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Summary

UTILITY OF HISTOPATHOLOGY IN INTESTINAL TRANSPLANTATION IN
ADULTS: Macroscopic, microscopic and immunohistochemical study of biopsies and

resected specimens of intestinal grafts. Transplantation Programs HU 12 de Octubre.
Introduction:

Small bowel transplantation is a therapeutic option for patients with irreversible intestinal
failure (1-4). The factors involved in the prognosis after transplantation include, in addition to
the clinical status before transplantation, possible complications due primarily to rejection,
infections, ischemia and post-transplant lymphoproliferative disorders (5-14). Histopathology
plays a role in the control of the graft and in the diagnosis of these potential complications
(15). An assessment of the contributions of histopathology to an intestinal transplantation
program since its inception in 2004 to 2011 with the completion of 17 intestinal transplants in

15 adult recipients is made.
Aims:

The aims of this study were: I. - In the post-transplant pathology: a) To determine the
usefulness of histopathology in the evaluation of the adequacy of the graft and to know the
morphology at onset (time "0"): changes of preservation and value of initial C4d deposits. b)
To identify and tabulate the variable histological changes of complications which constitute
criteria for each diagnostic category and list the possible diagnoses (rejection, infection, post-
transplant lymphoproliferative syndrome, ischemia, etc.) in order c) to establish the incidence
in each period post-transplantation. d) To evaluate the most useful methodology for a
conclusive diagnosis of each diagnostic category. II. - On the causes of failure (graft loss /
death): a) To describe the morphological lesions in intestinal grafts failed. b) Assess the

lesions identified as potential etiological factors of failure.
Patients, materials and methodology:

Between December 2004 and April 2011 (77 months) 17 intestinal transplants have been
performed in 15 adult recipients (7 women and 8 men) aged between 30 and 66 years (mean:
43.4 £10.9). Thirteen were isolated intestinal transplants (IIT) and 4 multivisceral transplants
(MVC). The mean follow-up of patients was 868.6 £ 670 days (range 1-2140). The
indications for transplantation were: Short bowel syndrome (SBS) secondary to ischemic

intestinal pathology (9 cases), Gardner syndrome with mesenteric fibromatosis (4 cases),
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Crohn's disease (1 case), resection of the 2nd and 3rd intestinal graft because of refractory
acute rejection (2 cases of re-transplantation in the same patient) and Budd-Chiari syndrome
(1 patient) (Table 1). During the follow-up of patients a total of 951 histological specimens
have been generated (average per patient: 63.3 + 27.9), which have been distributed in 870
endoscopic graft biopsies (mean: 51.2 &+ 27.5), 65 no- intestinal biopsies, 9 surgical resection
specimens along with abdominal evisceration of the native organs during transplant surgery in
the receptor, five explanted grafts obtained by resection and two autopsic studies. The number
of ancillary studies at the follow-up for diagnostic purposes was a total of 103 of which 81
corresponded to immunohistochemistry (IHC), 19 in situ hybridization (ISH) and 3

ultrastructural studies (all these were from enteric biopsies).

We performed a descriptive study of the results obtained from the histological specimens and
its variables. For the pathology reports from the biopsies, the following diagnostic categories
were assigned: normal mucosa or nonspecific active inflammation, minimal nonspecific
changes, ischemia, preservation / reperfusion injury, cytomegalovirus infection, opportunistic
infection by other viruses, fungal infection, pseudomembranous enteritis , humoral rejection,
acute rejection (AR) (grades 1, 2, 3), indeterminate for rejection (IAR), reparative mucosa,
chronic rejection (CR), post-transplant lymphoproliferative syndrome (PLS), graft versus host
disease, ulceration from unknown cause, sepsis, lesion attributed to technical complications

and miscellaneous pattern.
Results:

The most common diagnoses performed in graft biopses were 324 minimal changes (32,4%),
followed by 235 nonspecific acute inflammation (23.5%), and by 80 no significant

abnormalities in the mucosa (8%) (Graphic 1)

In regarding the usefulness of histopathology in the evaluation of the adequacy of the graft
results were as follow: i) Villous atrophy, congestion and neutrophilic infiltration in the
lamina propia were the main findings in the study of preservation injury. There was
significant positive correlation between the observations made by two pathologists using the
scale designed (p = 0.941, p <0.01) and positive correlation between graft ischemic times and
the degree of preservation injury (p = 0.681, p <0.05). ii)) There was not statistically

significant correlation among C4d deposits and cold ischemia times, injury preservation
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grades, test results for detecting donor-specific antibodies (crossmatch) and rejection

development in the study of humoral rejection.

NUMBER OF DIAGNOSES PER
HISTOLOGICAL CATEGORIES

350 + 324
300 -
250 -
200 -
150 -

100 -

NUMBER OF DIAGNOSES

50 -

GVH CR HR SEP PMCCMV OOV Pl PLS ULC MIS RM [AR AR NO NAI MNC
HISTOLOGICAL CATEGORIES

Graphic 1. Number of diagnoses per histological categories: AR: acute rejection, CMV:
citomegalovirus, CR: cronic rejection, GVH: graft versus host disease, HR: humoral rejection,
IAR: indeterminate for rejection, MIS: miscellaneus, MNC: minimal nonspecific changes ,
NAIL nonspecific active inflammation , NO: normal mucosa, OOV: other opportunistic
viruses, PI: preservation injury, PLS: post-transplant lymphoproliferative syndrome, PMS:

pseudomembranous enteritis, RM: reparative mucosa, SEP: sepsis, ULC: ulceration.

Twelve episodes of acute cellular rejection were diagnosed in grafts of 9 patients (53% of
grafts) that were initiated between post-transplant day 7 and day 499 (median: 131.5). RA
episode durations ranged from 3 to 87 days (median: 21.5). Three grafts had 2 episodes. One
half of the six grade 3 acute cellular rejection patients lost their grafts while the other half
resolved with additional immunosuppression although one of these patients died of sepsis.
There were three grade 2 and three grade 1 acute cellular rejection episodes and they all
responded to immunosuppressive treatment. AR episodes began as intense on 2 occasions, as
moderate in 3 occasions, as mild in 4 occasions and as IAR in 3 occasions. AR fluctuated
along the course of each episode. During 16 periods (on 9 grafts) the findings were

indeterminate for acute rejection and lasted between 1-31 days (5 + 8 days).
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Seven PLS were diagnosed in 6 patients: 5 plasmacytic hyperplasia (PH) in graft mucosa
(post-transplant days 77, 156, 203, 511, 1036) and 2 monomorphic B- PLS in graft mucosa
(days 148 and 157). No systemic PLS was observed. EBER in situ hybridization was positive
in 5 patients. The proliferating lymphoid cells were B in every case, being polytypic in PH
and monotypic (immunoglobulin-restricted for kappa or lambda light-chains) in
monomorphic PLS. On follow-up, 3 PH resolved, while 2 PH were observed on explant
surgical specimens. One monomorphic PLS responded to chemotherapy while was lethal.
Prior AR and additional immunosuppression existed in 2 cases (one monomorphic PLS and

one PH).

In regarding viral opportunistic infections, cytomegalovirus (CMV) appeared as inclusion in 4
biopsies (26%) on post-transplant days 57, 77, 159 and 310. Immunohistochemistry showed
positivity in 2 samples. Serology receiver / donor (R / D) was R +/ D- in one and R-/ D + in
the other. The maximum duration of infection was 19 days in one patient. Adenovirus
appeared in two patients, one of them featuring two episodes. Suspicious inclusions were
observed post-transplant day 51, 80 and 154. The duration of episodes was between 7 and 25
days. In one case it could confirm the presence of the virus by ultrastructural study. In two
cases of CMV and one of adenovirus, previous diagnosis of AR was made with subsequent

additional immunosuppression.

In regarding clinical evolution of the 15 patients in this series, intestinal transit was restored in
five IIT cases (33%), with a mean of 585 days post-transplant (315-796). Four patients (27%)
remained with ileostomy by the end of the study period, but free from parenteral nutrition.
Eight grafts (47%) were lost out of 7 patients (46.6%), 3 of them were MVC cases and the
rest were IIA (Table 1). Five explants out of four patients were studied by histopathology, two
of them were the 2nd and 3rd transplant from one patient (1st graft was lost due to AR in
another Center). Three were diagnosed as grade 3 AR corresponding to post-transplant days
77, 157 and 503 and the other 3 were diagnosed as PLS on days 77, 144 and 503. Two explant
specimens were simultaneously diagnosed of AR and PLS. Postmortem examination was
authorized in two MVC transplanted patients. The cause of death was established as multiple

organ failure secondary to sepsis in both of them.
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Table 1. Main intestinal transplant patients features (December 2004-April 2011).

Patient/ Age* Indication Graft  Follow- N°graft/  Patient’s state
up at the end of
Gender type patient
the study
(in days)

2/F 45 Gardner 1T 378 1 Explanted

syndrome
i Death

4/ M 36 Gardner 1T 2040 1 Reconstruction
syndrome

6/M 42 Crohn’s 1T 1699 1 Ileostomy

disease

8/ M 56 Traumatic 1T 859 1 Reconstruction

10/ M 31 Traumatism  IIT &70 1 Reconstruction

12/F 62 Ischemia MVC &2 1 Death
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Autopsy
13/M 66 Ischemia 1T 688 1 Reconstruction
14/F 52 Ischemia IIT 489 2 Ileostomy
15/F 38 Ischemia MVC 187 1 Death

* At transplantation. F: Female, IIT: Isolated intestinal transplant, M: Male, MVC:

Multivisceral transplant.
Discussion:

Intense congestion-hemorrhage, and epithelial detachment associated with villous atrophy
expressed the maximum degree of intestinal graft preservation injury, and also microthrombi
in capillaries and erosions occasionally were seen. Positive correlation was observed between
cold ischemia time and degree of preservation injury. The grading system that was designed
reached good reproducibility between different observers and can be useful tool for the
graduation of ischemia-reperfusion injury as well as other systems used (12). In this study
there was not statistically significant relationship between C4d deposits and later development
of humoral o acute rejection, that they were not seen in the follow-up biopsies. Also there was
no significant relationship among positive C4d deposits, cold ischemia times, cross matching
results or preservation injury grades. These results were similar to the reported by other

groups (16-17).

Acute rejection episodes were observed in 53% of the grafts and were the most frequent post-
transplant condition in the Program. These episodes have been of variable duration and
fluctuating severity. 75% (9 from 12) of the acute cellular rejection episodes regressed with
additional immunosuppression, including one highest grade. During follow-up there have
been single or repeated biopsies with indefinite findings (IAR), possibly immune self-limited
attacks without progression to overt acute rejection. These results agree with those published
by other larger series (13-15) and because of them it has been concluded that close biopsy

follow-up of the grafts is necessary as has been done in our Program.

Seven PLS were observed in 6 patients (40% of the patients). In 2 (29% of the episodes) it
was associated with early both RA and previous additional immunosuppression. Four (57%)

regressed with the use of chemotherapy or by decreasing/reducing immunosuppression. EBV-

\
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seropositivity was confirmed by ISH in 5 cases. B-cell immunophenotype was defined by
IHC in every case, including monomorphic PLS. There was a high rate of PLS despite the use
of pre-transplant antiviral prophylaxis, and despite viral load monitored by PCR. The
association with AR and subsequent use of OKT3, suggest that additional immunosuppression

could be the main a risk factor for the development of PLS, and could explain these results

(11).

Opportunistic infections were seen. CMV active infection was observed in 4 biopsies from 4
patients (26%), histology (nuclear inclusions) being the most effective diagnostic method,
because IHC was just positive in 2 cases. 50% of these infections were preceded by AR and
additional immunosuppression. All these opportunistic infections were observed in the first 6

post-transplant months. Adenovirus infection was seen in 2 patients (13%).

As seen before, planned and systematic histopathologic studies are necessary to provide
adequate confidence diagnoses and will satisfy given requirements in the follow-up of an

Intestinal Transplantation Program.

Eight out of seventeen grafts were lost (47%). Causes have been of two types: a) Local (or
intestinal): severe AR and lymphoproliferative disorder were the most common cause of
intestinal failure (17.6% either one) b) Systemic: sepsis which were seen in 2 cases (25%).
Immune attacks, infections, and malignancies are thus the major associated complications
with prolonged immunosuppressive treatments, used in maintenance of grafts as in other
Programs (15). Histopathological studies have adequately identified and documented causes

of intestinal graft loss and have also contributed to quality control in the Program.

Complete digestive autonomy was achieved in 33% of the patients. Probability of survival of
both patients and grafts decreased to 60% during the first 15 months, unchanged from that
time for third year. Our series is small compared to those presented by other groups (13-14),
and by the International Registry Intestine Transplant (6) but our survival results are similar,

and even better.
Conclusions:

Conclusions we have reached in this study are:
1. Intestinal transplantation is a viable treatment for patients with short bowel syndrome with

a survival rate of 66.7% per year and 59.3% at 3 years.

VI
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2. The herein designed grading system for preservation changes of the graft mucosa can be
assessed objectively by different observers and grade intensity is significantly correlated with

cold ischemia time of the gratft.

3. AR, PLS and infections are the most common complications of intestinal transplantation

and they prompt a precise histopathological diagnosis for adequate patient management.

4. The causes of graft failure can be: 1) local or bowel-related (rejection and PLS) that pose a
graft loss rate of 17,6 % and 2) systemic infectious-related, causing septic states with a rate of

11,7%.

5. Histopathology is necessarily involved in the assessment of the suitability of the graft for
transplantation, graft outcome, in the monitoring of immunosuppressive treatment, and in the

evaluation of quality of the program.

6. Every observation reflected in this study was simultaneous with the health care assistance
process and have formed the basis for the management of grafts and patients. With this work
we have developed a methodology and training for pathologists that needs further, more

specific studies.
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ANTECEDENTES HISTORICOS:

Remplazar y sustituir partes del cuerpo dafiadas por otras sanas ha constituido un suefio desde
tiempos remotos para el hombre y un hito de la medicina moderna. El trasplante o injerto
comun es un tratamiento médico complejo. Permite que organos, tejidos o células de una
persona puedan remplazar 6rganos, tejidos o células enfermos de otra persona. En algunos
casos esta accion sirve para salvar la vida, en otros para mejorar la calidad de vida o también

ambas cosas.

En el siglo XV aparece representada una de las primeras ideas de trasplante con donante
cadavérico con fines terapéuticos cuya imagen quedd plasmada en el 6leo “Milagro de San
Cosme y San Damian” (Figura 1). A estos hermanos médicos que vivieron en el siglo III se
les atribuye el remplazo de la pierna del Didcono Justiniano con gangrena por la de un
hombre etiope que acaba de fallecer (1). Con el transcurrir de los afios la ciencia médica
comienza a recorrer el camino que haria posible, afios mas tarde, concretar esta fantasia

humana.

Figura 1. “El milagro de San Cosme y San Damian” atribuido a Fernando del Rincén. Museo

del Prado. Madrid

Hace casi cien anos, cuando Alexis Carrel describe las suturas vasculares, se abre la
posibilidad técnica y quirargica de realizar un trasplante de 6érganos (2). El primer trasplante

registrado con éxito de nuestra época fue de cornea, en 1905, llevado a cabo por Eduard Zirm.
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(3). El primero de rifién fue en el Peter Bent Brigham Hospital en 1951. La historia del
trasplante hepatico va ligada a la de un cirujano norteamericano nacido en lowa: Thomas
Starzl. Prepar6 una técnica experimental de trasplantes en animales y el 1 de Marzo de 1963
llevo a cabo el primer trasplante de higado en el Veteran’s Hospital de Denver, Colorado, a un
nifio de 3 anos. Cuatro afios después Christiaan Neethling Barnard, miraba con incredulidad
en el quirdfano del Hospital Groote Schurr de Ciudad de El Cabo, como latia el corazon que

acaba de implantar exclamando en afrikaans:";Jesus, esto va a funcionar!" (4).
p | 5

Pese a estas victorias iniciales, estos éxitos marcan también el inicio de un largo y dificil
proceso. Practicamente de inmediato se detecta un problema, que serd motivo de
investigacion durante décadas, que es el rechazo del organo trasplantado por parte del
organismo receptor, al reconocerle este como un elemento extrano. Gracias al trabajo de Sir

Meter B. Medewar ahora sabemos que el fallo se debe a mecanismos inmunoldgicos (5).

Recién a mediados de siglo XX el saber y la tecnologia médica estaran en condiciones de
poder controlar el proceso inmunoldgico del rechazo y de derribar esta segunda gran barrera
para la realizacion del trasplante. Los médicos comienzan a investigar, mediante el desarrollo
de estudios muy complejos y costosos, el grado de identidad entre el donante y el receptor: la
"histocompatibilidad" (6-7). Esto conduce al desarrollo de fairmacos que permiten evitar el
rechazo del 6rgano o el tejido implantado. Billingham et al. es de los primeros en a usar los
corticoides, no obteniendo los resultados esperados. Posteriormente se introduce el uso de
antimetabolitos como la 6-mercaptopurina y sus derivados (azatioprina). En 1983 la
introduccion de la ciclosporina A revolucionod el campo del trasplante de 6rganos al brindar
un tratamiento eficaz y seguro que permite aumentar la supervivencia del érgano trasplantado
y mejorar la salud y calidad de vida de los pacientes. Desde entonces el campo de los

farmacos inmunosupresores ha tenido un desarrollo paralelo al del trasplante (8).

Entre los tejidos y organos que se pueden trasplantar en el momento actual se encuentran la
cornea, el hueso, las valvulas cardiacas, la piel, el pelo, las ufias, el corazon, el higado, el
rinon, el pulmoén, el pancreas, el intestino, la médula 6sea, la sangre, la cara, las extremidades

y el utero.

En Espafia el primer trasplante de 6érganos con éxito entre humanos se realiz6 en 1965, en

Barcelona. Fue un trasplante renal obtenido de un cadaver. Durante los afios sesenta y setenta
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hubo una falta de regularizaciéon de estos procedimientos hasta la promulgacion de la Ley

30/1979 y el Real Decreto 426/1980 que desarrollaba la Ley de trasplantes.
Dicha ley contempla como puntos fundamentales:

1.-El establecimiento de la llamada muerte encefalica y por parada cardiorrespiratoria como

equivalente cientifico legal y ético de la muerte 'clasica’ del individuo.
2.-El respeto a la voluntad del fallecido en cuanto a donar o no sus érganos.

3.-La necesidad de que el diagnoéstico de muerte se haga por un equipo de médicos

independiente del de trasplante.
4.-El caracter altruista de la donacion y la no comercializacion de los érganos.
5.-La garantia de anonimato del donante.

6.-La aplicacion de criterios médicos para la distribucion de los 6rganos disponibles entre los

enfermos en espera de los mismos.

La Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) es el organismo coordinador de caracter
técnico, perteneciente al Ministerio de Sanidad y Politica Social y encargado de desarrollar las
funciones relacionadas con la obtencion y utilizacion clinica de 6rganos, tejidos y células. Su
estructura se basa en una organizacion reticular a tres niveles: Coordinacion Nacional,
Coordinacion Autondémica y Coordinacion Hospitalaria. Tras la creacion de la ONT, Espaia
ha pasado de 14 donantes por millon de poblacion (pmp) a 34,6 donantes pmp. De estar en la
parte media-baja de los indices de donacion en Europa, ha pasado a tener con diferencia el
indice mas elevado, no ya de Europa, sino del mundo. La causa radica en el
internacionalmente denominado MODELO ESPANOL (Spanish Model), un conjunto de
medidas adoptadas en nuestro pais para mejorar la donacion de drganos. Dicho modelo,
ampliamente descrito en la literatura cientifica, ha sido recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y se estd aplicando en diferentes partes del mundo con resultados
muy similares a los obtenidos en nuestro pais. El éxito de este modelo s6lo es comprensible
desde un enfoque multidisciplinar, que engloba aspectos legales, econdmicos, politicos y
médicos. Uno de sus récords de actividad fue el 5 de diciembre del 2011: 94 trasplantes,

procedentes de 39 donantes y 42 hospitales involucrados, en 72 horas (9).
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El trasplante intestinal es una opcion terapéutica para pacientes con fallo intestinal
irreversible, siendo el ultimo de los trasplantes de oOrganos abdominales en haberse
desarrollado (10). Los primeros trabajos experimentales se remontan a principios del siglo
pasado con las experiencias comentadas de Alexis Carrel en anastomosis vasculares (2). En
1959 Richard Lillehei desarrolla el primer modelo canino de auto-trasplante de intestino
delgado, seguido al poco tiempo por Thomas Starzl que realiza el primer trasplante
multivisceral. Ambas experiencias pusieron de manifiesto la factibilidad técnica del
procedimiento, si bien la supervivencia estaba comprometida ante la falta de una

inmunosupresion adecuada.

El primer trasplante intestinal en humanos lo realizé Ralph Deterling en Boston en 1964 (caso
no publicado), seguido de nuevo por Lillehei en 1967. A este ultimo se le concede la
paternidad de dicho trasplante. El rigor metodologico de sus trabajos experimentales y sus
observaciones clinicas constituyeron modelos fundamentales a seguir (11). Pese a la
viabilidad técnica, las complicaciones post-trasplante aparecidas y relacionadas
fundamentalmente con la sepsis y el rechazo impedian su adecuado desarrollo. Y no fue hasta
la década de los 90 con la aparicion del tacrolimus como fidrmaco inmunosupresor
fundamental cuando la carrera del trasplante intestinal despega definitivamente (12). En ese
momento pasa de ser una técnica experimental a una practica clinica estandar y una opcion
terapéutica valida para pacientes con insuficiencia intestinal e imposibilidad de continuar con

el soporte parenteral.

En octubre de 2000 fue aprobada su financiacion por el Health Care Financial Administration
en Estados Unidos, solamente en centros con una experiencia mayor a diez trasplantes
intestinales y una supervivencia minima del paciente del 65% al afo. Cuatro centros
recibieron esta aprobacion, liderados por el grupo de Pittsburg, que en el afo 2001 publico sus
resultados de 165 trasplantes realizados en 155 pacientes (13). A fecha de febrero de 2012,

existian ya 17 programas de trasplante intestinal y multivisceral aprobados por el Medicare.

En 1985 se constituyo el Registro Internacional de Trasplante de Intestino, estimandose en el
XI Simposio Internacional de Trasplante Intestinal celebrado en 2011 un total de 2569
trasplantes a nivel mundial (14). Actualmente se practica en mas de 60 centros repartidos en

20 paises, habiendo tres modalidades: trasplante intestinal aislado (yeyuno-ileal),
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multivisceral (higado, estdbmago, duodeno, pancreas e intestino) y trasplante combinado

heoato-intestinal.

En el ambito nacional, el primer trasplante de intestino se realizé en el Hospital Universitario
La Paz en un receptor pediatrico el 21 de octubre de 1999 (15). Posteriormente, el 17 de julio
de 2002 tuvo lugar el primero en receptor adulto en el Hospital Ramoén y Cajal. Actualmente
en Espafia solo el Hospital Universitario La Paz, el Hospital Vall d’"Hebron y el Hospital
Universitario 12 de Octubre estdn acreditados para tal procedimiento. En el Hospital
Universitario 12 de Octubre se aprobd en julio de 2004 el protocolo multidisciplinar y
definitivo de trasplante intestinal en receptores adultos, teniendo lugar el primero el 28 de
diciembre de 2004. Desde entonces y hasta abril de 2011 se han realizado un total de
diecisiete trasplantes (trece de intestino aislado y cuatro multiviscerales) en quince receptores
diferentes, siendo la mayor experiencia acumulada en el pais en receptores adultos (16) y la

que se analizara en el presente estudio.
JUSTIFICACION:

El trasplante intestinal exige de una aportacion relevante de la Anatomia Patologica en el
proceso diagnostico y terapéutico al igual que ocurre en otros tipos de homotrasplante. Los
factores que intervienen en el pronostico post-trasplante incluyen el estado clinico previo y las
posibles complicaciones debidas sobre todo al rechazo, las infecciones, la isquemia y los
sindromes linfoproliferativos post-transplante. Requiere de una estrecha monitorizacién a
través de la biopsia y de una mayor urgencia en la emisién de un diagndstico histopatologico
fiable para determinar la pauta de tratamiento. Es necesario por tanto desarrollar pautas en la
actuacion asistencial y en la interpretacion histopatoldgica e inmunohistoquimica para
facilitar la toma de decisiones clinicas. Dado que la experiencia mundial es escasa y limitada
a pocos paises, es necesario estandarizar, validar y comparar nuestros resultados. Puede
esperarse con ello conocer y mejorar el nivel de calidad en el manejo clinicopatologico de este
trasplante, asi como categorizar nuevas entidades patologicas, realizar una mayor delimitacién
y definicion de los criterios histologicos diagndsticos mas precoces y fiables y que benefician
al paciente. Adicionalmente es necesario formar a los propios patdlogos y ofrecer experiencia

a los futuros profesionales implicados en esta actividad.
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Finalmente es la propia sociedad la que demanda la aplicacion de los conocimientos
generados por la investigacion bésica a la practica clinica, y que el conocimiento y las

tecnologias de la investigacion y de la innovacion se traduzcan en terapias eficaces.

DESARROLLO EMBRIONARIO, ANATOMIA, HISTOLOGIA Y FISIOLOGIA
INTESTINAL:

Embriologia:

El desarrollo humano se inicia con la fecundacion, siendo el resultado final de esta el cigoto,
la célula que origina al hombre. En las primeras etapas del desarrollo y durante la fase de
implantacion, el cigoto muestra varias divisiones mitdticas, subdividiéndose en células de
menor tamano (blastomeros). Tres dias después de la fecundacion penetra en el utero en
forma de morula, constituido por 12 blastémeros. En la moérula pronto se forma una cavidad
que la convierte en un blastocito. El blastocito muestra por tanto una masa de células internas
que origina el embrion (embrioblasto), una cavidad blastocitca y una capa externa de células
(trofoblasto) que engloba a las dos anteriores y que interviene en la implantacion del embridon
en la cavidad endometrial. Durante la segunda semana de desarrollo el embrioblasto se
diferencia hacia un disco bilaminar, presentando un epiblasto (relacionado con la cavidad
amniodtica) y el hipoblasto, en el cual aparece un engrosamiento (placa procordal) que indica
la region craneal. A lo largo de la tercera semana y durante el proceso de gastrulacion, el
disco embrionario bilaminar se convierte en trilaminar, originando las tres capas germinales:
el ectodermo, el mesodermo intraembrionario y el endodermo. Y desarrollandose el inicio del
sistema nervioso y el cardiovascular. Durante la cuarta y octava semana tiene lugar el periodo
organogenético, estableciéndose todas las estructuras externas e internas mayores a partir de
las tres capas embrionarias. En esta fase del desarrollo se producen fendmenos de
crecimiento, morfogénesis y diferenciacion siendo el resultado final la formacion de tejidos y
organos capaces de llevar acabo funciones especializadas. Uno de los primeros cambios es el
paso del disco embrionario plano trilaminar a una estructura cilindrica, a través del proceso
de plegamiento. Con este fendmeno el saco vitelino recubierto por endodermo se incorpora al
embrion, originando el intestino primitivo. Este tubo digestivo inicial se encuentra cerrado en
su extremo craneal por la membrana bucofaringea y en su extremo caudal por la membrana
cloacal. Del endodermo se originara la mayor parte del epitelio y las glandulas del aparato

digestivo, salvo el epitelio de los extremos proximal y caudal que derivan del ectodermo. Del
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mesénquima esplacnico que rodea al endodermo derivara el tejido muscular, conjuntivo y

otras capas de la pared del tubo digestivo.
Con fines descriptivos el intestino primitivo se divide en tres partes:

- Intestino anterior: de ¢l derivan la faringe, aparato respiratorio, es6fago, estdmago, duodeno,

higado, aparato biliar y pancreas.

- Intestino medio: de ¢l derivan intestino delgado, ciego, apéndice vermiforme, colon

ascendente y mitad derecha de colon transverso.

- Intestino caudal: de ¢l derivan mitad izquierda de colon transverso, colon descendente,

sigma, recto, parte superior del conducto anal, epitelio vesical y uretra.

Todo el proceso de diferenciacion conlleva la expresion de determinados genes y la
interaccion entre las distintas capas germinales a través de distintos factores de crecimiento.
También se produciran fendémenos de crecimiento, rotaciéon y plegamiento quedando retenido

todo el aparato gastrointestinal dentro de la cavidad abdominal.

Pese a que el tracto digestivo es anatdbmicamente distinguible desde los primeros momentos
de la etapa embrionaria, la apariciéon de células funcionales absortivas no tendra lugar hasta

etapas tardias de la gestacion (17-19).

La diferenciacion del epitelio intestinal se produce a partir del endodermo, siguiendo este
proceso un sentido descendente de proximal a caudal. En las primeras etapas aparecen tubulos
simples revestidos por células endodérmicas indiferenciadas que muestran pequefios
microvilli. En la novena semana de gestacion se produce la infiltracion del eje de la vellosidad
por tejido mesenquimal y el epitelio pasa de ser estratificado a columnar, localizandose entre

las vellosidades el area de células progenitoras que dara lugar a las criptas.

Las diversas funciones del intestino requieren la presencia distintos tipos de células
organizadas en determinadas localizaciones. La diferenciacion del enterocito va a depender
tanto de los gradientes de diferenciacion génica promovidos por diversos factores de
transcripcion como de su localizacion en relacion con los ejes verticales y horizontales de la
vellosidad. Los genes Homeobox son los que participan en la instauracion de estos gradientes
durante el desarrollo y manteniéndose en los tejidos adultos. El epitelio finaliza su

diferenciacion en enterocitos, células caliciformes, células endocrinas y células de Paneth

8
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cuatro o cinco dias antes del nacimiento. Todo este proceso de diferenciacion parece estar
relacionado con la expresion de los genes Mathl y Cdx2 (20-21). Las estructuras linfoides
intestinales aparecen a mitad de gestacion. En la 11* semana la poblacién linfoide T ocupa la
lamina propia y el epitelio, aumentando en nimero posteriormente. En la 16* semana aparecen
las placas de Peyer iniciales con agregados T y B, estando organizadas por completo en la 19*
semana. En el momento del nacimiento, las placas de Peyer tienen la mayor densidad celular
que cualquier otro tejido linfoide en el cuerpo, aumentando el ntiimero de estas tras el
nacimiento y bajo el estimulo del sistema inmune por antigenos medioambientales que

contactan con el cuerpo a través del tracto digestivo.
Anatomia:

El intestino delgado humano mide alrededor de 7 metros de longitud, extendiéndose desde el
piloro géstrico hasta la valvula ileocecal y dividiéndose en tres segmentos. El primero de ellos
es el duodeno, de 20-25 cm de longitud. La primera parte de este, de 5 cm de longitud, se
encuentra dentro de la cavidad abdominal. Asciende posterior al piloro y hacia la derecha,
descansa sobre y anterior a la cabeza del pancreas y pasa por debajo de la vesicula biliar y
anterior al conducto biliar comun, arteria gastroduodenal y vena porta. La segunda porcion de
7 cm de longitud esta cubierta por el peritoneo del compartimento infracolico de la cavidad
peritoneal. El hilio del rifion derecho y los vasos renales derechos quedan por detras. Los
cuerpos vertebrales lumbares y la vena cava inferior quedan mediales. La ampolla de Vater,
lugar al que desembocan el conducto hepatico comun y el conducto pancreatico, se localiza en
este segundo segmento duodenal, a 9-10 cm del anillo piloérico. La tercera y cuarta parte de 7-
9 cm atraviesan a nivel de la tercera vértebra lumbar, por la vena cava y la aorta,
relacionandose en la parte superior con el proceso uncinado del pancreas e incurvandose hacia
la izquierda, a la flexura duodenoyeyunal donde es suspendido por el ligamento de Treitz. La
entrada del intestino a la cavidad peritoneal marca el inicio del yeyuno, no estando claramente
definido el limite con el ileon. De forma arbitraria se considera que el yeyuno constituye el
tercio proximal de la porcion intraperitoneal del intestino delgado y el resto ileon. El
mesenterio aparece a lo largo de una linea oblicua en la pared intestinal posterior desde la

flexura duodenoyeyunal hasta la fosa iliaca derecha.

La irrigacion del duodeno viene dada por la arteria gastroduodenal (rama del tronco celiaco).

La arteria mesentérica superior (AMS) irriga desde la porcion proximal del yeyuno hasta la
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proximal del colon transverso. La arteria mesentérica inferior (AMI) irriga resto del colon
hasta el recto. Cada arteria va dando ramas a medida que se acercan al intestino,
estableciéndose una rica comunicacion arterial a través de las arcadas mesentéricas.
Finalmente los vasos penetran en la pared intestinal constituyendo plexos a nivel submucoso
y mucoso, asegurando asi el adecuado aporte sanguineo al 6rgano. El drenaje venoso sigue el
sentido inverso. Inicidndose en las vénulas capilares y finalizando en la vena mesentérica
superior que recibe el drenaje venoso del duodeno distal, yeyuno, ileon, apéndice, ciego,
colon ascendente y transverso y esta a su vez desemboca en la vena porta. Esta ultima recoge
también el drenaje de la vena mesentérica inferior, vena esplénica, venas gastricas izquierda y
derecha y vena pancreatoduodenal superior, antes de penetrar en el higado. El drenaje
linfatico comienza en los vasos linfaticos de terminacion ciega conocidos como: quiliferos.
Localizados en los nucleos de las vellosidades, que desembocan en la red linfocapilar y esta a
su vez en el plexo linfatico submucoso. Este drena a los vasos linfaticos mesentéricos que
conducen la linfa hasta la cisterna del quilo (de Pecquet), ensanchamiento del conducto
toracico al que desembocan los troncos lumbares e intestinales. El conducto toracico discurre
posterior a la aorta desembocando en el dngulo que forman la vena yugular interna y la
subclavia izquierda (angulo venoso). A lo largo del recorrido de los vasos linfaticos se
encuentran interpuestos los nddulos linfaticos, o6rganos de filtracion linforreticular de 1-25
mm encargados de evitar el paso de agentes patdgenos o células tumorales al torrente
sanguineo. La inervacion del aparato digestivo es dual. Por un lado encontramos el sistema
nervioso entérico, sistema autorrestringido compuesto por multiples ganglios repetidos que se
conocen como plexo submucoso de Meissner y plexo mientérico de Auerbach. Estos plexos
se encargan respectivamente de la regulacion de la muscularis mucosae, las vellosidades y el
periestaltismo intestinal. El sistema nervioso entérico comunica con los ganglios celiaco y
mesentérico superior del sistema nervioso simpatico, con el nervio neumogastrico o vago y
con la médula espinal y el sistema nervioso central. También recibe aferencias de ramas
sensitivas localizadas a nivel de la mucosa, asi como también sefiales y aferencias de
mastocitos y otras células del sistema inmunoldgico localizadas en la pared intestinal que
segregan sustancias paracrinas y endocrinas. Y por otro lado tenemos el sistema nervioso
autobnomo representado por los sistemas simpdatico y parasimpatico que modulan al sistema
anterior. La inervacion parasimpatica, a través de la acetilcolina, estimula la peristalsis, inhibe
los musculos de los esfinteres y desencadena la actividad secretoria. Los nervios simpaticos, a
través de la norepinefrina, inhiben la peristalsis y activan los musculos de los esfinteres. Las
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células intersticiales de Cajal son consideradas como las células marcapasos del tubo
digestivo. De origen mesenquimal, son capaces de generar y propagar estimulos eléctricos,
siendo intermediarias entre la inervacion y la musculatura. Coordinan la motilidad intestinal y

el periestaltismo.
Histologia:

El aparato digestivo consiste en una estructura tubular, muscular, revestida internamente por
una mucosa cuyas caracteristicas varian segun las funciones de cada segmento.
Histolégicamente estd formado por cuatro capas concéntricas que son de adentro hacia afuera

(Figura 2):

1. Capa interna o mucosa. Rodea al lumen e incluye una capa muscular interna o muscularis

mucosae compuesta de una capa circular interna y una longitudinal externa de musculo liso.

