=0,039), con un valor de ARNm de IL-10 menor

en el grupo PREC 1,003+0,012, que en el grupo CON 1,204+0,059. (Fig.27. Tabla.2).
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Fig.27.-Evolucion de la IL-10 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.1.8. Analisis Western Blot de la interleucina-10 (IL-10)

Al analizar la influencia del SFFS en la IL-10 medida con la técnica WB apreciamos una
disminucién progresiva en sus valores, tanto en H15” (p=0,099), como en H24h, siendo

a las 24 horas de la hepatectomia, estadisticamente significativo (p=0,001).
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Las diferencias entre el grupo CON y el grupo PREC obtenidas en la IL-10 analizadas
con la técnica de Western-Blot, tampoco fueron significativas a lo largo de experimento
(p=0,919). Tampoco encontramos diferencias significativas al analizar los distintos
momentos de la intervencidon por separado (Bas, p=0,811; H15’, p=0,981; H24h,

p=0,344) (Fig.28. Tabla 2).
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Fig.28.-Evolucion de la IL-10 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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6.1.9. Analisis Western Blot de la interleucina-4 (I1L-4).

Respecto a la accion del SFFS en la IL-4, vemos cémo esta citoquina disminuye
progresivamente en el grupo CON tanto en H15' como en H24h, siendo en este Gltimo

momento estadisticamente significativo el descenso (p=0’042).

Del mismo modo, la IL-4 disminuy6 segin avanzaba el procedimiento de forma similar
en ambos grupos (p=0,816), sin encontrar diferencias estadisticas en ninguno de los

momentos del procedimiento (Fig.29. Tabla 2).
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Fig.29.-Evolucion de la IL-4 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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6.1.10. Analisis Western Blot de la interleucina-5 (IL-5).

Al aplicar el modelo del SFFS, vemos como la IL-5 disminuye inicialmente, para luego
presentar un ligero aumento, aunque sin alcanzar los valores iniciales. No hubo

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los dos momentos.

La IL-5 presentdé un comportamiento similar en ambos grupos a lo largo del
procedimiento (p=0,916), sin encontrar diferencias estadisticas en ninguno de los

momentos del procedimiento (Fig.30. Tabla 2).
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Fig.30.-Evolucion de la IL-5 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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6.1.11. Analisis Western Blot de la interleucina-6 (I1L-6).

Al analizar la grafica que crea el SFFS en la IL-6, vemos como aumenta moderadamente

en HI5', permaneciendo estable en el seguimiento, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas.

La IL-6 presentd también, un comportamiento similar en ambos grupos a lo largo del

procedimiento (p=0,886), sin encontrar diferencias estadisticas en ninguno de los

momentos del procedimiento (Fig.31. Tabla 2).
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Fig.31.-Evolucion de la IL-6 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,

analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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6.1.12. Analisis Western Blot de la interleucina-8 (IL-8).

Al analizar el comportamiento de la IL-8, encontramos en el grupo CON un rapido
crecimiento en H15' (p<0,001), que continta, aunque de menor envergadura, en H24'

(p<0,001).

La IL-8 si present6 diferencias estadisticas en ambos grupos a lo largo del procedimiento
(p<0,001), siendo las diferencias patentes tanto una vez terminada la hepatectomia
(p<0,001), como a las 24 horas de la cirugia (p=0,022). En estos dos momentos, vemos
como el grupo CON presenta un aumento progresivo de la IL-8, mientras que el
“Precondicionamiento regenerativo” atentia de forma significativa este aumento, por lo
que el grupo PREC presenta valores similares a lo largo de todo el procedimiento (Fig.32.

Tabla 2).

154



18,0004

16,000

14,0004

12,0004

IL-8 (WB)

p < 0,001

Grupo de
tratamiento

e Control
~==Precondicionamiento

10,000 I T o—
il i
8,000
| | I
Bas H15' H24h
Tiempo

Fig.32.-Evolucion de la IL-8 de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,

analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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Momento

Variable | Grupo - P* H1s* P* o P’
as (Bas-H15") (Bas-H24h)
TNFe | CON | 0,447 0,111 0,019 |0743+0,055| <p001 |1.877+0,229
(PCR) PREC| 0,472 £0,058 0,007 0,820 +£0,090 0,051 1,070 + 0,049 0°064
(arbit. units) | P" 0°840 0°473 0°030
TNFa. CON | 0,299 +£0,043 <0,001 0,845 +0,123 <0,001 1,772 £ 0,232
(WB) PREC| 0,338 £0,058 0,001 0,831 £0,074 0,373 0,569 + 0,036 0°012
(DO/mm?) | P 0°593 0°919 0°006
MCP-1 CON | 0,868 0,103 0,517 0,987 £ 0,132 0,002 1,962 £ 0,225
(PCR) PREC| 0,964 £0,138 0,79 1,013 +0,136 0,279 1,001 +£0,003 0’135
(arbit. units) | P" 0’585 0’893 0°083
MCP-1 | CON | 0,931 +0,082 0.26 1,093 0,087 | <p,001 | 1,705=0,104
(WB) PREC| 0,729 £0,058 0,329 0,868 +£0,131 0,613 0,648 +£0,084 0°002
(DO/mm?%) | P 0°067 0°180 <0°001
IL-1 CON | 1,175+0247 | <p,001 |2748+0314| <pp0o1 |3,477+0,163
(PCR) PREC| 1,074 £ 0,146 0,3 1,402 +£0,332 0,899 1,091 £ 0,047 <0°001
(arbit. units) | P 0’724 0°010 <0’001
IL-1 CON | 0,330+0,030| <g001 |0922+0956| <p001 |1,797%0,228
(WB) PREC| 0,350 £0,068 0,002 0,791 +£0,152 0,029 0,907 £ 0,063 0°131
(DO/mm?%) | P 0°794 0°480 0°119
IL-10 CON | 1,234 +£0,091 0,845 1,181 £0,070 0,887 1,204 £ 0,059
(PCR) PREC| 1,243 £0,255 0,853 1,293 £ 0,330 0,25 1,003 £0,012 0’550
(arbit. units) | P" 0°975 0743 0°039
IL-10 CON | 4,538 £0,680 0,099 3,609 +£ 0,320 0,001 1,962 + 0,188
(WB) PREC| 4,353 £0,331 0,185 3,623 +£0,514 0,001 1,802 + 0,008 0919
(DO/mmz) pP" 0’811 0°981 0°344
IL-4 CON | 1,152+0312| 9224 [0917+0204]| g,042 |0,656+0,135
(WB) PREC| 1,289 £ 0,227 0,069 0,924 +£ 0,104 0,011 0,701 £0,103 0°816
(DO/mm?) | P 0°727 0°976 0°'746
IL-5 CON | 1,474 +0,123 0,053 1,009 £ 0,134 0,24 1,215 +0,104
(WB) PREC| 1,573 £0,252 0,069 1,141 £0,110 0,169 1,256 + 0,007 0916
(DO/mm?) | P 0°730 0462 0°881
IL-6 CON | 1,340 £0,100 0,221 1,812 £0,091 0,087 1,732 £ 0,284
(WB) PREC| 1,211 0,142 0,566 1,428 £0,402 0,208 1,298 £0,159 0°886
(DO/mm?) | P 0°473 0°369 0°800
IL-8 CON | 9,786+0339 | <p,001 |14.671=0,612] <g,001 |15372+1,193
(WB) PREC| 9,657 £ 0,666 0,821 9,530 +£0,430 0,678 10,034 £ 0,027 <0°001
(DO/mmz) pP" 0’866 <0°001 0°022
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Tabla 2: Los datos de los diferentes valores de TNF-o, MCP-1, IL-1, IL-10, IL-4, IL-5,
1L-6 e IL-8 aparecen expresados como media +/- error estandar de la media, en los tres
momentos del procedimiento: Bas, HI5 'v H24h. Para cada variable aparece la
diferencia global entre ambos grupos comparada con el modelo lineal mixto (P’), la
diferencia intergrupo en cada momento concreto del procedimiento (P’’) y las
diferencias intragrupo (P*), comparando segun indican las columnas los momentos Bas
con H15'y Bas con H24h. En cursiva aparecen todos los valores de P, y en negrita, a su

vez, aquellos que son estadisticamente significativos.
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6.2. Caspasas en el Sindrome de “Small-For-Flow”

y el “Precondicionamiento regenerativo”

La Caspasa-3 la analizamos mediante la técnica de WB tanto en su forma de pro-caspasa,

es decir, el precursor inactivo, como en su forma activada.

Analizamos primeramente los cambios que se producen en estas moléculas a lo largo del
procedimiento al aplicar el modelo de SFFS (grupo CON). Vemos como tanto la Caspasa-
3 como la Caspasa-3-activada, presentan en H15’ unos valores similares que al inicio del
procedimiento (Bas), y cémo se produce un pico en H24’. Sin ser estas diferencias
estadisticamente significativas para la Caspasa-3 (p=0,143), pero si siéndolo para la

Caspasa-3-activada (p=0’011).

La Caspasa-3, en su forma inactiva, no mostrd diferencias entre ambos grupos a lo largo
del procedimiento (p=0,887). Sin embargo, la Caspasa-3-activada mostrd diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos (p=0,038), basadas especialmente en
la diferencia a las 24 horas de ambos grupos (p=0,022). Ya que en este momento
comprobamos coémo frente al importante ascenso de la Caspasa-3-activada en el grupo
CON, en el grupo PREC estos valores permanecen estables a lo largo de todo el
procedimiento, siendo en H24h muy similares tanto al momento H15* como al Bas

(Fig.33. Tabla 3).
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Fig.33.-Evolucion de la Caspasa-3 y la Caspasa-3-activada de ambos grupos en los tres

momentos del procedimiento, analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen

expresados como media (linea) y error estandar de la media (barras de error)).

Momento
i % % 4
Variable | Grupo Bas (BaSI-JHIS') H1S (Basil " H24h P
Casp3 | CON [23280425 | gos2 [234120478 | 145 317820283
WB) |PREC|2472+0283| 0760 |2.647+0350| 0202 |3,199+00265]| 0887
(DO/mm2) { pr 0785 0619 0'959
Casp 3 act | CON | 02520050 0,537 | 027520081 | 9011 07530152
wB) |PREC| 0.253+0066] 0766 |o0286+0078| 0788 |0295+0053]| 0038
(DO/mm2) | pr 0°991 0'923 0°022

Tabla3: Los datos de los diferentes valores de la Caspasa 3 y la Caspasa 3 activada

aparecen expresados como media +/- error estandar de la media, en los tres momentos

del procedimiento: Bas, H15 'y H24h. Para cada variable aparece la diferencia global

entre ambos grupos comparada con el modelo lineal mixto (P’), la diferencia intergrupo

en cada momento concreto del procedimiento (P’’) y las diferencias intragrupo (P*),

comparando segun indican las columnas los momentos Bas con H15'y Bas con H24h.

En cursiva aparecen todos los valores de P, y en negrita, a su vez, aquellos que son

estadisticamente significativos.
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6.3. Metabolismo del oxido nitrico en el Sindrome
de “Small-For-Flow” y el “Precondicionamiento

regenerativo”

6.3.1. Expresion del ARNm de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (ARNm

eNOS

Los valores del ARNm de la enzima eNOS en el grupo CON, presentan un leve ascenso

no significativo en H15’ y a las 24 horas disminuyen de forma importante (p=0,001).
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Fig.34.-Evolucion de la eNOS de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

La expresion del ARNm de la eNOS presenta diferencias significativas en ambos grupos
(p=0,019), siendo las diferencias especialmente notables a las 24 horas de la cirugia
(p=0,008), donde vemos cémo el grupo PREC obtiene unos valores similares a H15’, y
sin embargo en el grupo CON estos valores descienden de forma significativa (Fig.34.

Tabla 4).

6.3.2. Analisis Western Blot de la enzima o0xido nitrico sintasa (eNOS)

Respecto al analisis por WB de la eNOS, la imagen en el grafico es similar a la de su
expresion de ARNm. El SFFS produce un descenso progresivo de los valores de eNOS,

con una diferencia significativa en H24h (p=0,001).

Existe una diferencia muy significativa entre grupos comparandolos mediante el analisis
de modelos mixtos (p<0,001). La diferencia se debe principalmente a la diferencia
intragrupo a las 24 horas tras la intervencion (Bas, p=0,803; H15’, p=0,568; H24h,

p<0,001) (Fig.35. Tabla 4).
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Fig.35.-Evolucion de la eNOS de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.3.3. Expresion del ARNm de la enzima oxido nitrico sintasa inducible (ARNm

iNOS

El SFFS produjo un aumento de los valores en H15" (p=0,023), que posteriormente

descienden hasta ser similares a los niveles iniciales (p=0,477).

La expresion del ARNm de la enzima iNOS no mostré diferencias en ambos grupos
(p=0,187), tampoco si analizamos los 3 momentos del procedimiento de forma individual

(Bas, p=0,374; H15’, p=0,438; H24h, p=0,166) (Fig.36. Tabla 4).
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Fig.36.-Evolucion de la iNOS de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de PCR (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).

6.3.4. Analisis Western Blot de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)

La iNOS medida con WB mostr6 un ascenso progresivo de sus valores en el grupo CON,

con diferencias estadisticamente significativas en H24h (p=0’038).

La iNOS tampoco mostré diferencias durante el experimento en los dos grupos cuando la

analizamos mediante WB (p=0,127). Y al igual que cuando la analizdbamos con la PCR,

164



no mostrd diferencias en ninguno de los momentos del procedimiento (Bas, p=0,518;

H15°, p=0,259; H24h, p=0,166) (Fig.37. Tabla 4).
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Fig.37.-Evolucion de la iNOS de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento,
analizado con la técnica de WB (los resultados aparecen expresados como media (linea)

y error estandar de la media (barras de error)).
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Momento
i * * 4
yarible | Grupe 8 (Bas{)HI5') LED (Basi124h) H24h ’
eNOS CON | 1,353 £ 0,144 0,488 1,476 £ 0,111 0,001 0,826 +0,103
(a(rf)igry PREC| 1,297 0,046 | 0,542 1,405 + 0,095 0,588 1,409 +0,134 | 0°019
units) p" 0°718 0°636 0°008
eNOS | CON | 4,379 40,956 0.52 3,863 0,145 0,001 1,609 + 0,274
(WB) |PREC]| 4,667 +0,602| 0.232 3,688 £ 0,261 0,867 4,854 +0,188 | <0°001
(DO/mm2) | prr 0803 0568 <0001
iNOS CON | 0,555 £0,075 0,023 0,874 +0,113 0.477 0,624 + 0,063
(a(rI‘t))ifa)ry PREC | 0,472 +0,051 0,055 0,734+0,135| 0,014 0,803 +0,123 0’187
units) p” 0°374 0°438 0°166
iNOS CON | 0,497 0,042 0,08 0,620 + 0,067 0,038 0,746 + 0,099
(WB) |PREC] 0,557 £0,080| 0,287 0,486 0,091 0,883 0,538 £0,022 | 0’127
(DO/mm2) | prr 0°518 0°259 0'166

Tabla 4: Los datos de los diferentes valores de eNOS e iNOS medidos ambos con PCR y

WB, aparecen expresados como media ~+/- error estiandar de la media, en los tres

momentos del procedimiento: Bas, HI5 'v H24h. Para cada variable aparece la

diferencia global entre ambos grupos comparada con el modelo lineal mixto (P’), la

diferencia intergrupo en cada momento concreto del procedimiento (P’’) y las

diferencias intragrupo (P*), comparando segun indican las columnas los momentos Bas

con H15'y Bas con H24h. En cursiva aparecen todos los valores de P, y en negrita, a su

vez, aquellos que son estadisticamente significativos.
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6.4. Metabolismo energético en el Sindrome de
“Small-For-Flow” y el “Precondicionamiento

regenerativo”

En el andlisis del metabolismo energético comenzamos midiendo el ATP, el ADP y el
AMP en los distintos momentos del procedimiento, Bas, H15* y H24h. Posteriormente el
medimos el ratio ATP:ADP y la carga energética segin la formula anteriormente

mencionada.