2. Capa submucosa compuesta de tejido conectivo denso irregular fibroelédstico. Contiene el
llamado plexo submucoso de Meissner, que es un componente del sistema nervioso entérico y
controla la motilidad de la mucosa y en menor grado la de la submucosa, y las actividades

secretorias de las glandulas.

3. Capa muscular externa compuesta, al igual que la muscularis mucosae, por una capa
circular interna y otra longitudinal externa de musculo liso (excepto en el esdéfago, donde hay
musculo estriado). Esta capa muscular tiene a su cargo los movimientos peristalticos que
desplazan el contenido de la luz a lo largo del tubo digestivo. Entre sus dos capas se encuentra
otro componente del sistema nervioso entérico, el plexo mientérico de Auerbach, que regula

la actividad de esta capa.

4. Capa serosa o adventicia. Se denomina segun la region del tubo digestivo que reviste,
serosa si es intraperitoneal y adventicia si es retroperitoneal. La adventicia esta conformada
por un tejido conectivo laxo. La serosa aparece cuando el tubo digestivo ingresa al abdomen y

la adventicia pasa a ser reemplazada por el peritoneo.
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El epitelio del intestino delgado estd organizado en dos compartimentos morfologica y

funcionalmente distintos:

- Los villi que son proyecciones o evaginaciones de la mucosa. Contienen un eje central
fibrovascular revestido por epitelio. Su longitud y forma varia segun las diferentes regiones

del intestino.

- Las criptas de Lieberkiihn que son invaginaciones tubulares localizadas en la base de los
villi que se extienden hasta la muscularis mucosae. Cada cripta proviene de un Unico clon

celular. El epitelio que reviste las invaginaciones muestra una poblacion celular heterogénea.

El intestino delgado presenta uno de los indices de proliferacion mas altos del cuerpo. Esto
permite mantener la integridad del epitelio ante los agentes nocivos a través del equilibrio
entre la muerte y la proliferacion celular. Las células madre se encuentran localizadas en la
parte profunda de las criptas. A partir de ellas se producen fenomenos de proliferacion y
migracion a lo largo del epitelio, que dan lugar en un plazo de 5-6 dias a una célula epitelial
madura. En el caso de los enterocitos presentan una vida media aproximada de dos dias. Una
vez pasado este tiempo se pone en marcha el mecanismo de muerte celular programada
(apoptosis), descamando la célula muerta a la luz intestinal. Las células madres van a dar
origen a los cuatro tipos de células epiteliales que son: los enterocitos, las células
caliciformes, las células endocrinas y las células de Paneth. Todo este proceso se encuentra

estrechamente regulado por la expresion de genes como MATHI1, Cdx1 o Cdx2.
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Cada tipo celular muestra una estructura y funcion determinada (Figura 3):

- Los enterocitos son células cilindricas altas, polarizadas, con capacidad absortiva. Podemos
distinguir varios dominios en la membrana. En el dominio velloso apical, se localiza el borde
en cepillo constituido por microvellosidades que incrementan unas 30 veces la superficie de la
membrana plasmatica expuesta a la luz. Aqui tienen lugar procesos de digestion, transporte
hidroelectrolitico y de defensa de la mucosa. El dominio basolateral es el encargado de
mantener la adhesion celular, el transporte de IgA e IgM y la liberacion de los quilomicrones
entre otras funciones. El epitelio asociado a foliculo es una capa celular que constituye la
transicion entre los agregados linfoides y la luz intestinal. En esta zona se identifican
abundantes linfocitos intraepiteliales. Este epitelio se origina de las criptas y se diferencia
hacia enterocitos y células M. Estas ultimas son caracteristicas de esta zona y estan
encargadas de transportar macromoléculas y microorganismos y de inducir la respuesta

inmune en la mucosa.

- Las células caliciformes muestran un papel importante en la proteccion de la mucosa.
Secretan moco, iones y agua al gel mucoso que protege la superficie epitelial. Son mas
numerosas en el ileon. El nucleo se localiza en la porcion basal y el citoplasma se encuentra

lleno de vacuolas de mucina.

- Las células de Paneth se localizan en las criptas, constituyendo aproximadamente el 1% de
las células intestinales. Son células eosinofilicas, piramidales con abundantes granulos
supranucleares que contienen lisozima, fosfolipasa A y defensinas. Su secreccion participa en

la inmunidad de la mucosa.

- Las células endocrinas producen hormonas de accion local que regulan la motilidad y la
secrecion gastrointestinal. Contienen granulos eosinéfilos subnucleares. En general cada
célula produce una sola hormona, que puede ser serotonina, somatostatina, enteroglucagéon y

secretina.
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Las células indiferenciadas de las criptas constituyen las células de reserva, dividiéndose
continuamente para sustituir a las células desaparecidas. Otro tipo celular que también se
interrelaciona con el epitelio intestinal es el fibroblasto pericriptico, este juega un papel

crucial en la diferenciacion del epitelio de la vellosidad al secretar la lamina basal.

El tejido linfoide asociado con el intestino (GALT) se compone de foliculos linfoides a lo
largo del tubo gastrointestinal. Casi todos los foliculos linfoides estan aislados entre si; sin
embargo, en el ileon forman agregados linfoides, conocidos como placas de Peyer. Estan
compuestas por linfocitos B rodeadas de una region mas laxa de linfocitos T y multiples
macrofagos. Las regiones adyacentes inmediatas a los foliculos linfoides estan recubiertas de
células tipo escamoso (células M). Otras formas de agregados linfoides incluyen los foliculos
linfoides aislados y los agregados linfoides submucosos. El nimero de estas estructuras
aumenta segun se avanza en sentido distal y representa una reserva de tejido linfoide en la

mucosa que puede ser activada en situaciones de estimulo antigénico.

En la lamina propia también se pueden observar otros tipos de células que intervienen en los
procesos de inmunidad e inflamacion. Son las células plasmaticas, los eosinéfilos, los

macrofagos y los mastocitos.
Fisiologia:

La digestion es un conjunto de procesos mecanicos y bioquimicos con los cuales los
alimentos se transforman en sustancias nutritivas que pueden ser asimiladas por el organismo.

Se divide en cuatro etapas:

- Ingestion del alimento.
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- Digestion mecanica y quimica
- Absorcion
- Excrecion

La digestion comienza en la boca donde los alimentos se mastican y se mezclan con la saliva
que contiene enzimas que inician el proceso quimico de la digestion, forméandose el bolo
alimenticio. La comida es comprimida y dirigida desde la boca hacia el eséfago mediante la
deglucion, y del esofago al estomago, donde los alimentos son mezclados con &cido
clorhidrico que los descompone, sobre todo a las proteinas desnaturalizandolas. El bolo
alimenticio se transforma en quimo. Debido a los cambios de acidez (pH) en los distintos
tramos del tubo digestivo se activan o inactivan diferentes enzimas que descomponen los
alimentos. En el intestino delgado la bilis secretada por el higado, favorece la emulsion de las
grasas y gracias a las lipasas de la secrecion pancreética se produce su degradacion a acidos
grasos y glicerina. Ademas el jugo pancreatico contiene proteasas y amilasas que actiian sobre

proteinas y glicidos. Toda esta mezcla constituye ahora el quilo.

Por absorcion se entiende el proceso de transporte de los nutrientes desde luz intestinal hasta
el torrente sanguineo. Este proceso se ve favorecido por la disposicion del epitelio intestinal
que tiene una amplisima superficie de absorcion ya que los pliegues de la mucosa triplican la
superficie de contacto, las vellosidades intestinales multiplican por 10 el area y las
microvellosidades hasta 600 veces. La absorcion puede producirse a través del enterocito y se
le llama absorcidn transcelular. El nutriente entra en la célula por la membrana apical y tiene
su salida hacia el vaso sanguineo por la membrana basolateral. Otra posibilidad es la
absorcion paracelular, cuando los nutrientes pasan entre las uniones de los enterocitos. Las
células del intestino delgado solo absorben monosacaridos como glucosa, galactosa o
fructuosa. Primero se digiere el almidon hasta disacaridos y después hasta monosacaridos. La
amilasa de la saliva comienza el proceso de la digestion del almidén en la boca, aunque su
funcién es breve puesto que el pH bajo del contenido géstrico la inactiva. La amilasa
pancreatica digiere las uniones internas 1,4-glucosidicas del almidon y crea tres disacéridos,
dextrina o-limite, maltosa y maltotriosa. Las enzimas del borde en cepillo intestinal, o-
dextrinasa, maltasa y sucrasa digieren adicionalmente estos disacdridos hasta monosacaridos.
El producto final de cada uno de los pasos digestivos es la glucosa, un monosacarido que

puede ser absorbido por las células epiteliales. La glucosa se transporta por un mecanismo de
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cotransporte del sodio. El transporte inicial de sodio a través de las membranas basolaterales
de las células del epitelio intestinal es el que proporciona la fuerza para el desplazamiento de
la glucosa a través de las membranas. La fructuosa se absorbe por difusion facilitada y al

penetrar en la célula se fosfoforiliza en glucosa que se transporta a la sangre.

La pepsina inicia la digestion de proteinas en el estdbmago y la concluyen las proteasas
pancreaticas en el intestino delgado. Las endopeptidasas (pepsina, tripsina, quimiotripsina, y
elastasa) hidrolizan las uniones peptidicas internas entre las proteinas. Las exopeptidasas (A y
B) hidrolizan un solo aminoécido a la vez desde un extremo C-terminal de proteinas y
péptidos. Las células principales secretan pepsindgeno que a pH gastrico se activa hacia
pepsina y su accion termina cuando el quimo entra al duodeno. La activacion de tripsinogeno
a tripsina por la enterocinasa, produce activacion de los precursores de las otras cinco
enzimas: tripsina, quimiotripsina, elastasa y carboxipeptidasa A y B. Estas hidrolizan las
proteinas hasta aminoécidos y péptidos. Después las proteasas se digieren entre si dando lugar
a mas péptidos y aminoécidos. A través de las membranas luminales de las células epiteliales
intestinales se absorben los dipéptidos, tripéptidos y algunos aminoacidos libres. La energia
para la mayor parte de este transporte proviene del cotransporte del sodio. Cuando el sodio
entra a la célula a favor de gradiente arrastra los péptidos y aminoacidos. La digestion de los
lipidos comienza con la accion de la lipasa salival, que hidroliza el 10% de triglicéridos. El
movimiento gastrico rompe los lipidos y los transforma en gotas pequenas. En el intestino
delgado la colecistoquinina hace mas lento el vaciamiento gastrico en presencia de lipidos.
Los acidos biliares junto con lisolecticitina rodean y emulsionan los lipidos. La emulsion crea
pequetias gotas de lipidos dispersas en la solucidn intestinal acuosa. El proposito de esto es
suministrar una mayor area para la accion de enzimas pancredticas. La colipasa que se
produce en los jugos pancreaticos y se activa por accion de la tripsina desplaza los acidos
biliares de la interfase lipido- agua y se une a la lipasa pancreatica para proceder la digestion.
La hidrolasa éster de colesterol es secretada como enzima activa e hidroliza los ésteres de
colesterol para convertirlos en colesterol libre y dcidos grasos. También hidroliza las uniones
éster de los triglicéridos para producir glicerol. La fosfolipasa A2 se activa mediante tripsina e
hidroliza fosfolipidos para formar lisolecitina y acidos grasos. Los productos finales son
monoglicéridos, acidos grasos, colesterol, lisolecitina y glicerol. Estos productos finales de la
digestion de las grasas son solubles en el quimo y se transportan a las microvellosidades,

penetrando en las hendiduras que aparecen entre estas cuando se mueven. Difunden al
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exterior de las micelas de sales biliares y pasan a la célula epitelial porque son solubles a las
membranas de esas células. Dentro son captados por el reticulo endoplasmico liso donde se
forman nuevos triglicéridos que viajan con los quilomicrones para desembocar en el torrente

circulatorio.

La etapa de excrecion de produce en el colon (mitad proximal) donde se absorbe la mayoria
de agua y electrdlitos. Las heces excretadas contienen menos de 100 ml de liquido estando
formadas por tres cuartas partes de agua y una cuarta parte por materia solida. La absorcion de
iones sodio y cloro crea un gradiente osmotico a través de la mucosa y del intestino grueso
que, a su vez, favorece la absorcion de agua. Ademas la mucosa del intestino grueso secreta
bicarbonato que intercambia por iones cloro; el bicarbonato ayuda a neutralizar los productos
terminales acidos de la accion de las bacterias en el intestino grueso, que a su vez, favorece la

absorcion de agua.

ASPECTOS GENERALES DEL TRASPLANTE INTESTINAL:

Fracaso intestinal:

Actualmente el trasplante intestinal es una opcidn terapéutica viable para aquellos pacientes
que padecen fracaso intestinal (FI). Este término se aplica cuando los pacientes son incapaces
de mantener un estado nutricional normal y un balance positivo de nutrientes mediante la
alimentacion por via entérica, debido a una reduccidén critica de la masa de intestino
funcionante, por debajo de la cual no es posible satisfacer dichos requerimientos y precisan
cubrir una porcion o la totalidad de los requerimientos caldricos a través de la nutricion
parenteral (NP) (22). Por tanto el FI se va a considerar cuando se precise de NP o

fluidoterapia para mantener el equilibrio nutricional y la composicion corporal.

En la mayoria de los casos el fallo intestinal es producido por una reseccidon quirurgica para
tratar la enfermedad del paciente, produciendo un intestino corto, mientras que en otros casos
el intestino tiene una longitud suficiente pero es incapaz de absorber los liquidos y nutrientes
necesarios para satisfacer las demandas metabolicas del organismo dando como resultado el
fracaso. Las causas de este son diferentes entre adultos y nifios, representando el intestino

corto la indicacion mas frecuente para el trasplante (23-24).

El sindrome de intestino corto (SIC) es una entidad compleja que puede ser el resultado

tanto de la pérdida fisica de segmentos de intestino delgado como de una pérdida funcional
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(22). Esta pérdida anatomica o funcional de una parte del intestino delgado ocasiona un
cuadro clinico de graves alteraciones metabolicas y nutricionales debidas a la reduccion de la
superficie absortiva intestinal efectiva (25). Nightingale J. establecid que un paciente tiene un
intestino corto cuando existe una longitud insuficiente de intestino funcionante para permitir
una absorcion adecuada, de modo que son necesarios suplementos de macronutrientes y/o
agua y electrolitos para mantener la salud y/o crecimiento (26). La insuficiencia intestinal se
refiere a la disminucion de la absorcion intestinal, que puede compensarse por la hiperfagia o

por la adaptacion fisica o metabdlica intestinal.

El fallo intestinal causado por las formas mas severas de SIC es el resultado de una pérdida
intestinal masiva causado por cirugia, trauma o infarto, y menos comunmente por defectos
congénitos o una reduccion en la superficie absortiva resultado de una enfermedad difusa.
Cuando se produce una pérdida masiva de la longitud del intestino mayor del 70-75% o el
intestino remanente es menor de 200 cm se considera que existe un SIC. Sin embargo, aunque
la evidencia sugiere que estos pacientes con menos de 200 cm de intestino delgado
desarrollaran con alta probabilidad un fallo intestinal, la absorciéon no depende solo de la
longitud del intestino residual, ya que existen otros factores pronodsticos como la calidad del
intestino remanente y la presencia o no de colon. La clinica asociada al SIC también esta en
funcion de la zona de intestino delgado afectada por la reseccidon o la alteracion funcional
(24). La mayor parte de la absorcion de carbohidratos y proteinas tiene lugar en el duodeno y
yeyuno, mientras que el ileon es responsable de la absorcion de grasas y vitaminas
liposolubles (unidas a sales biliares excretadas por el higado al duodeno). El yeyuno tiene
vellosidades mas altas, criptas mas profundas y una mayor actividad enzimatica que el ileon,
por lo que en condiciones normales un 90% de la digestion y absorcion de macro y
micronutrientes tendra lugar en los primeros 100-150 cm de yeyuno. En el ileon terminal tiene
lugar la absorcion de vitamina B12 unida al factor intrinseco secretado en el estdbmago. Los
fluidos y electrolitos son absorbidos predominantemente en el ileon (80%) y colon, lo que
implica una absorcién diaria de 2-3 litros de agua ingerida y 7-9 litros de secreciones

gastrointestinales.

Los principales factores asociados con el pronostico del fallo intestinal asociado a SIC son la
localizacion del segmento intestinal resecado, la longitud del remanente intestinal, la
presencia de enfermedad subyacente, la presencia o ausencia de colon y de valvula ileocecal,
y la naturaleza de la enfermedad de base. También la edad del paciente tiene un papel
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prondstico (27). El fallo intestinal asociado al SIC puede ser transitorio o permanente. La
adaptacion del intestino residual es un factor fundamental para determinar si un paciente con
SIC progresara a FI y dependencia de NP. La adaptacion intestinal es el proceso que trata de
restablecer la absorcion intestinal total de macronutrientes, minerales y agua, a aquella previa
a la reseccion intestinal (28). La adaptacion intestinal puede ocurrir gracias a que el paciente
haga una ingesta superior a la normal (hiperfagia) pero ademas, el intestino también es capaz
de adaptarse para asegurar una absorcion mas eficaz por unidad de superficie, bien
aumentando su superficie absortiva (adaptacion estructural) y/o enlenteciendo el transito
gastrointestinal (adaptacion funcional). Los cambios adaptativos se describieron inicialmente
en los afios 50 (28-30). Estudios animales han demostrado que el intestino tras una reseccion
o deprivacion de nutrientes sufre una variedad de respuestas adaptativas que incluyen
hiperplasia, hipertrofia o expresion de novo de moléculas funcionales. Es un proceso que se
desarrolla a lo largo de uno o dos afios donde el intestino se hipertrofia y se hace mas eficiente
para la absorcion. La adaptacion estructural del intestino remanente supone un aumento en
diametro y en altura de las vellosidades intestinales, lo que incrementa la superficie absortiva
asi como un incremento en la circunferencia de la luz intestinal y en el grosor de la pared. La
adaptacion funcional se caracteriza por un incremento en la tasa de absorcion de nutrientes,
que es el resultado de los cambios estructurales, el enlentecimiento del transito y/o
alteraciones en eventos moleculares intracelulares, con un aumento en el transporte y/o la
actividad enzimatica. Para este proceso de adaptacion, es importante la presencia de nutrientes
en la luz intestinal, por lo que se debe iniciar la nutricion oral o enteral lo més pronto posible.
El sobrecrecimiento bacteriano puede dificultar la adaptacion intestinal y la independencia de

la NP (24).

También se estan investigando marcadores bioldgicos que puedan orientar sobre la masa
funcional de intestino. Uno de los ultimos en desarrollarse es la determinacion de citrulina en
plasma o suero (31). La citrulina es un aminoacido no esencial, producido fundamental por
los enterocitos, que interviene en el metabolismo intermedio y que no estd destinado para la
sintesis de péptidos o proteinas. Su concentracion plasmdtica se encuentra en torno a
40pmol/L. Determinaciones en plasma por debajo de 20 umol/l, que representa la mitad de
los valores normales, y por encima de los dos afios de haber reestablecido la continuidad
digestiva después de una reseccion intestinal masiva, estan relacionadas con la presencia de FI

permanente y de manera significativa. La determinacion de este marcador biologico no debe
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realizarse en presencia de insuficiencia renal (IR) ya que en esta situacidon se alteran los
niveles con tendencia a aumentar. Los valores plasmaticos de citrulina  parecen
correlacionarse con la longitud de intestino remanente y con la capacidad absortiva.
Asimismo, pueden tener una capacidad mayor para predecir la evoluciéon hacia un FI

permanente que los centimetros de intestino remanente tras la reseccion (32).

Por ultimo, existe otra manera de definir la presencia de un FI, que es independiente tanto de
la longitud remanente de intestino, como de la funcionalidad de éste. Esta hace referencia a la
cantidad de NP que precisa el paciente para mantener un adecuado estado nutricional si se
trata de un paciente adulto, o para mantener el desarrollo pondero-estatural si se trata de un

nifio (33).

Manejo del FI:

El FI agudo o temporal representa el 90% de los fracasos intestinales y en principio hay que
considerarlo potencialmente reversible. El cronico es menos comun y casi siempre se asocia a
un acortamiento intestinal severo. En todos los casos, el tratamiento debe cumplir 4 objetivos
fundamentales: proporcionar un soporte hidroelectrolitico y nutritivo adecuado, reducir la
severidad del FI, prevenir y tratar las complicaciones de la enfermedad de base y mejorar la
calidad de vida. En las formas méas graves, existen 3 pilares basicos para su tratamiento: 1°
rehabilitacion intestinal, 2° nutricion parenteral (NP) o enteral prolongada y 3° trasplante

intestinal (TT).

La rehabilitacion intestinal hace referencia al conjunto de medidas multidisciplinares
encaminadas a reestablecer la mayor capacidad funcional posible del tracto digestivo. En
fases iniciales el objetivo fundamental es evitar la pérdida de liquido y electrolitos
administrando soluciones parenterales estandares. Una vez que el paciente se ha estabilizado
el soporte nutricional debe administrarse por la via parenteral y/o enteral, constituyendo la
tolerancia a la dieta oral, el éxito final de la adaptacion intestinal en estos procesos. La cirugia

puede estar indicada en algunos casos para incrementar la superficie absortiva.

La NP es una medida de apoyo fundamental, que a veces hay que mantener durante un tiempo
prolongado, llegando a adquirir en algunos casos un cardcter permanente, salvo que
complicaciones ligadas a la técnica, o la evolucion clinica desfavorable la contraindiquen. Es

un tratamiento fundamental durante el FI. Al principio aplicada en el hospital, puede
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administrase en el domicilio del paciente cuando éste se estabiliza, lo que supone una mejoria
importante de la calidad de vida, pudiéndose incluso aportar ciclicamente, durante la noche,
para que durante el dia pueda desarrollar sus actividades cotidianas. Sin embargo esta medida
no estd exenta de complicaciones graves, como la sepsis por catéter o la trombosis venosa.
Ambas complicaciones son casi inevitables en tratamientos prolongados y se controlan con
antibidticos y agentes tromboliticos, pero la repeticion de los episodios puede comprometer

los acceso venosos ulteriores y convertir en imprescindible el T1.

La enfermedad hepatobiliar es otra complicacion grave que puede pesentar la NP. Se describe
en el 40-60% de los nifios y en el 15-40% de los adultos sometidos a NP durante periodos
prolongados de tiempo. La patogénesis es multifactorial destacando en los nifios su relacion
con la prematuridad (déficit de taurina, colina y cisteina), bajo peso, tiempo de NP e
infecciones. En adultos el cuadro es menos frecuente y se relaciona con la edad, tiempo de
NP, aporte caldrico total, sobrecarga de carbohidratos o lipidos, y también puede influir el
déficit de colina. La causa exacta es desconocida, pero casi siempre se asocia a colestasis,
debido a que la ausencia de aporte de nutrientes por via digestiva reduce la secrecion
hormonal, en particular de colecistoquinina, que afecta al vaciado de la vesicula y por lo tanto
a la produccion y flujo de bilis y altera la secrecion de otras hormonas gastrointestinales
(gastrina, motilina, polipéptido insulinotropo glucodependiente, secretina, polipéptido
pancreatico, glucagén, y péptido intestinal vasoactivo). Como consecuencia, aparece estasis
intestinal y descenso de la contractilidad de la vesicula biliar, aumento del 4cido litocolico,
sobrecrecimiento bacteriano, translocacion bacteriana y sepsis. Ademas se altera la
circulacion enterohepatica de las sales biliares y las bacterias intestinales las desconjugan,
dando lugar a metabolitos hepatotoxicos. En presencia de colestasis, la malabsorcion aumenta
por el descenso del flujo biliar y el déficit de acidos biliares; y la presencia de hipertension
portal con circuitos porto-sistémicos, determina edema de pared, enteropatia exudativa y
hemorragia, que en su maxima expresion obliga al trasplante de higado solo o combinado con
el intestinal. Los hallazgos clinicos incluyen esteatosis hepdtica, colestasis, colelitiasis y
fibrosis hepatica, todo lo cual puede progresar hacia la cirrosis biliar, hipertension portal y

fracaso hepatico irreversible (34).
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Nutricion Parenteral Domiciliaria (NPD):

La NPD esté reservada para aquellos pacientes con un intestino no funcionante y que por su
estabilidad clinica no se benefician de la estancia hospitalaria (35). Se trata de una modalidad
de soporte nutricional, que permite la administracion de las soluciones de NPT en el propio

domicilio del paciente.

Este tipo de tratamiento se inici6 a finales de 1960 en Estados Unidos y en algunos paises
europeos a principios de 1970 aunque en Espafia, los primeros datos sobre pacientes con NPD
son de 1980. Esta modalidad asistencial depende estructuralmente de los hospitales, es
prestada por profesionales especializados y engloba diversos esquemas asistenciales que
responden a la idiosincrasia de cada Sistema Sanitario de las diferentes Comunidades
Autonomas. En Espania desde 1995 se dispone de publicaciones periddicas de los resultados
sobre Nutricion Artificial Domiciliaria que se registran de forma voluntaria por los
profesionales (enfermeras, médicos, farmacéuticos y dietistas) implicados en el tratamiento de
estos pacientes. Este registro, desarrollado y mantenido por el grupo de trabajo de Nutricion
Artificial Domiciliaria y Ambulatoria (NADYA) perteneciente a la Sociedad Espaiiola de
Nutricion Parenteral y Enteral (SENPE) y se inicio en 1992. Su objetivo es implicar a todos
los profesionales relacionados con la nutricidén artificial domiciliaria para conseguir un

registro valido y fiable.

Segun los datos publicados correspondientes al afio 2010 se estima una prevalencia de NPD
de 3,15 pacientes/millon habitantes. Siendo estas cifras inferiores a las publicadas en registros
europeos y en Estados Unidos (con 4 casos/millon habitantes y 120 casos/millon habitantes
respectivamente). La distribucion geografica estd focalizada en Madrid y Catalufia donde se
concentra el 70% de los casos. Su aplicacion més frecuente es la de tratamiento paliativo en
pacientes oncologicos. El porcentaje de pacientes considerados como candidatos para
trasplante intestinal se mantiene en un rango entre 23% y 29%. La complicacion mads

frecuente sigue siendo la infeccion relacionada con el catéter (36).

En un reciente estudio prospectivo, realizado por el grupo europeo de nutricion artificial
domiciliaira y fallo intestinal cronico (HAN-CIF group) de la Sociedad Europea de Nutricién
Parenteral y Enteral (ESPEN), se realiz6 un seguimiento a 5 afios de los pacientes con NPD
candidatos y no candidatos a TI. En este estudio los autores concluyen que so6lo la presencia

de tumores desmoides de la cavidad abdominal y el fallo hepatico asociado a la NPD,

22



Introduccion

deberian considerarse como indicaciones claras de TI, ya que son en las que se ha demostrado
una mayor mortalidad en el grupo de pacientes tratados con NPD. En el resto de situaciones
clinicas (incluyendo aquellos pacientes con complicaciones del catéter, sindrome de intestino
ultracorto) el TI deberia considerarse de forma individual en casos aislados pues con los
datos de este estudio su supervivencia a largo plazo con NPD es buena (sin diferencias
estadisticamente significativas entre los candidatos y no candidatos a TI) y no justifica los

riesgos asociados a este procedimiento (37).

A pesar del progreso que ha supuesto la NP, se trata de una practica no exenta de
complicaciones y que conforme se incrementa el tiempo de administracion, cada vez es mayor
el nimero de pacientes en los que alcanza sus limites. Actualmente, para estos enfermos el TI
es una alternativa terapéutica posible que persigue como objetivo la reposicion del “aparato

absortivo” no existente, perdido o irreversiblemente deteriorado por la enfermedad.

INDICACIONES DEL TRASPLANTE INTESTINAL:

Como se ha indicado en el apartado de la introduccion historica, el TI ha sido de los ultimos
trasplantes de organos solidos en desarrollarse, debido a las dificultades técnicas y de manejo
que ha presentado hasta el advenimiento de las nuevas terapias inmunosupresoras y avances
en la técnica quirtrgica. El T y TMV estan aprobados desde octubre del 2000 por la Health
Care Financing Administration (HCFA) en Estados Unidos y representan actualmente una
opcion terapéutica viable para aquellos pacientes con FI cronico e irreversible (10, 13, 38-39).
Debido a que los regimenes de NPD han supuesto unas cifras de supervivencia entorno al 80-
94 % y se trata de una opcion terapeutica con una tasa de éxito elevada y escasos efectos
indeseables (37), los casos en los que se ha optado por el trasplante representan aquellos
donde existe un FI irreversible y fracaso de la NPD con presencia de complicaciones graves.
Las etiologias que producen FI irreversible y cronico difieren entre la poblacion pediatrica y
la adulta representandose en los graficos 1 y 2 (14). El SIC de diversa etiologia es la
indicaciéon mas frecuente representando el 65% en adultos y el 63% en nifos. En los adultos
dentro de las causas que llevan al SIC la isquemia, la enfermedad de Crohn, las alteraciones
en la motilidad y los tumores son las mas frecuentes. En la poblacion pediatrica la patologia
funcional y malformativa va a estar mas relacionada. El retrasplante de pacientes ya

sometidos a un TI previo es otra causa que se encuentra en incremento.
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En los pacientes sometidos a régimen de NPT-NPD hay tres aspectos fundamentales que

deben ser considerados a la hora de plantear el trasplante. Estos son:

l. El momento de inicio y el tiempo de dependencia de la NPT. Una dependencia por un
periodo superior a 2 afios indica que las posibilidades de lograr una adaptacion intestinal

suficiente que permita la alimentacion oral son reducidas.

2. Las complicaciones sépticas de los accesos vasculares centrales (subclavios,
femorales, iliacos...) con la consiguiente pérdida de los mismos. Un minimo de dos vias
centrales deben de ser viables en los pacientes en los que se va a efectuar un trasplante de

intestino delgado (40).

3. El progresivo desarrollo de enfermedad hepatica crénica que puede llegar a terminal y

condicionar a la realizacion de un trasplante combinado hepato-intestinal (THI) (37,41).

Segun el grupo de trabajo del Simposio Internacional de Trasplante Intestinal, celebrado en
Bruselas en julio de 2005, el TI estaria indicado para “aquellos enfermos con fallo intestinal

irreversible en los que es previsible una mala evolucion con nutricién parenteral” (42).

INDICACIONES DE TI EN ADULTOS

H [squemia

® Enf. Crohn

= Volvulos

B Gastrosquisis

B Trauma

= Atresia

= Enterocolitis

= Alts. Motilidad
Tumor

m Defectos mucosa

Re-trasplante

Grafico 1. Etiologia del FI en adultos. Datos extraidos de Intestinal Transplant Registry

Report 2011 con la autorizacion de reproduccion del Dr. Marquez (14).
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INDICACIONES DE TI PEDIATRICO

® Gastrosquisis

B Enterocolitis
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Alts. Motilidad
Defectos mucosa

Re-trasplante

Grafico 2. Indicaciones del TI pediatrico. Datos extraidos de Intestinal Transplant Registry

Report 2011 con la autorizacion de reproduccion del Dr. Marquez (14).

Los criterios de TI estdn actualmente consensuados tanto en adultos como en nifios e incluyen

(Tabla 1) (43-44):

1. Irreversibilidad del FI siendo imprescindible que se hayan agotado todas las opciones

terapéuticas convencionales antes de sentar la indicacion de T1.

2. Desarrollo de complicaciones graves relacionadas con la administracion de NP. Se aceptan

como indicaciones las siguientes:

* Dafio hepatico irreversible, relacionado con la administracion de NP: Estructuralmente el
dafio es progresivo, desde fibrosis en cualquiera de sus grados hasta cirrosis. Recientemente
se ha propuesto sustituir el término “dafio hepatico relacionado con nutricién parenteral” por
el de “dafio hepatico relacionado con el FI”, mas general y que responde mejor a la naturaleza

multifactorial del cuadro.

» Pérdida de accesos venosos profundos por trombosis: existe consenso en aceptar como
indicacion la pérdida de la mitad de los accesos convencionales (venas yugulares y femorales
en nifios pequefios, yugulares, subclavias y femorales en nifios mayores) (44). Sepsis graves
relacionadas con el uso de catéteres venosos profundos: dos o mas episodios al afio de sepsis

sistémica que requieran hospitalizacion con shock y fungemia.
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* FI que habitualmente conduce a muerte precoz, a pesar de un soporte nutricional optimo: en
casos donde no sea posible una adaptacion intestinal (sindrome de intestino ultracorto,
intestino no reconstruible...) se aconseja adelantar la indicacion de TI antes del desarrollo de
complicaciones relacionadas con la administracion de NP. También en trastornos congénitos
de la mucosa intestinal que cursan con diarrea intratable, para anticiparse al desarrollo de

dafio hepatico irreversible o en casos de pseudoobstruccion idiopatica cronica intestinal

Tabla 1. Indicaciones del TI.

INDICACIONES DEL TRASPLANTE INTESTINAL
FI con complicaciones de riesgo vital Colestasis mantenida
Pérdida de accesos venosos
Sepsis graves o repetidas
Deshidratacion grave frecuente
FI que conduce a muerte precoz a pesar | SIC extremo

de NP 6ptima Trastornos congénitos del epitelio intestinal
FI con alta morbilidad y pobre calidad Hospitalizaciones frecuentes
de vida Pseudobstruccion cronica idiopatica

CONTRAINDICACIONES DEL TI:

Las contraindicaciones para el T1 y para el TMV son similares a las que se establecen para
cualquier otro trasplante de 6rgano solido. Estas contraindicaciones pueden ser absolutas o
relativas e incluyen, enfermedades cardio-pulmonares graves, tumores malignos avanzados no
subsidiarios de tratamiento curativo, enfermedades sistémicas graves incurables,
enfermedades congénitas con malformaciones graves e incompatibles con la vida,
enfermedades degenerativas o neuroldgicas graves, infecciones sistémicas graves o no
controlables en el momento del trasplante, inmunodeficiencias graves o enfermedades auto-
inmunes, etc. El antecedente remoto de una enfermedad tumoral maligna tratada y controlada,
la presencia de un tumor estromal (GIST) o un tumor desmoide, asi como la presencia de una
infeccion intraabdominal activa en el momento de su evaluacion, no deben considerarse

contraindicaciones absolutas (Tabla 2)

La importante morbilidad y mortalidad asociadas a estos procedimientos hace necesario
asegurarse un aumento de la esperanza y una calidad de vida similar a la que tendria el

paciente si se encontrase bajo régimen de NPT (10).
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Tabla 2. Contraindicaciones del TI

CRITERIOS ABSOLUTOS CRITERIOS RELATIVOS

e Déficit neurologico profundo o e Inmunodeficiencia leve
progresivo e Drogodependencia

e Enfermedades congénitas 0 e Imposibilidad de asegurar accesos
malformaciones graves venosos durante los 6 meses
incompatibles con la vida siguientes al trasplante

e Enfermedad extraintestinal grave o e Neoplasias benignas de prondstico
incurable poco claro

e Sepsis activa no controlable en el e Edad superior a 65 afios
momento del trasplante

e Tumor maligno avanzado o reciente

e Problemas psico-sociales graves y
no solucionables

Recientemente se ha publicado un score (CaMi score) que pretende evaluar el riesgo
preoperatorio de un paciente candidato a TI y predecir su supervivencia. Combina factores
que intervienen en la supervivencia a corto, medio y largo plazo. Aplicada en un estudio
inicial a 20 pacientes sometidos a T1 y correlacionada con su evolucion se ha demostrado una
relacion inversamente proporcional entre la supervivencia y el score siendo una nueva

herramienta para predecir la supervivencia del paciente (45).

SELECCION DEL RECEPTOR:

La evaluacion de los receptores debe ser multidisciplinar, atendiendo a los siguientes puntos:

l. Irreversibilidad del FI

2. Presencia de enfermedad hepatica

3. Disponibilidad de accesos vasculares

4. Condiciones psico-sociales y ambiente familiar del receptor
5. Contraindicaciones potenciales para el trasplante

Los protocolos de evaluacion preoperatoria utilizados por los distintos grupos son similares,

adaptandose los del Hospital a los ya existentes (Tabla 3).
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Lo primero a estudiar es la enfermedad o circunstancia desencadenante del FI irreversible, la
extension y alcance de la misma, asi como la presencia de afectacion extraintestinal. Los
estudios radioldgicos permiten valorar la anatomia y funcionalidad del intestino remanente. El
transito baritado gastrointestinal aporta informacion acerca del vaciamiento gastrico,
motilidad gastrointestinal y longitud del intestino. Los estudios endoscOpicos permiten
determinar la presencia de patologia organica asociada en el tracto digestivo. La valoracion de
la absorcion de D-xilosa o la determinacion de los niveles de grasa en heces informa de la

capacidad de adaptacion del intestino remanente en un paciente sometido a régimen de NP.

El estudio del estado nutricional incluye una anamnesis y exploracion fisica detallada, calculo
del indice de masa corporal (IMC) y estudios analiticos para valorar el estado nutricional y las
funciones hepatica y renal. Ante la sospecha de afectacion hepatica, el estudio se debe

completar con ecografia y biopsia.

La evaluacion vascular debe cumplir dos objetivos. Por un lado debe determinar el estado de
los accesos venosos centrales y garantizar al menos dos disponibles. Por otro debe evaluar el
estado de las estructuras vasculares con las que se va a realizar la reconstruccion vascular del
injerto. Mediante estudios ecograficos y angiograficos (arteriografia selectiva, angio-TAC o
angio-RM) se debe conocer el estado del eje espleno-mesentérico-portal, aorta abdominal,

AMS y VCL

El estudio infeccioso incluye cultivos de sangre, orina y heces y determinacion serologica de
virus hepatotropos (VHB, VHC), citomegalovirus (CMV), virus de Epstein.Barr (VEB),
herpes zoster, virus de inmunodeficiencia humana (VIH), varicela, sarampion, paperas,

rubéola y sifilis (VDRL).

Estudios de histocompatibilidad (grupo ABO, Rh, tipaje HLA, anticuerpos citotdxicos anti-
HLA y prueba cruzada) y otras determinaciones encaminadas a buscar estados de

hipercoagulabilidad en los enfermos con historia previa de trombosis también son requeridos.

La valoracion del riesgo quirtirgico debe ser completada por el estudio de otros especialistas

(cardidlogos, neumologos, psiquiatras, nutricionistas...).

Una vez realizado todos estos estudios un comité médico multidisciplinar evalda el caso. Si el

paciente se acepta como candidato a trasplante pasa a la lista de espera. Tanto los pacientes
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aceptados como los rechazados deben ser seguidos por el grupo médico de la unidad de

trasplantes.

Tabla 3. Evaluacion del receptor.

H*C y EF: Etiologia del FI, intervenciones previas, anomalias asociadas.
LABORATORIO: Coulter, perfil hepatorrenal, coagulacion, anélisis de orina,
marcadores tumorales

ESTADO NUTRICIONAL: Peso, talla, pliegue tricipital.

Albumina, prealbumina, transferian.

Aminécidos, trigliéridos, vitamina A, B, D, E, tiamina
RADIOLOGIA Y ECOGRAFIA: Rx térax, TAC torazo-abdomino-pélvico,

Ecografia hepatica, angio-RM
OTROS ESTUDIOS: Transito intestinal, enema opaco, endoscopia oral, colonoscopia
Estudios de absorcion (D-xilosa, grasa en heces)
ESTUDIOS INMUNOLOGICOS: Grupo ABO, tiraje tisular, pruebas cruzadas
ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS: Cultivos bacterianos, fungicos, virales.
Serologia

BIOPSIA HEPATICA

SELECCION DEL DONANTE:

Segun la Ley Espafiola de Trasplantes (ley 30/1979) considera el consentimiento presunto a la
donacion de 6rganos de todos los ciudadanos espafioles cuando fallecen siempre y cuando no
hayan dejado constancia expresa de su oposicion a la donacion de o6rganos. Casi todos los
cadaveres con muerte cerebral se consideran aptos para la realizacion de una extraccion
multiorgénica: higado, rifiones, corazon y pulmones, a la que pueden sumarse la de pancreas e
intestino. Sin embargo debido a la sensibilidad a la isquemia de este ltimo los injertos

intestinales suelen provenir de donantes muy seleccionados.

Segun los datos publicado en 2009 por la Organ Procurement and Transplantation Network
(OPTN)/Scientific Registry of Transplant Recipients (SRTR) Annual, los criterios que debe
cumplir el donante para TI son (46-47):

- Edad igual o inferior a 50 afios.
- Uso de otros organos (0-2 afios: cualquier 6rgano; 2-50 afios: higado)
- AST y ALT <500

- Na < 170mEq/L
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- Cr < 1.0 mg/dl en menores de 1 afio y < 2.0 mg/dl para mayores

- Serologia negativa: VIH, VHB (HBcAb, HBsAg), VHC y HTLV

- Uso de dos o menos drogas ionotropicas.

- Parada cardiaca inferior a 15 minutos y donacion tras muerte encefalica.

La positividad para CMV ha dejado de ser una contraindicacién. En lo posible, se continuan
eligiendo donantes en los que haya sido posible optimizar el mantenimiento, que tengan
valores bioquimicos de funciéon hepatica dentro de los valores normales o con tendencia a
normalizarse y en los que se haya podido estabilizar su situacion hemodindmica con bajas

dosis de inotropicos.

A diferencia con otros trasplantes, la valoracion antropométrica del donante también debe
considerarse a la hora realizar la seleccion. Se recomienda que las medidas del donante sean
entre un 25 y 50% menores que las del receptor, ya que el uso de donantes mayores puede
dificultar el cierre de la cavidad abdominal. En los casos de trasplante intestinal aislado se
puede recurrir a la cirugia para la reduccion del injerto (48). El antecedente de parada cardiaca

en un donante no debe excluir de forma sistematica el uso del intestino para trasplante (49).

La mayor parte de los centros trasplantadores de intestino seleccionan donantes jovenes en
muerte encefalica, estables hemodinamicamente, sin episodios previos de parada
cardiorrespiratoria (PCR), sin episodios prolongados de hipotension arterial (TAS<80
mmHg), y si la hubo, que no fuera duradera (<10 minutos), bien oxigenados (PaO2 >95

mmHg), y por tltimo, sin grandes aportes de drogas vaso activas (DVA) (Tabla 4).

Es fundamental el correcto mantenimiento del donante para la preservacion de los organos.
Para ello en necesario mantener la estabilidad hemodindmica (TAS minima de 90 mmHg) y
respiratoria (Sat O2 > 95% y PCO2 40-45 mmHg). Para conseguirlo se administran
soluciones coloides, hemoderivados y cristaloides. En casos de inestabilidad hemodinamica
persistente se recurre a DVA. La hipotermia debe evitarse no administrando soluciones

liquidas frias, manteniendo la temperatura ambiental y/o calentando la superficie corporal.
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Tabla 4. Criterios de seleccion de donantes para TI.

Criterios de aceptacion

e Edad <40 afios (méaximo: 45 afios)

e Peso entre un 50-60% menor del tamafio del receptor

e Ausencia de:
Estancia en UVI > 7 dias
Inestabilidad hemodindmica
Parada cardiaca
Hipotension prolongada (TAS < 80 mmHg >10 minutos)
Hipoxemia (Pa0,<95 mmHg con FiO, del 100% y PEEP=5)
Drogas vaso activas a altas dosis
Diuresis < 100 cm’/h
Diabetes tipo 1 6 2 del donante (para TMV)
Diabetes tipo 1 en familiares de primer grado (para TMV)
Pancreatitis cronica (para TMV)
Traumatismo abdominal actual con contaminacion bacteriana
Enfermedad tumoral (excepto piel y cerebro)
Infecciones: sepsis, tuberculosis, hepatitis, SIDA, sifilis
Preferentemente negatividad para el CMV
Drogadiccion i.v.

e Isquemia fria < 9 horas (preferentemente < 7 horas)

MODALIDADES DE TRASPLANTE INTESTINAL:

R. Lillehei fue el encargado de desarrollar el modelo de TI en perros que establecid las bases
del TI en humanos (11). Se describen tres formas principales de TI en clinica humana:
trasplante de intestino aislado, trasplante combinado de higado e intestino y trasplante
multivisceral (13,23, 50). El tipo de injerto necesario para cada paciente va a depender de la
enfermedad de base que posea el receptor, asi como de las caracteristicas anatomicas y
funcionales de los 6rganos residuales. Todas ellas se basan en el principio de Starzl del cluster
o racimo, que considera las visceras abdominales como un racimo que depende de dos ramas
principales, el tronco celiaco y la arteria mesentérica superior, y en consecuencia, se puede
extraer cualquier parte de este racimo y crear cualquier tipo de injerto siempre que tenga un

pediculo que garantice un reflujo arterial y un drenaje venoso adecuados (51).

Trasplante de intestino aislado (TIA): Este tipo de trasplante presenta a su vez dos
variantes: el trasplante con drenaje venoso mesentérico o con drenaje sistémico segun el
territorio venoso al que pueda hacerse drenar la vena mesentérica superior del injerto. En
aquellos receptores que cuentan con dominio abdominal (ej. pacientes portadores de

pseudoobstruccion cronica intestinal) el implante se realiza sobre los vasos mesentéricos. Este
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procedimiento es el mas fisioldgico ya que conserva el pasaje hepatico, pero el 80% de los
potenciales receptores son pacientes con SIC, motivo por el cual no serd posible proceder con
el implante propuesto previamente. En estos casos, una vez completa la enterectomia del
intestino insuficiente residual, se procede a exponer la arteria aorta y la vena cava infra renal,
donde se colocan injertos de interposicion libres utilizando la arteria y la vena iliaca
cadavérica del mismo donante para luego sobre ellos implantar los vasos mesentéricos del
injerto (Figura 4). Finalizadas las anastomosis vasculares se procede a revascularizar el injerto
drenando aproximadamente 150 cc de sangre a través de la anastomosis venosa para devolver
el flujo intestinal al sistema vascular del receptor. El restablecimiento de la continuidad
intestinal se inicia colocando un tubo de gastro-yeyunostomia para luego realizar la
anastomosis proximal yeyuno-yeyunal, y finalmente realizar la reconstruccion distal mediante
una anastomosis latero-terminal ileo-colica, aproximadamente a 20 cm proximal al extremo
del ileon, el cual se exteriorizard mediante una ileostomia terminal necesaria para la

monitorizacion del injerto con ileoscopias y biopsias de protocolo.
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Figura 4. Modalidad TIA. Imagen reproducida con el permiso expreso del Dr. Gabriel E
Gondolesi (52).

Trasplante combinado hepato-intestinal (THI): Est4 indicado en aquellos pacientes con FI
que han desarrollado ademas cirrosis hepatica asociada a la NPT. El procedimiento combina
la hepatectomia con preservacion de la vena cava como se hace en el trasplante hepatico y la
enterectomia descripta para el TIA. Cuando el procedimiento se hace en bloque, se debe
agregar un paso que consiste en la confeccion de un shunt porto-cava término-lateral o
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término-terminal a la vena cava infra hepatica del higado del donante, para asegurar el drenaje
venoso del estdbmago, el duodeno-pancreas y el bazo nativos. Esta técnica ha sido denominada
procedimiento de Omaha por haber sido los cirujanos de ese programa de trasplante los que la
describieron originalmente (53). En los pacientes adultos se puede realizar el trasplante en
forma no compuesta, es decir: el higado se implanta como si fuese un trasplante hepatico
clasico, no siendo necesario la confeccion del shunt porto-cava; y el injerto intestinal se
implanta como un TIA (Figura 5). La ventaja de este procedimiento sobre el injerto
compuesto es que optimiza la utilizacion de 6rganos de un mismo donante ya que el pancreas
puede ser usado en otro receptor adulto. Ademas, para el receptor, ante la posible pérdida del
injerto intestinal por rechazo, la enterectomia serd simple y el paciente podra ser re-
trasplantado con un nuevo injerto aislado. Cuando esta situacion se da en un injerto
compuesto esta alternativa es menos viable, ya que la enterectomia disminuye

significativamente el flujo hepatico.

Anssismsosis
lecceionizs +

Ueasiomtls Leeminat

Figura 5. TI Combinado Hepato-Intestinal. Imagen reproducida con el permiso expreso del

Dr. Gabriel E Gondolesi (52).

Trasplante multivisceral (TMV): Esta denominacion ha sido utilizada cldsicamente para la
variante de trasplante que incluye estomago-duodeno-pancreas-yeyuno-ileon e higado en
bloque. Este procedimiento es el llamado cldsico para diferenciarlo de aquel en el que el
higado no es utilizado por lo que se lo ha denominado: “multivisceral modificado”. La
diferencia con el trasplante combinado radica en que durante la excenteracion abdominal, se

remueven también el estomago, el duodeno-pancreas y el bazo por lo que no se debe realizar
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el shunt porto-cava para asegurar el drenaje venoso. El implante se realiza en bloque con una
primera anastomosis venosa entre la vena cava supra hepatica del donante y el ostium comun
de las 3 venas supra hepaticas del receptor, para luego implantar el conducto arterial de la
aorta del donante a la aorta infra renal del receptor. La continuidad intestinal se restablece
luego de la reperfusion del injerto mediante la realizacion de una anastomosis esofago-
gastrica seguida de piloromiotomia y piloroplastia, posteriormente y como en los otros
trasplantes descriptos se realiza la colocacion del tubo de gastro-yeyunostomia, y distalmente

la anastomosis ileo-colénica con ileostomia en chimenea (Figura 6).
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Figura 6. TMV. Imagen reproducida con el permiso expreso del Dr. Gabriel E Gondolesi (52).

En los Gltimos afios, las técnicas originales han sido modificadas con la intencion de paliar la
escasez de donantes adecuados. La estancia en la lista de espera puede ser muy prolongada,
condicionando una progresion en el deterioro fisico y nutricional del paciente. Se han
desarrollado por tanto nuevas estrategias y técnicas quirurgicas con la finalidad incrementar la

probabilidad de acceso al trasplante de este grupo de pacientes:

Reduccion combinada del bloque higado-intestino: Similar las técnicas de reducciéon en
trasplante hepatico, esta técnica permite utilizar donantes de un peso hasta 4 veces superior al
del receptor en casos de trasplante combinado de higado-intestino. La reduccion hepatica es
extrahiliar, y si tras la revascularizacion existe problema de espacio, se puede acompaiiar de

una reseccion mas o menos amplia de intestino medio (54).
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Trasplante secuencial de higado-intestino: En candidatos a THI. Se puede hacer de forma
asincronica o sincronica. En la primera se trasplanta el higado, y semanas después el intestino,
una vez normalizada la funcion hepatica y mejorada la desnutricion secundaria a la
hepatopatia. En la segunda modalidad, en un mismo acto quirurgico se trasplantan por
separado ambos organos, higado e intestino. Esta técnica permite utilizar donantes con una
desproporcion de peso muy superior (hasta 10 veces), permite la resecciéon del injerto
intestinal en caso de rechazo del mismo, conservando el higado, y abre la posibilidad técnica

al trasplante de higado-intestino con injertos de donante vivo (55).

Injerto intestinal de donante vivo: el uso de injertos de donante vivo se ha desarrollado con
éxito en el trasplante renal, hepatico, pancreatico y pulmonar. Recientemente se ha
comenzado a aplicar al caso del intestino, con el proposito de expandir el nimero de donantes
disponibles, asi como para evitar la progresion de la hepatopatia de los pacientes en lista para
trasplante intestinal. El injerto consiste en un segmento de unos 150 cm aproximadamente de
ileon, siempre que la reseccion sea inferior al 40% de la longitud total de intestino del
donante, y conservando un minimo de 20 cm de ileon terminal. Hasta el momento, existen
documentados un total de 30 trasplantes intestinales con injerto de donante vivo, con unos
resultados similares, e incluso superiores a los de donante cadavérico, dada la hipotética

ventaja inmunologica por haploidentidad en el caso de utilizar donantes relacionados (56).

EXTRACCION DE INJERTOS (CIRUGIA IN SITU):

En Espafia dicha actividad esta regulada a través del Real Decreto de 2070/1999, de 30 de
diciembre, por el que se regulan las actividades de obtencion y utilizacion clinica de érganos
humanos y la coordinacion territorial en materia de donacién y trasplante de 6rganos y
tejidos (57). El objetivo que persigue la extraccion es conseguir un oOrgano viable sin

lesionarlo y preservarlo hasta su implante.

El proceso de extraccion multiorganica en el donante cadaver mantenido hemodindmicamente
conlleva la actuacion y coordinacion de varias disciplinas quirurgicas que deben intervenir de

forma simultanea sin afectar a la viabilidad de los diferentes 6rganos a extraer.

En el caso de un donante "ideal" del cual pueden obtenerse todos los organos hoy en dia

trasplantables, se requiere la actuacion de los siguientes equipos quirurgicos:

- Cirugia cardiaca: Un cirujano, un ayudante y un perfusionista/instrumentista.

35



Introduccion

- Cirugia Torécica: Un cirujano, un ayudante y un perfusionista.

- Equipo de extraccion hepatica: un cirujano, dos ayudantes y un perfusionista.

- Equipo de extraccion renal: un cirujano, un ayudante, un perfusionista.

- Cirujanos extractores de otros tejidos (piel, huesos, valvulas cardiacas, corneas)
- Anestesista (del centro extractor).

El donante cadaver puede encontrarse en situacion de:

. Parada cardiaca (donante a corazdn parado): requiere una técnica similar en sus

fundamentos a la de la extraccion rapida.

. Mantenido hemodindmicamente (donante a corazon latiente): este puede encontrarse

en dos situaciones hemodinamicas:

- Estable: permite la diseccion, canulacion, perfusion y extraccion reglada de los

organos (Técnica clasica de extraccion multiorganica; Starzl, 1984) (Figura 7) (58-59).

- Inestable con peligro de parada cardiaca: obliga a realizar técnicas de extraccidon
rapidas, sin apenas diseccion de los 6rganos a extraer, siendo su objetivo la obtencion del
maximo de organos posibles. Basicamente consiste en la canulacion y perfusion de los
organos; posteriormente se procede a la diseccion y extraccion de los mismos (Técnica de

extraccion rapida; Starzl, 1987) (60).

Lopez (59)
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Figura 7 Esquema de la técnica de extraccion
multiorgénica clasica, donde la diseccion y extraccion
de los organos se hace por separado. Las flechas
indican los sitios de canulacion y perfusion. (aortica y

portal). Reproduccion autorizada por el Dr. Gala-
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En el caso de la extraccion de 6rganos abdominales tras abrir el peritoneo y entrar en la
cavidad peritoneal se comprueba el aspecto, tacto y funcionalidad de los 6rganos a extraer, asi
como de sus pediculos vasculares. Se revisan descartando patologias de los mismos o de otros
organos que pudieran contraindicar la extraccién (como neoplasias no conocidas). Una vez
realizado el examen se diseca la arteria aorta (AA) a dos niveles: por encima de su bifurcacion
en arterias iliacas (donde se insertard la canula de perfusion) y en el hiato diafragmatico en su
entrada a la cavidad abdominal (donde se colocard una ligadura o clamp). Para ello se
moviliza todo el paquete intestinal (maniobra de Catell) dejando al descubierto la vena cava
inferior y aorta inframesocolicas desde la salida de la vena renal izquierda hasta su
bifurcacion en vasos iliacos. Ambas (aorta y cava inferior) se disecan y se dejan listas para su
posterior canulacion. La arteria mesentérica inferior (AMI) se liga y secciona nada mas salir
de la aorta, con el fin de evitar la pérdida de liquido de preservacion hacia el intestino grueso.
Con estas maniobras se prepara al donante para poder efectuar una canulacién y perfusion
rapida de todos los 6rganos abdominales en caso necesario (por inestabilidad con hipotension
severa no remontable o parada cardiaca). A continuacion se diseca la vena mesentérica
superior (VMS) a nivel retropancreatico, justo en su entrada en el proceso uncinado
pancreatico y se deja referenciada; por ella se pasara una canula que permita llegar hasta la
vena porta. El higado necesita aporte de sangre portal y arterial, por lo que la solucion de
preservacion le debe llegar a través de la arteria hepatica (via aorta abdominal) y por la vena
porta (via vena mesentérica superior, inferior o esplénica- eje venoso esplenoportal).
Posteriormente se disecan los elementos del pediculo hepatico (colédoco, arteria hepatica y
vena porta). Llegados a este momento es necesario heparinizar al donante y realizar la
canulacion de la aorta abdominal infrarrenal (AAIR), VMS y VCI infrarrenal. Posteriormente
se realiza la secuencia de clampaje / perfusion-hipotermia / exanguinacion: en la que se
clampa la aorta a nivel del hiato diafragmatico y simultaneamente se abren las canulas de
perfusion: aorta infrarrenal para higado, rifiones, pancreas e intestino delgado y VP para
higado. La perfusion se realiza con 2000cc de la solucién de preservacion de Belzer de la
Universidad de Wisconsin (UW) a 4°C y a una presion hidrostatica de 1-1,5 metros. En el
caso de haberse colocado una canula en la cava inferior infrarrenal, se abrird para exanguinar
los 6rganos abdominales, sino, el drenaje se efectua por la VCI. La sangre y el liquido de
perfusion se recogen con aspiradores. Se rellenan las cavidades pleuropulmonar y abdominal
con suero fisioldgico frio y hielo picado favoreciendo un enfriamiento més rapido de los
organos (hipotermia topica).Una vez comprobada la correcta perfusion y enfriamiento de cada
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organo se procede a su extraccion del cadaver. El cadaver sigue ventilado hasta que se
completa la extraccion pulmonar, pero se suspende cualquier otro soporte cardiocirculatorio.
El orden de extraccion depende del grado de tolerancia a la isquemia de cada 6rgano. En el
caso del ID el injerto obtenido abarca desde el angulo de Treitz, hasta el ileon terminal y debe

incluir parche adrtico de la AMS.

La denominada técnica de extracciéon en bloque es una variante de la técnica de extraccion
rapida (Figura 8) (61). Tras la inspeccion de los érganos, se diseca la aorta y la arteria
pulmonar en el torax y la AA y VMS (o inferior o esplénica) como en la extraccion clasica.
No se disecan mdas estructuras y la canulacion, heparinizacion, clampaje-perfusion-
exanguinacion siguen los mismos principios que los descritos en la técnica clasica. En el
abdomen la técnica consiste en resecar en bloque la aorta y la cava inferior desde el diafragma
hasta la porcion infrarrenal de estos vasos (por encima de la canula de perfusion) asi como los
organos con los 6rganos que nutren o drenan. Se secciona el esofago abdominal y el yeyuno a
nivel del angulo de Treitz y se moviliza todo el ID y grueso dejando el espacio retroperitoneal
a la vista. El bloque incluye el es6fago abdominal, duodeno hasta el angulo de Treitz, el
pancreas, el higado y ambos rifiones con sus uréteres seccionados a nivel de su entrada en
vejiga, todos ellos con sus arterias y venas. El plano de despegamiento del bloque es entre los
cuerpos vertebrales y los grandes vasos (cava y aorta). Posteriormente seran separados

mediante la cirugia de banco.

B
¥ K‘i
- Figura 8. Técnica de evisceracion abdominal total,
—|_ donde la diseccion y extraccion de los 6rganos se hace
en bloque. Las flechas indican los sitios de canulacion
A== y perfusion (aorticas y portal). Reproduccion

autorizada por el Dr. Gala-Lopez (59)
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CIRUGIA DE BANCO (CIRUGIA EX SITU):

Una vez extraidos los o6rganos del cadaver se conservan inmersos en liquido organoespecifico
a una temperatura de 4°C. El 6rgano a implantar es preparado para que en el momento de su
colocacion (fase de isquemia caliente) se anastomosen las estructuras en el minimo tiempo

posible.

Esta debe realizarse en el hospital donde se realizara el trasplante. En el caso de un injerto
intestinal aislado, la preparacion en el banco es escasa. Si los vasos mesentéricos son cortos,
se pueden utilizar injertos vasculares que se anastomosaran en este momento. Si la extraccion
se realizd en bloque, y van a utilizarse los 6érganos por separado en distintos receptores, hay

que separarlos:

- Injerto yeyuno-ileal aislado: todo el ID debe ser movilizado y realizar una colectomia total
(siempre y cuando no se vaya a utilizar el colon como parte del injerto yeyuno-ileal),
seccionando y cerrando el ileon terminal a nivel de la valvula ileocecal (VIC). Se secciona y
cierra el primer asa yeyunal a nivel del angulo duodeno-yeyunal (ligamento de Treitz),

ligando todas las pequefias ramas de la AMS y de la VMS.

- Injerto hepato-intestinal: la técnica clasica incluye una duodenopancreatectomia cefalica
con reconstruccion posterior de la via biliar. Debido a las complicaciones que pueden
derivarse en el receptor, actualmente se utiliza la técnica modificada de Ohama (53). Esta
consiste en la movilizacion del higado seguida del cierre duodenal inmediatamente distal al
piloro. La via biliar no se toca y permanece intacta, asi como el resto del ligamento hepato-
duodenal. Se diseca el area duodeno-céfalo-pancreatica separandola del retroperitoneo y se
moviliza el resto de la glandula pancredtica, para posteriormente seccionarla a nivel de su
unién corporo-cefalica y realizar una espleno-pancreatectomia subtotal. La preparacion del
injerto yeyuno-ileal, no difiere de la técnica comentada en el apartado anterior. El flujo
arterial de este injerto proviene a través de un segmento de AA que incluye el tronco celiaco
(TC) y la salida de la AMS, y el drenaje venoso se lleva a cabo por un sistema mesentérico-
portal integro, a través de las venas suprahepaticas (VCSH) del higado donante sobre la vena

cava (VC) del receptor.

- Injerto MVC: El procedimiento de extraccion es similar al descrito para el injerto hepato-

intestinal. La diferencia radica en que no es necesaria realizar la pancreatectomia. Se moviliza
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por completo la glandula para incluirla como parte del injerto. La seccion digestiva proximal

se lleva a cabo a nivel del es6fago toracico del donante si se incluye el estdmago en el injerto.

Soluciones de preservacion de 6rganos:

El mantenimiento de la viabilidad de los 6rganos desde su extraccion hasta el trasplante es un
factor crucial para la adecuada funcion y la supervivencia del injerto. El dafio de los 6rganos
ocurre principalmente como resultado de la lesion por isquemia-reperfusion, en relacion con
las lesiones derivadas de la propia preservacion. Para minimizar este dafio se usan diferentes
técnicas de preservacion de los 6rganos, cuyo objetivo es optimizar la funcion del 6rgano una
vez que se restablezca la perfusion. La extraccion, el almacenamiento y el trasplante de un
organo solido de un donante alteran significativamente la homeostasis del medio interno del
organo y sus efectos se manifestaran en el grado en que recupere o no su funcion tras el
trasplante. El dafio de los d6rganos durante el trasplante ocurre en dos fases. La primera,
denominada fase de isquemia caliente, incluye el tiempo que pasa desde la interrupcion de la
circulacion del organo donado hasta el momento en que es perfundido con la solucion
hipotérmica de preservacion. La segunda fase llamada fase de isquemia fria, es el periodo
que transcurre desde que el 6rgano es preservado en un estado hipotérmico hasta su trasplante

en el receptor.

De acuerdo con los mecanismos implicados en la fisiopatologia del dafio por isquemia-
reperfusion los principios que deben cumplir las soluciones de preservacion para tratar de

evitar dicha lesion son los siguientes (62):

1. Minimizar el edema celular asociado a la isquemia y la hipotermia mediante la utilizacion
de liquidos hiperténicos (composicion similar al compartimento intracelular) y la adicion de

sustancias impermeables para la célula.

2. Prevenir la acidosis intracelular ya que ocasiona dafio celular al producir un fracaso de las

membranas celulares e inducir edema celular.

3. Disminuir la entrada de calcio al interior de la célula durante la reperfusion ya que activa

las fosfolipasas que atacan la membrana celular.

4. Prevenir la expansion del espacio intersticial durante la reperfusion
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5. Prevenir el dafo inducido por los radicales libres de oxigeno durante la reperfusion,

mediante la adicion de sustancias scavenger (barrendero).

6. Aportar precursores de ATP, ya que la reperfusion organica requiere la regeneracion rapida

de la bomba de Na que necesita ATP.

Son diversas las soluciones que se utilizan para la preservacion de 6rganos. Aunque cada una
de ellas difiere sustancialmente en su composicion, sus objetivos son los mismos: prevenir el
edema celular, retrasar la destruccion celular y maximizar la funcion del 6rgano una vez que
se restablezca la perfusion. Las soluciones de preservacion multiorganica que mas se utilizan

en el ambito clinico son:

- Solucion de Eurocollins: Solucion de tipo intracelular, ligeramente hiperosmotica, contiene
altas concentraciones de potasio, fosfato que actia como tampodn, y glucosa como agente

osmotico. Esta solucion es valida en la preservacion de corazdn, higado y pulmon.

- Solucion de la Universidad de Wisconsin: Disefiada a principios de los anos ochenta por
Belzer. Esta solucion tiene una composicion electrolitica de tipo intracelular, sin glucosa y
con impermeabilizantes no metabolizables, como el lactobionato y la rafinosa. La solucion
también contiene fosfato y sulfato como tampones, adenosina como precursor para la
resintesis de ATP, y un coloide estable y efectivo para aportar presion coloidosmética, el
hidroxietil-almidén. Por ultimo, se afiaden sustancias con actividad antioxidante (glutation,
alopurinol) y citoprotectores (magnesio, dexametasona e insulina). En la actualidad, se
considera como la solucién de preservacion de referencia para rifion, higado, péancreas e

intestino delgado (63).

- Custodiol o solucion HTK: Es una solucion de tipo intracelular, practicamente exenta de
calcio y con concentraciones de sodio muy bajas. Como sustancias impermeabilizantes
incorpora manitol e histidina. Esta ltima, combinada con clorhidrato de histidina, actia como
sustancia tampon. También se afiade triptéfano y ketoglutarato, que son protectores de la
membrana celular. El Custodiol ha mostrado su eficacia en la preservacion cardiaca, ya que

permite alargar la isquemia fria.

- Solucion Celsior: Disefiada en 1994, tiene una formulacion de tipo extracelular que combina
el efecto de los sustratos metabolicos inertes de la solucion de Belzer (lacto-bionato, manitol)

y el de actividad tampon de la solucion HTK. Tiene un bajo contenido en potasio, con lo que
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se disminuye la hiperpotasemia tras la reperfusion del organo, y un alto contenido en
magnesio, que previene la sobrecarga celular de calcio. La histidina acttia como tampon y
tiene una potente accion scavenger. Al no contener hidroxietil almidon, su viscosidad es muy
baja. En los tltimos afios, ha mostrado buenos resultados en preservacion cardiaca, pulmonar,

hepatica, pancreatica, renal y de intestino delgado.

En el mantenimiento del injerto intestinal hay que tener en cuenta que se trata de un 6rgano
extremadamente sensible a la isquemia, durante esta se produce una alteracion en el
funcionamiento de las uniones intercelulares con incremento de la permeabilidad e
intercambio de fluidos entre la luz y la pared intestinal. Estas alteraciones ocurren en el
transcurso de minutos desde la deprivacion de oxigeno, y se hacen mas evidentes en
situaciones de bajo flujo, como ocurre durante episodios de hipotension y shock, dando lugar
a un importante déficit de oxigeno en las vellosidades, hecho que facilita el fenomeno de
traslocacion bacteriana y el inicio del fracaso multiorganico (FMO). Por tanto el objetivo
fundamental de la preservacion es mantener la integridad de la barrera intestinal. El intestino
se preserva usualmente con la solucion UW, aunque la HTK y la Celsior han mostrado

también buenos resultados (64).