Los valores de ATP descienden progresivamente en el grupo CON, de tal forma que
vemos como el SFFS produce una bajada muy significativa de los valores de ATP en
H15’ (p<0,001) y mayor aun en H24h (p<0,001). Si comparamos estos datos con el grupo
PREC, vemos como los valores del ATP descienden en ambos grupos segun avanza el
proceso, sin embargo, este descenso se ve atenuado en el grupo PREC, siendo la
diferencia estadisticamente significativa (p=0,027). Apreciamos un mayor valor de ATP

tanto en H15” (p<0,001) como en H24h (p<0,001) (Fig.38. Tabla 5).
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Fig.38.-Evolucion del ATP de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento (los
resultados aparecen expresados como media (linea) y error estandar de la media (barras

de error)).

Los valores de ADP, al contrario, aumentan segiin avanzan las horas tras la cirugia. El
desarrollo del grupo CON muestra diferencias estadisticamente significativas en los
distintos momentos del procedimiento (p<0,001). Vemos ademas como al comparar
ambos grupos, el aumento de los valores de ADP es menor en el grupo PREC (p=0,003).
Esta diferencia es estadisticamente significativa inmediatamente tras realizar la cirugia,

en H15° (p<0,001) (Fig.39. Tabla 5).
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Fig.39.-Evolucion del ADP de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento (los

resultados aparecen expresados como media (linea) y error estandar de la media (barras

de error)).

El SFFS produce también un incremento de los niveles de AMP de forma progresiva y
estadisticamente significativa segiin avanza el procedimiento (p<0,001). El
“Precondicionamiento regenerativo” atenua ese aumento en los valores de AMP segiin
avanza el tiempo, con una diferencia muy significativa entre ambos grupos (p<0,001). Es
importante resefiar, que encontramos diferencias respecto a los valores de AMP, en todos
los momentos del procedimiento, Bas (p=0,009), H15" (p=0,001) y H24h (p=0,001)

(Fig.40. Tabla 5).

169



2,000 Gmpq de
tratamiento
pes Control
V4 < 0’001 ~==Precondicionamiento

1,800

1,600
a.
E 1,400

1,200+

1,000

8004 I
| | |
Bas H15' H24h
Tlempo

Fig.40.-Evolucion del AMP de ambos grupos en los tres momentos del procedimiento
(los resultados aparecen expresados como media (linea) y error estandar de la media

(barras de error)).

A consecuencia de un descenso de ATP y un aumento de ADP segun se desarrolla el
procedimiento, como es logico, el ratio ATP:ADP disminuird. Al analizar el grupo CON,
vemos como se produce un descenso progresivo y como los valores en H15” y en H24h
son significativamente distintos del valor basal (Bas) (p<0,001). Sin embargo, este
descenso se ve atenuado en el grupo PREC. Siendo las diferencias estadisticamente
significativas en H15’ (p<0,001) y en H24h (p<0,001), pero no en el global del proceso

(p=0,192) (Fig.41. Tabla 5).
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Fig.41.-Evolucion del ratio ATP:ADP de ambos grupos en los tres momentos del
procedimiento (los resultados aparecen expresados como media (linea) y error estandar

de la media (barras de error)).

Al analizar la carga energética después de la hepatectomia de 90% en el grupo CON,
apreciamos como el SFFS produce una decadencia progresiva de la misma (p<0,001). En
la gréafica de la Fig.41 vemos como el “Precondicionamiento regenerativo” favorece un
aumento de la carga energética con una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos (p<0,001). Analizando los distintos momentos del procedimiento de forma
individual, no encontramos diferencias en el momento Bas (p=0,142), pero si en H15’

(p<0,001) y en H24h (p<0,001) (Fig.41. Tabla 5).

171



800 Grupo de
tratamiento
P < 0,001 e Control
I ===Precondicionamiento

44}

)

'; ,7007
‘@

(@)

-

(<)

600

L

S 1

O)

E 5004

4004
| | |
Bas H15' H24h
Tlempo

Fig.42.-Evolucion de la carga energética de ambos grupos en los tres momentos del
procedimiento (los resultados aparecen expresados como media (linea) y error estandar

de la media (barras de error)).
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Momento
i * * 4
variable | Grope B (Basl-DHIS') 10 (Bas-1;-124h) LiPAL] v
CON | 4,062 +0.213 | <001 |2170+0,052 | <p,001 | 1,179 +0,056
ATP |PREC| 3,904 £0,167 | <p,001 |2,779£0,062| <p,001 |2,086+0,025]| 0°027
P 0°573 <0°001 <0°001
CON | 1,320+0,066] <p,001 |2.807 0,062 | <p001 |3.,243£0,083
ADP PREC| 1,368 £0,021 <0,001 2,407 £0,012 <0,001 2,872+ 0,227 0°003
P 0°499 <0°001 0°082
CON | 0,846 £0,041| <001 |1.257+0,038| <p,001 | 1.892+0,025
AMP PREC | 0,989 +0,020 0,257 1,040 £ 0,029 <0,001 1,428 £ 0,122 <0’°001
P 0°009 0°001 0°001
i CON | 3,176 £ 0,344 <0,001 0,775 £0,026 <0,001 0,363 £0,012
ATli:f:;)P PREC| 2,866 +0,151| <p,001 |1,155+0,027 | <g,001 |0,736+0,058 0’192
P 0°425 <0°001 <0°001
CON | 0,757+0,014] <p,001 | 0,573 £0,004 | <p,001 | 0,443 £0,006
Car,gz.' PREC| 0,732 +0,008] <p.001 |0,640+0,005| <p.9o1 |0,553+0,012| <0°001
energetica ’ ’
P 0’142 <0°001 <0’°001

Tabla 5: Los datos de los diferentes valores de ATP, ADP, AMP, Ratio ATP:ADP y carga

energética aparecen expresados como media +/- error estandar de la media, en los tres

momentos del procedimiento: Bas, HI5 'v H24h. Para cada variable aparece la

diferencia global entre ambos grupos comparada con el modelo lineal mixto (P’), la

diferencia intergrupo en cada momento concreto del procedimiento (P’’) y las

diferencias intragrupo (P*), comparando segun indican las columnas los momentos Bas

con H15'y Bas con H24h. En cursiva aparecen todos los valores de P, y en negrita, a su

vez, aquellos que son estadisticamente significativos.
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7. DISCUSION
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7.1. Citocinas en el Sindrome de “Small-For-

Flow” y el “Precondicionamiento regenerativo”

La regeneracion hepatica después de una hepatectomia parcial ha sido ampliamente
descrita desde distintos puntos de vista, tanto de la hemodinamica sistémica y hepatica,
como a nivel analitico y molecular. El “Precondicionamiento regenerativo”, a su vez, ha
sido descrito en la literatura a nivel hemodindmico, histolégico y analitico. (69)(142) Sin
embargo, hasta donde conocemos, el impacto a nivel molecular del “Precondicionamiento
regenerativo” no habia sido descrito hasta este momento. Consideramos de gran
importancia estudiar y entender los mecanismos moleculares de la regeneracion hepatica
después de una hepatectomia precedida de una técnica de “Precondicionamiento
regenerativo”, pudiendo de esta manera seguir investigando y avanzando para tratar el
SFFS. Esto es relevante, ya que sabemos que la IHPH es la complicacion mas temida
después de una hepatectomia mayor, y aparece desde el 1°2% hasta el 32% de los casos

segun las series.(158)

Lo que demuestran los resultados de nuestro estudio es que el SFFS se asocia a una
potente situacion pro-inflamatoria. A este estado inflamatorio se llega mediante un
aumento importante en las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, MCP-1, IL-1 e IL-8) y
una disminucién en las citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4). Ante esta situacion,
nuestros resultados muestran como el precondicionamiento causa una reduccion
significativa en la mayoria de las citoquinas proinflamatorias estudiadas. Vemos a su vez,
como la disminucion en los valores de esas citoquinas es mucho mayor 24 horas después
de la hepatectomia subtotal, llegando asi a reducir el estado inflamatorio causado por la

reseccion.
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En nuestro modelo hemos disefiado dos grupos de animales, realizando a los dos una
hepatectomia subtotal. Careciendo, por tanto, de un grupo “sham” o con laparotomia en
blanco. Sin embargo, estudios previos que compararon hepatectomias con laparotomias
en blanco (“sham”), demostraron que el patron de secrecion de citoquinas después de una
hepatectomia parcial es especifico del proceso de regeneracion hepatica y no debido al

insulto producido unicamente por someter al animal a un procedimiento quirurgico. (159)

La IL-1 y el TNF-a representan las citocinas pro-inflamatorias caracteristicas que se
liberan rapidamente en respuesta al dafo tisular.(160)(161) Son de hecho, estas dos
citocinas, las que muestran un aumento mas significativo después de la hepatectomia del

90% en nuestro estudio, obteniendo en ambas valores estadisticos de p<0,001

7.1.1. TNF-a

Distintos estudios han demostrado que el aumento de los niveles de TNF-a se produce en
situaciones de hepatotoxicidad. Esto puede ser llevado a cabo por farmacos como el
paracetamol (162)(163), por situaciones de colestasis como la ligadura de la via biliar
(164), por fibrosis causadas por infecciones por virus hepatotropos (165), por dafio de I/R
(112) o por hepatectomias del 85% en roedores frente hepatectomias del 70% o
laparotomias sham(166). Considerando como hepatoprotectores, los productos anti-
inflamatorios que logran la reduccion de estos valores, como son las plantas medicinales
Curcuma y Nigella Sativa (162)(163). Por otro lado, sabemos que el
preacondicionamiento isquémico ha demostrado beneficios en resecciones hepaticas,
protegiendo al parénquima hepético frente al dafio por I/R. (167) Este tipo de

preacondicionamiento se asocia con una disminucion de los valores de TNF-o. Sabemos
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que el TNF-a es un factor importante en facilitar que los hepatocitos del parénquima
remanente entren en el ciclo proliferativo, pero dosis muy altas del mismo producen
hepatotoxicidad. Es decir, que dosis bajas de TNF-a protegen contra el dafio de I/R, y
favorecen la replicacion hepatocitaria, pero dosis altas son perjudiciales. (168) Y, por
tanto, el “Precondicionamiento regenerativo” como se demuestra en los resultados de
nuestro estudio, podria conseguir su efecto hepatoprotector atenuando el aumento de los

valores del TNF-a.

Aunque una excesiva sobreexpresion del TNF-o parece que es perjudicial para el
desarrollo hepatocitario, se necesitan unos niveles minimos de esta citocina para
garantizar una correcta regeneracion hepatica. Esto se ha comprobado en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal a los que se les administran tratamientos anti-TNF-a
como el Infliximab. Como efectos secundarios se han descrito hipertransaminasemia
transitoria y autolimitada, enfermedad colestasica o hepatitis. Algunos de estos pacientes,

han desarrollado dafio hepético grave, requiriendo incluso hasta trasplante hepatico.(113)

7.1.2. 11-1

Una de las hepatopatias en las que mas se han estudiado los mediadores de la inflamacion
es la esteatohepatitis no alcoholica (NASH). La cascada de sefales intracelulares que se
desarrollan para llevar a la muerte celular en la NASH no siempre resulta en apoptosis,
sino que estimulos sub-letales pueden conducir a la supervivencia de las células,
presentando estas importantes signos pro-inflamatorios. Se ha demostrado, que los acidos
grasos libres ocasionan una cascada de sefiales en los hepatocitos que conducen a un

aumento en la produccion de IL-1 e IL-6. (169) Este aumento en las citoquinas pro-
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inflamatorias debido a los &cidos grasos, representa el dafio hepatocitario, y es un patron
molecular similar a lo que vemos con nuestro modelo de hepatectomia subtotal en el
SFFS. Otros estudios muestran también una situacion proinflamatoria después de una
hepatectomia mayor en humanos, con un pico en el primer dia postoperatorio de los

niveles de IL-6 y de cortisol. (170)

Otro tipo de situaciones en las que vemos la participacion de la IL-1 son el dafo hepatico
inducido por farmacos, especificamente el causado por el tetracloruro de carbono (CCl4)
y por la tioacetamida. Estas drogas hepatotoxicas producen una importante
sobreexpresion de esta citoquina pro-inflamatoria. (171)(172) Al igual que con estas
sustancias, con nuestro modelo de SFFS los valores de la IL-1 aumentan, pudiendo
considerar por ello al “Precondicionamiento regenerativo” un factor hepatoprotector, ya

que reduce de forma significativa los valores de esta IL.