CAMBIOS DE PRESERVACION:

La mucosa intestinal es muy sensible a la isquemia (65), produciéndose cambios en la
permeabilidad como en la morfologia con periodos de isquemia iguales o mayores a 20
minutos. Pero no solo la interrupcion del flujo sanguineo produce lesion. La reperfusion tras
un periodo de isquemia fria o caliente también la genera (66). En modelos experimentales se
ha realizado el estudio histologico de mucosas intestinales de ratas y perros sometidos
trasplantes intestinales con varios periodos de isquemia. Los cambios descritos en la mucosa
han seguido un espectro cuyos extremos son la mucosa sin lesiones y la isquemia trasmural.
En el medio, las lesiones descritas estan relacionadas con la aparicion de un espacio
subepitelial en la punta de las vellosidades, primera huella morfologica que la isquemia
produce. En grados sucesivos este espacio se amplia hasta originar una completa denudacién
del epitelio de la vellosidad. En estadios mas avanzados se pierde por completo la vellosidad,
se lesionan las criptas y se produce una necrosis de toda la mucosa. También se ha estudiado
la capacidad de regeneracion de la mucosa intestinal, recuperandose las lesiones mas

superficiales en 6 a 18 horas. Esta regeneracion parece realizarse a expensas de la migracion
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de células de mucosa conservada proxima que recubren el area lesional y no por aumento en
la actividad mitotica (67-69). El dafio por isquemia-reperfusion produce la pérdida de la
barrera que supone la mucosa intestinal, permitiendo la traslocacion bacteriana y las
consecuentes complicaciones sépticas. También parece asociarse con un aumento en el
desarrollo de RA y disfuncion del injerto. Las actuales hipotesis postulan que el ambiente
proinflamatorio que puede darse en esta circunstancia aumenta la expresion antigénica y la
activacion del sistema inmunologico con la posibilidad de producirse rechazo del injerto. La
interleucina 6 (IL-6) que es un mediador inflamatorio parece estar implicada en la

fisiopatologia del dafio por isquemia-reperfusion. (70).

Por tanto es necesario conocer las lesiones producidas en la mucosa del injerto por su
reseccion, conservacion e implante para poder evaluar las inmediatas subsiguientes biopsias
protocolizadas en la evolucion del injerto. La mayoria de los estudios realizados han sido en
modelos experimentales de animales. En 1994 Nakamura et al. public6 las caracteristicas de
la lesion por isquemia-reperfusion y su aplicacion en la valoracion del curso post-trasplante en
su serie de pacientes. El edema y congestion de la lamina propia, la denudacion del epitelio, el
acortamiento en la longitud de las vellosidades y la marginacion neutrofilica en las venas son
los principales hallazgos histologicos encontrados. La severidad de estos cambios parece
relacionarse con el tiempo de isquemia fria del injerto (71). En cuanto a la graduacion de estas
lesiones, no hay consenso establecido, teniendo cada grupo sus propios sistemas. Quaedackers
et al. intent6 indicar dentro de las multiple formas de graduacion que existen publicadas en la
literatura, cual es la que mejor y la que mas se acerca a un sistema cualitativo y cuantitativo.
Concluyen que el sistema ideal es aquel que combina los hallazgos morfologicos/histologicos
con la gravedad del dafio, de leve a severo. A este efecto una combinacion de las
clasificaciones de Park y Chiu son las que mas se acercan a este objetivo. Los hallazgos
evaluados en este sistema se muestran en la tabla 5. En el estudio la evaluacion del dafio
intestinal en los dos grupos experimentales por dos observadores independientes usando las
distintos sistemas seleccionados demostrd que el sistema Prak/Chui tenia el mejor indice de

correlacion (r2=0.86) (72)

También se ha intentado estudiar que regiones del intestino son mas sensibles a la isquemia,
no lograndose identificar diferencias relevantes entre las distintas regiones topograficas del
intestino (73). El siguiente paso es conseguir sustancias que puedan emplearse y que protejan
frente a estos cambios. En dos estudios recientes se ha empleado remifentanilo (opioide) y
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una clase nueva de hidrazona (guanilhidrazona CPSI-2364) que bloquea a los macréfagos de
la ldmina propia intestinal y reduce la inflamacion. La idea es conseguir farmacos que

beneficien a los pacientes. (74-75).

Tabla 5. Descripcion del sistema de graduacion de la lesion por isquemia-reperfusion de

Chui/Park. Segin Quaedackers et al. (71)

Chiu

0. Mucosa normal

1. Espacio subepitelial en las puntas de las vellosidades

2. Expansion del espacio subepitelial con moderado alargamiento.
3. Levantamiento masivo del epitelio. Algunas puntas denudadas.
4. Vellosidades denudadas, capilares dilatados.

5. Disintegracion de la ldmina propia

Park

6. Lesion en criptas

7. Infarto mucoso/submucoso

8. Infarto transmural
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TECNICA DE IMPLANTE (CIRUGIA EN EL RECEPTOR):

En el manejo quirurgico del paciente, lo primero a asegurar son los accesos vasculares.
Posteriormente se procede al acceso quirdrgico y exposicion del campo quirdrgico.
Generalmente con una laparotomia media xifo-pubiana es suficiente, aunque se pueden
requerir prolongaciones transversas, sobre todo en el caso de THI y TMV para mejor
exposicion y para llevar a cabo el implante posterior. La mayoria de estos enfermos han
presentado intervenciones abdominales previas, siendo necesario realizar adhesiolisis para
liberar las adherencias. Una vez realizada la exenteracion abdominal se disecan la VCI y la
aorta AA en el retroperitoneo, siendo los puntos donde se llevard a cabo el drenaje venoso y
la vascularizacién arterial del injerto. La primera anastomosis vascular en llevarse a cabo es la
venosa. Como ya se ha mencionado, ésta puede realizarse sobre la VMS-VP del receptor o
sobre la VCI. La anastomosis arterial se realiza a continuacion, utilizando la AMS en el caso
de un TIA o un segmento de AA con TC y AMS del donante, en el caso de un THI 0o TMV,
sobre la AA del receptor. La reconstruccion biliar, solo es necesaria en el caso del THI,
cuando no se utiliza la técnica de Omaha (53) realizandose una anastomosis hepatico-yeyunal
en Y de Roux. La vesicula biliar del donante se extirpa en todos los casos. La reconstruccion
digestiva del injerto se puede realizar bien mediante una duodeno-yeyunostomia latero-lateral
a nivel proximal (entre el duodeno-yeyuno del receptor y el yeyuno del donante), o bien
mediante una gastro-yeyunostomia (entre el estbmago del receptor y el yeyuno del donante),
siendo preferible la primera opcion por ser mas fisioldgica. A su vez, se realiza una ileo-
colostomia latero-lateral o termino-lateral a nivel distal (entre el ileon del donante y el colon
del receptor), en los casos en que se realice en este tiempo. En todos los pacientes debe
realizarse una ileostomia, lateral- proximal en los casos en los que se realice una
reconstruccion digestiva distal, o terminal si no se lleva a cabo, para la monitorizacion
postoperatoria del injerto. En el caso de los TMV puede realizarse a nivel proximal una
esofago-gastrostomia (entre el esofago del receptor y el estomago del donante), una gastro-
gastrostomia, o una esdfago-yeyunostomia en Y de Roux (entre eso6fago del receptor y el
yeyuno del donante) si no se incluye el estbmago en el injerto. La reconstruccion distal es la
misma que para el resto de los trasplantes. En estos casos suele ser conveniente realizar una
piloroplastia o una piloromiotomia con el fin de facilitar el vaciamiento gastrico tras la
denervacion vagal. La utilizacion de gastrostomias o yeyunostomias de alimentacion es

variable en funcion de los distintos grupos. Por ultimo, hay que realizar el cierre de la pared
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abdominal. En la mayor parte de los pacientes no es posible llevar a cabo el cierre primario, a
pesar de ser un objetivo importante, para evitar la aparicion de un sindrome compartimental
intraabdominal y el dafio del injerto. Hay muchos métodos posibles para lograr el cierre,
aunque ¢ste no sea definitivo (51). Lo principal es evitar un cierre a tension, por lo que la
utilizacion de mallas y prétesis de manera temporal es una opcion. En otros casos, puede
llevarse a cabo el cierre cutdneo exclusivamente. Por Ultimo, hay grupos que proponen el

trasplante de pared abdominal como otra opcion posible (76).

INMUNOSUPRESION:

Se dice que la historia de los trasplantes es la historia de los inmunosupresores. No hay duda
de que la necesidad de entender el fendmeno del rechazo para asi poder manejar al paciente
trasplantado ha supuesto un reto para el campo de la inmunologia. Un trasplante o injerto es la
transferencia de células vivas, 6rganos o tejidos de una parte del organismo a otra o de un
individuo a otro. Un alotransplante es el que se realiza entre dos individuos diferentes
pertenecientes a la misma especie. Cada especie animal posee un conjunto de genes
denominado genéricamente Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), y en el caso de
los humanos sistema HLA (del inglés Human Leukocyte Antigens) que codifica para una serie
de moléculas presentes en la superficie de las células, que son las que determinan en gran
parte el grado de compatibilidad. La presencia en los 6rganos injertados de moléculas HLA
distintas a las del receptor (situacion de incompatibilidad HLA) provoca en éste el desarrollo
de anticuerpos y células T citotoxicas dirigidas frente a dichas moléculas, lo que conduce al
rechazo y pérdida de dicho 6rgano. Para la prevencion del rechazo se puede actuar a
diferentes niveles. Antes del trasplante, buscando la maxima compatibilidad posible entre el
donante y el receptor y después de este con el uso de una terapia inmunosupresora adecuada.
El intestino debido a la gran cantidad de tejido linfoide que posee es de los 6rganos mas
inmunogénicos que existe, no habiendo sido posible el desarrollo completo de este tipo de

trasplante hasta la aparicion de fuertes drogas inmunosupresoras.

Muchos han sido los farmacos empleados. En los primeros trasplantes realizados a finales de
los 60, los corticoides con azatioprina era la combinacion empleada. En 1981 se introdujo la
globulina antitimocitica equina (ATG-E), empleandose como terapia de induccion. Dos afos
mas tarde, en 1983 se introduce la ciclosporina A (CSA) como farmaco de mantenimiento y

en 1986 el muromonab (OKT3). De los inhibidores de la calcineurina (ICN), concretamente el
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tacrolimus, no aparecié hasta los 90, siendo el farmaco inmunosupresor que permitiria el

despegue definitivo del TI (77).

La terapia inmunosupresora en TI debe ser adecuada a cada paciente, a la monitorizacioén del
injerto y al seguimiento de posibles enfermedades infecciosas o procesos linfoproliferativos

asociados al trasplante.

Publicaciones recientes pretenden mostrar la utilidad de la terapia de induccién. Esta
consiste en la administracion de anticuerpos antilinfociticos mono o policlonales en un
periodo corto durante el procedimiento y en el post-trasplante inmediato. Con ello se intenta
reducir la respuesta inmune del huésped al injerto, inducir un efecto de condicionamiento en
el receptor, deplecionar la carga linfocitaria del mismo y brindar una ventana terapéutica para

la introduccidn progresiva de otros inmunosupresores como el tacrolimus (78-79).

La terapia de mantenimiento recomendada es con tacrolimus, la introduccion de la terapia
de induccion ha permitido pasar del uso de tacrolimus endovenoso (altamente nefrotdxico)
para iniciarlo en forma enteral desde el post-trasplante inmediato. Los niveles buscados
durante el primer mes post-trasplante son de 15-20 ng/ml para luego ir reduciéndolos hasta
niveles de aproximadamente 5 ng/ml al final del primer afo. Si bien esta droga ha brindado
grandes beneficios al TI, sus efectos adversos deben ser controlados, siendo la disfuncion
renal progresiva una causa de morbilidad creciente (80). Los corticoides siguen siendo

utilizados como parte de la terapia de mantenimiento.

Terapia de induccion y farmacos inductores:

El objetivo de la utilizacion de un tratamiento de induccion en el TI es disminuir la respuesta
inmunolodgica del huésped al injerto, reducir la dosis de ICN e inducir una hiporrespuesta
inmune en el receptor produciendo una deplecion tanto central como periférica de toda la
serie linfocitaria. Publicaciones recientes de los grupos mas importantes de trasplante avalan
determinados farmacos inductores como los anti-receptor de la Interleucina 2 (anti IL-2R), los
anti-linfocitarios y el anti- CD 52 (81-804). Una gran diversidad de farmacos inductores han
sido utilizados, bajo distintos regimenes o protocolos sin que exista uno ideal en el momento

actual. A continuacidn se resumen las caracteristicas de los mas utilizados:

Globulina antitimocitica equina (ATG-E): Es una inmunoglobulina (Ig) procedente del

suero equino inmunizado con linfocitos T humanos. Son inmunoglobulinas policlonales

47



Introduccion

equinas contra los linfocitos humanos. Estas Igs alteran la activacion de las células T, la
funcion citotoxica y disminuyen la inmunidad celular y humoral. Después de una dosis de
ATG el recuento de linfocitos se reduce en un 85-90%, manteniéndose esta reduccion
mientras los anticuerpos circulantes se mantienen en concentraciones altas, incluso varios dias
después de finalizar su administracion. El beneficio de la ATG es que evita el RA precoz,
pudiendo retrasar la administracion de ICN, como la CSA o el tacrolimus. La via de
administracion es intravenosa, durante 4 horas, y la dosis habitual es de 15 mg/kg/dia durante
10-14 dias, iniciandose la primera dosis entre las primeras 24 horas antes o después del

trasplante. Como efectos adversos se han descrito: fiebre, escalofrios, trombocitopenia,

leucopenia, rash e infeccion sistémica. Antes de su administracion se debe realizar una prueba
intradérmica (inyecciéon de 0,1 ml de una dilucion de 1:1000 de ATG en suero salino
fisiologico): observar cada 15-20 minutos durante 1 hora. Es positiva si se aprecia un eritema
o rodete de al menos 10 mm. La reaccion alérgica puede presentarse incluso con la prueba
intradérmica negativa. Si se presenta una reaccion anafilactica, se debe suspender la ATG y

administrar adrenalina (0,3 ml por via im.) y corticoides.

Globulina antitimocitica de conejo (ATG-R) (Timoglobulina®): El potente efecto
inmunosupresor se obtiene por los anticuerpos citotoxicos dirigidos contra los antigenos
expresados en los linfocitos T humanos. La deplecion de los linfocitos es probablemente el
principal mecanismo de inmunosupresion, consiguiéndose por lisis del complemento o por
opsonizacidn y subsiguiente fagocitosis por los macrofagos. La ATG de conejo como terapia
de induccion es de uso muy extendido entre los grupos de trasplante pancreatico y TI. La
dosis recomendada es de 5 mg/kg/dia, administrada por via venosa central durante 4-6 horas,
dosis que se puede repetir o no, durante los 5-7 primeros dias post-trasplante (80). Después de
la primera dosis el recuento de linfocitos debe reducirse en un 85%. La vida media del

farmaco es de 2-3 dias. Los efectos secundarios mas frecuentes son: fiebre, trombocitopenia,

leucopenia y enfermedad del suero (fiebre, prurito, rash, artralgia, mialgia, linfadenopatia,
disminucién del complemento sérico). No se recomienda prueba cutanea en el TOS, ya que
presenta los mismos riesgos que el tratamiento. La premedicacion con corticoides,
paracetamol y/o antihistaminicos puede reducir la incidencia e intensidad de los efectos
secundarios durante la administracién de la timoglobulina. La ATG de conejo es mas eficaz

que la ATG equina en la reversion del RA.
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OKT3 (Muromonab-CD3): Es un anticuerpo monoclonal de origen murino. Su
administracion produce una deplecion rapida de células T (descenso del recuento de linfocitos
periféricos y de células circulantes que expresan otros marcadores de células T). Se
administra por via iv. periférica a dosis de 5 mg/dia, durante menos de 1 minuto. El
tratamiento se mantiene durante 10-14 dias. Se debe monitorizar la eventual aparicion del
sindrome de liberacion de citoquinas (fiebre, escalofrios, malestar, nduseas y cefalea). Para
evitar la gravedad de este sindrome se administran antihistaminicos, paracetamol y 8 mg/kg
de metilprednisolona (MP) 1-4 horas antes del OKT3. Cuando se realiza un sucesivo
tratamiento con OKT3, se deben medir los niveles de anticuerpos anti-OKT3. Hoy en dia, se
utiliza, sobre todo, en casos de rechazo agudo (RA) refractario al tratamiento convencional
corticoideo, en casos de RA grave o cuando previamente se han utilizado otros anticuerpos en

la induccion, aunque su uso como inductor, es cada vez menos frecuente.
Antagonistas de la IL-2R:

La interleucina 2 (IL-2) regula la expansion clonal de las células T y juega un papel
fundamental en la respuesta aloinmune celular por medio de su union a los receptores de
superficie especificos en la activacion de los linfocitos T. Los farmacos antagonistas
empleados bloquean el CD25, que es la subunidad alfa del receptor de la IL-2, impidiendo asi

la activacion de los linfocitos T. Estos son:

Daclizumab: Es el primer antagonista de la IL-2R desarrollado para uso clinico en trasplante.
Se utiliz6 por primera vez en trasplante renal consiguiendo reducir la tasa de RA. La dosis es
de 2 mg/kg por via iv, durante el trasplante, y posteriormente cada 14 dias hasta completar 6

dosis, para pasar a otras 6 dosis mas de 1 mg/kg, cada 14 dias (81-82).

Basiliximab: Es un anticuerpo recombinante, monoclonal quimérico (humano y murino). Una
dosis de 20 mg, se diluye en 50 ml de salino o dextrosa y se administra por via iv periférica
durante 20-30 minutos, repitiéndose la misma dosis al cuarto dia del trasplante. La vida media
del farmaco es de 7 dias. Como efectos secundarios pueden presentarse reacciones alérgicas,

incluso anafilaxia y SLPT (83).

Alemtuzumab (Campath 1H®): Se trata de un anticuerpo monoclonal humanizado contra el

antigeno CD52. En humanos, el antigeno CD52 se expresa fundamentalmente en los

linfocitos de sangre periférica, monocitos y macrofagos. Inicialmente, el alemtuzumab se
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desarroll6 para el tratamiento de los tumores de origen linfoide, investigandose después como
aplicacion en las enfermedades autoinmunes y como prevencion del rechazo en TOS. Su
mecanismo de acciéon no se conoce con exactitud. EIl alemtuzumab se une a todos los
linfocitos B y T, a los monocitos, timocitos y macrofagos a través de la interaccion con el
fragmento de unidn con anticuerpos. Como terapia de induccion se administra una o dos dosis
de 20-30 mg, en los dias 1 y 4. Se debe proteger de la luz y administrarse por via iv, diluido
en 100 cc de salino o dextrosa, durante 2 horas. Se pueden presentar como efectos secundarios
hipotension, fiebre, bradipnea, bronco espasmo, escalofrios y rash. Estos pueden mejorar con
premedicaciéon a base de antihistaminicos, paracetamol y corticoides. Al producir una
linfopenia grave pueden generar infecciones oportunistas (Candida, Mucor, Pneumocystis

jirovecii, etc.) (84-85).

Terapia de mantenimiento vy fAirmacos para inmunosupresion de mantenimiento:

La terapia de mantenimiento basada en el empleo de corticoides asociados a azatioprina era la
estandar para trasplante de 6rganos durante los primeros afios. En 1980 Calne introduce la
CSA como inmunosupresor mas potente y en los 90 Starzl emplea el tacrolimus en trasplante
hepatico. Posteriormente su empleo se extendio al T1 (77). Mejoras en la supervivencia tanto
al aflo como a largo plazo en el TI han sido comunicadas en el empleo de regimenes basados
en tacrolimus en comparacion con CSA (86,87). También se ha comunicado el empleo de
otros farmacos como sirolimus, reservandolo algunos grupos cuando es necesario una
segunda linea de actuacion (88,89). A continuacidon se exponen las caracteristicas de los

farmacos mas empleados:

Corticoides: utilizados junto con la azatioprina como terapia de mantenimiento del trasplante
hepatico y como tratamiento del rechazo. Hoy en dia, siguen formando parte de la terapia de
mantenimiento junto al tacrolimus y otros fdrmacos, con tendencia a la retirada lo antes
posible a partir de los 3 meses para evitar sus efectos secundarios. Los corticoides son
potentes inmunosupresores con accion antinflamatoria que inhiben la activacion de las células
T en varios niveles de la cascada de activacion. Se absorben rapidamente en el tracto
gastrointestinal y se metabolizan en el higado. En los periodos pre, intra y postoperatorio se
administran por via iv, pasando a la via oral cuando se inicia la tolerancia digestiva. Se baja la
dosis progresivamente, de manera que a los 3 meses la dosis es de 10 mg/dia, y a partir de este

momento de 5 mg/dia, pudiendo retirarse posteriormente. Como efectos secundarios mas
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importantes se sefalan: hiperglucemia, hiperlipidemia, retraso del crecimiento infantil,
sindrome de Cushing, mala cicatrizacion de las heridas, tlcera péptica, osteoporosis, debilidad

muscular, retencion de liquidos, HTA, cefalea, depresion, insomnio, cataratas y glaucoma.

Azatioprina: Es un antimetabolito aplicado en principio en el trasplante renal. Es
metabolizado por el higado convirtiéndose en 6-mercaptopurina (6-MP) que es el metabolito
activo. La azatioprina interfiere con los precursores de la sintesis de purinas, inhibiendo asi la
sintesis de ADN y ARN. La dosis diaria es de 1-3 mg/kg, aconsejandose 1,5 mg/dia cuando se

asocia so6lo a los corticoides. Como efectos secundarios puede originar mielo-supresion,

malformaciones congénitas, tumores cutaneos.

Micofenolato Mofetilo (MMF): Es el éster del 4cido micofendlico, su componente biologico
activo. Es un antibidtico y antimetabolito, obtenido de distintas especies de Penicillium, que
inhibe la sintesis de la guanosina fosfato, una enzima que desempefia un papel fundamental en
la sintesis del ADN de los linfocitos T y B. Ademas de la inhibicidn selectiva de los linfocitos
T y B inhibe también: la proliferacion del musculo liso, la sintesis de anticuerpos, la
glicosilacion de las moléculas y la proliferacion y diferenciacion de la linea celular. La dosis
oral recomendada es de 1 gr/12 horas, reservandose la administracion iv para casos

excepcionales de intolerancia oral al MMF. Los efectos adversos mds frecuentes son

gastrointestinales (diarrea, dolor abdominal, nduseas y vomitos) en el 30% de los casos, y la
mielotoxicidad (anemia, leucopenia o trombocitopenia) en menos del 2% de los casos, aunque

¢éstos son habitualmente bien tolerados.

Ciclosporina A (CSA): Se aislé de un hongo (Tolypocladium inflatum), siendo utilizada
como inmunosupresor en el trasplante renal, hepatico y pancreatico. A mediados de los 90 se
desarroll6 una nueva formulacion de la CSA, la CSA neoral, con mejor absorcion y una
biodisponibilidad del firmaco que aumentaba hasta un 40%. Es un ICN, previniendo la
defosforilacion de las proteinas unidas al ADN. A nivel celular, la CSA actia contra los
linfocitos CD4, previniendo la produccion de citocinas y la generacion y proliferacion de
células T citotoxicas. La dosis inicial suele ser de 10 mg/kg/dia. Cuando la via es iv la dosis

se reduce a la tercera parte. Como efectos adversos presenta: diabetogenicidad (debida a

toxicidad sobre las células beta de los islotes de Langerhans), hiperlipidemia, nefrotoxicidad,
neurotoxicidad, HTA, hipertrofia gingival, efecto carcindgeno (tumores de novo), etc. El

mantenimiento de niveles en sangre entre 300-400 ng/ml es lo mas beneficioso para el
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enfermo, ya que los niveles por encima de 400 ng/ml se asocian a una incidencia del 35% de
nefrotoxicidad, mientras que por debajo de 300 ng/ml de asocia a una incidencia de rechazo

del 16%.

Tacrolimus (FK 506): Es un antibidtico macroélido derivado del hongo Streptomyces
tsukubaensis. Es un inmunosupresor 100 veces mas potente “in vitro” que la CSA. Desde
medidos de los 90, el tacrolimus ha reemplazado a la CSA como principal inmunosupresor de
mantenimiento en trasplante de pancreas, higado, riion e intestino. Actia como ICN
inhibiendo la produccién de citocinas. En el contexto de un rechazo previene la migracion de
los linfocitos y la quimiotaxis. Se puede administrar bien por via iv. o por via oral , aunque la
mayor parte de las veces es necesario solapar ambas vias de administracion. Como la mayoria
de los grupos realizan una induccion con anticuerpos, la mayor parte de las veces se
administra por vo y los niveles plasméaticos del mismo se alcanzan cuando finaliza la terapia
de induccion. En caso de no realizar la terapia de induccion, se debe administrar por via
endovenosa durante los primeros 7 dias, para alcanzar niveles en rango adecuado. La mayor
parte de los protocolos de los distintos centros trasplantadores tratan de mantener unos niveles
plasmaticos durante los primeros tres meses en torno a 15 y 20 ng/ml, para posteriormente
mantenerlos en torno a 8 y 15 ng/ml. Dichos niveles se pueden reducir hasta dejarlos entre 5 y
10 ng/ml o menores, si el tacrolimus se combina con otros farmacos inmunosupresores como

el MMF o la rapamicina. Los efectos secundarios del tacrolimus son similares a los descritos

de la CSA, como la nefrotoxicidad, neurotoxicidad, sindrome hemolitico urémico y la
diabetes, entre los mas importantes. Muchos de estos efectos secundarios dependen de las

dosis, disminuyendo en intensidad o desapareciendo cuando éstas se reducen.

Rapamicina (Sirolimus): Es un antibidtico macroélido producido por el Streptomyces
hygroscopicus. Aunque es un antifingico y antibiotico también es un inmunosupresor. La
rapamicina inhibe la proliferacion de los linfocitos T inducida por la IL-2, sin afectar la
produccion de IL-2, y también inhibe los antigenos y citoquinas producidas por la
proliferacion de las células B. Este farmaco también inhibe la proliferacion del endotelio
vascular y las células musculares lisas, pudiendo desempefiar, por tanto, un papel fundamental
en la profilaxis contra el rechazo cronico (RC). Después de la administracion oral se absorbe
rapidamente alcanzando el pico de la concentracion maxima en una media de dos horas. La
utilizacion de la rapamicina en el TI se acepta en aquellos pacientes con efectos secundarios

derivados del tacrolimus, y fundamentalmente la nefrotoxicidad. Entre los efectos adversos de
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la rapamicina se han descrito: toxicidad hematologica, sobre todo neutropenia (responde a la
reduccién de dosis), hiperlipidemia (disminuye con fibratos), hipercolesterolemia (responde a
las estatinas), toxicidad gastro-intestinal (mas frecuente con dosis altas), epistaxis, ulceras

aftosas, artralgia, acné, rash, hirsutismo y retraso en la cicatrizacion de las heridas.

MANEJO POST-OPERATORIO:

Como todos los aspectos relacionados con este trasplante, el manejo y cuidado de estos
pacientes en las unidades de cuidados intensivos una vez realizada la cirugia ha supuesto una
auténtica novedad y un reto para los equipos asistenciales. No solo es importante una
adecuada técnica quirurgica o un protocolo inmunosupresor optimo. El cuidado de estos
pacientes en las primeras horas del trasplante es crucial para una adecuada evolucion. Se trata
de casos que precisan de un adecuado soporte ventilatorio, buenos accesos vasculares,
antibioterapia o fluidoterapia, pero para los que apenas hay estudios que especifiquen los

requerimientos de estos pacientes (90).

El grupo de medicina intensiva del Hospital 12 de Octubre publicd su experiencia con los
primeros pacientes trasplantados entre 2004 y 2005 (91). Un total de cuatro casos fueron
estudiados. Las conclusiones a las que se llegd con en el cuidado de este tipo de pacientes son
las siguientes: se tratan de pacientes con un postoperatorio inmediato en la UCI favorable que
permanecen hemodinamicamente muy estables; con un periodo de suspension de la
ventilacion mecanica (destete) corta. Son portadores de pocos catéteres y la ileostomia es
funcionante desde el primer dia. Los cuidados de enfermeria mas especificos del TI son
fundamentalmente: herida quirargica, drenajes e ileostomia. La necesidad de un protocolo de
inmunosupresion intenso implica aislamiento protector y que haya una enfermera para cuidar

a cada paciente con TI (ratio enfermeria: paciente 1:1).

Los puntos basicos a manejar en un paciente con TI serian los mismos que se controlan en

cualquier paciente trasplantado ingresado en UCI:

Control hemodindmico: asegurar una adecuada perfusién y oxigenacion del injerto desde la

reperfusion del mismo y evitar los estados de hipotension, anemia e hipoxia. Por tanto se
precisa de una hidratacion y fluidoterapia adecuada, monitorizada con la medicién de las
presiones venosas centrales (PVC) y mantener un hematocrito en torno al 27-30%. La

perfusion del injerto se puede evaluar realizando un eco-doppler abdominal y examinando el
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aspecto del estoma. Por otro lado, se debe mantener a los pacientes con saturaciones arteriales

de oxigeno (Sa02) en torno al 95%.

Control respiratorio: Los pacientes muestran intubacién oro-traqueal (IOT) tanto durante el

procedimiento como durante la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI-UVI)

Control de la funcién renal (FR): Los pacientes trasplantados de cualquier érgano suelen

desarrollar cierto grado de IR en el postoperatorio del trasplante. En el caso del TI y TMV,
este problema se agrava, debido a la presencia de la ileostomia que aumenta las pérdidas,
favoreciendo la hipovolemia y el dafio pre-renal. Este FR suele ser multifactorial
interviniendo: la IR pre-Trasplante, la hipotension mantenida y anemia, la deshidratacioén por
pérdidas a través del estoma, el uso de ICN como IS de base y la nefrotoxicidad de

antibioticos y antivirales utilizados como profilacticos.

Para la prevencion y control hay que mantener un adecuado balance hidrico, minimizar las
pérdidas a través del estoma usando antidiarreicos si es necesario. Realizar una adecuada
fluidoterapia, controlar los niveles del ICN, antibioticos y antivirales y evitando el uso de

anti-inflamatorios no esteroideos (AINES).

Control del balance hidro-electrolitico: La malabsorcion y las pérdidas por el estoma

condicionan la presencia de hipocalcemia e hipomagnesemia .Las pérdidas de agua, sodio y
bicarbonato conllevan a una acidosis metabolica, que suele requerir correccion. La
hipomagnesemia puede potenciar la toxicidad por el tacrolimus por lo que los niveles deben

ser vigilados muy estrechamente.

Control nutricional: Los pacientes criticos debido al estado de hipercatabolismo que poseen

un incremento del consumo de proteinas y calorias. Ademas, suelen ser enfermos con
importante desnutricion en régimen de NP. Esta debe mantenerse tanto antes del trasplante
como en los primeros dias posteriores al trasplante hasta que el injerto funcione
adecuadamente. Una lesion de preservacion de la mucosa del injerto condiciona estados de
malnutricién. La alimentacion debe comenzarse a través de la yeyunostomia o a través de la
gastrostomia a partir del 7° dia del postoperatorio, progresando la dieta gradualmente,
basandose en la tolerancia enteral y el grado de absorcion que tenga el paciente. Pérdidas a
través del estoma entre 40 a 50 ml/kg/dia se consideran aceptables. La presencia de diarrea

secretora representa con frecuencia un signo de infeccion o de rechazo.
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Monitorizacién del injerto: el seguimiento biopsico del injerto es fundamental para

diagnosticar complicaciones como el rechazo, las infecciones o el sindrome linfoproliferativo.
Para ello se precisa interpretar de forma adecuada las biopsias con la informacion clinica
pertinente que debe referirse a los signos y sintomas del paciente, los hallazgos endoscopicos
y la analitica. Los datos que debe aportar la endoscopia son los relativos a la localizacion de
las biopsias, si se trata de mucosa nativa o de mucosa del injerto y si se han biopsiado lesiones
especificas o se han tomado muestras de mucosa sin alteracion aparente. Las biopsias deben
obtenerse en el periodo post-trasplante inmediato y cuando exista clinica. Segun los distintos
protocolos se toma en ausencia de clinica, una media de 2-3 biopsias por semana en el primer
mes y 1-2 en los dos meses siguientes. La frecuencia de biopsia seglin los protocolos indica la
periodicidad con las que deben realizarse y las circunstancias en las que estas deben realizarse
a demanda (16). Un minimo de tres niveles debe muestrearse y las biopsias deben ser lo
suficiente profundas para incluir un nimero relevante de criptas, mucosa, muscularis mucosae
y submucosa superficial. Las biopsias proximas a el estoma no deben tomarse por los cambios

inespecificos que se observan en esta localizacion (92).

COMPLICACIONES:

Las complicaciones que pueden presentar los pacientes con TI podemos dividirlas en dos
grupos. Por un lado podemos hablar de complicaciones inmediatas relacionadas con la cirugia
y eventos adversos que pueden darse en el postoperatorio inmediato y por otro podemos

estudiar las complicaciones que aparecen en la propia evolucion del injerto y el paciente.
Complicaciones quiruargicas:

Las complicaciones quirurgicas van a tener impacto en la mortalidad y morbilidad de
pacientes con T1. Han sido numerosos los avances realizados en las técnicas y procedimientos
que se llevan a cabo en el acto quirtirgico, pero aun asi estos no evitan que aparezcan
complicaciones en el momento de la cirugia o en el postoperatorio inmediato. El tipo de
trasplante realizado asi como el nimero de érganos incluidos como parte del injerto aumenta
la complejidad y las posibles complicaciones post-operatorias A esta situacion hay que afiadir
que la incidencia, las causas y el manejo de las complicaciones asociadas al TI no han sido
bien identificadas en la literatura y algunos grupos de trabajo las han estudiado en la

poblacion pediatrica y no en la adulta (93).
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La incidencia de complicaciones post-trasplante se encuentra entorno al 57-64% segun las
series (13,47,86,94-95). Segun datos del ITR la trombosis es de las complicaciones tempranas

que mas han impactado en la pérdida del injerto (20.6%).