7.1.3.1L-6

La IL-6 es probablemente la citoquina mas estudiada, debido a sus propiedades
pleiotropicas y a las multiples funciones en las que estd implicada. De hecho, se expresa
en casi todas las circunstancias que producen perturbacion homeostética, por lo que su
produccion se termina cuando se restablece la homeostasis tisular. El papel de la IL-6 en
el higado se atribuye principalmente a la induccion de la respuesta de la fase aguda y a la
activacion de la transicion de la fase GO/G1 de los hepatocitos después de una
hepatectomia parcial. (161)(173)(72) Las vias de sefializacion activadas por la IL-6 son

importantes para el inicio de la proliferacion de los hepatocitos después de hepatectomias
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parciales. Se ha visto, que la regeneracion se afecta y la supervivencia se reduce en ratones

deficientes en IL-6. (174)

En estudios con hepatectomias parciales en roedores, se demuestra que si bien los niveles
de IL-6 aumentan tras una laparotomia en blanco (tipo sham), estos aumentan de manera
mucho mas significativa tras una hepatectomia parcial. Estos datos, llevan a la conclusion
de que la IL-6 estéd efectivamente implicada en la regeneracion hepatica, y no solo en los
fenomenos de inflamacion o alteracion de la homeostasis como podria corresponder a los

animales del grupo “sham”. (110)

Ademéds, aparte de su papel conocido en la inflamacion, la IL-6 modula también la
regeneracion del higado y protege al mismo de la lesion por I/R. En este contexto,
Matsumoto et al demostraron un aumento de la IL-6 tras aplicar la técnica de
preacondicionamiento isquémico previo a una hepatectomia. Los niveles elevados de IL-
6 se correlacionaron inversamente con los niveles séricos de ALT, lo que apoya que la
expresion de esta IL esté asociada con la proteccion hepatocelular. (108) Sin embargo,
estos resultados se contradicen con los publicados por Cui et al, en los que analizaron el
preacondicionamiento isquémico en trasplante hepatico en ratas, y obtuvieron en el grupo
del preacondicionamiento menores niveles de AST y ALT y a su vez, niveles mas bajos
de IL-6. Afirmando que el preacondicionamiento isquémico reduce la expresion de la IL-

6 para proteger al higado del dafio producido por citoquinas pro-inflamatorias. (175)

También se ha visto un efecto dosis-dependiente de la IL-6 sobre la proliferacion de los
hepatocitos. Esto significa que, a diferencia de las dosis fisiologicas de IL-6 las cuales
son necesarias para la proliferacion de los hepatocitos, la hiperestimulacion de esta

citoquina en ratones después de una hepatectomia parcial desencadena un retraso en la
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regeneracion hepatica. Esto se parece a lo que encontramos en nuestro estudio, la IL-6
aumenta con el desarrollo del SFFS y disminuye con la aplicacion del
“Precondicionamiento regenerativo”. Si bien ninguno de estos cambios es

estadisticamente significativo.(173)

En nuestro estudio no obtuvimos cambios significativos en la expresion de la IL-6 en
ninguno de los dos grupos durante el procedimiento, ni comparando los dos grupos entre
si. Esto probablemente se deba al doble papel que puede desarrollar esta citoquina en la
inflamacion. Y es que, la IL-6 tipicamente conocida por su actividad pro-inflamatoria,
puede desarrollar también actividad anti-inflamatoria, dependiendo de la ruta de
sefializacion molecular que tome. Las actividades anti-inflamatorias o regenerativas estan
mediadas por la “sefalizacion clasica”, mientras que las respuestas pro-inflamatorias
estan mediadas por la “sefializacion trans”. Por lo tanto, la actividad que lleve a cabo la
IL-6 esta influenciada por el contexto especifico en el que se encuentre.

(176)(177)(178)(179)(180)

7.1.4. 1L.-8

La IL-8 es una quimiocina apenas detectable en tejidos sanos, pero rapidamente inducible
en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a o la IL-1.(121)(122) En
nuestro estudio, después de la hepatectomia, y con el consiguiente aumento de la IL-1y
del TNF-a, esta quimiocina aumenta sus niveles de forma muy significativa (p<0,001).
Ademas, es también una de las citoquinas estudiadas en nuestro modelo en las que el
“Precondicionamiento  regenerativo” tiene un mayor efecto (p<0’001). El
precondicionamiento consigue mantener estables los niveles de IL-8, siendo asi en H24h

similares al momento Bas.
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7.1.5. MCP-1

Diferentes estimulos conllevan a la expresion de la MCP-1, incluyendo el TNF-o y la IL-
1, asi como también algunos farmacos hepatotdxicos. Su expresion aumenta también
durante los procesos de inflamacion y fibrosis que conducen a una hepatitis cronica.
Ademas, se ha descrito que la inactivaciéon de la MCP-1 en un modelo animal protege
contra la lesion hepética aguda grave producida por fairmacos hepatotdxicos. De forma
similar, el “Precondicionamiento regenerativo” que consigue disminuir los niveles de

MCP-1 podria proteger contra el dafio hepatico (174)(181)

7.1.6. 11.-4

Al igual que en otros estudios, como el de Zamara et al, la IL-4 no mostré diferencias en
su expresion a lo largo del experimento. (181) En nuestro estudio, la IL-4 tiende a
disminuir progresivamente después de la hepatectomia, aunque sin diferencias
estadisticamente significativas. Ademads, no encontramos diferencias en la expresion de

la IL-4 comparando el grupo CON y el grupo PREC.

La contribucion del sistema inmunitario a la regeneracion hepatica atin no se conoce bien,
sin embargo, parece que es en este aspecto donde participan la IL-4 y la IL-5. DeAngelis
et al, establecieron que después de una hepatectomia parcial se activa el sistema del
complemento. Esta activacion, lleva al reclutamiento de “células asesinas naturales” o
natural killer (NKT) al higado y a la consiguiente expresion de IL-4 por parte de estas
células. A su vez, la IL-4 estimula mas aun la activacion del complemento, lo que lleva a

la produccion de IL-6, una citoquina que, como ya hemos comentado anteriormente, es
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necesaria para una adecuada regeneracion hepatica.(159) Goh et al, demostraron otra via
de produccion de IL-4 en la regeneracion hepdtica, mediada por eosindfilos.(182)
Ademas, se ha demostrado que la IL-4 suprime la producciéon de citoquinas pro-
inflamatorias, como el TNF-a y la IL-1, y protege a los hepatocitos frente al dafio por I/R.

(183)

7.1.7. 1L-§
Al igual que en la IL-4, no encontramos tampoco cambios significativos en la expresion
de la IL-5 durante el procedimiento, ni en el grupo CON, ni en el grupo PREC, ni

comparando ambos grupos entre si.

La IL-5 participa en la regulacion inmune. Su expresidn estd asociada con
concentraciones elevadas de IgE y eosinofilia, es por eso que se observaron niveles
elevados de IL-5 en pacientes con infecciones hepaticas parasitarias como la
esquistosomiasis. Los niveles mas altos de esta citoquina se observaron en pacientes con
fibrosis mas graves debido a estas infecciones. (184) También se han encontrado niveles
mas altos de IL-5 en modelos roedores de dafio hepatico agudo por paracetamol. (185)
En la literatura, encontramos escasa informacion sobre la IL-5 en relacion con la

regeneracion hepatica.

7.1.8. 1L-10

La IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria relacionada con el cese de la regeneracion
hepética, junto con el TGF-B principalmente. (72) La IL-10 esta regulada de forma
negativa en las situaciones de dafo hepatico. Asi, sus niveles disminuyen con sustancias

hepatotoxicas como el CCl4 (171) o la tioacetamida (172), también disminuyen frente al
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virus de la hepatitis C (165), y también con el desarrollo del SFFS como se aprecia en los
resultados de nuestro estudio (p=0,034). Por otro lado, son varios los estudios que han
demostrado las acciones anti-fibrdticas (disminucion de las fibras de colageno de la
matriz extracelular) y anti-inflamatorias (regulacion negativa de la IL-1, la IL-6 y el TNF-
a) de la IL-10. Xu et al, demostraron estas propiedades en células dendriticas
genéticamente modificadas (186), Choi et al, en las células madre mesenquimales que
también modificaron genéticamente (187) y Mansour et al, con el farmaco tadalafilo
(172). Demostrando de esta manera la propiedad protectora de esta IL en la fibrosis
hepatica. Yang et al, en vez de aplicar un modelo de fibrosis hepatica para valorar el papel
de la IL-10 como los autores anteriormente mencionados, administraron IL-10 exdgena a
un modelo de SFSS creado a partir de un trasplante hepdatico ortotopico con injerto
reducido en ratas. En este estudio, la administracion de IL-10 mejor6 la funcion hepética
y el dafio histologico, inhibio el aumento de caspasas-activadas y de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a, y aument6 la supervivencia de los animales de
experimentacion. (188) En nuestro estudio, el “Precondicionamiento regenerativo” no

modifico los niveles de la IL-10 de forma significativa.

184



7.2. Caspasas en el Sindrome de “Small-For-

Flow” y el “Precondicionamiento regenerativo”

Las caspasas se sintetizan de forma inactiva, como pro-caspasas. Siendo su forma

activada, la que conlleva la actividad proteolitica. (128)

De los diferentes tipos de caspasas existentes, en nuestro estudio hemos analizado la
caspasa-3. Se trata de la caspasa mas estudiada en la literatura y su actividad principal es
la apoptotica, tratandose en concreto de una caspasa efectora. La apoptosis juega un papel
muy importante en la regulacion de la homeostasis de los distintos tipos celulares, siendo
parte fundamental del desarrollo normal y la fisiologia de todos los 6rganos, incluido el
higado. Se pueden encontrar alteraciones en la apoptosis de los hepatocitos en distintas
enfermedades hepaticas, como los tumores hepéaticos, las hepatitis independientemente

del origen y la hepatopatia alcohoélica. (126)(129)(189)

Parece que las resecciones parciales hepdticas promueven una disminucién en la
expresion de los genes proapoptoticos y un aumento en la expresion de los
antiapoptdticos, como el Bcl-2. Un aumento del ratio de los mecanismos
antiapoptoticos:proapoptoticos favorece la supervivencia del tejido hepatico durante su
regeneracion. De hecho, se ha llegado a describir como algunos roedores sometidos a
hepatectomias, desarrollaron tumores en el parénquima hepatico remanente, lo que

probablemente se deba a una disminucién en la apoptosis. (110)

La activacion de las caspasas efectoras se considera la tltima etapa de la apoptosis. Asi,
la caspasa-3 es el punto de convergencia de distintas vias de sefializacion, y es ademas
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indispensable para la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN, que son
los pasos finales de la apoptosis. Es por ello un monitor sensible de la induccion de la
apoptosis, siendo su estudio muy 1til para analizar la misma, motivo por el que ha sido
elegida como la caspasa a analizar en nuestro estudio. Un aumento en la expresion de la

Caspasa-3 refleja un aumento en la apoptosis. (190)(169)

Numerosas investigaciones experimentales muestran cémo la Caspasa-3 activada
aumenta con la administracion de drogas hepatotoxicas, como son el paracetamol (162),
el acido valproico (162), el CCl4 (191), o la gentamicina (163). También se eleva por
alimentar a los animales de experimentacion, con una dieta deficiente en metionina y
colina, la cual estd asociada con esteatohepatitis fibrosa (192). Y con la administracion
intraperitoneal de lipopolisacaridos, otro modelo tipico de dafio parenquimatoso hepatico

(193).

Por otro lado, los valores de la Caspasa-3 descienden de forma importante con sustancias
potencialmente hepatoprotectoras como son la curcumina procedente de la curcuma, la
timoquinona procedente de la nigella sativa y la teanina procedente de la planta del té,
demostrando el papel de estas plantas como atenuantes de la apoptosis. Estas sustancias
hepatoprotectoras, pueden ser administradas unos dias o semanas antes, como realizaron
Wang et al, y Mourad et al en sus experimentos, o a la vez que el fArmaco hepatotoxico

como hicieron Zaky et al y Galaly et al (162)(163)(191)(193).

Uno de los fenémenos patologicos hepaticos donde mas se ha estudiado la apoptosis, y
que nos puede ayudar a entender los mecanismos moleculares responsables de la

activacion de la Caspasa-3, es la NASH. La apoptosis de los hepatocitos inducida por los
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acidos grasos libres es caracteristica de la NASH, formando parte importante de los

fenomenos inflamatorios y fibroticos de la misma. (169)

La Caspasa-3 activada aumenta sus niveles de forma importante en el contexto de la
NASH, correlaciondndose sus niveles incluso con la gravedad de la enfermedad.
(169)(194) Ademas, se ha demostrado que la inhibicion farmacoldgica de la apoptosis
hepéatica con un inhibidor de las caspasas, y a su vez, la deplecion especifica de la
Caspasa-3 en ratones (knockout) reducen el dano hepatocelular y la apoptosis de los
hepatocitos, pudiendo reducir el desarrollo de la fibrosis en ratones con NASH.

(192)(194)

Por otro lado, las sefiales de la muerte celular en la NASH no siempre acaban en apoptosis,
sino que pueden conducir a la supervivencia de células que presentaran signos fibroticos
y pro-inflamatorios. (169) En este sentido, la supresion de la Caspasa-3, mediante
modificaciéon genética, se asociaria también con una disminucion de la sefial pro-

inflamatoria. (192)

A pesar de lo que pueda parecer con los parrafos anteriores, las caspasas, y en
consecuencia la apoptosis, no son exclusivas de situaciones de dafio hepatico. La
apoptosis forma parte de la tercera fase de la regeneraciéon hepatica. Tras una
hepatectomia parcial, una vez reestablecido el volumen inicial, se estimula la actividad
del gen p53, el cual incrementa la expresion de las caspasas, causando asi el fin del ciclo

celular. (72)
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En nuestro estudio, sin embargo, este aumento de los fenémenos de apoptosis no se da
una vez finalizada la regeneracion hepatica, sino que tiene lugar de forma precoz. Esto lo
apreciamos en el grupo CON, manifestindose con una elevacion importante de la
Caspasa-3 activada a las 24 horas de la hepatectomia. Los analisis volumétricos (74) (142)
confirman que en ese momento la regeneracion hepdtica aun no ha finalizado, sin
embargo la apoptosis crece. Esto puede ser debido al fendmeno conocido como “respuesta
al estrés hiperproliferativo”. Esto significa, que el exceso de sefiales mitogenas provocan
la apoptosis celular mediante la activacion del gen p53. Esto en ocasiones es beneficioso,
ya que se trata de un mecanismo de proteccion tumoral, pero puede ser perjudicial en la
cirugia hepatica o en el trasplante con un injerto pequeio. (72) Como ya hemos
comentado, la hepatectomia subtotal a la que sometemos a los animales, conlleva el
desarrollo del SFFS.(50) Se trata de una reseccion del 90% de la masa hepatica, lo que
enfrenta al organismo a una situacion de estrés celular. En este contexto, se produce una
sobreexpresion del gen p53, lo que lleva a la activacion de las caspasas y a la muerte
celular. Este podria tratarse de uno de los mecanismos que conllevan a la SFFS tras la
hepatectomia del 90%, ya que estariamos sometiendo a los hepatocitos a un estimulo
mitogénico excesivo, generando la “respuesta al estrés hiperproliferativo”, e induciendo

por tanto la apoptosis celular.

El papel exacto de las caspasas después de una hepatectomia parcial no esta claramente
definido atn. Si bien se conoce su funcion y la fase de la regeneracion hepética en la que
toman parte, no esta claro en la literatura cuales son los niveles normales de esta molécula
y a partir de qué momento es considerado normal el aumento de su actividad. Hayami et
al y Ozen et al, describieron el aumento de la apoptosis, mediado por la Caspasa-3, en la

regeneracion hepdtica fisiologica después de una hepatectomia parcial (195)(196).
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Paradgjicamente, Joechle et al, encontraron niveles menores de Caspasa-3-activada en los
pacientes a los que se les sometio a ALPPS, frente a los que les realizaron una reseccion
hepatica estandar. A pesar de que el ALPPS es un procedimiento mas agresivo y con un
mayor riesgo de IHPH, los menores niveles de Caspasa-3-activada nos podrian estar
hablando que, al igual que nuestro procedimiento, el ALPPS funcionaria como un

estimulo de la regeneracion (197).

Ozen et al demuestran en su experimento que la expresion de la Caspasa-3 aumenta de
manera tiempo-dependiente. Demuestran ademés como el 6xido de boro, aumenta la
expresion de la Caspasa-3, y lo hace también de forma tiempo-dependiente, mostrando el
pico a las 6 horas tras la hepatectomia parcial. El boro es un compuesto quimico
previamente relacionado con la apoptosis, ya que ha demostrado un efecto anti-

proliferativo en determinados tipos de células cancerigenas. (196)

Si analizamos detenidamente los resultados de Hayami, encontramos un aumento
significativo de los niveles de Caspasa-3 a las 18 horas después de la hepatectomia
parcial. Sin embargo, a las 24 horas, los niveles descienden hasta volver a practicamente
los basales, para volver a elevarse a las 36 y a las 48 horas. Este comportamiento en picos,
es lo que nos puede explicar las diferencias entre los distintos articulos publicados.
Ademas, el hecho de no realizar las medidas todos los grupos exactamente en el mismo
momento postoperatorio, puede llevar a que los datos no sean comparables dado el

comportamiento oscilante de la Caspasa-3 después de una hepatectomia parcial. (195)

Zhang et al también evaluaron la funcion apoptotica después de una hepatectomia parcial,

pero en relacion al dafio I/R. Los fendomenos de I/R hepatica promueven el estrés
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oxidativo y la liberacion de mediadores pro-inflamatorios. Esto acelera la muerte de los
hepatocitos, desarrollando como consecuencia disfuncidon hepatica. El grupo de Zhang
demuestra como la administracion de suero rico en hidrégeno antes de la hepatectomia
disminuye la apoptosis. Esta disminucion de la Caspasa-3 es concomitante a la mejoria
de los datos analiticos de funcion hepatica (ALT, AST, bilirrubina). Si relacionamos el
“Precondicionamiento regenerativo” con esto, estariamos de nuevo demostrando, el
potencial hepatoprotector del precondicionamiento. Ya que éste consigue disminuir los

niveles de Caspasa-3-activada después de una hepatectomia parcial. (198)

Una de las conclusiones que se han obtenido a lo largo a los afios en el campo del
trasplante hepatico, es que los injertos de donantes mas jovenes conllevan mejor funcién
hepatica en el receptor, ademas de una menor morbi-mortalidad, y sin embargo higados
de donantes muy mayores conllevan mas riesgo de desarrollar una malfuncién primaria
del injerto. También es mayor el riesgo en pacientes ancianos de desarrollar fallo hepatico
tras una hepatectomia. (44)(199). EI grupo japonés de Enkhbold et at analizaron en un
estudio experimental con ratones las diferencias tras una hepatectomia parcial en higados
jovenes versus higados de ratones de mas edad. Demostraron un aumento de la Caspasa-
3 en el grupo més anciano frente al grupo mas joven en todos los momentos del
seguimiento postoperatorio, siendo las diferencias estadisticamente significativas a las 48

y a las 72 horas tras la reseccion quirurgica.(200)

Como hemos comentado, las caspasas activadas son las que tienen actividad proteolitica,
y son por tanto quienes van a llevar a cabo la accion apoptoética, en este caso la Caspasa-
3-activada. En las imagenes del apartado “Resultados” (Fig.33) apreciamos como el

“Precondicionamiento regenerativo” no modifica el comportamiento de la Caspasa-3
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inactiva o pro-Caspasa-3 a lo largo de todo el procedimiento, sin embargo, a diferencia
del grupo CON consigue mantener unos niveles de Caspasa-3-activada similares antes y
después de la reseccion hepatica. Es decir, el “Precondicionamiento regenerativo” evita
el pico de Caspasa-3-activada a las 24 horas de la cirugia (p=0’022) (tabla 3), evitando
asi el desarrollo de la muerte celular. Con esto mostrariamos como el
precondicionamiento podria frenar ese hiperestimulo mitogénico al que se enfrenta el

animal con SFFS, eliminando asi el estrés celular y la apoptosis.
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7.3. Metabolismo del 6xido nitrico en el Sindrome
de “Small-For-Flow” y el “Precondicionamiento

regenerativo”

Como hemos comentado en la introduccion (capitulo 2.5.3) la enzima NOS provoca la
reaccion quimica necesaria para la formacion de NO. Ahora nos vamos a centrar en dos
de sus subtipos, la iNOS y la eNOS, que son los que pueden tener relacion con la

regeneracion hepatica, ya que la nNOS tiene accion a nivel cerebral. (130)(131)

En condiciones normales, inicamente la eNOS esta presente en el higado, y la pequeia
cantidad de NO que produce regula la distribucion local de la perfusion sanguinea y con
ello la presion portal. La iNOS, que es el subtipo inducible, se sobreexpresa en el higado
en distintas situaciones, incluyendo el shock hemorragico, la hepatitis, el sindrome I/R y

la regeneracion hepatica. (201)

La funcién del NO en la regeneracion hepatica ha sido estudiada de distintas maneras,
sobre todo con estudios experimentales de hepatectomias parciales en modelos de

roedores.

Con ratones modificados genéticamente (knock-out), Rai et al y Mei et al analizaron el

papel de las enzimas iNOS y eNOS respectivamente, en la regeneracion hepatica.

Rai et al (202) estudiaron ratones deficientes en la enzima iNOS a los que se les sometio

a una hepatectomia parcial. Estos animales mostraron menos hepatocitos entrando en el
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ciclo celular y menos mitosis. A su vez, obtuvieron focos de dafio hepatico a nivel
histologico, con aumento de la apoptosis, la esteatosis, la infiltracion por
polimorfonucleares y la necrosis. Lo que condujo a una regeneracion de la masa hepatica

menor y mas lenta que en el grupo control.

Mei et al realizaron una hepatectomia del 70% en ratones deficientes en eNOS. Estos
animales presentaron alteraciones en la fase de progresion de la regeneracion hepatica,
con menor activacion de factores de crecimiento (HGF, EGF), de la cascada MAP-
quinasa, de genes de respuesta precoz (c-jun), del factor de transcripcion AP-1 (que
estimula la expresion de los “genes de respuesta tardia”), del gen c-met y de las ciclinas
A'y E entre otros. Demostrando que la progresion en el ciclo celular de los hepatocitos y

la proliferacion de los mismos estd mediada por la enzima eNOS. (203)

Carnavole demostr6 que la liberacion del NO después de una reseccion hepatica parcial
en ratas modula distintos procesos en el remanente hepatico, como la proliferacion, la
angiogénesis y la apoptosis. Esta ultima puede aumentarse de forma perjudicial en casos
de sobreproduccion del NO. Es decir, que en funcion de sus niveles y el contexto

especifico el NO puede tanto proteger de la apoptosis, como inducir la misma. (201)

Yu et al por otro lado, inhibieron todas las isoformas de NOS con la administracion de
nitroarginina a ratones a los que previamente se les habia realizado una hepatectomia
parcial. Estos animales, tuvieron un menor nimero de hepatocitos en replicacion
(mediante el método inmunohistoquimico de Brdu o Bromodeoxiuridina), unos niveles
mas bajos de IL-6, una mayor acumulacion de lipidos en los hepatocitos, y un menor

indice hepatico (relacion entre el peso del higado y el peso corporal) que el grupo control,
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y, por consiguiente, una peor supervivencia. Sus resultados demuestran un papel crucial
del NO durante la regeneracion hepatica. Sugiriendo que la disminucion de los niveles de
la IL-6, frena la transicion de los hepatocitos de GO a G1, deteriorando asi la regeneracion

hepatica. (204)

Como vemos en los diferentes estudios, el NO tiene un papel transcendental en la
regeneracion hepatica, de hecho, se llegd a proponer como desencadenante de la misma.
(205) Actualmente, sabemos que esta molécula gaseosa participa en las distintas fases de
la regeneracion, ya que en condiciones normales participa en la fase de cebado, favorece
la fase de progresion e inhibe la apoptosis. Regula ademas el flujo sanguineo y favorece
la angiogénesis. Asimismo, se ha descrito que protege frente al dafio por I/R. Por otro
lado, el NO inhibe algunas citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a, la IL-1 y la IL-
12, inhibe también la expresion del gen p53, frenando asi la cascada de las caspasas y la
activacion de la Caspasa-3 y con ello impidiendo la apoptosis. Demostrando todo esto el

papel hepato-protector del NO. (131)

En nuestro estudio encontramos una disminucion importante y estadisticamente
significativa (p=0’022) en los valores de eNOS a las 24 horas de la hepatectomia en el
grupo CON, tanto si medimos la enzima con PCR como con WB. Relacionando estos
datos con la literatura, vemos como los animales que desarrollan el SFFS, expresan
menores niveles de eNOS y con ello tendran menor cantidad de NO en su organismo.
Ademas, se ha descrito que el NO inhibe, entre otras, la IL-1, el TNF-a y la Caspasa-3-
activada, por lo que la falta del mismo, se puede relacionar con el aumento de los niveles
de estas tres moléculas, lo cual coincide con los resultados del grupo CON de nuestro

experimento.
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Al mismo tiempo, encontramos en nuestros resultados, unos mayores niveles de eNOS
en el grupo PREC a las 24 horas de la hepatectomia. Con importante significacion
estadistica, p=0,008 para las medidas con PCR, y p<0’001 para la técnica de WB. Esto
indicaria que el “Precondicionamiento regenerativo” consigue impedir el descenso de los
niveles constitutivos de eNOS en el organismo del paciente que se somete a la
hepatectomia del 90%. Conservando asi los niveles de NO, una molécula que como
hemos constatado es hepato-protectora a dosis moderadas, y por ello el
“Precondicionamiento regenerativo” estaria favoreciendo una mejor regeneracion

hepatica.

Respecto a la iNOS, en nuestro estudio no encontramos diferencias especialmente
interesantes en ella. Para el grupo CON, encontramos un pico de iNOS en H15 (p=0,05),
pero los valores descienden a las 24 horas para establecer niveles similares a los basales.
Ademas, si medimos esta enzima con la técnica de WB no encontramos diferencias en

sus niveles a lo largo del experimento.

Por otro lado, el “Precondicionamiento regenerativo” no parece influir en la iNOS. Ya
que no encontramos diferencias significativas en el comportamiento de los valores de

iNOS en ambos grupos a lo largo del seguimiento de nuestro experimento.

De esto podriamos deducir que el SFFS disminuye los niveles de NO tras una
hepatectomia del 90% en base a la inhibicion de la accion de la eNOS. Por otro lado, el
“Precondicionamiento regenerativo” parece tener un efecto hepato-protector, al conseguir

evitar el descenso en los niveles de NO, mediante la regulacion positiva de la eNOS.
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Por otra parte, se ha estudiado el metabolismo del NO en el preacondicionamiento
isquémico hepatico, una maniobra para reducir la gravedad del dafo por I/R. Esta técnica
produce de manera casi inmediata la liberacion de adenosina, la cual activa la eNOS y
favorece la creacion de NO. Se ha visto que esto provoca una mejora en la oxigenacion
tisular y en la microcirculacion del higado. Sin embargo, en este contexto, la iNOS tarda
varias horas en generar el NO tras ser estimulada. Este retraso en la accion de la iNOS
parece deberse a que su produccion estd determinada predominantemente a nivel
transcripcional. Este dato sobre la relacion temporal de la accion tanto de la eNOS como
de la iNOS podria explicar la razén por la que en nuestro estudio solo veamos cambios

en el comportamiento de la eNOS. (206)(207)(208)
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7.4. Metabolismo energético en el Sindrome de
“Small-For-Flow” y el “Precondicionamiento

regenerativo”

Actualmente, el metabolismo energético es un tema en auge en la investigacion. Se estan
desarrollando tratamientos con accion a nivel mitocondrial para mitigar el dafio hepatico,
especialmente centrandose en el dafio por I/R en el trasplante hepatico. De hecho,
podemos ya hablar de algunos fairmacos con mecanismo de accion a nivel mitocondrial
como son la ciclosporina, la minociclina o el remifentanilo (209)(210), e incluso

mencionar el revolucionario transplante mitocondrial (211)

Los cambios en la sefalizacion purinérgica se producen en distintas condiciones
fisiopatologicas, como el cancer, la diabetes, la inflamacion, la fibrosis hepatica, la

cirrosis, y en la regeneracion del higado después de una lesion o trasplante. (132)

La proliferacion de los hepatocitos requiere una produccion amplificada de energia y
metabolitos esenciales, necesarios para la sintesis de todos los componentes celulares,
que dependen fundamentalmente de las mitocondrias. De hecho, se ha demostrado que
algunas alteraciones del desarrollo mitocondrial, con fArmacos como la zidovudine (212),
o a nivel genético inhiben, por ejemplo, el gen de la topoisomerasa-1 (213) o la proteina
reguladora de la absorcion de calcio mitocondrial-1 (MICU1) (214) retrasan la

regeneracion hepatica.
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Ya en 1991, Katoh et al, estudiaron en ratas la funcién mitocondrial en hepatectomias
extendidas precedidas de PVL. Ellos sugirieron que la mejora de la funciéon mitocondrial
tras la PVL satisface los requerimientos energéticos necesarios para la regeneracion

hepatica.(215)

Los parametros bioenergéticos mitocondriales disminuyen significativamente durante la
I[HPH. De hecho, algunos estudios han vinculado los picos mas altos de transaminasas,
bilirrubina e INR después de una hepatectomia mayor con una peor funciéon mitocondrial.
Esto se debe al hecho de que la regeneracion hepatica necesita una gran cantidad de
energia para poderse llevar a cabo de una manera rapida y eficaz, ya que de lo contrario,

el paciente acabara con IHPH e incluso la muerte. (216)(135)(217)

Los animales del grupo CON de nuestro estudio desarrollaron SFFS.(50) En este sentido,
y compatible con lo que se ha descrito anteriormente en la literatura, nuestro estudio
muestra que el desarrollo del SFFS va acompafiado de una disminucion de los valores de

ATP, de larelacion ATP:ADP y de la carga energética. (Tabla 5)

El deterioro de la funcién mitocondrial se ha relacionado con hepatectomias del 70% y
del 90% (218), con el ALPPS (216), con maniobras de Pringle prolongadas (clampajes
del pediculo hepético mayores a 20 minutos) (135), y con el dafio por isquemia-

reperfusion (I/R) en el transplante hepatico (217).

Budai et al, describieron que aunque el nimero de mitocondrias si aumenta después del

ALPPS, éstas son inmaduras y disfuncionales debido a una biogénesis inadecuada.(216)
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Algunos investigadores analizaron los parametros de la bioenergética celular durante el
trasplante hepatico. En esta situacion particular, los procesos de I/R inducen lesion celular
y empeoramiento de la funcidon mitocondrial, lo que contribuye a una mala funcidn inicial
del injerto, e incluso a la disfuncion primaria que se puede observar en determinados
casos en el postoperatorio de un trasplante hepatico. Sin embargo, la disfuncion
mitocondrial relacionada con el dafo por I/R también se puede encontrar en traumatismos
hepaticos, en shocks hemorragicos, en hepatectomias parciales y después de un paro
cardiaco. (209)(210). Bruinsma et al, demostraron que los niveles de ATP disminuyen
gradualmente durante la fase de isquemia, y como un trasplante exitoso depende entre
otras cosas, de una recuperacion significativa de los niveles de ATP durante la
reperfusion. Es por ello que los higados con disfuncion primaria del injerto, mostraron

menor recuperacion de los niveles de ATP durante la fase de reperfusion. (136)

Si analizamos ese dafio mitocondrial, lo encontramos representado a nivel molecular en
la reduccion del potencial de membrana mitocondrial, en un aumento en la fase de latencia
y en una reduccién en la sintesis de ATP, lo que condiciona un aumento simultaneo en

los niveles de ADP y AMP. (217)

Por otro lado, un aumento en el metabolismo del ATP se asocia con una regeneracion
hepatica mas rapida.(132)(219) Las técnicas de PVE y PVL inducen la regeneracion
hepatica en un proceso bien equilibrado, con suficiente suministro de energia
proporcionado por el aumento de la funcion mitocondrial. (216) Con esa provision de
energia suficiente, la regeneracion hepatica se lleva a cabo correctamente, por lo que el

higado consigue hipertrofiarse. Con el “Precondicionamiento regenerativo” no
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obtenemos esa hipertrofia, ni ese gran aumento en los niveles de ATP, sino una mejor

condicion energética del higado remanente después de una reseccion hepatica mayor.