Las reintervenciones se indican fundamentalmente por hemorragia, dehiscencia de sutura y
fistulas anastomoticas, perforacion intestinal, abscesos intraabdominales, obstruccion
intestinal, volvulo intestinal, prolapso de estoma, evisceraciones, fistula biliar y trombosis
vasculares, llegando a tener que realizar un explante del injerto en casos graves. La
hemorragia post-operatoria puede asociarse tanto a disfuncion del injerto hepético en casos de
THI o TMV, como a las disecciones a realizar durante las enterotomias o exenteraciones
abdominales. Por tanto es necesaria una adecuada hemostasia durante toda la cirugia aunque

prolongue el tiempo quirargico.

Los hematomas murales, el sangrado abdominal y las perforaciones pueden surgir como
complicaciones de los procedimientos endoscopicos empleados. Los abscesos y colecciones
intraabdominales pueden desarrollarse sin perforacion de viscera hueca ni fistula. La
contaminacion de la cavidad por restos de hematomas o al extraer el intestino nativo puede
producir focos infecciosos que seran necesarios eliminar por drenaje percutaneo o incluso
mediante lavado peritoneal. El volvulo del injerto es una complicacion que puede
comprometer a todo el injerto y que puede evitarse con una adecuada fijacion de la raiz del
mesenterio al final del implante. La fistula pancreatica es una complicacion asociada a la
Técnica de Omaha (53) y dificil de manejar. Esta situacion ha llevado a algunos grupos de
trasplante a no seccionar la glandula a nivel de la union corporo-cefalica, dejandola completa.
La ascitis quilosa se desarrolla cuando no es posible reestablecer el drenaje linfatico durante
el implante. Consiste en la extravasacion de quilo a la cavidad peritoneal, con unos niveles de
triglicéridos en el liquido ascitico > 200mg/dl. Generalmente con una dieta adecuada se puede
manejar, no requiriendo control quirturgico, ya que la regeneracion del sistema linfatico
después del TI comienza a realizarse a partir de las dos primeras semanas de la cirugia (96).
La ileostomia puede sufrir prolapsos o hernias paraestomicas. La dehiscencia de la pared
puede aparecer con frecuencia, por lo que se debe evitar el cierre a tension usando mallas
reabsorbibles o la vaina del recto anterior del abdomen. En ocasiones es necesario recurrir a la
ecografia abdominal o la tomografia computarizada (con contraste transgastrostomico, rectal

y por ileostomia) para el diagndstico y manejo de estas complicaciones.
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Complicaciones infecciosas:

Las infecciones y las neoplasias malignas son las dos complicaciones mayores asociadas a los
tratamientos inmunosupresores prolongados, empleados en el mantenimiento de los injertos
en el TOS. La reactivacion de infecciones latentes en el 6rgano trasplantado o el receptor y/o
la exposicion a patogenos del medio (nosocomial o en la comunidad) son las dos vias por las
que con mayor frecuencia se origina esta complicacion. CMV, EBV, Toxoplasma gondii,
Strongyloides stercoralis, y Trypanosoma cruzi son ejemplos de microorganismos que pueden
reactivarse, estando este riesgo asociado a la inmunosupresion realizada. No hay que olvidar
que la respuesta a la infeccion por parte del paciente también va a estar modificada por la
inmunosupresion, siendo generalmente de menor intensidad. En la evaluacion de un candidato
a trasplante hay que evitar al maximo los eventos infecciosos postoperatorios. Por tanto es
imprescindible estudiar los antecedentes de exposicion, realizar cultivos microbiolégicos y
una serologia completa y la administracion de vacunas. La profilaxis administrada de rutina
incluye trimetroprim-sulfametoxazol para Pneumocystis jiroveci, nistattina y/o clotrimazol
para infecciones fungicas y profilaxis para CMV. Los pacientes que presentan mayor riesgo
para la infeccion por CMV son los seronegativos que reciben un injerto seropositivo (D+/R-)
y los pacientes con infeccion latente que precisan terapia inmunosupresora de induccion con
anticuerpos antilinfocito. Generalmente la profilaxis se realiza con ganciclovir iv y

valganciclovir oral (16).

Segin el momento del post-trasplante (primer mes, primer mes-seis meses y mas de seis
meses) puede haber unos patdogenos mas implicados que otros. En el primer mes pueden
producirse infecciones procedentes del donante o receptor o complicaciones infecciosas de la
cirugia o la hospitalizacion. Entre el primer y sexto mes es cuando los pacientes tienen mayor
riesgo de desarrollar infecciones oportunistas por el mayor impacto de la inmunosupresion. A
partir de los seis meses post-trasplante la terapia inmunosupresora se ha conseguido
estabilizar en la mayoria de los casos existiendo el riesgo de padecer infecciones adquiridas

en la comunidad.

En el TI la infeccion es la causa mas frecuente de morbilidad, pérdida del injerto y
mortalidad, tanto a corto como a largo plazo (86-87). Segun las series publicadas entre un 91-
93% de los pacientes desarrollan algin fendmeno infeccioso, produciéndose con maés

frecuencia en los primeros tres meses y siendo usualmente de componente bacteriano (97-98).
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El tipo de TI también parece influir, habiéndose registrado menor tasa de infecciones en el

TMV que en el TIA (99).

En condiciones normales la mucosa intestinal actia como barrera, impidiendo que la flora
bacteriana emigre al sistema circulatorio, en el TI dicha barrera se altera, produciéndose una
traslocacion bacteriana. Los factores de riesgo que se han correlacionado con la traslocacion
bacteriana son el uso prolongado de antibidticos, la NPT prolongada, el sindrome de
isquemia-reperfusion, el sobrecrecimiento bacteriano, los trastornos de la motilidad intestinal,
la insuficiencia hepdtica y la inmunosupresion. Las bacterias que aparecen con mas frecuencia

son: Enterococcus, Staphylococcus, Enterobacter y Klebsiella.

La edad pediatrica, la hospitalizacién, la malnutricion, la IR, las intervenciones quirtirgicas
abdominales previas al TI, el uso prolongado de vias venosas centrales para la administracion
de NP, la trombosis de la VCI y la resistencia a los antibidticos de uso prolongado son
factores de riesgo relacionados con la aparicion de infeccion previos a la realizacion del TI

(97).

Infecciones bacterianas:

Las infecciones bacterianas son las mas frecuentes (hasta 94%) y las que ocurren antes
(primeras dos semanas), con afectacion extraintestinal inicial. La bacteriemia, la infeccion
respiratoria y la infeccidon abdominal son las formas mas frecuentes. Mas del 80% de los
pacientes con TI tienen una infeccion bacteriana relevante antes de los dos meses post-
trasplante (98). Las bacterias mas frecuentemente implicadas son Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa, siendo el origen abdominal la fuente de las mismas en el 16,5% de
los casos, de origen respiratorio en un 5,7%, de la herida quirargica en un 4,1% y sin origen

identificado en un 36,3% de los casos (99).

Segun estas revisiones hasta en un 18% de los pacientes la infeccion bacteriana fue causa
directa de muerte y estuvo presente en el 76% de pacientes que fallecieron (98,100).
Recientes estudios indican que la inclusion del colon en el injerto parece no asociarse con un

incremento de las infecciones bacterianas (101).

También se ha estudiado el impacto de la infeccién por Stafilococcus aerus en este tipo de
pacientes, concluyéndose que la infeccion por esta bacteria afecta negativamente en la

morbilidad de los pacientes pero no en la supervivencia (102).
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Infecciones virales:

Las infecciones virales son las segundas mas frecuentes en ocurrir, sucediendo en los
primeros 6 meses. Los agentes infecciosos mds frecuentemente implicados son CMV y VEB.
Pueden aparecer como una primoinfeccion transmitida a través del injerto (donante
seropositivo con receptor seronegativo), o por una reactivacion de los virus previamente

existentes, latentes en el receptor, como consecuencia de la inmunosupresion.

Las infecciones que directamente pueden afectar al intestino son las producidas por CMV,
VEB, adenovirus, rotavirus y calcivirus. Siendo necesario reconocerlas o al menos
sospecharlas en el estudio histolégico. No diagnosticarlas o hacerlo tarde puede suponer
tratamientos incorrectos y un aumento de la morbilidad (103). También hay autores que han

planteado si la enteritis infecciosa predispone a padecer RA (104).

Hasta un 80% de la poblacion se ha expuesto a CMYV, pero es en los pacientes con TOS
donde supone un riesgo su primoinfeccion o reactivacion, debido a los regimenes de
inmunosupresion a los que estan sometidos estos pacientes. La infecciéon por CMV se define
con las manifestaciones clinicas y la presencia de antigenos virales o de 4cidos nucleicos en
sangre o biopsia a través del cultivo, serologia o las técnicas de deteccion de ADN o ARN.
Para poder diagnosticar una infeccion por CMV es necesario una clinica adecuada y la
demostracion del virus en biopsia con IHQ o hibridacion in situ (HIS). La enteritis por CMV
puede ser dificil de diferenciar clinica e histolégicamente de un rechazo agudo, siendo muy
importante distinguir entre ambos procesos debido al manejo terapéutico diferente que tienen.
Antes del uso de la terapia profilactica antiviral la enfermedad por CMV afectaba al 39% de
pacientes con TI, siendo la enteritis la forma mas frecuente de enfermedad, hasta un 81% de
los episodios (105-106). Los hallazgos endoscopicos no son especificos (ulceraciones Unica o
multiples) y hasta un 25% de los casos puede tener la mucosa intestinal una apariencia
normal. Histolégicamente la infeccion por CMV se caracteriza por la presencia de un
infiltrado inflamatorio mixto, asociado a las células infectadas que presentan las inclusiones
intranucleares rodeadas de un halo claro y una membrana nuclear engrosada. Estas
inclusiones se encuentran con mds frecuencia en las células endoteliales y estromales y menos
en enterocitos. El estudio con IHQ o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) confirma la
presencia del virus. Los hallazgos histologicos que podemos encontrar en los pacientes con

TI son variables, desde focos de infiltrado inflamatorio mixto hasta ulceraciones con o sin
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formacion de pseudomembranas. La forma mas frecuentemente descrita consiste en una zona
de mucosa intestinal bien demarcada con un aumento en ldmina propia de células
inflamatorias. Con hematoxilina-eosina (HE) la presencia de inclusiones virales se ha

demostrado en menos de un 10% de los casos (107).

El adenovirus es un agente que en pacientes inmunocompetentes produce cuadros
respiratorios o gastrointestinales autolimitados. Es mas frecuente en la poblacion pediatrica,
reportandose hasta en un 24% de estos pacientes con TI (108). Una edad joven y un régimen
de inmunosupresion agresivo parecen ser los factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad invasiva. Clinicamente la enteritis por adenovirus puede sospecharse ante un
aumento de la descarga por la ostomia o la presencia de fiebre sin otras explicaciones.
Histologicamente puede haber edema en las vellosidades con desprendimiento del epitelio de
superficie. Las inclusiones virales son intranucleares, eosinéfilas y suelen encontrarse en los
enterocitos superficiales. En la ldmina propia hay un aumento del infiltrado inflamatorio, que
es de tipo mixto y un aumento de las apotosis en las criptas glandulares. Estos hallazgos
deben plantear un diagnoéstico diferencial con un rechazo agudo (109). La confirmacion de la
infecciébn puede hacerse sobre el material bidpsico por THQ o mediante microscopia
electronica (ME), revelando particulas intranucleares virales de 72-82 nm (110). También

puede detectarse su ADN por PCR, aunque su uso no esté del todo extendido (111).

Rotavirus y calcivirus son dos virus con tropismo por el intestino, caracteristicos de la
poblacién pediatrica, que pueden provocar disfuncion del injerto. Histolégicamente producen
cambios en la mucosa inespecificos como el edema de las vellosidades, desprendimiento del
epitelio de superficie, sin presencia de inclusiones virales caracteristicas y con un infiltrado
cronico. La infeccion puede demostrarse con el test antigénico para rotavirus o PCR para

calcivirus (112-113).

La importancia de la infeccion por VEB radica en su asociacion con el SLPT. De la familia de
los herpesvirus (también incluye el virus del herpes simple y el CMV), es la mayor causa de
la mononucleosis aguda infecciosa y se asocia con un espectro muy amplio de neoplasias
linfoproliferativas que incluyen el linfoma de Burkitt, la enfermedad de Hodgkin, los linfomas
de células T, el granuloma letal de la linea media y los procesos linfoproliferativos de células
B (114). Como el resto de los herpes virus es capaz de persistir de por vida, de forma latente

en el organismo y de recidivar. Tiene un especial tropismo por los linfocitos B 'y T y por el
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epitelio escamoso de la nasofaringe. La infeccion en humanos por el VEB origina inmunidad
humoral y celular frente al virus. Aunque la deteccion de anticuerpos dirigidos contra las
proteinas estructurales del virus y contra el EBNA es importante para el diagnostico de
infeccion, la inmunidad celular es lo mas importante para el control de la infeccion por VEB.
Durante la infeccion primaria, la proliferacion de las células B es controlada por las células
NK y los linfocitos T CD4 y CD8. En los paises occidentales, al menos el 90% de la
poblacion mayor de 40 afos tiene inmunidad frente a este virus, habiéndose adquirido en la
gran mayoria de las veces a través de una infeccion subclinica. Los sindromes
linfoproliferativos postrasplante (SLPT) son la segunda neoplasia en orden de frecuencia
después de los tumores de piel en pacientes trasplantados, y la primera en el caso de
receptores infantiles y una de las complicaciones graves que presentan los trasplantes de
organo solidos, especialmente en la era en que los farmacos inhibidores de la calcineurina
forman parte de los regimenes inmunosupresores. Son factores de riesgo la infeccion primaria
por el VEB y la inmunosupresion, en especial la utilizacion de anticuerpos antilinfocitarios.
En el caso del TI, cuando un receptor es seronegativo frente a VEB, se recomienda no
trasplantar un injerto procedente de un donante seropositivo, por el alto riesgo que conlleva
(16). El SLPT secundario al VEB se presenta en torno a un 6-9% de los enfermos al cabo de

una media de 4 meses después del TI (87).

Infecciones fungicas:

Las infecciones por hongos ocurren mas tardiamente que las virales o bacterianas. Segiin una
de las ultimas series publicadas, la infeccion fungica se detectd en un 25% de 98 receptores,
siendo Candida spp el agente implicado con mayor frecuencia. La infeccion intraabdominal
sucede alrededor del primer mes, mientras que la fungemia ocurre a los 6 meses del trasplante

(115).

Infecciones intrabdominales:

Las infecciones intraabdominales pueden manifestarse como un cuadro de peritonitis difusa o
bien como un absceso. Suceden durante los dos primeros meses posteriores al trasplante en el
78.1% y se consideran de extrema gravedad, suponiendo un 50% de las causas de muerte en
el caso de peritonitis difusas y hasta un 30% de mortalidad en los casos de abscesos o

colecciones intraabdominales en el plazo de 1 mes después de su diagnostico (98). El
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diagnostico de estos cuadros debe ser rapido para poder realizar un tratamiento quirtirgico y

antimicrobiano urgente.
Rechazo:

El rechazo sigue siendo una de las grandes barreras en el éxito del trasplante. Se define como
una reaccion inmunoldgica del receptor contra la presencia del injerto, que lo lesiona
produciendo potencialmente su disfuncion y su fracaso (116). Las manifestaciones clinicas
suelen ser inespecificas, siendo fundamental el estudio biopsico para establecer la existencia
de lesion histoldgica y poder guiar el manejo terapeutico. La biopsia debe interpretarse con
una adecuada correlacion anatomo-clinica, con informacion que incluya el tipo de trasplante,
su indicacion, el intervalo postrasplante, el tipo de tratamiento recibido y los principales datos
generales, analiticos y de imagen. Segun la situacion del paciente, las biopsias pueden
realizarse de forma protocolizada segin un calendario, o a demanda si existe clinica o
sospecha de patologia. En el primer caso se pueden detectar episodios de rechazo subclinico
(situacion en que la biopsia presenta hallazgos histologicos de rechazo sin sintomas clinicos).
El significado del rechazo subclinico es controvertido, tratdndose habitualmente el rechazo
clinico (117). En un episodio de rechazo deben realizarse varias biopsias para poder aportar
informacion sobre la evolucion de la lesidon y conocer si estamos ante un rechazo mantenido,
un rechazo en vias de resolucion o un rechazo resuelto. En funciéon de la modulacion
terapéutica de la inmunidad, el cuadro histopatoldgico del injerto puede cambiar rapidamente.
Por ello, el estudio histopatologico deberia estar disponible lo antes posible. En actuaciones
intraoperatorias puede emitirse un informe anatomopatoldgico en tan solo 15-20 minutos,
pero éstas se basan en cortes de tejido obtenidos mediante su congelacion, que por su calidad
no se recomiendan para la valoracion del rechazo. Debe realizarse una valoracion mediante un
estudio histologico convencional con cortes fijados en formalina e incluidos en parafina, al
que pueden aplicarse métodos de procesamiento rapido que permitirdn disponer del estudio
microscopico en 4-6 horas. En el estudio de microscopia Optica convencional se realizan
cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina, complementado habitualmente con otras
tinciones, variables segiin cada injerto. En determinados tipos de injertos o para determinadas
patologias se realizan también otros estudios complementarios (IHQ, ME, biologia

molecular).
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El rechazo del injerto de 6rgano so6lido puede clasificarse en base al momento de su aparicion
(hiperagudo, agudo y crénico) o en funcién del mecanismo etiopatogénico implicado
(humoral o celular). De forma simplificada, el rechazo hiperagudo ha sido sinéonimo de
rechazo humoral, mientras que rechazo agudo (RA) y el rechazo cronico (RC) se han
considerado rechazos celulares. Pero la patogenia del rechazo es méas compleja, y actualmente
se conoce qué factores celulares y humorales pueden actuar a lo largo de la vida del injerto,
junto a factores no inmunoldgicos, en el desarrollo de las lesiones del rechazo. La
incorporacion de nuevos parametros en el estudio de la patogenia del rechazo y la
estandarizacion internacional de los criterios histoldgicos diagnosticos y de gradacion de los
distintos tipos de rechazo, estdn permitiendo profundizar en su conocimiento y manejo. La
idiosincrasia de cada tipo de 6rgano trasplantado hace que la clasificacion del rechazo sea

particular en cada uno de ellos.

El rechazo celular estd mediado por células linfoides T y su expresion anatomo-clinica se
divide en dos tipos, el agudo y el cronico. Aunque existen criterios histopatoldgicos que
diferencian al RA del RC, existe cierto grado de solapamiento entre los periodos en los que
clasicamente se considera que aparecen (pueden observarse rechazos agudos tardios y
rechazos cronicos tempranos), con frecuencia aparecen juntos en una misma biopsia, y no

siempre se cumple que el RA es reversible y el RC no.

El rechazo humoral (RH) es una respuesta mediada por anticuerpos. Su prototipo clasico es
el rechazo hiperagudo, que esta mediado por anticuerpos preformados que actian frente a

antigenos del implante.

El TI es peculiar debido a los complejos acontecimientos inmunoldgicos que siguen al
implante de un Organo linfoide. Inmediatamente después del trasplante comienza una
infiltracion de linfocitos del receptor en el injerto para repoblar su tejido linfoide durante
semanas o meses y en ese tejido (lamina propia de la mucosa y placas de Peyer) suceden
estimulos inmunes intensos que se manifiestan morfologicamente por infiltrados
inflamatorios, dafio epitelial y apoptosis en las criptas. La distribucion anatémica de ese tejido
linfoide hace que estos fendémenos sean parcheados, mas frecuentes en el ileon, y su
diagnostico exige multiples tomas de biopsias a distintos niveles. En este proceso intervienen
tanto la respuesta del sistema inmune innato como el adaptativo y su interrelacion (118-119).

El dafo celular originado durante la extraccion o la isquemia-reperfusion libera citokinas y
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sustancias mediadoras de la inflamacién que a su vez activan a las células presentadoras de
antigeno (APC) e inician y amplifican la respuesta del sistema inmune adaptativo. Es
reconocida la todavia escasa capacidad de controlar el rechazo de este injerto comparado con
la de otros 6rganos solidos, pero si este no es diagnosticado y tratado con prontitud, puede
rapidamente aumentar su gravedad y conducir al fracaso del injerto e incluso a la muerte del
paciente. Por otro lado el empleo de altas dosis de inmunosupresion puede condicionar la
presencia de infecciones letales. Es necesario por tanto diagnosticar y manejar los episodios
de manera exquisita para minimizar todo lo posible estos desenlaces y saber que la lesion
mucosa del rechazo, incluso moderado o grave, puede ser reversible con tratamiento
inmunosupresor adicional (120). Tampoco hay que olvidar que el empleo de determinados
farmacos inmunomoduladores puede simular lesiones histologicas encontradas en el rechazo.
Tal es el caso del micofenolato mofetil, agente inmunosopresor que ha sido relacionado con la
aparicion de colitis con distorsion de la arquitectura, apoptosis, criptitis e inflitrados
inflamatorios en la mucosa colénica, hallazgos que pueden simular un ataque inmune (121-

122).

El rechazo en el TI ocurre en torno a un 69% segun las series. Su aparicién no parece estar
condicionada por la presencia de una prueba cruzada positiva o por la presencia de un panel
de anticuerpos reactivos pretrasplante (123). Y segun un reciente estudio en pacientes con
reaccion cruzada positiva el uso de agentes anti-LL.2 como terapia de induccion podria suponer
una mejor evolucion de estos a lo largo del tiempo (124). La mayoria de los pacientes
experimentan uno o mas episodios de RA cuyo episodio inicial suele suceder entre el 5° y 60°
dia post-trasplante, aunque también el rechazo tardio es frecuente. Esta incidencia explica el
alto nimero de indicacidon de biopsias endoscopicas en cada paciente, que ademas, han de ser
informadas con una mayor urgencia, lo que exige un procesamiento muy rapido. Las biopsias
deben ser profundas e incluir muscularis mucosae y submucosa y deben incluir multiples
muestras que se remitiran en envases separados (3 tomas de anastomosis, 3 tomas del ileon, 4-

5 a 10 cm de la ileostomia) (94,120).

Rechazo humoral (RH):

El rechazo hiperagudo y el rechazo agudo acelerado son términos que describen un
acontecimiento en el que el injerto es rechazado en minutos/horas (hiperagudo) o pocos dias

(acelerado). Estos fendmenos se dan en pacientes sensibilizados a los antigenos del receptor y
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con una respuesta humoral intensa. No es frecuente debido a los estudios de
histocompatibilidad y cross-match que se realizan entre donante y receptor previos al
trasplante. Los vasos del injerto son la principal diana, produciéndose fenomenos de isquemia
y trombosis mediados por el deposito de inmunocomplejos. Existen escasas comunicaciones,
describiéndose estos fenomenos en modelos experimentales de xenotrasplante animal (125).
El grupo de P. Ruiz ha comunicado un caso en el que no hubo compatibilidad de HLA entre
donante y receptor con anticuerpos pretrasplante donante-especifico preformados.
Inmediatamente tras la reperfusion del injerto la anastomosis se volvio oscura y congestiva
con arteritis y dafno isquémico mediado por el depdsito de inmunocomplejos en el estudio
histologico. Tras plasmaféresis e inmunosupresion intensa se logré controlar el rechazo con

recuperacion y estabilizacion del injerto y el paciente (126).

El rechazo agudo vascular (RAV) es una entidad escasamente descrita en TI, que
generalmente se produce en un periodo temprano post-trasplante por la presencia de
anticuerpos preformados en el donante frente a antigenos del receptor en un régimen
inadecuado de inmunosupresion. La formacion de novo de estos Ac o la presencia de
autoanticuerpos en el receptor también pueden ser mecanismos implicados. Los cambios
histologicos descritos consisten en una vasculitis de vasos de mediano tamafio que puede
evolucionar a una necrosis de la pared vascular con un dafio isquémico importante del injerto.
En la microvasculatura de la mucosa se ha descrito congestion y extravasacion de eritrocitos.
El nivel de dafio de los vasos de mayor calibre o de la microvasculatura puede graduarse de 0
a 3. Con técnicas de inmunofluorescencia se ha observado depdsito de inmunoglobulinas en
los vasos. Sin embargo parece no haber una clara correlacion entre el depdsito de C4d y el

desarrollo de un rechazo humoral (127-128).

El C4d es un producto de degradacion de la via clasica del sistema del complemento. En dicha
cascada la proteina C4 es convertida en C4a y C4b, y ésta ultima en C4d, que es un producto
cataliticamente inactivo. La peculiaridad de C4d es que, en lugar de desaparecer como otros
componentes del complemento, establece enlaces covalentes con componentes de las células
endoteliales y con el colageno de las membranas basales (MB), que lo mantienen en el tejido,
y es por ello posible su deteccion mediante una técnica de inmunofluorescencia directa o de
IHQ convencional. La valoracion del deposito de C4d se ha incluido en los criterios
morfoldgicos que definen el RH en el trasplante renal y el cardiaco (129-135). En el caso del
TI no estd tan caracterizado siendo poco precisos los datos publicados (136,137). Sin
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embargo, el depdsito de C4d puede observarse también en ausencia de signos histoldgicos o
clinicos de rechazo y tampoco parece tener correlacion con los niveles de anticuerpos
donante-especificos circulantes (126). Su presencia en ausencia de lesion tiene un significado

incierto (127-128).

Debido a la disparidad que existe en el diagnostico del RH, se propuso en una reunion de
consenso, en abril de 2003, una clasificacion general de respuesta humoral aplicable a todos
los 6rganos para facilitar las futuras investigaciones (130). En ella se dividia la respuesta

humoral y el RH en las siguientes categorias:

I.- Respuesta humoral latente: Presencia de anticuerpos circulantes (contra HLA u otros
antigenos expresados en las células endoteliales) pero sin alteraciones en la biopsia ni

disfuncioén del injerto.

IL.- Respuesta humoral silente (acomodacion versus estado previo al rechazo): Presencia de
anticuerpos circulantes (contra HLA u otros antigenos expresados en las células endoteliales)

y depdsitos de C4d, pero sin alteraciones histologicas ni disfuncidn del injerto.

III.- RH subclinico: Presencia de anticuerpos circulantes (contra HLA u otros antigenos
expresados en las células endoteliales), depositos de C4d y alteraciones histologicas, pero sin

disfuncioén del injerto.

II1.- RH: Presencia de anticuerpos circulantes (contra HLA u otros antigenos expresados en

las células endoteliales), depdsitos de C4d, alteraciones histologicas y disfuncion del injerto.

Rechazo agudo celular (RAC):

Es la forma mas frecuente de RA en intestino delgado, estdbmago y colon. Puede presentarse

solo o asociado a RAV, infecciones u otras complicaciones.

Este tipo de rechazo es la consecuencia de la respuesta de los linfocitos T (CD4 y CDS8) del
receptor frente a los antigenos del donante y se caracteriza histologicamente por la triada de
un infiltrado inflamatorio mixto en la lamina propia con un componente de linfocitos
activados, dafio epitelial con inflamacion en las criptas glandulares (criptitis) y un aumento de
la apoptosis también a nivel de las criptas (94,139). El contaje de cuerpos apoptoticos se
define como el nimero de apoptosis observadas en 10 criptas consecutivas en un corte de

mucosa intestinal transversal. Los cuerpos apoptoticos se observan como fragmentos
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nucleares en el interior de una vacuola y deben diferenciarse de los neutrofilos permeando la
cripta (criptitis) y de otros fragmentos cromatinicos de cariorrexis (Figura 9). Las apoptosis de
las células cripticas es un proceso fisiologico en la regulacion del epitelio intestinal, pero que
estd aumentado en el RA, siendo util para su diagnostico en los casos de rechazo leve o

indeterminado para rechazo (92). Se puede observar aumento de la apoptosis en otros

procesos como en las enteritis virales (109) o en la enfermedad injerto contra huésped.

Figura 9. Hallazgos histolégicos en los que se basa el diagnostico de RA: infiltrado
inflamatorio mixto en ld&mina propia con linfocitos, neutréfilos y eosinofilos con extension a
las criptas (criptitis) (A). Aumento del nimero de cuerpos apoptoticos en el epitelio criptico

(B). Pérdida de criptas (C).

El diagnostico de RAC precisa de una estrecha correlacion clinica, endoscopica e histoldgica.
Los datos clinicos mas sugestivos son: fiebre, nduseas, vomito, dolor abdominal y distension.
El flujo a través del estoma intestinal aumenta y se hace acuoso. En los casos graves se pierde
la integridad de la mucosa y de la barrera intestinal produciéndose una traslocacion bacteriana
que puede manifestarse como un shock séptico con acidosis metabolica, hipotension y

sindrome de distrés respiratorio.

Endoscopicamente se observa edema e hiperemia de la mucosa en grados leves de rechazo, y
aspecto granular, pérdida del patron vascular, disminucion de la peristalsis y ulceraciones, en

grados mas graves de rechazo (140) (Figura 10).
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Figura 10. Imégenes endoscopicas de la mucosa intestinal en distintos grados de rechazo: leve

(A), moderado (B) y grave (C).

Los hallazgos histologicos han sido descritos en modelos experimentales y series clinicas,
estando publicados esquemas diferentes para graduarlo (94,139,141-142). Esta falta de
uniformidad producia que las distintas instituciones usasen sus propias nomenclaturas. Por
este motivo durante el VIII Simposio Internacional de Trasplante de Intestino se elabor6 una
guia para graduar el rechazo y conseguir asi una mayor correlacion de los hallazgos con la

clinica de los pacientes y entre los datos publicados de los distintos grupos (143).

Las caracteristicas de los hallazgos histologicos se resumen a continuacion para cada grado

(Figura 11):

- Sin evidencia de RA (Grado 0): No hay evidencia de histolégica de RAC. La mucosa
conserva la arquitectura vellositaria, no hay aumento de la inflamacién y se contabilizan dos o
menos cuerpos apoptoticos. También puede existir cualquier otro tipo de patologia no

relacionada con el rechazo.

- Indeterminado para RA (Grado IND): La arquitectura estd conservada o existe leve
achatamiento de las vellosidades, con edema y congestion vascular. Hay un aumento del
infiltrado en ldmina propia, contabilizindose menos de 6 cuerpos apototicos en 10 criptas
consecutivas. Este término implica la presencia de minimos hallazgos de RA pero

insuficientes para un diagnostico certero y ausencia de otras enteritis especificas.

- RAC leve (Grado 1): Hay un aumento del infiltrado inflamatorio en lamina propia con 6 o
mas cuerpos apoptoticos por cada 10 criptas. Ademas hay cambios reactivos en el epitelio de
las criptas con deplecion de mucina, basofilia citoplasmatica, disminucion de la longitud de
las células, agrandamiento nuclear, hipercromasia y aumento de la actividad mitotica. Existen

mas de 6 cuerpos apoptdticos por 10 criptas. Las vellosidades estan achatadas y con distorsion
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de la arquitectura, pero conservandose el epitelio de superficie. El nivel de eosinofilia no es
criterio aplicable en este tipo de trasplante. Puede haber también edema y congestion vascular

(Figura 11 A).

- RAC moderado (Grado 2): Presenta un mayor infiltrado inflamatorio, con apoptosis
frecuentes y confluentes (dos o mas células en apoptosis dentro de una cripta) y pérdida focal
de criptas. Puede haber erosiones en la mucosa de superficie. El grado de distorsion

arquitectural, edema y congestion también es mayor que en el grado anterior (Figurall B).

- RAC intenso (Grado 3): Existe un dafo marcado, con destruccion y pérdida de criptas.
También se observa erosion y ulceracion que en casos extremos pueden originar una
destruccion extensa de la mucosa con pérdida del epitelio de superficie conocida como
reaccion exfoliativa (144). El infiltrado inflamatorio presenta formas blésticas y activadas de
linfocitos junto con neutrdéfilos y eosinofilos. En los casos graves pueden formarse
pseudomembranas. En estos casos es importante intentar identificar areas de epitelio mas

conservado para poder identificar elementos caracteristicos del rechazo (Figuras 11 C y D).

No se debe olvidar que estos hallazgos histoldgicos deben tener una adecuada correlacion con
la clinica y la endoscopia y que el uso de nuevos tratamientos inmunosupresores e

inmunomoduladores estd modificando estos hallazgos (120-122).

Una vez establecidos estos criterios, las publicaciones del grupo de Miami aplicandolos,
establece: a) que el diagnostico de indeterminado para rechazo es el mas frecuente (40-49%),
seguido del RAC leve (Grado 1), b) que las decisiones terapéuticas difieren en funcion del
grado de rechazo establecido, de forma que en los indeterminados no se administra
inmunosupresion adicional, en el grado 1 se administraban corticoides y en el 2 y 3
antitimoglobulina o Campath y c¢) que una de las limitaciones que presenta este sistema es que
en casos en los que existe componente humoral asociado, otro tipo de patologia inflamatoria

(enteritis, SLPT...) o RC, se hace necesario el incorporar otras categorias (145-146).

En el caso del TMV se ha intentado establecer un sistema de graduacion del rechazo agudo
basado en los hallazgos en las biopsias de mucosa gastrica. En esta las apoptosis y los
cambios reactivos son hallazgos indicativos de rechazo. El grado de infiltrado inflamatorio

parece ser inferior que en el intestino (147). Dentro de los érganos que componen el injerto
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multivisceral se ha estudiado cudl de ellos es mas susceptible a presentar RAC, siendo el

intestino delgado el que mas riesgo muestra (148).

Nuevas lineas de investigacion pretenden encontrar nuevos hallazgos claves para el
diagnodstico de RA. Entre los hallazgos morfoldgicos se ha intentado determinar marcadores
de apoptosis como el empleo de IHQ dirigida contra la caspasa-3, proteasa implicada en el
fenomeno apoptosis celular, no obteniendo resultados satisfactorios (149). También se ha
observado que la apoptosis de linfocitos y su fagocitosis parecen ser hallazgos sospechosos de
RA junto con la apoptosis de las células epiteliales de las criptas (150). Y la disrupcion de la
barrera de células plasmaticas de la mucosa intestinal durante el rechazo puede ser un proceso
implicado en este complejo fendmeno inmunolédgico (151). Otras lineas de investigacion
pretenden hallar marcadores seroldgicos que puedan ser predictivos de dafio del injerto en el
contexto de un rechazo y que sean alternativos al procedimiento invasivo que supone la toma
de biopsias. La caida de los niveles de citrulina plasmatica se relaciona con el dafio de la
mucosa intestinal, pero parece no ser buen predictor de rechazo. El aumento de los niveles de
calprotectina también se relaciona con el dafio del rechazo pero tampoco tiene un adecuado
valor predictivo. De estos estudios se extrae que la biopsia sigue siendo el método de eleccion

(152).

e ——

Figurall. Hallazgos histolégicos en los distintos grados de rechazo: RA grado 1(A); RA
grado 2 (B) y RA grado 3 (Cy D).
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Tratamiento del RA:

El tratamiento se va a realizar en funcion del grado de severidad que presente. El protocolo

que se emplea es el siguiente:
- Tratamiento del IRA: Aumento de los niveles de IS basal.
- Tratamiento del RA leve:

Corticoides: Tres bolos de MP de 1 gr. cada uno por via iv. 6 3 bolos de 500 mg de MP

asociado a una pauta de descenso (ver pauta previa en protocolo de IS).