El estado redox mitocondrial reducido después de hepatectomias extendidas, se ha
demostrado que se debe a un hipermetabolismo relativo del remanente hepatico.
(216)(218) Con el “Precondicionamiento regenerativo” vemos como las curvas
decrecientes de los niveles de ATP, la relacion ATP:ADP y la carga de energia son mas
altas en los animales del grupo PREC, que en los animales del grupo CON, lo que implica
una mayor actividad mitocondrial en la regeneracion hepatica. (Fig.38, Fig.41 y Fig.42)
Y, por lo tanto, vemos las curvas crecientes de los datos de ADP y AMP, con valores mas
bajos en el grupo de PREC, en comparacién con el grupo CON. (Fig.39 y Fig.40). Estos
resultados concuerdan con lo descrito inicialmente por Nagano, el cudl en sus estudios
con ratas sobre el “Precondicionamiento regenerativo”, demostr6 que los niveles de ATP
eran significativamente mas altos a las 24 horas en el grupo al que habia aplicado el

precondicionamiento que en el grupo control. (69)(219)
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8. LIMITACIONES DEL

ESTUDIO
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Limitaciones del estudio:

La principal debilidad de nuestro estudio fue la falta de mas tiempo de seguimiento
después de 24 horas tras la hepatectomia. Realizamos una hepatectomia subtotal en un
modelo porcino, la cual se trata de una cirugia extrema para estos animales. Por ello, la
atencion postoperatoria requiere un equipo multidisciplinario con una gran experiencia
en cirugia hepatobiliar y en cuidados intensivos, que ofrezca una atencion intensiva real
similar a las que se aplican en una UCI humana. Esta limitacion, sin embargo, no invalida
el estudio, ya que la técnica utilizada, una hepatectomia del 90%, ha sido demostrada
como modelo util para reproducir las alteraciones de SFFS e investigar modificaciones

en él.

Ademas, la mayoria de los estudios experimentales encontrados en la literatura para medir
tanto las citoquinas, como las caspasas, el 0xido nitrico o el metabolismo energético son
realizados en ratones o ratas. Al tratarse de animales pequeios, es més facil conseguir un
mayor tamafio muestral, tanto desde el punto de vista ético, como desde el economico o
del tiempo requerido para realizar la cirugia. Por otro lado, en roedores, se ha visto que
el pico de regeneracion hepatica es a las 24 horas, sin embargo, en el modelo porcino este
pico parece que se retrasa hacia las 48 horas. Por esta razon, si pudiéramos medir las
citoquinas después del primer dia postoperatorio, probablemente encontrariamos

diferencias mas significativas en las variables estudiadas.

En futuros estudios, seria de gran interés un tiempo mayor de seguimiento, importante
para evaluar el impacto final de las potenciales intervenciones para el tratamiento del
SFFS, como el “Precondicionamiento regenerativo”. Por otro lado, estudios de
supervivencia, nos ayudaran también a poder acercar la técnica del “Precondicionamiento

regenerativo” a la clinica.
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Finalmente, creemos que, a pesar de las limitaciones expuestas, los resultados del presente
estudio refuerzan el interés en el “Precondicionamiento regenerativo” como una

herramienta hepatoprotectora en hepatectomias mayores con riesgo de IHPH.
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9. CONCLUSIONES

206



207



Conclusiones:

1.

b

El sindrome de “Small-For-Flow” se asocié a una respuesta inflamatoria

caracterizada por un desequilibrio entre las citoquinas pro- y anti-inflamatorias.

En el sindrome de “Small-For-Flow, el aumento de los niveles de mediadores pro-
inflamatorios se acompaié de un aumento en el grado de apoptosis, de una menor
activacion de la 6xido nitrico sintasa y de un deterioro en el metabolismo

energético.

El “Precondicionamiento regenerativo” atenud la respuesta inflamatoria y
apoptotica, aumento6 los niveles de la 6xido nitrico sintasa y mejord la carga

energética tras una hepatectomia subtotal.

Los resultados de nuestro estudio sugieren que el “Precondicionamiento
regenerativo” podria proporcionar proteccion hepatica, mediante la modulacion

de algunos mediadores moleculares implicados en la regeneracion hepatica.
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Abstract

Introduction The term “Smalk-for-Flow™ reflects the pathogenetic relevance of hepatic hemodynamics for the “Small-For-Size™
syndrome and posthepatectomy liver failure. We aimed to characterize a large-animal model for studying the “Small-for-Flow™
syndrome.

Methods We performed subtotal (90%) hepatectomies m 10 female MiniPigs using a simplified tmnsection technique with a
toumiquet. Blood tests, hepatic and systemic hemodynamics, and hepatic function and histology were assessed befare (Bas),
15 min (t-15 min) and 24 h (t-24 h) after the operation. Some pigs underwent computed tomography (CT) scans for hepatic
volumetry (n = 4) and intracranial pressure (ICP) monitoring (n = 3). Postoperative care was performed in an intensive care unit
environment.

Results All hepatectomies were successfully performed, and hepatic volumetry confirmed liver remmant volumes 0f 9.2% [6.2-
112]. The hepatectomy resulted in chamcteristic hepatic hemodynamic alterations, including portal hyperperfusion, relative
decrease of hepatic arterial blood flow, and increased portal pressure (PP) and portalsystemic pressure gradient. The model
reproduced major diagnostic features including the development of cholestasis, coagulopathy, encephalopathy with increased
ICP, ascites, and renal failure, hyperdynamic circulation, and hyperlactatemia. Two animals (20%) died before t-24 h.
Histological liver damage was observed at t-15 min and at t-24 h. The degree of hisological damage at t-24 h correlated with
intraoperative PP (r= 0689, p =0.028), hepatic arterial blood flow (r=0.655, p = 0.040), and hepatic arterial pulsatility index
(r=0.724, p = 0.066). All animals with intraoperative PP >20 mmHg presented liver damage at t-24 h,

Conclusion The present 90% hepatectomy parcine experimental model is a feasible and reprodudble model for investigating the
“Small-for-Flow™ syndrome.

Keywords Small-for-Size - Hepatectomy - Pig - Small-For-Flow - Posthepatectomy liver failure
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Introduction

The concept of “Small-for-Flow™ syndrome arises from the
observation that the determining factor of the appearance of
the “Small-for-Size™ syndrome (SFSS) and the
posthepatectomy liver fallure (PHLF) may be the increase of
portal inflow against a reduced hepatic mass." The increase
in portal blood flow (PBF) relative to the remnant liver leads
to portal hypertension and to decreased hepatic arteril blood
flow (HABF) due to the hepatic artery buffer response. The
mismatch between PBF and sinusoidal mass induces a series
of structural alterations that trigger subsequent changes in in-
flammatory mediators. These alterations impair the regenena-
tive capacity of the liver parenchyma and reduce its energy
load, ultimately impeding to fulfil metabolic and synthetic
requirements,

Based on studies where hepatic hemodynamics were mod-
ulated in hepatic surgeries,” ' the “Small-for-Flow™ syn-
drome would be defined by the following intraoperative
criteria: a portal pressure (PP) greater than 20 mmHg or a
PBF greater than 250 ml/min/100 g.'* Surpassing of these
thresholds would indicate the need to take measures for
preventing the structural alterations caused by the inflow im-
balance, setting a scenario for the future devdopment of such
interventions. In addition, this approach would allow the eval-
uation of the effectiveness of potential interventions in real
time. Because clinical trials in this fidd are limited by high
morbidity and mortality and by ethical considerations, it is
necessary to establish experimental models that reproduce
the human condition. Parcine models of subtotal hepatecto-
mies are particularly valuable, as their anatomy and physiol-
ogy are similar to humans.'*'* These large animals allow the
measurement of portal and arterial blood flows and pressures
intraoperatively, "7 as well as the exploration of potential
maneuvers to expand the safety limits in liver surgery.'®

The aim of the present work was to characterize a large
animal modd in which all the features that chamcterize the
“Small-for-Size™ syndrome and the pastoperative liver failure
can be recapitulated, therefore providing relevant endpoints
for studying its pathogenesis and testing therapeutic
interventions.

Materials and Methods

Ten female MiniPigs (body weight 42 kg [39.2-49.7], length
132 cm [119-150]) were anesthetized and underwent the fol-
lowing protocol (Fig. 1). Briefly, an intracranial pressure
(ICP) measurement sensor was placed in three animals, and
a cranmal and abdominal computed tomography (CT) scan
were then performed. An abdominal CT scan was also per-
formed ina fourth animal without ICP monitormg. Back in the
operating room, blood vessels were cannulated and a 90%

&) springer
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Fig.1 Flow chart showing the experimental design and the timing of the
main procedures carried out during the surgical intervention and the
postoperative follow-up

hepatectomy with hemostatic control was performed.’”” The
laparotomy was closed, and the aimal was transferred to
the radiology room to perform a new cranial and abdominal
CT scan if indicated. Once the studies were completed, the
animals remained monitored under observation with invasive
respiratory support until they were sacrificed 24 h later. The
measurement of hemodynamic and liver function pammeters,
and the collection of blood samples and liver biopsies were
performed at the beginning of the surgery (Bas), 15 min after
the subtotal hepatectomy (t-15 min) when the animals were
hemodynamically stable, and 24 h after surgery (t-24 h) (Fig.
1).

The study was approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation of the Minimally Invasive Surgery
Center Jesus Uson (CCMIJU) in Caceres, Spain. All expern-
ments were performed in compliance with the “Guide for the
care and use of laboratory animals™ by the American Research
Council, 2011 edition (https://www.nap.edu/download/
12910) and the ARRIVE guidelines. At the end of the study
protocol or when ethically indicated, the animals were
sacrificed under deep anesthesia with intravenous injection
of propofol (200 mg) followed by potassium chloride
(2 mmolkg). The spedfic clinical and behaviomal signs used
as endpoint criteria to indicate the euthanasia were the follow-
ing: severe hepatic insufficiency, hyperactivity, and respimto-
ry insufficiency with O2 saturation <85%.
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Anesthesia Protocol

All animals underwent surgery under general anesthesia
following a standard protocol. Briefly, animals received a
patch of fentanyl and were fasted with free access to water
24 h before the operation. The next morning, pigs were
first premedicated with ketamine 15 mg/kg i.m. Once se-
dated, they were transferred to the operating room, their
weight and length were recorded, a thermal blanket was
placed to avoid hypothermia and a peripheral vein in the
ear was cannulated with a 20-22G tube. After
preoxygenation with 100% oxygen, general anesthesia
was induced with fentanyl (3 pg/kg iv.), propofol (2-
4 mg/kg i.v.), and atracurium (0.6 mg/kg i.v.).
Subsequently, an intratmcheal tube and a nasogastric tube
were placed to facilitate the surgical procedure. Fluid ther-
apy was performed with an i.v. infusion of 6-8 ml’kg/h of
crystalloids. The colloid hydroxyethyl starch (Voluven®)
was added when needed to maintain hemodynamic stabil-
ity. If hypotension (MAP <60 mmHg) occurred despite
fluid therapy, intravenous boluses of ephedrine 5 mg or
phenylephrine 0.1 mg were added to maintain MAP equal
to or greater than 60 mmHg. After the hepatectomy, gly-
cemia was hourly measured and a 10% glucose solution
was administered to maintain glycemia over 100 mg/dl.

Measurement of Systemic and Hepatic
Hemodynamics

Once anesthetized, the initial monitoring consisted of a
one-lead electrocardiogram, pulse oximetry, capnography,
and FiO2. A femoral artery was canalized with a
PICCO® catheter, and the PiCCO2® monitor (Pulsion
Medical System AG, Munich, Germany) was used for
advanced hemodynamic monitoring. The central venous
pressure (CVP) was measured through a bilumen catheter
inserted into the jugular vein. The portal pressure (PP)
was measured by direct puncture of the portal vein with
a 25G needle connected to a pressure transducer
(Fig. 2a), and the portal blood flow (PBF) and the he-
patic arterial blood flow (HABF) were measured with a
flow-meter per transit time probe (MediStim® AS, Oslo,
Norway) (Fig. 2b). Portal-systemic pressure gradient
(PSPG) was calculated as the difference between the
CVP and PP. Other calculated variables included the
HABF corrected by liver weight (HABF per 100 g),
the PBF comected by liver weight (PBF per 100 g), the
total hepatic blood flow (THBF), the hepatic artery
pulsatility index (Pla), the percentage of THBF that de-
pends on the hepatic artery (HABF/THBF), and the per-
centage of THBF that depends on the portal vein (PBF/
THBF).
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Flg. 2 &ugery and hepatic volumetry. The panels show representative
T of a the portal pressure (PP) (white arrow)

and b Ihc ponal blood flow (PBF) (white arrow) before the hepatectomy
using a flow-meter per transit time. ¢ The hepatic remnant representing
107% of the initisl liver mass, including the toumiquet used for the hepatic
resection (white arrows), d reconstruction of the wotal hepatic volume
including the liver mass plamned to be resected (light brown), the estimat-
ed liver remnant (orange), and the volume occupied by vessels (light
green) in a computerized omography i m'nge umd for hepatic volumetsy,
andea ized phy image showing the liver r (light
brown) and 1 the big vessels ( (bright blue) after the hepatectomy

Surgial Procedure for Resecting 90% of Liver Mass

Animals were placed in supine position, draped in a sterile
fashion and a J laparotomy was performed. Aftermobilization
of the falciform ligament, dissection was carried out to expose
the hepatic hilum. The partal vein and the hepatic artery were
then dissected and isolated with a vessel loop to facilitate its
identification during surgery, but no Pringle maneuver was
performed. The hepatic resection consisted of a 90% hepatec-
tomy following the technique described by Xia et al.’ except
that a tourniquet was used to improve hemostasia as desaribed
by Kahn etal..”’ Briefly, the fald form ligament, the left trian-
gular ligament, and the lesser omentum were cut to allow the
identification of hepatic veins and the mobilization ofleft liver
lobes. Afterwards, an in-block resection of the left lateral
(LLL), left medial (LML), and right medial (RML) lobes
was performed by pladng a tourniquet around the parenchy-
ma at the origin of the three left lobes, which was fixed with
interrupted prolene stitches of 1/0 and hemastasss suture with
prolene threads of (00 resting on the toumiquet tape, and the
transection was performed using Ligasure and EndoGIA

Q) Springes
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(Covidien, Mimneapolis, MN), (Fig. 2¢). Subsequently, the
90% hepatectomy was completed with the resection of the
right lateral lobe (RLL). After confirming adequate hemosta-
sis, the abdommal cavity was washed with sterike 0.9% salne,
and the t-15 min measurements were taken. Finally, the lapa-
rotomy was closed in two levels with non-absorbable suture.