Control endoscopico diario. Si el rechazo persiste, o progresa a un grado mayor, se administra

OKT3 durante un periodo de 2 a 3 dias, o se repite la dosis de alemtuzumab.
- Tratamiento del RA moderado-grave:

Se administra de entrada el OKT3 o se repite la dosis de alemtuzumab. OKT3: De 5 a 10
mg/dia, por via iv. por bolos. Segin el peso del receptor y la gravedad del rechazo, se
administrara durante 7, 10 o 14 dias. Hay que recordar que es imprescindible premedicar al
paciente antes de administrar el mismo, al menos unos 30 minutos previos a la administracion
del farmaco. La premedicacion se realiza con 1 0 2 gr. de MP el primer dia, de 1 a 500 mg de
MP el 2° dia, y con 50 mg cada 6 horas el tercer dia, para posteriormente ir reduciendo
progresivamente la dosis de MP, asociando todos los dias 650 mg de paracetamol por via oral
mas 25 mg de difenhidramina por via iv. Asimismo, hay que administrar después del OKT3, a
las 4 horas aproximadamente del mismo, 500 mg de hidrocortisona por via iv. el primer dia,
250 mg el 2° y 125 mg el 3°, asociando todos los dias 650 mg de paracetamol por vo. mas 25
mg de difenhidramina por via iv. Es importante recordar que el tratamiento con este farmaco
puede condicionar la aparicion de un SLPT. Ademas, durante todo el ciclo de tratamiento con
el OKT3 debe realizarse una profilaxis para posibles infecciones oportunistas, debido al

estado de inmunosupresion grave que se produce:

- Profilaxis antiviral anti-CMV, con valganciclovir (Valcyte®) a razén de 900 mg/24 horas

vo ajustado segln el peso y la funcion renal, pudiéndose pautar a razon de 450 mg/24 horas.
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- Profilaxis frente al Pneumocystis carinii o jirovecii con trimetropin-sulfametoxazol (Septrim
forte®) en dosis de 1 c/dia por vo. durante un minimo de 6 meses. Si existiese alergia al

mismo, podemos administrar dapsona (Dapsone®) a razon de 100 mg al dia.

Si no responde a esta pauta contra el rechazo se emplea r-ATG durante 5 dias y si sigue sin
responder se administra una nueva dosis de alemtuzumab (Campath®), o ciclofosfamida a
razén de unos 2 mg/kg de peso y dia durante un dia y otros 9 dias mas a razén de 1 mg/kg de
peso y dia, asociado a otros inmunosupresores. Siempre que se administre Campath®, se debe
premedicar al paciente 30 minutos antes con 500 mg de MP por via iv. mas 650 mg de

paracetamol por vo. y 25 mg de difenhidramina por iv.

Rechazo cronico (RC):

El rechazo crénico es una de las principales causas de disfuncion tardia del injerto. De curso
insidioso y progresivo, la clinica es poco especifica siendo la diarrea el sintoma mas
frecuente. Los hallazgos endoscépicos pueden mostrar una mucosa de aspecto firme,
fibrotica con ulceraciones focales. En los estudios histologicos se puede observar cambios en
la mucosa por isquemia, con pérdida de glandulas, distorsion de la arquitectura, apoptosis y
fibrosis en lamina propia. El hallazgo clave como ocurre en otros trasplantes de érganos es la
vasculopatia de los vasos del injerto con marcada hiperplasia intimal concéntrica con cambios
fibrosos, hipertrofia de la media y fibrosis adventicial. Estos cambios se observan mas en las
arterias medianas/grandes submucosas o mesentéricas por lo que su diagndstico es mas

frecuente en biopsias de toda la pared o en injerto fallados (141-142).
Sindrome linfoproliferativo post-trasplante (SLPT):

Los sindromes linfoproliferativos post-trasplante son un conjunto de proliferaciones
linfociticas y plasmaciticas que ocurren en el curso post-trasplante y que frecuentemente, pero
no siempre se asocian al VEB. En el caso del TI su incidencia ha disminuido del 15% en
adultos y 40 % en nifios al 5.1% y 13.2% respectivamente segin los datos del Registro

Internacional de TI (14,155).

La presentacion clinica es muy variable e inespecifica. El injerto, los ganglios linfaticos y el
higado son las localizaciones afectadas con mas frecuencia. En el tracto gastrointesinal puede

aparecer como ulceraciones y estenosis.
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Los factores de riesgo asociados al desarrollo de un SLPT son: primoinfeccién de VEB en un
receptor seronagativo, tipo y duracion de la inmunosupresion, tipo de injerto y edad del
paciente. La seropositividad para VEB no es un factor protector y se recomienda la

monitorizacion de la serologia tanto en pacientes seronegativos y seropositivos (156-157).
La clasificacion de la OMS es la utilizada, dividiéndose el SLPT en cuatro categorias (158):

- Lesiones tempranas: son la hiperplasia plasmocitica (HP) y la infeccion mononucleosis-like.
Son proliferaciones linfoides difusas de células plasmaticas e inmunoblastos pero que no

distorsionan completamente la arquitectura del tejido.

- SLPT polimorfo: lesiones destructivas compuestas por una poblacion linfoide heterogénea
con linfocitos de tamaio intermedio, inmunoblastos y células plasmaticas, que distorsionan la

arquitectura nodal o forman masas extranodales.

- SLPT monomorfo: recuerda a un linfoma no- Hodgkin, pudiendo ser las células proliferadas

BoT.

- SLPT Linfoma Hodgkin (LH) y LH-like: el diagnostico debe basarse en hallazgos

morfoldgicos e inmunofenotipicos clasicos (presencia de células de Reed-Sternberg)

La infeccion por VEB puede asociarse hasta en un 80% de los SLPT en TI. Su presencia

puede demostrarse por IHQ, PCR o HIS.

Hallazgos que apoyan que un infiltrado linfoide puede ser tumoral en vez de reactivo son la
formacion de masas y nddulos expansivos, la presencia de células transformadas, la atipia
linfocitaria, el predominio del infiltrado de células plasmaticas o células B, necrosis o
presencia de células VEB positivas. Factores que implican un peor pronoéstico son el SLPT
monomorfo, la negatividad para VEB, la afectacion multiorganica o un estadio avanzado

(159-160).

El tratamiento consiste en una reduccion de la inmunosupresion, no completa debido al riesgo
de rechazo que existe, manteniéndose corticoide y tacrolimus junto con el tratamiento
antiviral con ganciclovir e inmunoglobulina intravenosa. Es frecuente que en fases de

resolucion de un SLPT haya episodios de ataque inmune (Tabla 6).
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Tabla 6. Tratamiento del SLPT

Tratamiento del SLPT

Profilaxis Ganciclovir si alto riesgo (D/R:+/-)
Tratamiento anticipado Reduccion de la inmunosupresion
Ganciclovir
+/- Rituximab
Tratamiento de 1? linea Reduccion de la inmunosupresion

Cirugia en casos localizados
+/- Rituximab

Tratamiento de 22 linea Rituximab

QT
QT+Rituximab

Enfermedad de injerto contra huésped (EICH):

La enfermedad de injerto contra huésped (EICH) es una enfermedad multisistémica producida
cuando los linfocitos T del o6rgano trasplantado reconocen a los antigenos del receptor como
extrafos iniciando una respuesta inmune. Descrita inicialmente en trasplantes hematologicos,
se ha observado también tras TOS, siendo el TI, el trasplante que mayor incidencia tiene
(5.6%). Se divide en una forma aguda y otra cronica en funcidon de su momento de aparicion.
La forma aguda suele aparecer entre las 2 a 6 semanas post-trasplante. Clinicamente se
caracteriza por presentar rash cutdneo, diarrea y un rapido deterioro multisistémico. La
mortalidad es elevada, estando entre un 30 y un 75%. El diagnostico se basa en la clinica, la
histologia y la deteccion del microquimerismo en las células T del receptor. En la biopsia
cutanea encontramos en la epidermis vacuolizaciéon de la capa basal con queratinicitos
apoptoticos y un infiltrado linfoide. Se pueden observar las células satélites de la necrosis que
consisten en los linfocitos T del donante que estan rodeando los queratinocitos necroticos del
receptor. En casos graves (grados III y IV) existe necrosis epidérmica completa con
eritrodermia. El estudio con inmunofluorescencia revela el depdsito de IgM y/o C3. En la
mucosa gastrointestinal se observa edema y apoptosis celular junto con un infiltrado
linfoplasmocitario y rotura de glandulas (dropout). En casos graves se puede producir una

denudacion completa de la mucosa.

El tratamiento no estd claramente establecido, habiendo grupos que defienden aumentar la

inmunosupresion, administrar citoquinas y farmacos mielosupresores. Mientras que otros
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abogan por una disminucidon de la inmunosupresion para que el sistema inmune del receptor

destruya a las células del donante.

La forma cronica suele aparecer a partir del cuarto mes post-trasplante y puede estar
precedida de otros episodios de EICH agudo. La piel es el 6rgano mas afectado pasando de
una fase denominada liquenoide caracterizaada por un rash eritematoso o violaceo a una
escleriforme, en la que la piel adquiere un aspecto de poiquilodermia. En el EICH cronico

también puede existir afectacion de la mucosa oral (161-162).

DATOS DE TI DE LOS GRUPOS MAS RELEVANTES:

A la hora de manejar estadisticas primero hay que saber que muchos de los estudios
publicados hacen referencia a la poblacidén pediatrica, aunque esta situacion esta cambiando
en los altimos afios. Y que existen numerosos grupos con sus propias estadisticas. En 1994 se
crea el Registro Mundial de Trasplante Intestinal (RTI) que pretende recoger la actividad

mundial desde 1985 hasta nuestros dias, actualizandose cada 2 afios.

Segtin los datos que reflejaban en su ltimo reporte del 2011, 78 centros tenian acreditacion
para este tipo de procedimiento, encontrandose 38 activos con 2569 trasplantes, de los cuales
el 50% son pediatricos. La mayoria de esta actividad se centra en Norteamérica, seguida por
los grupos europeos (14). Los datos publicados por Grant D et al. en el 2003 indicaban una
supervivencia global del 60.7% (1238) y a los cinco afios superior al 50%. Un 42.3% eran
TIA, 33.1% THI y un 24.5% TMV. El 60% de los trasplantes se realizaron en poblacion
pediatrica y un 40% en adultos (87). Los datos mas actuales indican ahora una supervivencia
al afio del 80% y a los 5 afios superior al 50%. El TIA sigue siendo el tipo de trasplante mas
frecuente (43.6%), seguido del THI y el TMV en ultimo lugar. La red para la obtencion y
trasplante de organos (The Organ Procurement and Transplantation Network — OPTN)
publica los datos de Estado Unidos. En los datos publicados en 2009 de los trasplantes
realizados entre 1997 — 2007 de 1242 pacientes trasplantados el 78% estaba vivo en el primer
afo, el 57% a los 5 afios y el 44% a los 10 (46). Cai J. analiza la experiencia de Estados
Unidos durante 20 afios, entre 1990 y 2009. Un total de 1859 trasplantes se realizaron en 43
centros. De ellos el Jackson Memorial Hospital, el Nebraska Medical Center y el Centro
Meédico de la Universidad de Pittsburg acumulaban cada uno de ellos una experiencia de mas
de 300 trasplantes realizados. Las tasas de supervivencia al afio, cinco afios y diez afios que

indicaban eran del 71, 45 y 32 % respectivamente. El rechazo y la infeccion eran las causas
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mas frecuentes de fallo del injerto. Y la infeccion, el FMO vy el rechazo las causas mas
frecuentes de muerte de los pacientes (163). Mazariegos et al. present6 los datos de Estados
Unidos entre 1999-2008. Con 700 pacientes vivos a finales de 2007, mostraba una
supervivencia del injerto y del paciente al afio del 89 y 79% respectivamente para TIA y del
72 y 69% para THI. Y una supervivencia a los diez anos del 46 y 29% para TIA' Y del 42 y
38% para THI. El porcentaje de RA que indicaba el primer afio era del 40% (47).

A continuacion se resumen los datos publicados de los distintos grupos:

- El grupo de Pittsburgh presenta una de las mayores experiencias. Desde 1990 a 2008 han
realizado 500 trasplantes en 453 pacientes. En funciéon del protocolo de inmunosupresion
empleado dividen este periodo de tiempo en tres eras: la primera (5/90-5/94) con empleo de
tacrolimus y corticoides. La segunda (1/95-6/01) con la inclusion de la terapia de induccion
con multiples drogas. Y la tercera (7/01-11/08) con el tratamiento del receptor con tacrolimus
en monoterapia. Registran unas supervivencias actuariales al afio, 5 afios y 10 afios del 85, 61
y 42 % respectivamamente. Con una tasa de retrasplante del 10% y una mayor supervivencia

de los THI (164).

- El grupo de Indiana publico su experiencia con 43 trasplantes en 13 nifios y 30 adultos, con
una media se seguimiento de 15 meses, con una supervivencia del 81% y una tasa de rechazo

del 69% (165).

- El grupo de la Universidad de Nebraska, comenz6 su actividad en 1990, reportando en 2001
su experiencia en 117 trasplantes realizados en 106 pacientes. A los dos afios mostraban unas
tasas de supervivencia del paciente y del injerto del 82 y 67% respectivamente. El rechazo y

la sepsis fueron las dos causas principales de pérdida de injertos y pacientes (95).

- El grupo de Miami, muestra los resultados de 15 afios de experiencia en pacientes adultos y
pediatricos. Durante 1994 y 2009 realizaron un total de 324 T1 en 287 pacientes (111 adultos
y 176 pediatricos). De los trasplantes 189 fueron MTV, 75 TIA y 33 THI. Las tasas de
supervivencia d elos pacientes al afio y 5 afios fueron del 63,1 y 42,8 % respectivamente y las
del injerto del 59,6 y 38,9%. Las infecciones fueron la causa mas frecuente de muerte (44,6%)
y el rechazo aguda la principal causa de pérdida del injerto (46,8%).sigue siendo la principal

complicacién (166).
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- En Europa uno de los principales grupos en trasplante en adultos es el de Bolonia, que
cuenta con una experiencia entre el afio 2000 y el 2009 de 43 TI (32 TIA y 11 MTV). Las
tasas de supervivencia de los pacientes al afo y cinco afios fueron del 76 y 52% 1y la del

injerto del 66 y 48% (167).

- En Espana los resultados de TI son los referentes a TI infantil del Hospital “La Paz”. En ¢l
se han realizado 52 TI en 46 pacientes desde 1999 hasta 2009. De éstos 20 eran TIA, 19 THI
y 13 TMV. La edad media de los pacientes fue de 32 meses (rango: 7-228 meses). Las causas
por las que se trasplantaron estos enfermos fueron SIC en 31, dismotilidad en 6, diarrea
intratable en 4 y otras causas en 4. La tasa de RA era del 41%, 2 nifios tuvieron RC y 5 de
ellos precisaron de un retrasplante. Seis desarrollaron un SLPT y 5 EICH. Después de un
seguimiento medio de 38 + 29 meses, 27 nifios estaban vivos incorporados a su vida normal, y
de éstos, 24 sin necesidad de NPT. La supervivencia global de su serie, tanto del paciente

como del injerto, era del 65 y del 51,7%, respectivamente.

- En Asia, Japoén comunica una experiencia de TI en 17 pacientes con unas tasas de
supervivencia al afio y cinco anos del 87 y 69% (168). Y en China se comunica 8 TMV

realizados entre 2004 y 2010 (169).

- En Latinoamérica se han registrado un total de 37 T1 (32 TIA, 2 THI, 3 TMV), teniendo la
Fundacion Favaloro de Argentina la mayor actividad registrada con 21 TI en 14 nifos y 7

adultos (52).

El TI es un procedimiento aceptado y estandarizado que esta logrando supervivencias al afio y

a los 5 afios superiores al 80% con una buena calidad de vida, siendo una opcidn terapéutica

cada vez mas valida para pacientes con SIC y complicaciones a largo plazo de la NP (170).
Abu-Elmagd KM et al, estudian la supervivencia a largo plazo, la funcion del injerto y la
calidad de vida tras el trasplante durante un seguimiento de 5 afios. Comunican que de 376
pacientes 227 sobreviven a los 5 afios. Un 90% (160) muestran autonomia digestiva con una
adecuada calidad de vida e integracion social aunque es necesaria una adecuada adaptacion a
la condicion de trasplantado (39,164). La supervivencia del TMV también ha mejorado,
reportandose unas supervivencias al afio y a los 3 afios del 72% y del 57% respectivamente
(171). Los pacientes pueden llevar a cabo una vida auténoma, habiéndose comunicado el caso

de un embarazo a término de un varén sano en una paciente con TI (172). También se ha
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estudiado el impacto que tiene el retrasplante en estos pacientes, observandose una situacion
desfavorable en la supervivencia en adultos y nifios con retrasplante, comparado con el

trasplante primario (173-174).
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Objetivos e hipotesis de trabajo

HIPOTESIS:

EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS
TEJIDOS DE LOS RECEPTORES Y DE SUS INJERTOS PERMITE EL
DIAGNOSTICO Y EL MANEJO DE SUS VARIADAS PATOLOGIAS.

Las enfermedades del paciente con trasplante intestinal producen una variada morfologia
macro y microscopica. La observacion de esta morfologia es susceptible de producir
resultados objetivos y reproducibles para los distintos observadores (patdlogos) en un estudio
de una muestra concreta de injertos intestinales. La morfologia de la mucosa intestinal del
injerto presenta cambios en relaciéon con la patologia que sufre, pudiéndose identificar
patrones de lesion que son diagndsticos de cuadros histopatoldgicos representativos de la
etiologia y la enfermedad. Otras técnicas especiales como la inmunohistoquimica permiten
identificar poblaciones linfoides implicadas en el ataque inmune, sindromes
linfoproliferativos post-transplante y enfermedad injerto contra huésped, asi como marcadores
tisulares de agentes infecciosos, pudiéndose corroborar algunos de estos ultimos por técnicas
especiales como la ultraestructura o la hibridacion in situ. Contando con la biopsia
endoscopica, la biopsia quirurgica y los tejidos obtenidos en resecciones y en autopsias es
posible alcanzar diagnosticos alternativos y/o coincidentes tales como rechazo, sindrome

linfoproliferativo, infecciones oportunistas e isquemia.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

Dado que la experiencia mundial es escasa y limitada, es necesario estandarizar, validar y
comparar nuestros resultados con los aportados en la literatura. Puede esperarse con ello
conocer y mejorar nuestro nivel de calidad en el manejo clinico-patologico de este trasplante.
También cabe esperar la categorizacion de nuevas entidades patologicas, la mayor
delimitacion y definicidén de los criterios histologicos que permiten un diagnostico y con ello
la consecucion de diagnosticos mas precoces y de fiabilidad que beneficien al paciente
(tratamiento precoz y menos agresivo, mayor posibilidad de reversion del cuadro, evitar

complicaciones secundarias).

Adicionalmente es necesario formar a los propios patdlogos y ofrecer experiencia a los

futuros implicados en esta actividad.

Objetivo en la indicacion de trasplante:
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- Determinar las patologias pre-trasplante y cuantificar la recidiva de las mismas (enfermedad

de Crohn, isquemia intestinal, etc.)
Objetivos en el seguimiento del receptor:

En la indicacién de la biopsia intestinal:

Cuantificar las biopsias por injerto intestinal, relacionar sus diagnodsticos histopatoldgicos con
la indicacion clinica de las mismas (protocolizadas o a demanda) y establecer la idoneidad del

protocolo bidpsico por la correlacion anatomoclinica.

En las patologias post-trasplante:

- Determinar la utilidad de la histopatologia en la evaluacion de la idoneidad del injerto y del

conocimiento de la morfologia de inicio (tiempo “0”’): cambios de preservacion.

- Definir y tabular los variables cambios histoldgicos que se constituyen en criterios de cada
categoria diagnéstica y enumerar los diagnosticos posibles (rechazo, infeccion,

inmunoproliferacion, isquemia, etc.) en orden a
- Establecer su incidencia en cada periodo post-trasplante (inmediato, precoz, tardio)..

- Evaluar la metodologia mas util (morfologia microscopica e inmunohistoquimica y/o
hibridacion in situ y/o ultraestructura y/o biologia molecular) para un diagnostico concluyente

de cada categoria diagndstica.

En las causas del fracaso (pérdida del injerto/ éxitus):

- Describir las lesiones morfoldgicas en los injertos intestinales fracasados: caracteristicas

macro y microscopicas, prevalencia, distribucion cronologica, evolucion.

— Valorar las lesiones identificadas como posibles factores etiologicos del fracaso,

indicaciones de retrasplante y causas de muerte.
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Disenio v metodologia

DISENO:

Se ha realizado un estudio retrospectivo, longitudinal y fundamentalmente descriptivo de las
distintas variables y resultados obtenidos a través de una observacion exhaustiva del total de
los tejidos estudiados histoldogicamente, procedentes de la poblacion de pacientes adultos

sometidos a trasplante intestinal.

METODOLOGIA:

Poblacion de estudio:

Pacientes sometidos a trasplante intestinal desde la realizacion del primer trasplante
(diciembre de 2004) hasta la fecha de cierre de la serie (abril de 2011) en el Programa de
Trasplante de Organos Abdominales del Hospital 12 de Octubre.

Las indicaciones de TI en el Hospital 12 de Octubre son:

El TI se indica en aquellos pacientes portadores de una insuficiencia intestinal cronica e
irreversible, dependientes de la NPT de por vida y que cumplen al menos uno de los

siguientes criterios:

1. Ausencia de accesos venosos centrales (habitualmente por trombosis) para continuar con la

administracion de la NPT.

2. Episodios reiterativos de sepsis y/o sepsis que amenaza seriamente la vida del paciente en
relaciéon con la administracion de NPT. Se consideran sepsis frecuentes a los siguientes
situaciones: 2 o0 mas episodios de sepsis en un afio o 1 episodio de fungemia, shock séptico
y/o sindrome de distrés respiratorio del adulto que requiera ingreso en una Unidad de

Cuidados Intensivos.

3. La presencia de patologia de base con pérdidas hidroelectroliticas potencialmente mortales

por deshidratacion en caso de interrupcion de la NPT

4. En presencia de enfermedad hepética asociada a la administracion de NPT (EHANPT),
caracterizada por la presencia de colestasis con o sin fibrosis 0 con o sin cirrosis hepatica.
Globalmente, se consideran criterios de EHANPT: hiperbilirrubinemia (> 3 mg/dl) y/o
hipertransaminemia y/o elevacion de los enzimas de sintesis, esplenomegalia, trombopenia,

coagulopatia, hemorragia a través del estoma, fibrosis hepatica y cirrosis)
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Etiologia de la insuficiencia intestinal cronica en el hospital 12 de octubre:

Las circunstancias que conducen al fracaso intestinal irreversible son el sindrome de intestino
corto (SIC) y el sindrome de malabsorcidn intestinal. Estos a su vez pueden estar provocados
por: isquemia mesentérica arterial o venosa, voélvulos, hernias, traumatismos abdominales,
enfermedad de Crohn, complicaciones de cirugia bariatrica y otros procedimientos, tumores

desmoides irresecables o enteritis radica.

Seleccion de los receptores:

El estudio preoperatorio de cada candidato se hace segun el siguiente protocolo:
1. Historia clinica. Realizada por el cirujano, gastroenterélogo y endocrin6logo.

2. Exploracion fisica general. Valoracion del estado nutricional, estomas cutaneos,

laparostomias, etc.
3. Exploracion neurologica.

4. Exploracion cardiologica. Valoracion de la radiografia de torax, ECG, prueba de esfuerzo
con Talio o ecocardiografia de esfuerzo o con dobutamina y coronariografia en caso de

sospecha de cardiopatia isquémica y de las necesidades de cada enfermo.

5. Exploracion vascular periférica. Examen de miembros (pulsos y doppler, angio-RM o

arteriografia si presenta indicacion).

6. Exploracion digestiva. Valoracion de la neuropatia vegetativa (clinica y vaciamiento
gastrico isotopico), endoscopia alta completa, ileoscopia, colonoscopia si procede y estudios

baritados altos y bajos.
7. Ecografia abdominal para descartar patologia biliar.

8. Angio-TAC aorto-iliaco con reconstruccion coronal. Esta prueba suple a la arteriografia y
sirve para detectar posibles placas de ateroma que podrian impedir la realizacion del
trasplante, ademas de dar informacién acerca de la patologia de base del enfermo (tumores

desmoides).
9. Exploracion dental. Ortopantomografia.

10. Otras exploraciones. Mamografia en mujeres > 35 afios, etc.
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11. Pruebas de laboratorio:

* Valoracion de la diabetes: Anticuerpos anti-insulina y anti-islotes, glucemia basal y niveles

de péptido C y hemoglobina glicosilada.
» Anadlisis sistematico de sangre, estudio de coagulacion y de hipercoagulabilidad.

* Electrolitos, creatinina, amilasa, lipasa, lipidos, proteinograma, determinaciones de
parametros nutricionales (prealbimina, transferrina, RBP, acido foélico, vitamina B 12 y zinc)

y gasometria arterial.
* Andlisis de orina (recoleccion de 24 horas): cultivo, aclaramiento de creatinina y proteinuria.
* Hemocultivos.

* Serologia: hepatitis B y C, VIH, VEB, VHS, VVZ, CMV, toxoplasma, sifilis (VDRL) y

prueba de Mantoux.

* Estudios de histocompatibilidad: Grupo ABO, Rh, tipaje HLA, anticuerpos citotoxicos anti-
HLA y cross-match.

12. Valoracion del riesgo anestésico: Parte de interconsulta a Anestesiologia

Los estudios especificos de los receptores de un injerto intestinal son:

- La determinacion de CD55 y CDS59 (si estan bajos existe riesgo de desarrollar sindrome

hemolitico urémico al dar alemtuzumab en la induccion)

- Es6fago-Gastro-Duodenoscopia

- Colonoscopia (solo si existe colon para explorar)

- lleoscopia (si existe ileostoma)

- Transito gastrointestinal baritado

- Enema opaco (solo si existe colon remanente)

Y otros que se realizan segin determinadas circunstancias:

- Test de motilidad gastro-intestinal
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- Hormonas del tracto gastro-intestinal

El protocolo de inmunosupresiéon manejado se basa en la induccidon con anticuerpos anti-
CDS52 (alemtuzumab) y la inmunusupresion de mantenimiento con tacrolimus, asociando o no
corticoides en caso de aparicion de rechazo. Se recurre a los corticoides s6lo ante la evidencia
de un RA probado por diagnoéstico histoloégico y obtenido por biopsia endoscopica. En tal
caso se utiliza una pauta de inicio y un descenso progresivo hasta la retirada de los mismos lo

antes posible.
Seleccion de los donantes:

Los criterios de seleccion de donantes fueron: Edad menor de 40 afos (méaximo de 45 afos),
estancia menor de 7 dias en la UCI, estabilidad hemodinamica (entendiéndose ésta como una
diuresis horaria superior a los 100 mililitros por hora, una TAS por encima de 120 mm Hg,
una saturacion arterial de oxigeno por encima del 95%, y una presion parcial de oxigeno
mayor de 100 mm Hg con una FiO2 del 100% y una PEEP menor de 5 mm Hg), ausencia de
hipotension prolongada (entendiéndose ésta como una TAS menor de 80 milimetros de
mercurio), ausencia de parada cardiorrespiratoria, tamafio del donante entre el 50% y el 75%
del tamafio del receptor (para evitar, en la medida de lo posible, la perdida de derecho a
domicilio, que se evidencia atin mas debido al edema por la isquemia reperfusion), grupo
ABO idéntico, preferiblemente con una serologia para CMV negativa, estudio de crossmatch

linfocitotdxico donante-receptor negativo, una isquemia fria no superior a 8 horas.

Edad, sexo, peso v talla del donante:

Los limites de edad aceptados han sido entre 5-50 afios, aunque son preferibles los injertos de
donantes < 45 afios. No se ha establecido distincion para la aceptacion en funcion del sexo del
donante. El peso y la talla no se consideran “per se” criterios de exclusion, contabilizandose
en kg y en cm, respectivamente. Se tiene en cuenta el IMC con el fin de aparearlos con los

receptores.

Causas de muerte del donante: Las causas de muerte de los donantes se han clasificado en:

. Traumatismo craneo-encefalico.
. Hemorragia cerebral por malformaciones arterio-venosas.
. Accidente cerebro-vascular isquémico.
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. Agresiones.

Serologia viral: En todos los donantes se determind la serologia para el VIH, VHC, VHB y

CMV. Se considerd como criterio de exclusion la presencia de infeccion por VIH o por VHB

o VHC
Fuentes de informacion:
- Documentacion clinica (historias clinicas, protocolos de quir6fano).

-Intranet hospitalaria: informes de alta, analiticas, radiologia, microbiologia, inmunologia,

cuidados intensivos, etc.

- Informes de Anatomia Patologica de los estudios histoldgicos, autopsicos y técnicas

especiales realizadas.

- Revision al microscopio de los estudios histologicos y de las técnicas especiales

almacenadas en los archivos de preparaciones y de muestras.
Variables recogidas:

Variables de los receptores:

1. Edad: se considera la edad del paciente, medida en afos, en el dia de la intervencion.
2. Sexo: variable dicotomica que define el sexo del paciente (hombre/mujer).

3. Indicacion de trasplante: define la causa que origina la enfermedad de base de la
insuficiencia intestinal cronica. Se diferencia entre las causas vasculares (isquemia intestinal
aguda o crénica y trombosis venosa), la enfermedad de Crohn, la poliposis adenomatosa
familiar (PAF) / sindrome de Gardner (presencia de tumores desmoides mesentéricos con
compromiso de estructuras adyacentes), resecciones intestinales masivas secundarias a
traumatismos, sindromes de hipercoagulabilidad, tumores del estroma gastrointestinal (GIST)

y otras etiologias.

4. Tipo de trasplante: dos de los tres tipos fundamentales de TI, trasplante intestinal aislado
(TTA) y trasplante multivisceral (TMV). Hasta la fecha no se ha realizado ninguno combinado

hepato-intestinal.
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5. Dias post-trasplante: numero de dias de seguimiento de los injertos desde el andlisis de la
primera biopsia recibida (dia 1°) hasta el cierre de la serie o el explante del injerto o el éxitus
del paciente. Se recoge el dia de diagnéstico post-trasplante de cada patologia, sus tiempos de

evolucion y de resolucion.

6. Serologia viral: Se recogio la serologia CMV en el donante y en el receptor y la serologia

de VEB en el receptor.

Variables del estudio histologico:

7. Especimen histologico: se denominé asi a todas las muestras recibidas y estudiadas en el
Servicio de Anatomia Patoldgica a las que se le realizoé informe anatomopatoldgico en base a

su sustrato histolégico.

8. Especimenes totales: nimero de estudios histologicos totales realizados, incluyendo las
biopsias propias del injerto, otras localizaciones anatomicas diferentes a este, los estudios
autopsicos, los injertos explantados y los 6rganos nativos del receptor resecados durante la

cirugia.
9. Biopsias de injerto: nimero de estudios histologicos exclusivos del injerto trasplantado.

10. Biopsias no injerto: estudios histologicos del receptor procedentes de otras localizaciones

anatomicas distintas al injerto.
11. Numero de estudios IHQ realizados.
12. Numero de estudios HIS realizados.

13. Categorias diagnésticas: complejos lesionales en base a los cuales se realiza el diagndstico

anatomopatolégico.

14. Tiempo de supervivencia del injerto: tiempo transcurrido en dias desde el implante hasta

el momento de su fracaso, muerte del paciente o cierre de la serie.

15. Tiempo de supervivencia del enfermo: tiempo transcurrido en dias desde el momento del

trasplante hasta cierre de la serie o el fallecimiento del paciente.

16. Numero de injertos por paciente: nimero de trasplantes intestinales realizados en un

mismo paciente
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17. Frecuencia de cada tipo de patologia en la serie y por paciente.

18. Frecuencia y tipos de patologias coincidentes en el tiempo y en el enfermo.
19. Tipos de patologias que condujeron al fracaso del injerto.

20. Tipos de patologias que condujeron al fallecimiento de paciente.

Variables relacionadas con la técnica quirargica:

21. Tiempo de isquemia fria: tiempo transcurrido en minutos desde el pinzamiento de la aorta
en el donante e inicio de la perfusion hasta que se coloco el injerto en el campo operatorio

para realizar el implante.
Analisis de los datos:
Creacion y desarrollo de una base de datos Excel y manejo estadistico con el programa SPSS.

Debido a las caracteristicas de la poblacion de estudio (n=17) se han empleado las
denominadas pruebas no paramétricas. Se denominan asi a aquellas pruebas estadisticas que
no presuponen una distribucion de probabilidad para los datos, por ello se conocen también
como de distribucion libre. El uso de pruebas no paramétricas esta indicado en variables que
no siguen las condiciones de parametricidad (variables cuantitativas continuas, distribucion
normal de las muestras, varianzas similares y tamafio de las muestras, mayor a 30 casos). Los
resultados estadisticos se derivan de procedimientos de ordenacion y recuento. Se emplean
cuando se trabaja con muestras pequenas (n<30) en las que se desconoce si es valido suponer

la normalidad de los datos (175-1756).

Estadistica descriptiva:

La estadistica descriptiva examina a todos los individuos de un conjunto para luego describir
e interpretar numéricamente la informacion obtenida. Sus métodos estan basados en la
observacion y el recuento. Se pretende, una vez realizados, poder simplificar los datos
observados para obtener de ellos una informacion lo mas completa posible del total de la
poblacion. En estadistica descriptiva el material de trabajo lo constituyen los datos, que son
los resultados de las observaciones. Una vez obtenidos los datos, estos se han ordenado y

clasificado de modo que sea posible una vision critica de los mismos.

El tratamiento de los datos recopilados ha sido:
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1) Construccion de tablas para ordenar y clasificar los datos.
2) Realizacion de graficos para representar fisicamente los datos.

3) Obtencién de estadisticos o funciones de los valores de los datos, que pretenden poner de

manifiesto ciertas propiedades de los mismos:
- Estudio de la frecuencia y distribucion de cada variable.

- Medidas de tendencia central: indican donde se situa un dato dentro de una distribucion de
datos. Media (promedio de un conjunto de nlimeros, obtenida sumando todos los nimeros y
dividiéndola entre n) y mediana (valor que ocupa el lugar central si se colocan ordenados de

menor a mayor).

- Medidas de dispersion (indican si los datos estan proximos entre si o si estan alejados):
varianza y desviacion tipica (medida que informa de la media de distancias que tienen los

datos respecto de su media aritmética).

Estudio comparativo de nuestros resultados con los aportados en la literatura por otros

equipos de trasplante intestinal.

Estadistica inferencial:

La estadistica inferencial o inductiva trata de llegar a conclusiones que sobrepasan el alcance
de los datos analizados; es decir, se trata de técnicas que se emplean para inferir o deducir
caracteristicas desconocidas a partir de un conjunto de datos conocidos, apoyandose

fundamentalmente en el célculo de probabilidades.

Coeficiente tho de Spearman (p): Es un coeficiente para medir el grado de asociacion entre
dos variables ordinales cuyos valores indican rangos en cada una de ellas. Se emplea en
muestras menores de 20. La interpretacion de coeficiente de Spearman es igual que la del
coeficiente de correlacion de Pearson. Oscila entre -1 y +1, indicandonos asociaciones
negativas o positivas respectivamente, 0 cero, significa no correlacion pero no independencia.
Rho toma el valor +1 cuando existe igualdad de rangos de los casos en las dos variables y -1
cuando tienen rangos exactamente opuestos. Los valores intermedios pueden ser

interpretadossegin sus magnitudes relativas.
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Meétodo de Kaplan-Meyer: estimador no paramétrico de la funciéon de supervivencia. La
probabilidad de supervivencia se puede estimar de manera basindose en los tiempos de

observacion hasta que sucede un evento entre los elementos censurados y los no censurados.

91



IV. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS



Pacientes, material v métodos

PACIENTES:

En este estudio se han incluido los pacientes adultos (mayores de 18 afios) que han sido
sometidos a un trasplante intestinal aislado (TIA) o multivisceral (TMV) y de los que se ha
recibido algln tipo de especimen para estudio histopatologico en el Servicio de Anatomia

Patologica.
Caracteristicas globales de la serie de pacientes y del material tisular:

Entre Diciembre de 2004 y abril de 2011 (77 meses) se han realizado 17 trasplantes
intestinales en 15 receptores adultos, 46,7% mujeres y 53,3% hombres. La edad media fue de
43 anos (la mediana fue de 38, el minimo de 30 y el méximo de 64 afios). El 75,5% de los
injertos fueron TIA y 23,5% MTYV, hasta la fecha de hoy no se ha realizado ningan THI. El
tiempo medio de seguimiento de los pacientes ha sido de 742,76 dias (mediana: 649, minimo
0, maximo: 2140). La indicacion mas frecuente de trasplante ha sido el SIC secundario a
patologia isquémica intestinal por diferentes procesos, representando el 41%. El sindrome de
Gardner con fibromatosis mesentérica ha sido la segunda indicacion mas frecuente siendo el
23%. El RA refractario y el traumatismo abdominal representaron cada uno el 12% y la

enfermedad de Crohn y el sindrome de Budd-Chiari el 6% cada uno (Gréfico 3).

INDICACIONES DE TRASPLANTE
INTESTINAL

® Patologia isquémica
m Sd. Gardner

ERA

B Trauma

® Enf. Crohn

= Tumor

Grafico 3. Principales indicaciones de TI de los pacientes trasplantados entre 2004-2011
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La serologia para CMV donante/receptor fue R+/D+ en el 65 %, R-/D+ en el 12%, R+/D- en
el 18%3 y R-/D- en el 5% de los trasplantes (Grafico 4). Y la serologia para VEB fue positiva
en todos los donantes y receptores, salvo un caso, en que fue negativa tanto en donante como

en receptor.

12
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g | B D+/R+
6 - m D+/R-
41 D-/R-
2 i

0 - H D-/R+

SEROLOGIA PARA CMV

Grafico 4. Serologia de CMV.
Distribucion de especimenes:

Durante el seguimiento de los pacientes se han generado un total de 951 especimenes
histolégicos (media por injerto: 55,8 + 30,7). De los cuales el 91,6% (871) ha correspondido a
biopsias endoscopicas del injerto, con una media por injerto del 51,2 + 28. El 6,8% (65) ha
correspondido a biopsias no intestinales, el 0,8% (n = 8) a piezas de reseccion y evisceracion
abdominal de los 6rganos nativos, realizadas durante la cirugia de trasplante en los receptores
y el 0,7 % (n = 7) restante a cinco injertos explantados obtenidos por reseccion y a dos
estudios necropsicos (Grafico 5). Ocho resecciones de 6rganos abdominales nativos no fueron
estudiadas en nuestro laboratorio debido a que los pacientes acudieron al Hospital 12 de
Octubre posteriormente a su reseccion en otros Centros. El numero de estudios
complementarios  histopatoléogicos ~ (inmunohistoquimicos,  hibridacién  in  situ,
ultrestructurales) necesarios en la evolucion y en el diagndstico del paciente han sido un total
de 103, de los cuales 81 han correspondido a THQ (29,6% han sido para la tipificacion del
infiltrado inflamatorio en los casos de sospecha de SLPT y 70,4% para la deteccion de CMV),

19 de HIS y 3 ultraestructurales (todos ellos correspondientes a biopsias enteroscopicas).
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ESPECIMENES HISTOLOGICOS

E Bx Injerto

® Bx no Injerto
= Nativos

® Explantes

= Autopsias

Grafico 5. Distribucion de la procedencia anatdmica de los distintos especimenes histoldgicos

estudiados

De la patologia que indico el trasplante se han estudiado los organos nativos de ocho
pacientes: cinco sometidos a TIA y tres a TMV (Figura 12). De los cinco para TIA, en tres se
ha realizado el diagndstico histopatoldgico de fibromatosis mesentérica en el contexto de una
PAF (Figura 13), en otro de enfermedad de Crohn sin actividad (Figura 14) y en el Gltimo de
dilataciones fusiformes saculares de asas intestinales con Ulceras y fisuras con desarrollo de
tejido de granulacién e hipertrofia de la capa muscular propia compatible con volvulos
intermitentes y SIC (previamente habia sido resecado un segmento intestinal en otro Centro

con un tumor benigno del estroma intestinal causante del sindrome de vélvulo intemitente).

De los tres casos para TMV en uno se diagnosticoé sindrome de Budd-Chari con trombosis
portal y de las venas mesentéricas, secundario a policitemia vera. En otro se observo
hepatopatia fibrosa con cambios compatibles con hipertension portal (HTP) no cirrotica y
trombosis portal suboclusiva secundaria a esquistosomiasis (Figura 15). En el ultimo paciente
se diagnostico esteatohepatitis y fibrosis hepatica leve con infarto esplénico y trombosis de las

ramas de la arteria mesentérica.
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Figura 12. Pieza de exenteracion
abdominal para la realizacion de un

TMV.
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Figura 13. Pieza de reseccion intestinal con tumor desmoide mesentérico (flecha): estudio

macro (A) y microscopico (B)
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Figura 15. Pieza de exenteracion abdominal (A) con hepatopatia fibrosa secundaria a

esquistosoma: estudio macro (B) y microscopico (C y D).
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Las biopsias de injerto se realizaron de forma protocolizada para el control del injerto y del
paciente o se tomaron en todas aquellas situaciones en que se sospechd o existio alguna
anormalidad. La distribucion de las biopsias por paciente y por tiempo de seguimiento estd
reflejada en los graficos 6 y 7. Se observd una correlacion positiva estadisticamnete
significativa (p= 0.819, p= 0.01) entre el numero de dias de seguimiento y el niimero de

biopsias realizadas sobre injerto

DISTRIBUCION BIOPSIAS POR PACIENTE
140 -

120 +

100

80

B Bx Injerto
= Ex no Injerto

60

W2 BIOPSIAS

40

20

1 2 3 4 35 6 7 8 9 10 11 12 13 14 13
PACIENTE

Grafico 6. Distribucion de las biopsias de injerto y las que no eran de injerto por paciente.

BIOPSIAS DE INJERTO Y TIEMPO DE
SEGUIMIENTO POR PACIENTE

140 2500

BIOPSIAS

i 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15
PACIENTES

Grafico 7. Relacion entre las biopsias de injerto de cada paciente (barras azules) y el tiempo

de seguimiento de cada uno (linea discontinua roja).
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MATERIAL PARA ESTUDIO HISTOPATOLOGICO:

Durante el seguimiento de los pacientes se han estudiado especimenes histologicos remitidos
al Servicio de Anatomia Patologica como: biopsias endoscépicas del injerto, biopsias no
intestinales, piezas de reseccion y evisceracion abdominal de los 6rganos nativos realizadas
durante la cirugia de trasplante en los receptores, injertos explantados obtenidos por reseccion
y estudios necropsicos. Ocho resecciones de oOrganos abdominales nativos no fueron
estudiadas en nuestro laboratorio debido a que los pacientes acudieron al Hospital 12 de

Octubre posteriormente a su reseccion en otros Centros.

Las biopsias de injerto se realizaron de forma protocolizada para el control del injerto y el
paciente o se tomaron en todas aquellas situaciones que se sospechd o existid alguna
anormalidad (Tabla 7). Las biopsias intestinales aportaron un nimero minimo de criptas (mas
de 20) y fueron suficientemente profundas incluyendo muscularis mucosae y submucosa

superficial. Se remitieron en envases separados y se exigio para su inclusion en este estudio:
* 3 tomas del ileon (a 20 cm o mas desde la ileostomia). 3 a 10 cm de la ileostomia.

* En caso de sospecha de enfermedad injerto contra huésped se tomaron biopsias del intestino

nativo (duodeno).

* De la anastomosis cuando se habia realizado la reconstruccion o cuando se alcanzo por

duodeno.
* De aquellas topografias que el endoscopista considerd anormales.
Los datos clinicos que se constataron en la peticion de informe histopatologico y fueron:

 Signos y sintomas: asintomatico, diarrea, fiebre, alteracion del flujo del estoma, sangrado,

ascitis, aumento de niveles séricos de VEB, otros.

* Caracteristicas del lugar de la toma: normal o con lesion (eritema, patron granular mucoso,
disminucion de peristalsis, nodularidad, erosiones-ulceraciones (indicando si son sospechosas

de biopsias previas o son “de novo”), placas de Peyer, pseudomembranas, disminucién de

pliegues).

* Sugerencia/s diagnostica/s.

99



Pacientes, material v métodos

Tabla 7. Tipos de biopsias de injerto intestinal y sus indicaciones

TIPOS DE BIOPSIAS DE INJERTO INTESTINAL

Biopsias protocolizadas Biopsias no protocolizadas (a demanda)

Biopsia intraoperatoria (tiempo 0) inmediata | Diagnostico incierto o equivoco en
tras reperfusion (evaluacion de dafio de | cualquier biopsia de protocolo (repeticion)

preservacion)

A los 2-3 dias (descartar dafio de perfusion | De seguimiento de rechazo agudo tras este

hematica) diagnostico (cada 2-3 dias)

2-3 biopsias / semana el primer mes Ante cualquier cambio clinico (fiebre,
variacion del flujo por el estoma,

sangrado)

1 biopsia / semana en el 2° y 3° mes Ante  cualquier cambio en la
inmunosupresion (basal y dos veces

/semana)

1 biopsia / quincena en el 4° y 5° mes Sospecha de sindrome
inmunoproliferativo, de  enfermedad

injerto contra huésped

1 biopsia / mes hasta el afio (cierre de

ileostomia)

1 biopsia / trimestre en el 2° afo

1 biopsia / semestre en el 3° afio

1 biopsia /afo a partir del 4° aflo
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Procesamiento histolégico de especimenes v técnicas histoldgicas:

Se denomina proceso histologico a la serie de métodos y técnicas utilizados para poder
estudiar las caracteristicas morfologicas y moleculares de los tejidos. La mayoria de las
técnicas histologicas van encaminadas a preparar el tejido para su observacion con el
microscopio. Se denominan técnicas histolégicas post-vitales a aquellas en las que las
cé¢lulas mueren durante el proceso, pero las caracteristicas morfologicas y moleculares que
poseian en estado vivo se conservan. El proceso histologico comienza con la obtencion del
tejido objeto de estudio. Una vez obtenida la muestra esta se fijada con unos soluciones
liquidas que contienen sustancias que mantienen las estructuras celulares y moleculares en sus
posiciones iniciales durante el procesamiento posterior (fijadores). Tras la fijacion se procede
a incluir el tejido, esto se consigue embebiendo el tejido con sustancias liquidas que
posteriormente polimerizaran (resinas) o se volveran consistentes (ceras). Los medios de
inclusioén son normalmente no hidrosolubles por lo que tenemos que sustituir el agua de los
tejidos por solventes organicos liposolubles y posteriormente afadir el medio de inclusion.
Tras la inclusion se procede a cortar los tejidos. Estas secciones hay que procesarlas para

poder observarlas siendo necesaria su tincion con colorantes (177-178).

En el caso de las biopsias endoscopicas de injerto intestinal el objetivo es obtener
preparaciones tefiidas en 4-5 horas desde la recepcion de los especimenes en el laboratorio,
para realizar un didgnostico histolégico lo mas precoz posible. Para ello se utiliza
rutinariamente la técnica de inclusion rapida en parafina (método de Larrauri J. y Burgos E.).
Esta debe hacerse utilizando horno de microondas SANYO EM-S103 y recipientes de 200 cc

para sumergir las capsulas previamente nominadas.
Consta de los siguientes pasos:

- Fijacion: Fijar un tejido es preservar sus caracteristicas morfoldgicas y moleculares lo mas
parecidas posibles a las que poseia en estado vivo. Los tejidos, cuando se extraen del
organismo sufren dos tipos de procesos degradativos: autolisis (accion de enzimas
intracelulares, es decir, autodigestion) y putrefaccion (accidén bacteriana). Ademas, el
procesamiento histoloégico posterior del tejido para poner de manifiesto y observar
determinadas estructuras supone una metodologia que puede degradar las estructuras tisulares.
El fijador quimico empleado es formaldehido a concentraciones proximas al 10 %. Actla

mediante la formacién de puentes entre las moléculas tisulares. Las caracteristicas que tiene
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son: actia como conservante, produce poca retraccion tisular, es un buen fijador para lipidos,
es compatible con la mayoria de las tinciones histologicas, incluidas las de
inmunocitoquimica e hibridacion de acidos ribonucleicos. La técnica empleada en las biopsias

es fijar en formol durante 35 minutos en el horno microondas a 100 watios.

- Inclusion: es el método mas comun de endurecer el tejido y consiste en infiltrar la muestra
con sustancias liquidas que tras un proceso de polimerizacién o enfriamiento se solidifican,
sin afectar a las caracteristicas del tejido. Con ello se consigue obtener cortes delgados sin que
el tejido se rompa o se deteriore. Ademds son un buen método de preservar las muestras
durante largos periodos de tiempo. Cuando se quieren hacer secciones para la observacion con
el microscopio Optico los medios de inclusion mas frecuentemente usados son la parafina o la
celoidina. La mayoria de los medios de inclusion no son hidrosolubles, es decir, no miscibles
con el agua, luego si queremos que la sustancia en la que vamos a incluir ocupe todo el tejido
tenemos que eliminar el agua de este y sustituirla por un liquido miscible con nuestro medio
de inclusion. Este proceso de deshidratacion se realiza con alcoholes a distintas
concentraciones. La técnica empleada (programa de 35 minutos) consta de los siguientes

pasos:
1. Alcohol de 70° durante 5 minutos a 100 watios

2. Alcohol de 96° durante 5 minutos a 100 watios

3. Alcohol absoluto durente 5 minutos a 100 watios

4. Xilol durante 5 minutos a 100 watios

5. Primera parafina (en pirex) durente 5 minutos a 300 watios
6. Segunda parafina durente 10 minutos a 300 watios

- Realizacién de bloques y cortes a 3 micras: Tras la inclusion de la muestra se vierte parafina
liquida en un molde, se introduce la muestra y se coloca segun la orientacion deseada de corte
y se deja solidificar a temperatura ambiente. Posteriormente se obtienen secciones
micrométricas empleando aparatos de corte especiales. El aparato de corte mas usado
tradicionalmente para material incluido en parafina y observaciones con el microscopio Optico

es el microtomo.
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- Tinciéon: La mayoria de los tejidos son incoloros y por ello necesitamos tefiirlos para
observar sus caracteristicas morfologicas. Las tinciones generales estdn basadas en el uso de
colorantes. Estos son normalmente hidrosolubles y se caracterizan por unirse a ciertas
moléculas presentes en los tejidos gracias a afinidades quimicas. Se utilizan para tefiir a las
células y componentes tisulares que van a ser observados con el microscopio 6ptico y por ello
se realizan habitualmente sobre secciones de tejido obtenidas a partir de inclusiones en
parafina. Las tinciones manejadas son las rutinarias de laboratorio (HE e histoquimica) y las

que se realizan para técnicas especiales:
a) Histologicas:

- Hematoxilina-eosina: Una de las tinciones mas usada en histologia sobre cortes de parafina.
Usa un colorante basico y otro acido para tefiir de diferente color a las estructuras acidas y
basicas de la célula. Los nticleos aparecen de color violaceo (hematoxilina) y el citoplasma de

color rosado (eosina).

- PAS: Se utiliza para la deteccion de hidratos de carbono, libres o conjugados, en los tejidos
cuando estdn en cantidades relativamente grandes. Esta tincion nos permite apreciar a las
células caliciformes de la mucosa intestinal tefiidas de rosado por su alto contenido en
mucopolisacaridos. También se emplea para la deteccion de microoganismos (hongos y

amebas).

- Tricromico de Masson: permite evaluar el tipo y cantidad de material extracelular.

Empleado para la valoracion de fibrosis.
- Reticulina: demuestra fibras reticulares y material de membrana basal.
b) Inmunohistoquimica:

- La THQ se define como el uso de AC frente a reactantes especificos para la localizacion de
constituyentes tisulares in situ (antigenos). Actualmente todo el proceso se encuentra
estandarizado, empleandose kits de las distintas casas comerciales. En este estudio se
utilizaron el procesador Max Bond de Leica®. Sobre secciones histologicas fijadas en
formalina e incluidas en parafina se realiza la técnica de desenmascaramiento antigénico, que
consiste en romper los puentes hidroxi-metileno constituidos entre las cadenas de
aminodcidos para exponer los antigenos tisulares. Esto se puede realizar empleando enzimas

(proteasas) o calor. A continuacion se emplea un bloqueante de la peroxidasa enddgena tisular
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para disminuir la tinciéon de fondo. Posteriormente se anade un anticuerpo primario dirigido
frente al Ag que se desea reconocer. A continuacién se aplica un segundo Ac dirigido frente al
Ac primario, que es un polimero marcado con peroxidasa. La fase final consiste en revelar
estos depdsitos con diaminobencidina (DAB), compuesto que reacciona con la peroxidasa,
generando una tincién oscura reconocible con el microscopio. El paso final consiste en dar un
pase a la muestra con hematoxilina para distinguir los componentes del tejido y las células,
poder identificar donde se ha realizado la tincion y visualizarlo en el microscopio. Esta tincion
puede ser especifica en los distintos compartimentos celulares (citoplasma, membrana
citoplasmatica, nucleo), inespecifica o negativa. Tedricamente, se considera que cualquier

sustancia antigénica que puede conservarse en secciones tisulares puede ser detectada.
Los anticuerpos empleados en esta investigacion y la utilidad que tienen son (Tabla 8):

CD3: Glicoproteina de superficie de localizacion membranosa. Presente en células T y sus

neoplasias (linfomas T, NK y micosis fungoides).

CD4: Glicoproteina de superficie de localizacion membranosa. Presente en células T helpers y

timocitos, tumores T periféricos, linfoma anaplasico de células grandes y micosis fungoides.

CD8: Glicoproteina de superficie de localizacion membranosa. Para la identificacion de

células T citotdxicas/supresoras y sus neoplasias relacionadas.

CD 43 (Leu 22, L60): Glicoproteina de superficie de localizacion membranosa. Presente en
células T, macrofagos y granulocitos y el LMA, neoplasias T y en neoplasias de bajo grado de

células B.

CD 20: Fosfoproteina no glicosilada de células B con funcion de receptor durante la
activacion y diferenciacion de células B. De localizacion membranosa y citoplasmatica. Se

encuentra en células B y monicitos.

CD 79a: Constituye un heterodimero con CD79b, con funcidon de receptor antigénico en
células B, de localizacion membranoso. Presente en células B y células plasmaticas. Usado en

la evaluacion de as neoplasias de extirpe B.

C4d: Producto de degradacion de la via cldsica del sistema del complemento. En dicha
cascada la proteina C4 es convertida en C4a y C4b, y ésta ultima en C4d, que es un producto

cataliticamente inactivo. La peculiaridad de C4d es que, en lugar de desaparecer como otros
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componentes del complemento, establece enlaces covalentes con componentes de las células
endoteliales y con el coldgeno de las membranas basales (MB), que lo mantienen en el tejido
y es por ello posible su deteccion. La valoracion del depdsito de C4d se ha incluido en los

criterios morfoldgicos que definen el RH.

CMV: Identificacion de infeccion por CMV. Las células infectadas deben mostrar una

reaccion de tincidon nuclear y citoplasmatica moderada a intensa.

MIB-1: Proteina expresada en la fase GO del ciclo celular, de localizacion nuclear. Se expresa
en cualquier célula o neoplasia que esté replicandose. Usado como factor pronostico en

algunos tumores.
¢) Hibridacion in situ (HIS):

- La HIS es una técnica que permite descubrir la expresion de un gen mediante la deteccion de
su producto, el ARN mensajero. En ella usa una secuencia de nucledtidos, denominada sonda,
que es complementaria a la secuencia del ARN mensajero que queremos detectar y que esta
marcada con una molécula (fluoresceina) que luego pondremos de manifiesto. La técnica
puede realizarse en cortes de tejido o en preparaciones celulares. Posteriormente se realiza
una IHQ, cuyo Ac primario es antifluoresceina. Esto permite visualizar la hibridacion con el

microscopio optico usual

- EBERS (EBV- encoded nonpolyadenylated early RNAs): RNA producido por el VEB, de
localizacion nuclear. Detectado en todas las células infectadas por VEB y en los tumores

relacionados. Se detecta en cortes en parafina. Kit de Leica.
d) Microscopia electronica:

- Cuando se quieren observar estructuras celulares que estan por debajo del poder de
resolucion del microscopio Optico como orgdnulos, membranas, estructuras citosolicas,
complejos moleculares de la matriz extracelular o virus, se recurre al microscopio electronico.
Las piezas en fresco se tallan en bloques de 0,1 cm de dimensiéon méxima y se fijan en
reactivo de Karnovsky durante 3-24 horas a 4°C. Se lavan en tampon de cacodilato sddico 0,1
molar y pH 7.4. Se postfijan en tetroxido de osmio al 1% en tampon de cacodilato durante 1
hora. Se lavan en tres pasos de tampon de cacodilato. Se deshidratan en concentraciones
crecientes de etanol. Se pasan a oxido de prolileno. Se incluyen en resina de epoxica. Se

realizan cortes semifinos de 1 micra de espesor que se tifien con azul de toluidina. Se
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seleccionan zonas a estudiar. Se cortan las zonas elegidas en cortes de 40-60 nanometros de
espesor que se montan en rejillas de cobre. Se tifien con acetato de uranilo y citrato de plomo
segun la técnica de Reynolds. Se miran en un microscopio electronico, el modelo empleado
en el estudio es el JEM 100SX Electron microscope. Se toman imagenes digitales (la caAmara

y el software varian).

Tabla 8. Anticuerpos empleados en la investigacion

Anticuerpo Dilucion | Casa comercial
CD3 1/50 Dako

Anticuerpo policlonal de conejo anti- Glostrup, Dinamarca
humano

CDh4 1/10 Dako

Anticuerpo monoclonal de ratén anti- Glostrup, Dinamarca
humano

Clon 4B12

CDS8 1/10 Dako

Anticuerpo monoclonal de raton anti- Glostrup, Dinamarca
humano

Clon C8/144B

CD43 1/300 Dako

Anticuerpo monoclonal de raton anti- Glostrup, Dinamarca
humano

Clon DF-T1

CD20 1/100 Dako

Anticuerpo monoclonal de raton anti- Glostrup, Dinamarca
humano
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Clon L26

CD79a

Anticuerpo monoclonal de raton anti- | 1/200 Dako

humano .
Glostrup, Dinamarca

Clon JCB117

C4d 1/40 Biogénesis

Anticuerpo policlonal humano Vitro SA, Sevilla

CMV 1/20 Dako

Anticuerpo monoclonal de ratéon anti-CMV Glostrup, Dinamarca

Clon CCH2+DDGY

KI-67 1/100 Dako

Anticuerpo monoclonal de raton anti- Glostrup, Dinamarca

humano

Clon MIB-1

e) Necropsias y estudio de 6rganos completos resecados y/o explantes:

- Se llama autopsia a toda la serie de observaciones e intervenciones llevadas a cabo sobre el

cadaver, que tienen por objeto esclarecer la causa de la muerte. Este estudio puede extenderse

a todo el cadaver (autopsia completa) o a una pequena parte de él (autopsia parcial). Los

estudios autdpsicos o del explante se realizaron en todos aquellos pacientes en los que se

sospechod patologia asociada a disfuncidn del injerto y su relacion con el desenlace final. Los

estudios autdpsicos se realizaron tras la autorizacion por parte de los familiares del examen

post-morten. Las técnicas de apetura mas utilizadas actualmente son las de Mata y Virchow.

Para realizar cualquiera de ellas el cadaver debe estar colocado en decubito supino, con una

elevacion debajo de la nuca. La sistematica de la autopsia consiste en la apertura del cuerpo a
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través de una incision en la piel en forma de "Y". Una vez hecha la incision se refleja la piel y
el tejido celular subcutaneo. Se desarticulan las claviculas del esterndn y se cortan los arcos
costales lo cual permite levantar la parrilla costal y estudiar los 6rganos del torax. La incision
abdominal debe pasar por la parte izquierda del ombligo. Hecha la inspeccion general de
todos los Organos in situ y establecidas sus relaciones y el examen de las cavidades pleural,
pericardica y peritoneal para determinar la presencia de liquidos (sangre, derrames, etc.), se
procede a la evisceracion. Los métodos de evisceracion mas empleados son el Ghon y el de
Letulle. El paquete abdominal se aislo, realizandose una diseccion y visualizacion in situ de
las anastomosis quirurgicas y de los 6rganos que componian el injerto. Posteriormente se
fijaron los 6rganos en formol y se tomaron muestras para su estudio tras inclusion en parafina

y posterior tincion histologica.

- En el caso de los explantes y las evisceraciones, se remitieron al Servicio de Anatomia
Patologica las piezas quirtrgicas. La técnica consisti0 en la visualizacion y andlisis
macroscopico de las anastomosis quirtirgicas y los 6rganos que componian el injerto o la
pieza y su posterior fijacién en formol para el posterior muestreo e inclusion en parafina y

estudio microscopico.
METODOS:
Guia de observacion de biopsias de mucosa del injerto:

Como en cualquier estudio histopatoldgico es necesaria una guia de observacion que permita
reconocer y valorar las principales caracteristicas de la mucosa del injerto. En el caso del TI,
se debe ser extremadamente metddico en la interpretacion histologica de los hallazgos debido
a las distintas variedades de eventos y de complicaciones que pueden suceder. En la guia de

observacion empleada se han valorado los siguientes items.

Arquitectura:

- Villi: punta ojival, altura y grosor, musculo, capilares, desprendimiento de epitelios, capilar

linfatico, capilar hematico

- Criptas: contorno (oval o redondeado, “trébol”, “gafas™...), ausencia de bifurcaciones, base

cerca de muscularis, pérdida o ausencia de criptas (reticulina).

- Lamina propia: capilares y densidad de la celularidad linfoplasmocitaria.
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- Muscularis mucosae: continuidad o interrupcion, engrosamientos, duplicidad.
- Submucosa

- Foliculos linfoides: presentes o ausentes

Celularidad:

- Revestimiento de villi: células caliciformes y enterocitos

- Criptas (compartimento reproductor, compartimento madurativo): Epitelio SAI, Paneth,

enterocromafines (neuroendocrinas) y el fibroblasto pericriptico.
- Linfocitos intraepiteliales (4-5/10 enterocitos)

- Células del intersticio de ldmina propia y submucosa: macréfagos, linfocitos, plasmaticas,
eosinodfilos, neutrdfilos, cebadas,restos celulares: glébulos de globulinas, granulos de

eosinofilos.
- Celularidad de foliculos linfoides: linfocitos, linfoblastos, células sustentaculares

- Celularidad de capilares y otros vasos: endotelios prominentes, linfocitos (endotelitis),

diapédesis de neutréfilos

Materiales y germenes luminales: Hongos, levaduras, bacterias, fibrina, detritus.

Grupos y criterios diagnosticos:

El injerto puede desarrollar distintos tipos de patologia. Esta multiplicidad requiere de una
clasificacion y jerarquizacion de los hallazgos para su mejor comprension. Con el fin de
sistematizar el estudio de las lesiones se han agrupado los hallazgos en categorias

diagndsticas, segun criterios patogénicos y de prevalencia.
- NO: Normal o caracteristicas habituales
- IAIL Inflamacién activa inespecifica
- CMI: Cambios minimos inespecificos
- ISQ: Isquemia

- LP: Lesion de preservacion/reperfusion
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- CMV: Citomegalovirus

- OVO: Otros Virus Oportunistas

- FUN: Hongos

- PSM: Enteritis Pseudomembranosa

- RH: Rechazo humoral

- RA(n): Rechazo Agudo 1, 2, 3.

- IRA: Indeterminado para RA

- MR: Mucosa reparativa

- RC: Rechazo Crénico

- SLPT: sindrome linfoproliferativo post-trasplante
- EICH: Enfremedad de injerto contra huésped
- ULC: Ulceracion de causa no filiada

- SEP: Sepsis

- TEC: Complicaciones técnicas

- MIS: Miscelédnea (kaiexalato, microtrombos, calcificacion, fibrosis, hiperplasia

folicular, congestion capilar)

Estas categorias histoldgicas no son excluyentes. Pudiendo tener una misma biopsia varios
diagnosticos histoldgicos. Durante el seguimiento de estos pacientes se han estudiado desde la
perspectiva morfoldgica todas las complicaciones que aparecen, tanto las inmediatas, como
las que suceden a largo plazo. Los criterios histoldgicos empleados son los descritos por los
principales grupos en las publicaciones mas relevantes, para poder contrastar nuestros
resultados con los suyos. En algunas valoraciones ha sido necesario modificarlos en funcion
de las caracteristicas de nuestra poblacion de estudio. Otras entidades apenas estaban
estudiadas o reflejadas en las publicaciones, de manera que el equipo de patdlogos ha creado
en nuestro Programa una metodologia propia de estudio. A continuacion se exponen los

criterios de las principales categorias diagnosticas estudiados y los trabajos realizados:
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Normal o caracteristicas habituales: Mucosa sin complicaciones, sin evidencia de lesion
epitelial activa, sin infiltrados inflamatorios anormales en ldmina propia y sin presencia de

agentes infecciosos (118).

Inflamacion activa inespecifica: Mucosa con lesiones epiteliales tipo criptitis y neutrofilos
en LP, con erosion de la mucosa o ulceracion con tejido de granulacion o inflamacion
exudativa luminal, pero sin hallazgos que permita incluirla en alguna de las otras categorias

(118).

Cambios minimos inespecificos: Mucosa que presenta leve o ninguna alteracion de la
arquitectura con aumento del infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario en lamina propia, pero

sin evidencia de ningln otro hallazgo que haga sospechar patologia especifica.
Isquemia intestinal:

La forma aguda obedece a una interrupcion brusca del flujo. Las formas clinicas mas

frecuentes de isquemia intestinal y sus superposiciones posibles son:

Aguda con enterocolitis isquémica: necrosis de la mucosa especialmente en topografias peor

irrigadas (4ngulo esplénico del colon) y determinada por una disminucién del flujo en la
mucosa, con diarrea frecuentemente sanguinolenta desde el punto de vista clinico, con
etiologia multiple (generalmente hipotension en mayores con asociada disminucion cronica
del flujo por arteriosclerosis de vasos mesentéricos, en coagulopatias... etc). Existe la forma
pseudomembranosa cuando la microtrombosis estd condicionada por toxinas bacterianas en
sobrecrecimientos tras uso de antibidticos como la provocada por clostridium, pero que
también puede darse como forma en una etiologia no bacteriana y clasica de hipotension

arterial o shock.

Aguda con infarto: necrosis transmural de tipo coagulativo tras obstruccion arterial o venosa

de vasos mesentéricos grandes por arteriosclerosis, incarceracion de asas (hernias) o volvulos
aunque puede darse también en hipotensiones y deshidratacién sin obstruccion vascular en

viejos.

Cronicas fibrosantes: por obstruccion lenta y progresiva de vasos que provoca escaso flujo en

la pared intestinal y produce fibrosis y estenosis imitando un carcinoma infiltrante.
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Cronicas no fibrosantes: que incluyen las ulceras crénicas y la forma obstructiva que es

caracteristica del cancer estenosante que provoca isquemia proximal a 2-4 cm de la estenosis

y que simula colitis isquémica aguda con ulceraciones confluentes.