Measurement of Liver Function

Liver function was assessed by the indocyanine green (ICG)
clearance test measured with the PICCO2® montor. It was
expressed using the plasma disappearance mte per minute
(PDR) and the retention rate at 15 min (R15) after an intrave-
nous injection 0f 0.5 mg’kg of ICG.

Intracranial Pressure Monitoring

Intracranial pressure monitoring was performed by introduc-
ing an intmparenchymal brain sensor (Camino® Integra®) in
three of the animals.” Before and after surgery, a cranial CT
scanwas performed to assess the pasition of the sensor and the
presence of signs of cercbral edema.®® Boluses of pentothal
(1-4 mg'kg) or mannitol 20% (0.25 a 1 g/kg/ 2-6 h) were
administered when ICP increased over 20 mmHg.

Liver Volumetry

Anabdominal CTscan withi.v. contrast was performed before
and after the hepatectomy in four animals. The total hepatic
volume and the estimated liver remnant volume were calcu-
lated on CT images (Philips CT Scamner Brilliance 6 slice).
The calculation of the hepatic volumes was performed with a
liver segmentation program (Philips Intellispace Portal) (Fig.
2, e).

Histological Evaluation

Liver tissue samples were fixed in 10% buffered formalin
and paraffin<embedded. Histological sections (6 pum thick)
of liver tissue were stained with hematoxylin-eosin and
Masson’s trichrome, and evaluated blindly by two pathol-
ogists (IP, ES). A score of histological damage was elab-
orated from 7 parameters: congestion, hemorrhage,
periportal edema, septal edema, endothelial detachment,
necrosis, and apoptosis. Each parameter was scored no
damage (0), low (1), moderate (2), and severe (3). The
final Histological Damage Score was calculated as
Y (congestion + 2 x hemorrhage + periportal edema + sep-
tal edema + 2 x endothelial detachment + 2 x necrosis + 2
* apoptosis), in order to give mare weight to the param-
eters reflecting more severe damage. Therefore, the score
ranged from 0 to 33 points, considering histological dam-
age a score= 3,

&) Springer
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Statistical Analysis

Quantitative variables were expressed as median [inter-
quartile range] and qualitative vanables as percentage
(%). Differences between time points (Bas vs. t-
15 min, and Bas vs. t-24 h) were evaluated using paired
t tests applying the Bonferoni correction for multiple
comparisons. Correlations between two variables were
assessed by Pearson test. A p value <0.05 was consid-
ered statistically significant. The statistical analysis was
performed using the SPSS version 20.0 (IBM
Corporation, Amonk, NY) and Prism 7 for Windows
(GraphPad Software, Inc).

Results

The 90% hepatectomy was completed successfully in all the
animals, and all of them were hemodynamically stable at the
end of the surgery. Body temperature slightly decreased dur-
ing surgery (Bas, 36.9 °C [36.0-37.9] vs. t-15 min, 36.4 °C
[35.0-37.1}: p=0.004), but it recovered at 24 h (35.8 °C
[352-37.5], p= 1.0 vs. Bas).

Surgery, Qinical Course, and Survival of Pigs
Undergoing 90% Hepatectomy

The hepatectomy reduced the weight of the liver from
956 g [882-1019] (summing up the weights of the
resected lobes, plus the liver remnant at sacrifice) to
168 g [140-182] (weight of the liver remnant at sacrifice)
(p<0.0001 Bas vs. t-24 h): calculated in this manner, the
liver emnant represented 18.2% [14.3-19.1] of the total
liver weight. Because the congestion and edema of the
liver mnant may increase its weight when measured at
24 h, we performed CT scans in four animals before and
immediately after the hepatectomy in order to determine
the exact percentage of resection of liver mass. In these
animals, the total liver volume was reduced from 1248 cc
[1163-1474] at Bas to 129 cc [78-140] after the surgery
(p=0.0006), which represented 9.2% [6.2-11.2] of the
nitial liver volume (Fig 2d, ¢).

Three animals underwent ICP monitoring, and in all of
them ICP increased during the postoperative period (Fig. 3).
One of the animals presented an increase of ICP from
10 mmHg at 3 h to 40 mmHg at 6 h, and died shortly there-
after. A second animal (without ICP monitoring) died at 12h
after the surgery due to a cardiac thrombotic complication.
The remaining eight animals survived for 24 h. Of the ten
animals, eight of them (80%) presented ascites at the
necopsy.
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Fig. 3 Messuement of
intracranisl pressure (ICP). The
panels show mpresentative
images of a the placement of an
intrac ranial pressure sensor in &
pig, ba cranial computed
omography reconstruction
verifying the position of the
intrac ranisl pressure sensor, and ¢
the evolution of ICP afier a 90%
hepatectomy in the three animals
undergoing ICP monitoring

Blood Laboratory Parameters

Compared with based me measurements, the 90% hepatectomy
resulted in some changes of blood laboratory pammeters im-
mediately after the surgery (t-15 min) and more extensive
alterations 24 h later (t-24 h) (Table 1). The earliest altemtions
included decreases of the platelet count (p = 0.006), GGT
(p<0.001), and abumin (p =0.030), and increases of glyce-
mia (p=0.040), AST (p=0.006) and lactate (p=0.004),
which was associated with a trend to a lower pH (p =0.064).
At the 24-h time point, the animals presented decreases of
hemoglobin (p = 0.002), hematocrit (p = 0.003), and albumin
(p=0.023), and increases of AST (p= 0.035), bilirubin (P =

0.007), AP (p = 0.009), and creatnine (p = 0.017). At this time
point, the animals also presented coagulopathy (increase of
prothrombin time (p = 0.002) and INR (p < 0.001)) and a per-
sistent increase of blood lactate (p =0.042).

Systemic Hemodynamic Parameters

All pigs remained hemodynamically stable early after the sur-
gery (t-15 min), although they showed a trend to increase the
heart rate (HR, p =0.080) and the systolic volume index (SVI,
p=0067) (Table 2). Twenty-four hours after the surgery, the
pigs dewveloped a hyperdynamic circulation with increased
cardiac index (CI, p=0.039) and HR (p=0.012) and de-
creased mean arterial pressure (MAP, p =0.027) and systemic
vascular resstance index (SVRL p=0.039), aswdl as atrend
to an increase of the cardiac function index (CFL p =0.097)
(Table 2). Of note, no changes were observed at any time point
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Hours after the hepatectomy

in other general hemodynamic parameters such as the central
venous pressure (CVP), the global end-diastolic volume index
(GEDI), the maximum rate of increase of arterial pressure
(Dpmax), or the stroke volume variation (SVV), nor in hemo-
dynamic pammeters of the pulmonary circulation such as the
extra vascular lung water index (ELWI).

Hepatic Hemodynamic Parameters

The 90% hepatectomy resulted in dmmatic changes of hepatic
hemodynamic parameters (Fig. 4). The resection of liver mass
was accompanied by an immediate decrease of the THBF
(Bas, 1030 mL/min [769-1165] vs. t-15 min, 398 mL/min
[279-599]. p< 0.001), which resulted from a decrease of both
the HABF (195 mL/min [171-490] vs. 45 mL/min [29-66],
p=0.006) and the PBF (585 mL/mmn [471-823] vs. 355 mL/
min [240-566], p = 0.044). The changes of the HABF and the
PBF, however, did not occur in the same proportion, resulting
in a decrease of the HABF relative to the THBF (26% [21-46]
vs. 109, p = 0,015) with a corespanding relative increase
of the PBF (Fig. 4a, b). Although the absolute values of he-
patic blood flows were reduced, the hepatectomy resulted in
relative hyperemia of the liver emnant, as shown by the
marked increase of the PBF, but not of the HABF, relative to
liver mass (PBF, Bas, 61 mL/min/100 g [53-87] vs. t-15 min,
204 mL/min/100 g [154-322]; p = 0.003: HABF, 21 ml/min/
100 g [19-51] vs.25 mVmin/100 g [21-40); p =0.97) (Fig. 4a,
b). As a direct consequence of the relative hyperemia, the
portal pressure (PP) increased immediately after the resection
in all the animals (9.0 mmHg [7.0-13.5] vs. 22.0 mmHg

Q Springer
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Table 1 Blood lsboratory
parameters at baseline (Bas),

15 min (+15 min), and 24 h (1
24 h) after a 90% hepatectomy in
pigs

Baseline =15 min r* 24 h pE

Hemoglobin (g/dl) 99 [8.6-109] 8.7[83-98] 0.144 71[65-1.7 0.002
Hematocrit (%) 303 [268-33.4] 263 [24.8-288) 0184  226[199-234]) 0.0
Plakeless (10°uL) 350 [278—484) 311 [254-414) 0006 241 [209-287] 0.188
Lekocytes (10°uL) 190 [15.1-232] 146 [113-24.5] L0 285 [9.9-46.5] 0206
PT (seg) 142 [9.5-14.9] 126 [9.8-14.9] Lo 237[19.1264) 0.002
INR 0.93[0.79-096] 093 [0.83-1.00) 0304 196[1.60-225] <000
APTT (seg) 182 [169-23.4]  166[164-17.3] 0106  213[183-388] 0320
Glucose (mg/dL) 110 [87-148] 186 [142-230] 0040 147 [87-370] 0426
ALT (ULL) 45 [34-59) 36[28-51) 0.429 72[41-115) 0216
AST (UL 62[53-81] 98 [14-149] 0006 S39[321-717] 0.035
Bilirubin (mg/dL) 040[0.15-055 040 [025-0.70) 0.191 170 [1.40-2.10] 0.007
GGT (UIL) 423147 341837 <0.001 40 [26-60] 0381
AP (UIL) 265 [120-362] 258 [98-318] 0714 611 [374-1133] 0.009
LDH (UIL) 117 [681-1470] 1039 [$74-1553] 10 2175 [1776:3446) 0.167
Albumin (gdl) 2402252600  195[1.80-2.10) 0030  2.05[1.70-2.73] 0023
Creatinine (mg/dL) 129[068-2.13]  129[0.79-2.14] 1.0 1.44[1.09-3.97) 0.017
Urea (mg/dL) 305 [195-348]  24.0[185-320) 0352 220[21.0-36.0) 10

Arerial pH TAT[145-755]  742[135-747] 0064 744[737-746) 037
Lactate (mmol/L) 15 [L1-1.6) 333137 0.004 463474 0.042

#-15min vs. Bas * 24 h vs. Bas. Pvalues that srestatistically significant or close 1o significance are shown in bold
ALT alanine aminotransferase, AP alkaline phosphatase, APTT activated partial thromboplastin time, AST aspar-
tate aminotansfersse, GGT gamma gltamyltransfersse, VR intemational normalized ratio, LDH lactate dehy-
drogensse, PT pothoombin time

[17.3-24.0], p < 0.001), with most of them (n =9, 90%) pre-
senting a PP above 15 mmHg (Fig. 4¢). The portal-systemic
pressure gradient (PSPG) also increased accordingly
(3.0 mmHg [3.0-4.5] vs. 15.0 mmHg [11.0-17.8],
p<0.001). Both the PP (r=-10.794, p =0.006) and the
PSPG (r=—0.732, p =0.016) were negatively correlted with

the PBF. Interestingly, the Pla increased at this early time point
(0.50 [0.38-0.90] vs. 4.30 [2.70-4.50], p=0.001).

Most hepatic hemodynamic alterations, but not all,
pemsisted at 24 h. Thus, THBF recovered (800 mlimin [502—
1041], p= 0488 vs. Bas), mostly due to the recovery of PBF
(690 ml/min [443-1000], p = 1.0), while HABF tended to

Table 2 Systemic hemodynamic

parameters at baseline (Bas), Baselme 1-15 min r* 24 h e

15 min (15 min), and 24 h (-

24 h) after s 90% hepatectomy in ~ HR (bpm) 8 [B-112] 124 [98-133] 0.080 140 [103-144) 0012

pigs MAP (mmHg) 86 [68-112] 81 [68-90] 0353 66 [35-83] 0027
CVP (mmHg) 50 [3.5-78] 5.5[28-105]) 10 70[50-10.0) 10
CI (Vmin/m®) 208 [264-341]  276[1.78-326) 10 344[311476] 003
CFI (Vmin) 6.60 [4.38-7.53] 760[695-885 0348  880[645-1335] 0097
SVRI 2368 [1633-2784]  2424[1958-2806] 10 1302 [1090-1664] 0039

(dyn*s*em ™ m?)

GEDI (mlin®) 539 [448-749] 425[297480] 10 458 [330-516) 042
SVI (mlim’) 340 [275-47.0) 21.0[115-290] 0067  290[253-45.0]) 0597
SVV (%) 245 [163-30.5) 205163248 0282  230[105-2738) 10
Dpmax (mmHg/seg) 532 [310-623) 624 [275-831]) 0457 595 [380-960] 10
ELWI (ml/Kg) 1200 [8.50-1650] 11.00[9.00-25.00] 0655 1300[11.00-1500] 1.0
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%-15min vs Bas *+24h vs. Bas. P values that are statistically significant or close 1o significance are shown in bold
Cl cardiac index, CFI cardisc function index, Dpmax maximum rate of b in ial p ELWI extra
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global end-disswolic volume index, AR heartrate, MAP mean arerial pressure,
index, SVV stroke volume variation, SV/ syswolic volume index
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The graphs show the values at baseline (Bas), 15 min, and 24 h after the
surgery of a the hepatic arterial blood flow relative to liver weight (HABF,
solid line, left axis) and ss percentage of the wotal hepatic blood flow

remain decreased (59 ml/min [42-105], p=0.069 vs. Bas).
Still, the relative contributions of the HABF and the PBF to
the THBF remained below (11%* ") and above (89% [87—
96]), respectively, compared with basdine values (both p=
0.035 vs. Bas) (Fig. 4a, b). Consequently, the relative portal
hyperemia of the liver emnant further increased 24 h after the
surgery (PBF, 399 ml/min/100 g [257-550], p=0.005 vs.
Bas) (Fig. 4b), and the PP (17.5 mmHg [15.5-185], p=
0.014 vs. Bas) (Fig. 4c) and the PSPG (10.0 mmHg [75-
14.3], p=0.004 vs. Bas) also remained elevated.

Liver Function

Liver function markedly worsened immediately after the hep-
atectomy, as shown by the decrease of PDR (Bas, 10.0 [8.1-
16.5] vs. t-15 min, 4.2 [2.8-5.4]: p=0.027) and the increase
of R15 (Bas, 20.8 [4.7-26.0] vs. t-15 min, 53.3 [44.5-65.7]:
p=0003) (Fig. 5a,b). Importantly, liver dysfunction persisted
at the 24 h time point (PDR, 3.7 [3.2-4.6], p= 0.018 vs. Bas:
R15, 57.4 [50.2-61.9]), p=0.002 vs. Bas).

a) b)
15 8
&
" Ll
5 ) g ‘.] /l/l
5
2
Bas 15min 24h Bas 15min

Fig.5 Liver function inpigs undergoinga 90% hepaectomy. The graphs
show the evolution of liver function at baseline (Bas), 15 min and 24 h
after the surgery evahand by using the indocyanine green test to
d ine: a the pk rate (PDR) and b the retention-
15 (RIS)panmmer Mean + SEM. *p<005and *p <001 vz Bss
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to liver weight (PBF, solid line, left axis) and &5 percentage of the THBF
(PBF/THBF, dotted line, right axis), and ¢ the portal pressure. Mean +
SEM. *p <005, **p< 001, and ***p <0.001 vs. Bss

Histological Examination

Hepatic damage, as assessed by the Histological Damage
Score, increased from 0.0 [0.0-125] to 5.5 [3-5-7.25] att-
15min (p = 0.002 vs. Bas) andto 3.0 [1-0-6.75] att-24h (p=
0.028 vs. Bas). The histological changes at 24 h after surgery
were positively correlated with the PP (r=0.689 [0.105,
0920], p=0.028, Fig. 6a) and the HABF per 100 g of liver
tissue (r=0.655 [0.042, 0.909], p=0.040, Fig. 6b) and in-
versely with the Pla (r=—0.724 [-0.956, 0.065], p =0.066,
Fig. 6¢), all of them measured immediately after the resection
of liver mass. Noteworthy, all animals with a PP above
20 mmHg early after the surgery showed histological damage
(scare = 3) 24 h later (Fig. 6a).

Discussion

Establishing a preclinical model in a large experimental
animal is crucial for increasing the understanding of the
underlying mechanisms of the “Small-for-Size” syn-
drome and the posthepatectomy liver failure. In the
present study, we chamcterized a model consisting of
the resection of 90% of the hepatic parenchyma in pigs
using a simplified and reproducible surgical technique
and a comprehensive monitoring protocol. Remarkably,
the model replicated the major analytical, hemodynamic,
functional, and histological features of the “Small-for-
Size™ syndrome and posthepatectomy liver failure, as
well as their extra-hepatic complications and mortality.
The “Small-for-Size™ syndrome, resulting from the trans-
plantation of liver grafts that are too small, and the
posthepatectomy liver failure, resulting from excessive resec-
tions of liver mass, are both clinical entities chamcterized by
the development of liver failure manifested as cholestasis,
coagulopathy, encephalopathy, and ascites, frequently leading
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Fig. 6 Hepatic hemodynamic determinants of liver damage. The gaphs
show the relstionship of the histological damage score evaluated 24 h
afler the surgery with a the portal pressure, b the hepatic asterial blood
flow (HABF) relative 1 liver weight, and ¢ the pulsatility index of the
hepatic anery (Pla), all of them messured immediately after the hepatic

to multi-organ fai lure and death.” ** Here, we confirmed that
pigs undergoing a 90% hepatectomy developed liver damage
and dysfunction, as well as alterations in other organs such as
the brain and kidneys. The development of liver damage was
reflected analytically by early increases of transaminases in
plasma accompanied by chokstasis (ncreased bilirubin and
AP) 24 h after the surgery. The peak of liver enzymes was
lower in comparison with the reported in a porcine model of
transplantation of small-siz gmfts, probably because of the
additional deleterious effects of ischemia-reperfusion damage
in the later.' Liver damage was also confirned histologically
by the presence of characteristic akterations, which included
sinusoidal congestion, periportal and periseptal edema, and
perisinusoidal hemorrhage.”** The development of liver dys-
function was supported by the appearance of coagulopathy
(increased INR and PT) and hypoalbuminemia, and by the
decrease of PDR and increase R15 of indocyanine green,
which have been similardy reported in pigs undergoing trans-
plantation of small-size liver grafls.'® The decrease of liver
function was observed almaost immediately after the resection
of liver mass and it persisted at the 24-h time point, when
ascites was also noted in most of the animals. Finally, we also
observed the following extra-hepatic alterations: (i) the in-
crease of creatinine suggestive of kidney failure, (ii) the pro-
gressive increases of ICP refractory to mamnitol and pentothal
in the 3 individual animals undergoing ICP monitoring (lead-
ing to early death by bmin herniation in one of them), resem-
bling findings reported in pigs undergoing total
hepatectomies,” and (iii) the development of hyperdynamic
circulation (increased heart rate, CI and CFI, and decreased
MAP and SVRI) and hyperhctatemia, which are commonly
observed in patients with acute liver failure. In summary, the
present model reproduced the mast common alterations that
define the syndromes of “Small-for-Size™ and
posthepatectomy liver failure.

&) Springer
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resection (t-15 min). a—¢ The dotied lines at y=3 represent the value
sbove which animaks were considered to have hiswlogical damage In
a, a dotied line i ako shown at x=20 mmHg. The comrelation between
varisbles was evaluated by Pearson’s test, and the solid lines represent the
linear regression lines

Rather than renaming the previous clinical entities, the term
“Small-for-Flow™ syndrome aims to reflect the cruaal role of
hepatic hemodynamics for the development of liver failure in
hepatic surgeries. A major strength of the present model was
the reproduction of such alterations, which included the portal
hyperperfusion of the liver remnant, the relative decrease of
HABF, and the increase of PP and PSPG. Of note, these alter-
ations developed in the setting of stable physiological param-
eters (glycemia, arterial blood gases) and of the hyperdynamic
circulation that frequently accompanies liver failure. These
observations enhance the preclinical value of the model,
which allows a thorough evaluation of the effects of potential
interventions for preventing/treating the “Small-for-Size™
syndrome and the postopemtive liver failure. Both the PBF
and the PP (or the PSPG) are important parameters to assess
the hemodynamic stress of the liver remnant or liver graft.
Although PSPG avoids the influence of central venous pres-
sure in the calculation and has been reported to correlate better
with PBF than PP both PP and PSPG were significantly
comrelated with PBF in our study. Importantly, our results sug-
gest that “pressure”™ parameters are preferable to “flow™ pa-
rameters for predicting the extent of the liver damage. Of note,
absolute blood flow (mlimin) is not fully informative because
the normal value varies with the body mass of the individual
and, therefore, a specific threshold is unlikely to be universally
valid for all patients. Additionally, blood flow per liver mass
(ml/min/100 g) is only available in the case of liver grafis, but
not in the case of hepatic resections as the weight of the liver
remnant is unknown. As revealed in the present study by the
discordance with the volumetric evaluation, the weght of the
liver remnant several hours after the surgery did not reflect the
original weight, probably due to the influence of ongoing
edema and congestion. Because of this reason, the values of
blood flow per 100 g of liver tissue in the present study were
probably slightly underestimated. Contrary to “flow™
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parameters, the “pressure™ parameters (PP or PSPG) may di-
rectly reflect the adequacy of blood flow and the accommo-
dating capacity of the liver remnant regardless of the remain-
ing liver mass or the body mass of the individual. In agree-
ment with this notion, PP was directly comrelated with the
histological damage score, and all animals presenting PP
above 20 mmHg immediately after the resection developed
liver injury 24 h later. Finally, the HABF per 100 g and the
Pla, an indicator of the difficulty of the arterial blood to cross
the sinusoid, were also correlated with the degree of histolog-
ical damage. These measurements, which can be easily mea-
sured with a flow-meter probe, could thus be helpful for im-
proving the prediction of liver injury in hepatic surgery.

The main weakness of our study was the lack of follow-up
after 24 h, which was difficult to implement due to the highly
demanding postoperative care. In our experience, the model
requires a multidisciplinary team with high experience in
hepatobiliary surgery and critical care, as these animals need
to be sedated and managed in an intensive care unit similar to
what is performed in humans. This limitation, however, does
not diminish the validity of the study, as it is important to
emphasize that the “Small-for-Flow™ syndrome is defined
by intraoperative parameters and the present model
reproduced all the characteristic hemodynamic alterations

namic endpoints. Nonetheless, additional studies witha longer
follow up will be important to assess the final impact of po-
tential interventions, such as splenic embolization, regenen-
tive preconditioning, and somatostatin infusion.

Conclusion

The parcine hepatectomy model reported here was feasible
and reproducible, and it faithfully recreated the pathophysiol-
ogy of the “Small-for-Size™ syndrome and the postoperative
liver failure, representing a useful tool for studying their pre-
diction, prevention, diagnosis, and management. The study
also suggested that PP is prefemble to PBF for prognosis
and thempeutic guidance. Importantly, the adequate perfor-
mance of the model required a multidisciplinary team and
the combined evaluation of clinical, laboratory, hemodynam-
ic, and histopathological findings.
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11.3 Tablas

En el siguiente apartado se exponen datos intermedios y tablas de menor relevancia para
los resultados del presente trabajo. El orden se corresponde con la aparicion de los

resultados en el texto.

En estas tablas aparece la palabra Bas, para el momento Bas; la cifra 90, para referirse al
momento H15’, haciendo relacion a la hepatectomia del 90%; y la cifra 24, para referirse

al momento H24h.

Ademés, que la variable bioquimica vaya seguida de WB significa que ha sido medida
mediante la técnica de Western Blot, y que aparezca PCR, que ha sido medida mediante

la reaccion en cadena de la polimerasa.
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GRUPO CONTROL

Error
estandar

Tabla 6. de |§ Desviacion

Media media Mediana estandar Rango Minimo Maximo
TNF_PCR_Bas ,44660 ,11124 | ,354058871 | ,314646664 | ,886503341 | ,141610486 | 1,02811383
TNF_PCR_90 , 74270 ,05500 | ,759745811 | ,155558801 | ,503017258 | ,495686544 | ,998703802
TNF_PCR_24 1,8770 ,22875 | 1,84623888 | ,646997836 | 1,53425585 | 1,21682778 | 2,75108364
TNF_WB_Bas ,29863 ,04321 | ,313003772 | ,114319288 | ,324276411 | ,151171968 | ,475448379
TNF_WB_90 ,84542 ,12294 | ,779608936 | ,325269437 | ,857930251 | ,457140582 | 1,31507083
TNF_WB_24 1,7721 ,23204 | 1,55100000 | ,613920770 | 1,83069645 | 1,05085116 | 2,88154761
MCP1_PCR_Bas ,86809 ,L10251 | ,962925000 | ,307542897 | ,976275533 | ,136313467 | 1,11258900
MCP1_PCR_90 ,98678 ,13178 | 1,08971099 | ,395353352 | 1,23234780 | ,308676309 | 1,54102411
MCP1_PCR_24 1,9622 , 22540 | 1,73679632 | ,676191726 | 2,25001349 | 1,29656671 | 3,54658020
MCP1_WB_Bas 93127 ,08241 | ,927472628 | ,218041211 | ,655606358 | ,500101567 | 1,15570793
MCP1_WB_90 1,0930 ,08785 | 1,10662441 | ,232424528 | ,594112353 | ,776144126 | 1,37025648
MCP1_WB_24 1,7049 ,10436 | 1,58603031 | ,276111326 | ,800992248 | 1,41185476 | 2,21284701
IL1_PCR_Bas 1,1753 ,24687 | 1,05834900 | ,698266459 | 1,85247014 | ,305130860 | 2,15760100
IL1_PCR_90 2,7478 ,31383 | 2,58246274 | ,887658214 | 2,68180268 | 1,87072146 | 4,55252414
IL1_PCR_24 3,4765 ,L16299 | 3,58238869 | ,461002202 | 1,34074318 | 2,66522173 | 4,00596490
IL1_WB_Bas ,33040 ,03008 | ,318637231 | ,079583400 | ,215334879 | ,235691121 | ,451026000
IL1_WB_90 ,92230 ,09578 | ,896815906 | ,253408833 | ,741746903 | ,694304111 | 1,43605101
IL1_WB_24 1,7966 ,22829 | 1,68845780 | ,603997339 | 1,83541173 | 1,02066880 | 2,85608053
IL10_PCR_Bas 1,2339 ,09052 | 1,23194827 | ,271551615 | ,939730768 | ,595376837 | 1,53510761
ILI0_PCR_90 1,1807 ,06979 | 1,18870004 | ,209382446 | ,689789109 | 964089222 | 1,65387833
ILI0_PCR_24 1,2035 ,05874 | 1,20488900 | ,176216685 | ,482232403 | ,980374001 | 1,46260640
IL10_WB_Bas 4,5377 ,67968 | 4,41637173 | 1,79827077 | 5,28583402 | 1,79931139 | 7,08514541
IL10_WB_90 3,6085 ,32036 | 3,95813762 | ,847602565 | 2,41274896 | 2,03156704 | 4,44431600
ILIO_WB_24 1,9615 ,L18788 | 1,90120466 | ,497077338 | 1,67762843 | 1,26596686 | 2,94359529
eNOS_PCR_Bas 1,3529 ,14396 | 1,35254641 | ,431869138 | 1,56216942 | ,379915374 | 1,94208479
eNOS_PCR_90 1,4758 ,L11105 | 1,33456670 | ,333163081 | ,998416770 | 1,21816000 | 2,21657677
eNOS_PCR_24 ,82635 ,L10339 | ,746824436 | ,310167253 | 1,07724068 | ,509646825 | 1,58688750
eNOS_WB_Bas 4,3787 ,95632 | 4,64591700 | 2,53018330 | 6,27562847 | ,904520833 | 7,18014930
eNOS_WB_90 3,8634 ,14501 | 3,80126120 | ,383657692 | 1,18300985 | 3,46164542 | 4,64465527
eNOS_WB_24 1,6095 , 27419 | 1,49141599 | ,725439360 | 2,01613310 | ,628581032 | 2,64471413
iNOS_PCR_Bas ,55553 ,07547 | ,605521462 | ,226420050 | ,678329745 | ,172091769 | ,850421514
iNOS_PCR_90 ,87393 ,11261 | ,788946841 | ,337836230 | ,984094903 | ,458877735 | 1,44297264
iNOS_PCR_24 ,62423 ,06303 | ,670930000 | ,189101189 | ,586085501 | ,386444552 | ,972530053
iNOS_WB_Bas ,49725 ,04152 | ,503595600 | ,109840316 | ,337699736 | ,293396039 | ,631095775
iNOS_WB_90 ,61985 ,06698 | ,546554000 | ,177214695 | ,520319107 | ,440732938 | ,961052045
iNOS_WB_24 , 74577 ,09946 | ,787665400 | ,263142085 | ,802289863 | ,188221810 | ,990511673
Casp3_WB_Bas 2,3275 42546 | 2,42453724 | ,951366932 | 2,53553765 | ,758779426 | 3,29431708
Casp3_WB_90 2,3408 ,47807 | 2,34594132 | 1,06899673 | 2,90808871 | ,731487366 | 3,63957608
Casp3_WB_24 3,1781 ,28347 | 3,28452343 | ,633852566 | 1,67516523 | 2,10670134 | 3,78186657
Casp3act_WB_Bas ,25237 ,04973 | ,313003772 | ,111201628 | ,249261155 | ,115671271 | ,364932426
Casp3act_WB_90 27515 ,08133 | ,275151395 | ,181858693 | ,476304200 | ,077960894 | ,554265094
Casp3act WB 24 75318 (15248 | 706329155 | .340947810 | .856906819 | 457140582 | 1.31404740

GRUPO CONTROL
Error

Tabla 7. estandar de Desviacion

Media la media Mediana estandar Rango Minimo Maximo
IL4_WB_Bas 1,15152280 | ,311994271 | 1,16572863 | ,825459252 | 2,48018131 | ,369391268 | 2,84957258
IL4_WB_90 ,916517230 | ,203922073 | ,789275355 | ,539527091 | 1,70162509 | ,330604648 | 2,03222974
IL4_WB_24 ,655785888 | ,134711213 | ,682327695 | ,356412368 | ,890455072 | ,178547122 1,06900219
ILS_WB_Bas 1,47430501 | ,123297928 | 1,49905200 | ,326215655 1,05462988 | ,940369451 1,99499933
ILS_WB_90 1,00942939 | ,133807442 | 1,00977310 | ,354021215 | 1,06407745 | ,500756723 | 1,56483417
ILS_WB_24 1,21485684 | ,103697690 | 1,15084047 | ,274358299 | ,609910265 | ,912296763 | 1,52220703
IL6_WB_Bas 1,34016168 | ,099980720 | 1,24715385 | ,264524121 | ,726302803 1,06837448 | 1,79467728
IL6_WB_90 1,81235352 | ,091623305 1,92279868 | ,242412480 | ,579178535 1,45194216 | 2,03112069
IL6_WB_24 1,73229018 | ,284862135 | 1,75066372 | ,753674367 | 2,38445573 | ,523096342 | 2,90755207
IL8_WB_Bas 9,78590032 | ,338848513 | 9,78708960 | ,896508897 | 2,78818057 | 8,71961606 | 11,5077966
IL8_WB_90 14,6708855 | ,612004089 | 14,2593127 | 1,61921062 | 4,68449288 | 12,6265424 | 17,3110352
IL8_WB_24 15,3722564 | 1,19300095 15,5356078 | 3,15638381 | 8,60651258 | 11,0957419 | 19,7022545
ATP_Bas 4,06151120 | ,213234754 | 3,91333300 | ,564166129 | 1,74696992 | 3,26104808 | 5,00801800
ATP_90 2,17017143 | ,051903930 | 2,11010000 | ,137324891 | ,348500000 | 2,06520000 | 2,41370000
ATP_24 1,17877143 | ,056477748 | 1,11540000 | ,149426077 | ,392700000 | 1,00820000 | 1,40090000
ADP_Bas 1,31955714 | ,065843917 | 1,37510000 | ,174206629 | ,482900000 | 1,00880000 | 1,49170000
ADP_90 2,80741429 | ,061851949 | 2,86140000 | ,163644874 | ,409100000 | 2,57140000 | 2,98050000
ADP_24 3,24277143 | ,083330980 | 3,21870000 | ,220473050 | ,563200000 | 2,96190000 | 3,52510000
AMP_Bas ,846242857 | ,041278259 | ,881800000 | ,109212009 | ,313000000 | ,667800000 | ,980800000
AMP_90 1,25712857 | ,037968525 | 1,25160000 | ,100455276 | ,337000000 | 1,09210000 | 1,42910000
AMP_24 1,89237143 | ,025221738 | 1,87210000 | ,066730446 | ,191500000 | 1,79390000 | 1,98540000
Bas_Ratio ATP:ADP 3,17639763 | ,344213134 | 2,93507313 | ,910702351 | 2,76211140 | 2,20222048 | 4,96433188
90_Ratio ATP:ADP ,775451975 | ,026067575 | ,778556888 | ,068968321 | ,198684800 | ,694715652 | ,893400452
24_Ratio ATP:ADP ,362947625 | ,011806120 | ,358418583 | ,031236058 | ,088406050 | ,321501487 | ,409907537
CargaEnergética_Bas , 756724718 | ,013563401 | ,753982137 | ,035885387 | ,099831052 | ,699230151 | ,799061203
CargaEnergética_90 ,573084588 | ,004322429 | ,572321371 | ,011436072 | ,036289927 | ,555722842 | ,592012770
CargaEnergética 24 (442868855 | .006072230 [ .440920476 | .016065611 | .037800124 | 425047645 | 462847769




GRUPO PRECONDICIONAMIENTO

Eryoa
estanda
Tabla 8. rde la Desviacion
Media media Mediana estandar Rango Minimo Maximo
TNF_PCR_Bas 47234 ,05802 | ,477454052 | ,164108457 ,50945964 | ,243163737 | ,752623374
TNF_PCR_90 ,82047 ,09010 | ,834636753 | ,254840879 ,69778868 | ,428725163 | 1,12651384
TNF_PCR_24 1,0697 ,04903 1,03330386 | ,098052483 ,21200000 | 1,00000000 | 1,21200000
TNF_WB_Bas ,33848 ,05840 | ,334022884 | ,154509207 ,52143194 | ,104996166 | ,626428103
TNF_WB_90 ,83057 ,07395 | ,873316000 | ,195649296 ,63367877 | ,426305527 | 1,05998429
TNF_WB_24 ,56936 ,03625 | ,579356836 | ,062784837 ,12437064 | ,502179357 | ,626550000
MCP1_PCR_Bas ,96403 ,13814 | 1,17367289 | ,414422846 1,0811443 | ,303431853 | 1,38457619
MCP1_PCR_90 1,0126 ,13579 | 1,06529279 | ,407361032 1,1737927 | ,396735665 | 1,57052837
MCP1_PCR_24 1,0007 ,00288 1,00142262 | ,005762878 ,01386306 | ,993092495 1,00695555
MCP1_WB_Bas ,72906 ,05751 | ,699540034 | ,152163449 41572428 | ,496337463 | ,912061745
MCP1_WB_90 ,86817 ,13134 | 675619500 | ,347495505 ,96629187 | ,644258496 | 1,61055037
MCP1_WB_24 ,64811 ,08383 | ,569343337 | ,145205571 ,25636991 | ,559310093 | ,815680000
IL1_PCR_Bas 1,0747 ,14623 1,19262794 | ,438675453 1,4115478 | ,316195532 | 1,72774331
IL1_PCR_90 1,4021 ,33162 1,33503263 | ,994850697 3,4130785 | ,073652331 | 3,48673084
IL1_PCR_24 1,0910 ,04653 1,05144450 | ,093060029 ,19689000 | 1,03221000 | 1,22910000
IL1_WB_Bas ,35015 ,06772 | ,289341034 | ,179161722 ,54250855 | ,179722603 | ,722231148
IL1_WB_90 ,79101 ,15248 | ,798154700 | ,403426086 1,1356618 | ,250178718 | 1,38584055
IL1_WB_24 ,90729 ,06317 | ,906658400 | ,109415849 ,21882900 | ,798185832 | 1,01701483
IL10_PCR_Bas 1,2427 ,25450 1,06724314 | ,763510220 2,3358011 | ,229074518 | 2,56487566
IL1I0_PCR_90 1,2931 ,32957 | ,808741192 | ,988695631 3,2789241 | ,298075561 | 3,57699971
IL10_PCR_24 1,0028 ,01226 1,00512747 | ,024510041 ,05892603 | ,970970924 1,02989696
IL10_WB_Bas 4,3533 ,33073 | 4,57008200 | ,875037995 2,5055091 | 2,87944023 | 5,38494936
IL10_WB_90 3,6234 ,51417 | 3,90544870 | 1,36036980 3,4256698 | 1,82392943 | 5,24959919
IL10_WB_24 1,8016 ,00762 1,79808842 | ,013193297 ,02566451 1,79056549 | 1,81623000
eNOS_PCR_Bas 1,2974 ,04592 1,28544329 | ,137767489 ,42089331 | 1,07891419 | 1,49980750
eNOS_PCR_90 1,4052 ,09514 1,30676000 | ,285412655 ,86713784 1,00423985 1,87137769
eNOS_PCR_24 1,4092 ,13385 1,43398038 | ,267701740 ,65012046 | 1,05944122 | 1,70956168
eNOS_WB_Bas 4,6670 ,60160 | 4,30655780 | 1,59169057 4,5147946 | 2,65259198 | 7,16738660
eNOS_WB_90 3,6878 ,26146 | 3,81444246 | ,691752642 1,6593680 | 2,96138104 | 4,62074900
eNOS_WB_24 4,8541 ,18775 | 4,83108800 | ,325200862 ,64918082 | 4,54099400 | 5,19017482
iINOS_PCR_Bas 47217 ,05117 | ,470820000 | ,153510236 ,50945964 | ,243163737 | ,752623374
iINOS_PCR_90 , 73421 ,13502 | ,639063070 | ,405057932 1,3905129 | ,131784262 | 1,52229715
iINOS_PCR_24 ,80272 ,12263 | ,851190534 | ,245268978 ,50191554 | ,503296604 | 1,00521214
iINOS_WB_Bas 55727 ,08002 ,519797000 | ,211722717 ,65699182 | ,331752397 | ,988744217
iINOS_WB_90 ,48584 ,09100 | ,462267788 | ,240771018 , 77041461 | ,164595487 | ,935010100
iINOS_WB_24 ,53841 ,02189 | ,523853940 | ,037907787 ,07150000 | ,509940000 | ,581440000
Casp3_WB_Bas 2,4716 ,28316 | 2,69926881 | ,633171785 1,5539832 | 1,52912545 | 3,08310867
Casp3_WB_90 2,6471 ,35036 | 2,65431900 | ,783438166 1,9362606 | 1,70042214 | 3,63668275
Casp3_WB_24 3,1988 ,26510 | 3,03688000 | ,592781879 1,5153242 | 2,70275000 | 4,21807420
Casp3act_WB_Bas ,25334 ,06571 | ,243830519 | ,146931857 ,36974407 | ,105704307 | ,475448379
Casp3act_WB_90 ,28640 ,07813 ,312491799 | ,174707022 ,44511495 | ,038001145 | ,483116091
Casp3act WB 24 29533 (05315 | .297000000 [ 118850681 31497307 | .104996166 | 419969233
GRUPO PRECONDICIONAMIENTO
Error
Tabla 9. estandar de Desviacion
Media la media Mediana estandar Rango Minimo Maximo
IL4_WB_Bas 1,28953605 | ,227431028 | 1,27742000 | ,601725940 | 1,76469849 | ,500430248 | 2,26512874
IL4_WB_90 ,923681881 | ,103842516 | ,981800100 | ,274741473 | ,811813689 | ,422967611 1,23478130
IL4_WB_24 ,701030453 | ,102628959 | ,699872000 | ,177758571 | ,355511479 | ,523853940 | ,879365419
ILS_WB_Bas 1,57332560 | ,252034252 1,54933000 | ,666819952 | 2,18044041 | ,587362897 | 2,76780331
ILS_WB_90 1,14084829 | ,109546505 1,12246000 | ,289832810 | ,937406380 | ,626134350 | 1,56354073
ILS_WB_24 1,25615935 | ,006920267 | 1,25684163 | ,011986253 | ,023943361 | 1,24384653 | 1,26778989
IL6_WB_Bas 1,21163424 | ,141593553 1,24605951 | ,374621328 | 1,17102558 | ,636299456 | 1,80732504
IL6_WB_90 1,42761188 | ,401803331 1,30113000 | 1,06307169 | 3,34331274 | ,317645204 | 3,66095794
IL6_WB_24 1,29755356 | ,158895716 | 1,35517590 | ,275215454 | ,541306919 | ,998088927 | 1,53939585
IL8_WB_Bas 9,65682706 | ,666289012 | 9,65887553 1,76283503 | 5,56845826 | 6,83702922 12,4054875
IL8_WB_90 9,53031321 | ,430004567 | 9,64577400 | 1,13768515 | 3,53198956 | 7,76117964 | 11,2931692
IL8_WB_24 10,0338620 | ,026885101 | 10,0244510 | ,046566362 | ,091695150 | 9,99272000 | 10,0844152
ATP_Bas 3,90427143 | ,167250983 | 3,94730000 | ,442504507 | 1,28310000 | 3,22200000 | 4,50510000
ATP_90 2,77900000 | ,062382648 | 2,79710000 | ,165048973 | ,418200000 | 2,57790000 | 2,99610000
ATP_24 2,08630000 | ,024697638 | 2,06550000 | ,042777564 | ,077600000 | 2,05790000 | 2,13550000
ADP_Bas 1,36787143 | ,021478314 1,34540000 | ,056826277 | ,135500000 | 1,30560000 | 1,44110000
ADP_90 2,40741429 | ,012279414 | 2,40910000 | ,032488276 | ,100900000 | 2,35700000 | 2,45790000
ADP_24 2,87176667 | ,227532425 | 3,06550000 | ,394097721 | ,713200000 | 2,41830000 | 3,13150000
AMP_Bas ,989342857 | ,020537061 1,01410000 | ,054335957 | ,149200000 | ,904200000 | 1,05340000
AMP_90 1,04010000 | ,028701518 | 1,06820000 | ,075937079 | ,210700000 | ,901900000 | 1,11260000
AMP_24 1,42796667 | ,122404049 | 1,36050000 | ,212010031 | ,407600000 | 1,25790000 | 1,66550000
Bas_Ratio ATP:ADP 2,86561773 | ,151176028 | 2,98455067 | ,399974175 1,11272878 | 2,23579210 | 3,34852089
90_Ratio ATP:ADP 1,15463111 | ,027134305 1,17028576 | ,071790623 | ,194837293 1,04882217 | 1,24365946
24_Ratio ATP:ADP ,735566731 | ,057749454 | ,681941562 | ,100024989 | ,177180748 | ,673788941 | ,850969689
CargaEnergética_Bas ,731654066 | ,008421778 | ,739556037 | ,022281930 | ,071135624 | ,689678999 | ,760814623
CargaEnergética_90 ,639521544 | ,004689399 | ,636634010 | ,012406985 | ,038506338 | ,622940224 | ,661446561
CargaEnergética 24 (552551176 | 012012668 | 558468502 | .020806551 | .040331203 | 529426911 | 569758114

LT




Tablas 6 y 7: Los datos del grupo CON de los diferentes valores de TNF-a, MCP-1, IL-
1, IL-10, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, Caspasa-3, Caspasa-3-activada, eNOS, iNOS, ATP, ADP,
AMP, ratio ATP:ADP y carga energética, aparecen expresados como media, error

estandar de la media, mediana, desviacion estandar, rango, minimo y maximo.

Tablas 8 y 9: Los datos del grupo PREC de los diferentes valores de TNF-o, MCP-1, IL-
1, IL-10, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, Caspasa-3, Caspasa-3-activada, eNOS, iNOS, ATP, ADP,
AMP, ratio ATP:ADP y carga energética, aparecen expresados como media, error

estandar de la media, mediana, desviacion estandar, rango, minimo y maximo.
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11.4 Informes directores Tesis Doctoral

A continuacion, se adjuntan los informes de evaluacion de los directores de la presente

Tesis Doctoral.
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planteamiento adecuado de 1a hipotesis de trabajo. desarrollo metodologico adecuado y
discusion critica de los resultados para ser defendida como tesis doctoral.
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