Los distintos grados y tipos de lesion van a estar condicionados por tanto por el tiempo y

modo en que esté interrumpida la irrigacion (68,76)
Lesion de preservacion/reperfusion:

Es necesario conocer las lesiones producidas en la mucosa del injerto por su reseccion,
conservacion e implante para evaluar las inmediatas subsiguientes biopsias protocolizadas. El
objetivo es identificar y graduar las lesiones de la mucosa del injerto inmediatamente post-
implante. Los dafios son objetivables en los primeros 5-6 dias post-trasplante. Generalmente
no son intensos y son recuperables en una semana debido a la gran capacidad de regeneracion
del epitelio criptico. El grado de lesion parece estar relacionado con el tiempo de isquemia
fria del injerto, de manera que isquemias prolongadas producen dafios mas relevantes (66-72).
En nuestro estudio dos patdlogos han evaluado por separado los cambios histoldgicos
encontrados en la mucosa de las biopsias de "tiempo 0" remitidas en 13 injertos intestinales,
en cortes en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina. Los hallazgos valorados han sido:
Congestion, microtrombos, hemorragia, neutréfilos en capilares y/o lamina propia,
cariorrexis, apoptosis, atrofia vellositaria, epitelio desprendido, erosion, pérdida de criptas. La
gravedad de cada uno se establecié en cuatro niveles: ausente, leve, moderado e intenso
(Tabla 9). Con los hallazgos encontrados y su gravedad se hicieron 4 grados de intensidad:
grado 0 (ausentes), grado 1 (al menos 3 hallazgos leves presentes), grado 2 (al menos 3
hallazgos moderados presentes), grado 3 (al menos 3 hallazgos severos presentes). También
se recogio el tiempo de isquemia fria de cada injerto (Tabla 10). Se evaluo la correlacion que
existia entre el grado dado por cada patdlogo a cada biopsia y también entre el grado final con
el tiempo de isquemia fria. Esta correlacion se realizé empleando el test no paramétrico de rho
(p) de Spearman. Para conocer la evolucion se estudiaron otras 19 biopsias enteroscopicas de

seguimiento entre dia 1°y 6°.
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Tabla 9. Recuento de cambios encontrados en 13 biopsias endoscopicas tomadas antes

de 24 horas post-trasplante.

Lesion Ausente Leve Moderado Intenso
Congestion 5 4 2 2
Microtrombos 11 1 0 1
Hemorragia 9 1 1 2
Neutrofilos 7 3 3 0
capilares / LP
Cariorrexis 9 3 0 1
Apoptosis 11 2 0 0
Atrofia 5 4 3 1
vellositaria
Epitelio 4 6 0 3
desprendido
Erosion 11 1 0 1
Pérdida de 11 1 0 1
criptas
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Tabla 10. Grado de lesion por preservacion dado por cada patélogo, grado final y

tiempo de isquemia fria de cada biopsia.

Injerto Lesion Lesion Grado final de | Tiempo de
preservacion preservacion lesion de isquemia fria
Patélogo 1 Patologo 2 preservacion (minutos)

1 2 2 2 255

2 2 2 2 360

3 1 2 2 315

4 1 2 2 355

5 0 1 1 360

6 0 0 0 350

7 0 0 0 160

8 3 3 3 480

9 3 3 3 475

10 0 1 1 285

11 0 0 0 135

12 2 2 2 380

13 0 0 0 345

Rechazo Humoral/ Reaccion mediada por anticuerpos:

Los criterios para el diagnostico de rechazo mediado por anticuerpos en corazén y rifion
incluyen la presencia anticuerpos donante-especificos positivos, hallazgos histologicos
caracteristicos y depositos de C4d en el injerto y disfuncion de este (129-132). En el TI
existen datos limitados, siendo necesario conocer la utilidad de los depositos de C4d en la
interpretacion de las biopsias post-implante de los injertos para evaluar la posibilidad de

rechazo humoral (136-137). Se realizd6 inmunohistoquimica reveladora de depodsitos de C4d
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(anticuerpo humano policlonal dilucién 1/40 Biogénesis Vitro SA, Sevilla) en las biopsias de
"tiempo cero" de los 13 injertos donde también se estudiaron los cambios de preservacion. Se
usaron como controles de tincion de C4d tres biopsias de mucosa intestinal no trasplantada
de caracteristicas habituales. Se valor6 como positiva la tincién intensa difusa del endotelio
capilar de mucosa y como negativa la ausencia de positividad y la tincion débil o focal. En las
biopsias de los injertos se recogid el grado de lesion de preservacion y el tiempo de isquemia
fria. La deteccion de anticuerpos séricos preformados contra el donante se realiz6 en todos los
casos mediante la técnica serologica de citotoxicidad dependiente de complemento
(crossmatch) (Tabla 11). El grado de correlacion entre estas variables se realizé empleando el
test no paramétrico de de rho (p) de Spearman. Para conocer su evolucion se evaluaron otras
19 biopsias enteroscopicas de seguimiento entre dia 1° y 6°. Se correlacionaron los parametros

entre si buscando asociaciones estadisticamente significativas.

Tabla 11. Depésitos de C4d, tiempo de isquemia fria, crossmatch y grado de

preservacion de las "biopsias tiempo cero' los 13 injertos estudiados

Injerto Crossmatch Tiempo de Tincién C4d Grado lesion por
isquemia fria preservacion
(min.)

1 NEGATIVO 255 NEG 2

2 NEGATIVO 360 NEG 2

3 POSITIVO 315 NEG 2

4 NEGATIVO 355 NEG 2

5 NEGATIVO 360 POS F 1

6 NEGATIVO 350 NEG 0

7 NEGATIVO 160 POS F 0

8 NEGATIVO 480 POS F 3

9 NEGATIVO 475 POSD 3

10 NEGATIVO 285 POS F 1

11 NEGATIVO 135 NEG 0

12 POSITIVO 380 POSD 2

13 NEGATIVO 345 POS F 0
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Rechazo agudo:

Los criterios histologicos empleados para el diagnostico de rechazo han sido los descritos
previamente evaluando 3 parametros clésicos (infiltrado inflamatorio de ldmina propia,
cariorrexis-apoptosis y pérdida de criptas) (94,139) pero su gradacion se ha modificado con
respecto a aquella descrita por los diferentes grupos (117,123,141,145) basandose
especialmente en la lesion caracteristica del rechazo agudo (apoptosis y cariorrexis) y en la
destruccion total del epitelio criptico que lleva a la pérdida de criptas, debido a los nuevos
hallazgos descritos en la mucosa intestinal en episodios de rechazo en pacientes tratados con
inmunosupresion de induccién con timoglobulina o alentuzumab (120). En estos se ha
observado que la lesion del villi (acortamiento o desaparicion) no aparece hasta que el ataque
inmune es intenso y persistente. Asi, se ha considerado RA cuando existe un infiltrado
inflamatorio de linfocitos y polimorfonucleares (generalmente incluyendo un componente de
eosinofilos), lesion del epitelio criptico en forma de cariorrexis y apoptosis y la pérdida de

criptas y se han valorado y puntuado los hallazgos segln las siguientes escalas:

1.- La pérdida de criptas (Figura 16): (Se refiere a la pérdida por destruccion “activa” de la

cripta, es decir, ha de estar “borrada” por infiltrado inmunocompetente y no ha de deberse a

la pérdida por lesion previa o por artefacto de compresion por la pinza).
- Destruccion focal: 1 punto
- Destruccion extensa (< 5 criptas contiguas): 2 puntos

- Destruccion total (>5 criptas contiguas destruidas): 6 puntos

Figura 16. Distintos grados de lesion de criptas.

116



Pacientes, material v métodos

2.- Las apoptosis (Figura 17): vacuolas con polvo nuclear o restos cariorrécticos.

- 1 en 10-12 criptas del fragmento mas lesionado: 1 punto

- De 2 en 10-12 criptas del fragmento méas lesionado: 2 puntos

Figura 17. Cuerpos apoptoticos en el epitelio criptico

3.- Las cariorrexis (Figura 18): polvo nuclear intraepitelial sin vacuola.

- >3 criptas seguidas con cariorrexis: 1 punto

- Cariorrexis presente en mas del 50% de las criptas: 2 puntos

" Figura 18. Multiples imagenes de cariorrexis en los

~ nucleos

La muestra que obtuvo el recuento mas alto fue la que determin6 el grado definitivo de

rechazo agudo.
En funcién de la puntuacion total el RA se ha clasificado como:

* Indeterminado para rechazo (IRA): Score de 1 (destruccion focal de una cripta o 1 apoptosis
en 10-12 criptas seguidas o >3 criptas seguidas con cariorrexis, siempre en el fragmento mas
lesionado de los biopsiados). Asi, s6lo debe usarse cuando las tres caracteristicas

(infiltrado+cariorrexis/apoptosis+pérdida criptica) son poco prominentes, menos que lo
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exigible para el grado leve y no como un diagnostico de inseguridad en el diagnostico
diferencial con otros procesos (Figura 19). Objetivado este grado en biopsia de control,
condiciona la evaluacion de los niveles séricos de inmunosupresores y su correccion ademas

de indicar reevaluacion con nueva enteroscopia y nuevas biopsias adelantando la siguiente

cita de control enteroscopico dentro de la semana siguiente.

.

NS T

SN

Figura 19. Ejemplo de mucosa de injerto intestinal con IRA: incremento de apoptosis (A)

pero mucosa conservada (B).

* RA leve: Score de 2 (menos de 5 criptas destruidas o 2 apoptosis en 10-12 criptas seguidas 6
cariorrexis en mas del 50 % de 10-12 criptas seguidas). Infiltrado inflamatorio es poco intenso
y localizado alrededor de pequefias vénulas de lamina propia (Figura 20). Objetivado este
grado, condiciona la evaluacion de los niveles séricos de inmunosupresores y su correccion
inmediata a niveles altos asi como nueva enteroscopia y biopsia dentro de los dos dias

siguientes.

Figura 20. Ejemplo de RA-leve: Mucosa de superficie intacta (A) pero con criptitis y apoptosis
(B).
* RA moderado: Score de 3-4 (sumatorio 3-4 de destruccion de criptas y carirrexis o

apoptosis). El infiltrado inflamatorio estda ampliamente disperso por la lamina propia. Puede
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verse arteritis intimal leve o moderada. El epitelio permanece intacto en cuanto a continuidad,

sin ulceracion, aunque pueden verse erosiones focales (Figura 21). Objetivado este grado,

condiciona inmediato tratamiento inmunosupresor adicional.

Figura 21 Ejemplo de RA-moderado: Dafio criptico difuso(A) y criptitis confluentes (B).

* RA severo: Score superior a 4 (la destruccion de mas de 5 criptas seguidas alcanza esta
puntuacion y también una suma destruccion de mas de 2 criptas con notable presencia de
cariorrexis y/o apoptosis). El infiltrado linfoide se extiende profundamente en la pared y llega
a afectar los plexos nerviosos y hay ulceracion. El epitelio adyacente a las tulceras es el que
muestra abundantes apoptosis. Con la destruccion de la superficie mucosa el contenido
intestinal promueve un abundante infiltrado de neutréfilos que cubre las ulceras con
pseudomembranas. Puede llegar a verse descamacion de mucosa. Se observa arteritis intimal
y transmural (Figura 22). Objetivado este grado, condiciona inmediato tratamiento

inmunosupresor adicional individualizado hasta el punto de considerar nueva dosis de

alentuzumab.

Figura 22. Ejemplo de RA-intenso: Ulceracion del epitelio (A) y dafio activo de criptas (B).
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Se definid “episodio RA”: dias entre el primer diagnostico y el ultimo de IRA/RA seguido de

al menos 10 dias sin ataque inmune. Cada episodio se nomin6 con el grado mas alto.

Se tabularon todas aquellas biopsias comprendidas en un periodo de RA y las biopsias previas
y posteriores al episodio con el objetivo de establecer qué grado de rechazo corresponde a

cada biopsia y determinar su forma de comienzo, duracién y forma de terminar.

Se han estudiado las caracteristicas del infiltrado inflamatorio linfocitario que aparecen en
los episodios de RA. Para ello se han evaluado seis muestras de mucosa de injerto intestinal
con distintos grados de RA (dos grado 1, dos grado 2 y dos grado 3). Se ha tipificado la
poblacion linfoide T con CD3, CD4 y CD8 y la B con CD 20 y CD 79a. Como controles se
han empleado muestras de mucosa intestinal no trasplantada y mucosa de injerto sin aparente

ataque inmune.

También se han estudiado los cambios producidos en la mucosa intestinal
reparativa/regenerativa. Los hallazgos se caracterizan por la presencia de un epitelio
inmaduro (basofilo, con alta relacion nucleo-citoplasmatica, mitosis y ausencia de
diferenciacion mucinosa) situado en criptas con distorsion de su arquitectura, observados en
la mucosa intestinal tras su lesion por distintas causas (Figura 23). Se han evaluado las
caracteristicas histologicas de la mucosa reparativa encontradas en las 54 biopsias
endoscopicas realizadas durante el curso evolutivo de 16 injertos intestinales, describiéndose

sus caracteristicas y su asociacion con ataque inmune (rechazo) (Tabla 12).
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DALY 'Ql%rj’i’;. s Figura 23. Ejemplo de mucosa regenerativa

120



Pacientes, material v métodos

Tabla 12. Estudio de las caracteristicas de la mucosa reparativa.

Pac | Duracion Biopias | Asociacion Inflamaciéon | Ulceracion Apoptosis | Microtrombos
diagnéstica | en LP cariorrexi
s
1 71 12 RA-2 ESCASA NO SI NO
2 6y52 2 NO NO SI NO NO
3 101 16 Microtrom | ESCASA SI NO SI
bos
4 89 5 RA y SLPT | ESCASA NO NO NO
5 32 6 RA-3 NO SI NO NO
6 90 12 RA-3 NO SI SI NO
7 29 1 NO NO SI NO NO

Pac: Paciente
Rechazo cronico:

En los estudios histologicos se puede observar cambios en la mucosa por isquemia cronica,
como pérdida de glandulas, distorsion de la arquitectura, apoptosis y fibrosis en lamina
propia. Pero el hallazgo clave es la vasculopatia de los vasos del injerto, que condiciona los su
cambios de isquemia crdénica, con marcada hiperplasia intimal concéntrica, depdsito de
macrofagos “espumosos” subintimales, cambios fibrosos, e hipertrofia de la media y fibrosis
adventicial. Estos cambios son mds frecuentes en las arterias medianas/grandes submucosas o
mesentéricas por lo que su diagnéstico precisa muestras de toda la pared o solo se ven en los

injertos fracasados por esta causa (148).
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Infecciones:

La patologia infecciosa es una de las principales complicaciones que presentan los pacientes
trasplantados y el diagnostico histopatoldgico, combinado con el microbiologico, es esencial
en la determinacion de etiologias viricas y flungicas. En este trabajo se ha valorado
unicamente la positividad de agentes infecciosos en los tejidos y/o la sospecha de patologia
infecciosa viral o fingica que se diagnostican en el estudio bidpsico. Se describen los criterios

y patrones empleados para su diagndstico:

CMV: Se ha sospechado al observar erosion mucosa o ulceracion, con inflamacioén crénica
activa. Se han considerado infeccion activa por CMV a todos los que aportaban inclusiones
intranucleares anfofilicas, rodeadas por un halo claro y una membrana nuclear delgada y con
inclusiones eosinofilicas, pequefias en citoplasma; estas inclusiones se observan con mas
frecuencia en células endoteliales y estromales y menos en enterocitos. Para confirmar la
sospecha y también cuando existia inclusion diagndstica se ha realizado tincion de THQ (48

biopsias).

Adenovirus: Inclusiones intranucleares eosinofilas en los enterocitos de superficie con edema
vellositario e hiperplasia y desorganizacion del epitelio, asociadas a inflamacion mixta en
lamina propia con criptitis. Se ha realizado estudio ultraestructural en tres biopsias

sospechosas.

VEB: Su btsqueda en tejidos se estudio en el contexto de SLPT .En las primoinfecciones por
este virus se observa una mucosa intestinal adelgazada, con hemorragias puntiformes,
erosiones o ulceras, con infiltrado linfoplasmocitario e histiocitico en la lamina propia. La
confirmacion se ha realizado por la técnica de HIS, empleandose en una totalidad de 18

biopsias.

Hongos: cuando en la tincion de HE se han observado estructuras compatibles con hifas o
esporas. Aunque su diagnoéstico definitivo de género y de especie debe realizarse mediante
cultivo, la presencia en HE de organismos de paredes gruesas, positivas con tinciones de PAS
y de plata, asociadas con necrosis tisular se ha considerado como micosis invasiva. En el caso
de Aspergillus sp, se ha considerado como aspergilosis invasiva la presencia de estructuras
ramificadas y septadas en las paredes de los vasos con hemorragia e infarto, asociadas a una

reaccion necrotizante o situadas en el tejido con necrosis coagulativa.
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Enteritis Pseudomembranosa: Las pseudomembranas proceden de la adherencia en forma de
placa de los restos fibrino-purulento-necréticos y de moco sobre la mucosa alterada. No son
membranas verdaderas, porque el codgulo fibrirnoso no es una capa epitelial. La formacion de
membranas puede inducirse en cualquier lesion grave de la mucosa, como en patologias
infecciosas necrotizantes, isquémicas o de base inmunologica. Se consideran entre la
patologia infecciosa porque se relacionan con la toxina de bacterias (Clostridium) cuyo

crecimiento se desarrolla en la luz intestinal.
Sindrome linfoproliferativo post-trasplante:

El SLPT engloba un espectro de proliferaciones de linfocitos y células plasmaticas, asociadas
con frecuencia al VEB. Los criterios empleados para el diagnostico han sido los reflejados por

la OMS (158), englobandose en cuatro categorias:

- Lesiones tempranas: son la hiperplasia plasmocitica (HP) y la infeccion mononucleosis-like.
Son proliferaciones linfoides difusas de células plasmaticas e inmunoblastos pero que no

distorsionan completamente la arquitectura del tejido.

- SLPT polimorfo: lesiones destructivas compuestas por una poblacion linfoide heterogénea
con linfocitos de tamaiio intermedio, inmunoblastos y células plasmaticas, que distorsionan la

arquitectura nodal o forman masas extranodales.

- SLPT monomorfo: recuerda a un linfoma no-Hodgkin, pudiendo ser las células proliferadas

BoT.

- SLPT Linfoma Hodgkin (LH) y simil LH: el diagndstico debe basarse en hallazgos

morfologicos e inmunofenotipicos cldsicos (presencia de célulasreed-sternbergoide)

El esquema empleado para su diagndstico por el equipo de patdlogos del Hospital 12 de

Octubre es similar y se resume en la tabla 13.

Tabla 13. Esquema para el diagnostico de SLPT. Hospital 12 de Octubre

GRADO | MORFOLOGIA THQ

Inicial o | Plasmocitosis Policlonalidad: mezcla de

incipiente ) ) linfocitos B (CD20+,
Hiperplasia
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CD79a+)

y T (CD3+). EBER +

Simil Mononucleosis (VEB):

Proliferacion polimorfa con
inmunoblastos, linfocitos y plasmaticas.
En higado la infiltracion es
preferentemente portal pero también es
similar a una hepatitis mononucledsica
con infiltracion  sinusoidal. Puede
coexistir con RA (DD: alta proporcion de
plasmocitos, inmunoblastos y
mitosis,mayoria de B frente a mayoria de
T en RA y restriccion de cadenas ligeras)
(o tb masas (ganglios) en hilio con

signos de Obstruccion Biliar)

Policlonalidad: mezcla de
linfocitos B (CD20+,

CD79a+)

y T (CD3+). EBER +

Intermedio

SLP Polimorfo:

Inmunoblastos, células intermedias y
plasmaticas en “masas” con borramiento
de la arquitectura tisular. Puede haber
células

mitosis numerosas y

reedstembergoide

Monoclonalidad: nddulos
CD20+,CD79a+con

restriccion (al menos focal)
de cadenas ligeras
kappa/lambda (normal 2/1)

con variable proporcion de

Células T. LMP 1 + y EBER

+

Tardio

Linfoma de alto grado:

Proliferacion linfoide monomorfa pero
con algunas pleomorfas, menos a menudo
tipo Burkitt o tipo mieloma generalmente
del

B similar al paciente

inmunocompetente

B (CD10+, CD20+, CD79a+)

EBER muy variable
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Linfoma de Hodgkin Similar a otros Hodgkin
(CD15+ y CD30+)

casi siempre EBER+

Mieloma +/-

Linfomas T / NKcel

Enfermedad de injerto contra huésped:

La enfermedad de injerto contra huésped (EICH) es una enfermedad multisistémica producida
cuando los linfocitos T del 6rgano trasplantado reconocen a los antigenos del receptor como
extrafios iniciando una respuesta inmune. Se divide en una forma aguda y otra crénica en
funcién de su momento de aparicion. La forma aguda suele aparecer entre las 2 a 6 semanas
post-trasplante. En la biopsia cutanea encontramos en la epidermis vacuolizacion de la capa
basal con queratinicitos apoptoticos y un infiltrado linfoide, clasificdndose los hallazgos en

cuatro grupos (161):

Grado I Degeneracion vacuolar de la capa basal

Grado II Presencia de disqueratocitos en epidermis o epitelio follicular
Grado III Formacion de hendiduras subepidérmicas o microvesiculas
Grado IV Separacién complete de la epidermis y la dermis

Se pueden observar células-satélite de la necrosis que consisten en los linfocitos T del donante
que estan rodeando los queratinocitos necroticos del receptor. En casos graves (grados III y
IV) existe necrosis epidérmica completa con eritrodermia. El estudio con

inmunofluorescencia revela el depdsito de IgM y/o C3 (137-138).
Ulceracion de causa no filiada:

Una ulcera es un defecto local en la superficie mucosa secundario a la descamaciéon o
desprendimiento del tejido necroinflamatorio. En la fase aguda hay un denso infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear y dilatacion vascular en los margenes lesionales. En la fase

cronica puede haber fenomenos de cicatrizacion con proliferacion fibroblastica y fibrosis,
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junto con un infiltrado inflmatorio linfoplasmocitario. Este hallazgo puede encontrarse en el
estudio histolégico de las biopsias de injerto intestinal sin poder determinarse una etiologia
concreta, y puede ser un epifenomeno de un ataque inmune, de una infeccidon, de una

isquemia local o de un dafio mecénico previo (pinza de biopsia).
Sepsis:

El estado séptico condiciona una serie de cambios en los organos tales como congestion,
edema, infiltrados inflamatorios, lesion endotelial, coagulacion intravascular diseminada etc.
que ocasionalmente son diagnosticos de la diseminacion microbiana o que permiten concluir
con la correlacion anatomoclinica adecuada que dichos cambios son significativos de sepsis,
especialmente en estudios necropsicos. En el caso de evolucion hacia shock y/o fracaso
multiorgénico, las alteraciones celulares y tisulares se corresponden con lesiones causadas por
la anoxia. Estas pueden aparecer en cualquier tejido, siendo més evidentes en el cerebro, los

pulmones, los rifiones, las suprarrenales y el tubo digestivo.
Miscelanea:

En el grupo de miscelanea se incluyeron los hallazgos histologicos no relacionados con
eventos patoldgicos globales (de sistema o de 6rgano) pero con suficiente relevancia como
para mencionarse en el diagnostico anatomopatoldgico (DAP). En esta categoria se incluyo la
reaccion tisular a las particulas de kaiexalato, la presencia de microtrombos, la calcificacion

ectopica, la fibrosis, la hiperplasia folicular linfoide y la congestion capilar.
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DIAGNOSTICOS BIOPSICOS EN LOS INJERTOS

Estos diagndsticos se distribuyeron, ordenados por los objetivos que motivaron la obtencion

de la muestra, en los siguientes grupos:

- Indicados para valorar los cambios iniciales post-trasplante:
a) Cambios de preservacion: 16 biopsias

b) Rechazo humoral: 1 biopsia

- Indicados para valorar el desarrollo de patologia microscopica en la evolucion post-

trasplante:

a) Rechazo agudo: 66 biopsias

b) Mucosa regenerativa: 63 biopsias.

¢) Sindrome linfoproliferativo post-trasplante: 31 biopsias

d) Infecciones: 15 biopsias

e) Inflamacion aguda inespecifica: 235 biopsias.

f) Cambios minimos: 324 biopsias.

g) Histologia normal: 80 biopsias.

h) Miscelanea de diagndsticos en biopsias del injerto: 54 biopsias

En el nimero global de diagndsticos bidpsicos de la mucosa del injerto el diagndstico mas
frecuente realizado fue el de cambios minimos inespecificos representando un 32,4% (324).
Seguido de inflamacion aguda inespecifica que fue el 23,5% (235) y mucosa normal en tercer

lugar representando el 8% (80) (Grafico 8).

128



Resultados

NUMERO DE DIAGNOSTICOS POR
CATEGORIA HISTOLOGICA
350
300 324
250 |
235
200 - =
150 o B
100 - B
80

50 —63 64 66 | |

1112231216314554
0

EICH RC RH SEP PSM CMV OVO LP SLPT ULC MIS MR IRA RA NO IAl CMI

Grafico 8. Distribucién de los diagnosticos por categoria histologica. CMI: Cambios minimos
inespecificos, CMV: Citomegalovirus, EICH: Enfermedad de injerto contra huésped, FUN:
Hongos, IAI: Inflamacion activa inespecifica, IRA: Indeterminado para RA, LP: Lesion de
preservacion/reperfusion, MIS: Misceldnea (kaiexalato, microtrombos, calcificacion, fibrosis,
hiperplasia folicular, congestion capilar), MR: Mucosa reparativa, NO: Normal o
caracteristicas  habituales, OVO: Otros Virus Oportunistas, PSM:  Enteritis
Pseudomembranosa, RA: Rechazo, RC: Rechazo Croénico, RH: Rechazo humoral SEP:
Sepsis, SLPT:sindrome linfoproliferativo post-trasplante, ULC: Ulceraciéon de causa no

filiada.

HISTOLOGIA Y GRADACION DE CAMBIOS DE PRESERVACION:

De los hallazgos encontrados en las 13 biopsias el desprendimiento epitelial fue el mas
frecuente observandose en el 24% de las biopsias. La atrofia vellositaria fue el siguiente en
frecuencia representando un 21%. La congestion aparecio en el 18%, los neutroéfilos en ldmina
propia en el 16%. La hemorragia en el 11%. Los microtrombos, las erosiones y la pérdida de
criptas en un 5% cada uno (Grafico 9 y Figura 24). Valorando la intensidad y frecuencia de
estos cambios segun la clasificacion reflejada en Material y métodos (pg.114) se obtuvo un

grado 3 de lesion en 2 casos, el grado 2 en 5, grado 1 en dos y grado 0 en cuatro (Grafico 10).
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Existio correlacion positiva (p =0,915) entre las evaluaciones de dos patdlogos (p<0,01):
acuerdo total en grado en 9 biopsias y acuerdo parcial (un solo punto de diferencia) en 4.
Existi6 correlacion positiva (p=0,681) entre el grado de preservacion y el tiempo de isquemia
fria (p<0,05). El tiempo medio de isquemia fria fue de 327,31+101,563 minutos (rango: 135-
480). En el seguimiento biopsico posterior que se di6 alrededor del tercer dia de dia (3,6 +1,1)

las lesiones histoldgicas disminuyeron al menos en un grado en todos los casos.

HALLAZGOS HISTOLOGICOS DE LOS CAMBIOS
DE PRESERVACION

= CONGESTION

= MICROTROMBOS

® HEMORRAGIA

= NEUTROFILOS EN LP

= ATROFIA VELLOSITARIA

® DESPRENDIMIENTO EPITELIAL
= EROSIONES

= PERDIDA DE CRIPTAS

Grafico 9. Distribucion y porcentaje de los cambios de preservacion observados.

Figura 24 Cambios de preservacion: Atrofia vellositaria (A) y desprendimiento epitelial con

pérdida de criptas (B).
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Cada uno de los grados quedo definido de la siguiente manera:
En Grado 0 no hay cambios relevantes o son minimos
En Gradol se encuentra leve congestion y/o leve atrofia vellositaria

En Grado 2 se encuentra congestion, hemorragia, neutrofilos en LP, atrofia vellositaria focal,
desprendimiento de epitelio vellositario leves-moderadas, y alguna ocasional y muy focal

erosion

En Grado 3 se encuentra congestion, hemorragia intensas, neutrofilos en LP y criptitis,

epitelio desprendido, erosion, y pérdida de criptas.

CAMBIOS DE PRESERVACION

[}

EGrado0 ®Gradol = Grado2 ®Grado3

Grafico 10. Proporcion de los distintos grados de los cambios de preservacion

ESTUDIO HISTOLOGICO DE POSIBLE RECHAZO HUMORAL:

En el estudio se observaron los depdsitos de C4d y su posible relacion con la presencia de
rechazo humoral. Para ello fue necesario estudiar el depdsito del anticuerpo tanto en biopsias
control de mucosa intestinal como en biopsias de injerto. En las biopsias control se observo
deposito focal y débil de C4d en la pared de los capilares submucosos. En el caso de los
injertos se observaron depdsitos intensos y difusos de C4d en las biopsias de 2 pacientes,
focales y débiles en 4 (Figura 25) y ausencia de deposito en 6 (Grafico 11). Se compard6 el
tipo de depdsito de los injertos con el estudio de crossmatch previo de los pacientes para la
deteccion de anticuerpos preformados, el grado de lesion de preservacion y el tiempo de
isquemia fria del injerto. Hubo dos casos con crossmatch positivo que tuvieron un grado
moderado de lesion de preservacion y en uno de ellos una tincion difusa para C4d con

isquemia fria de 360 minutos, el otro no tuvo tincioén y su tiempo de isquemia fria fue de 315

131



Resultados

minutos. Otro caso de crossmatch negativo mostrd depoésitos de C4d positivos, con un grado
severo de lesion por preservacion y un tiempo de isquemia de 475 minutos. No se observo
ninguna correlacion significativa entre el crossmatch, los depositos de C4d, el grado de lesion
por preservacion y el tiempo de isquemia fria. Estos hallazgos se correlacionaron con el
estudio de biopsias posteriores y la posible aparicion de rechazo humoral. En las
subsiguientes biopsias de los dias 3,6 £1,1 no se observéd ninglin rechazo humoral ni agudo en

el estudio histoldogico realizado.
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Figura 25. Tipos de tincién de C4d: difusa (A) y focal (B)

DEPOSITO DE C4d
Positivo
difuso
15%
Positivo
focal
39%

Grafico 11. Distribucion y porcentaje de los depositos de C4d.
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DIAGNOSTICOS DE RECHAZO AGUDO O CELULAR:

Rechazo agudo:

Los criterios histologicos manejados fueron reflejados en material y métodos y no solo
fueron necesarios para el diagndstico de ataque inmune establecido (rechazo). También fue
preciso estudiar, diagnosticar y tabular aquellas situaciones de ataque inmune indeterminado
(IRA) y los cambios regenerativos/reparativos que se producen en la mucosa tras la lesion. De
871 biopsias totales de injerto intestinal (868,6=670) se diagnostico RA establecido en 63
biopsias (7,2%) de las cuales 26 correspondian a un grado 3, 17 aun RA-2 y 21 aun RA-1. El
diagnodstico de IRA se realizd en 53 biopsias (6%) y de mucosa reparativa en 24 biopsias

(2,7%).

El nimero de episodios de RA que se diagnosticaron fueron de 12 episodios en 9 injertos,
habiendo tres injertos con dos episodios de RA cada uno de ellos. De los 12 episodios seis
correspondieron a un grado 3, tres grado 2 y otros 3 grado 1 (Gréfico 12). De los 9 injertos,

77,7% eran TIA y 22,3% MTV.

RECHAZO AGUDO

Grafico 12. Distribucion de los episodios de RA segun el grado

El inici6 de los episodios oscilo entre el dia 7° y 499° con una media de 178 £+ 159 y mediana
de 131.5. El ataque inmune se manifestd en su comienzo como intenso en 2 ocasiones,

moderado en 3, leve en 4 ¢ IRA en 3.

La duracion de los episodios oscild entre 3 y 92 dias con una media de 26+15. Los episodios
de mayor duracion fueron los grados 3, con una media de 46.2+ 31.4, seguido por los grado 2

con una media de 22 dias y por ultimo los grado 1 con una media de 10 dias de duracion. Se
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observé una correlacion positiva significativa bilateral (p= 0.661, p<0.05) entre la duracion de

los episodios y el grado de rechazo.

En cuanto a la evolucion de los injertos con rechazo de los seis episodios grado 3, en tres se
perdio el injerto, siendo necesario realizar el explante del injerto los dias post-trasplante 77°,
158° y 511° respectivamente. En el injerto de explante del dia 77 macroscOpicamente se
observaron adherencias entre las asas intestinales y deposito de fibrina en la superficie
intestinal y en la luz intestinal conservacion de las valvulas y mucosa con congestion y
lesiones focales puntiformes. En el estudio histologico se observo pérdida subtotal del epitelio
con frecuentes apoptosis en las criptas conservadas y trombosis vasculares. En una zona
engrosada se observo también un denso infiltrado plasmocelular. El injerto explantado el dia
158 correspondia al segundo injerto de un paciente. Macroscopicamente se observo
adherencias, deposito de fibrina y adenopatias mesentéricas. La mucosa mostraba areas
congestivas y otras denudadas con presencia de pseudomembranas (Figura 26).
Microscopicamente se observd erosion y denudacion del epitelio junto con otras zonas que
mostraban signos de regeneracion. Las pseudomembranas estaban constituidas por mallas de
fibrina y restos de detritus celular. Las lesiones se limitaban a la mucosa. El tercer injerto
explantado el dia 511 presentaba en la superficie éareas violdceas que a la apertura
correspondian con zonas de mucosa aplanada. En estas zonas se observo en el estudio
microscopico pérdida de vellosidades y criptas con vasos congestivos en lamina propia. Se
identificaron escasas criptas permeadas por eosinodfilos. Los dos episodios de RA-3, los

grados 2 y grado 1 se resolvieron con el tratamiento inmunosupresor indicado.

La forma de resolverse el RA fue como IRA y/o mucosa reparativa en 5 de los episodios y
cambios minimos/mucosa reparativa en tres. También hubo diagnostico de IRA que no
alcanzo6 criterios definitivos de RA en 16 ocasiones, en un total de 9 injertos. La duracion de
estos eventos de ataque inmune indeterminado oscil6 entre 1 y 31 dias, con una media de 5

dias (Tabla 14).
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Figura 26. Pieza de explante con RA-3. En la mucosa se observaban extensas areas

congestivas y denudadas con pérdida de la mucosa.

Tabla 14. Resumen de los episodios de RA.

Episodi | P | Tipo | Dia | Dia | Duracion Dco. Dco. Grado | Evolucion
0 TI | Inicio | Final Inicio Final maximo
alcanzado
1] 1 IA 128 | 136 8 | IRA IRA RA-1 Resol
20 1 IA 232 | 236 4 | IRA IRA RA-1 Resol
3| 2| MVC 46 65 19 | RA-1 IRA RA-1 Resol
4 3 IA 60 98 38 | RA-1 IRA RA-2 Resol
5| 4 IA 47 55 8 | IRA MR RA-2 Resol
6| 4 IA 470 | 490 20 | RA-2 IRA+MR | RA-2 Resol
71 5 IA 49 77 28 | RA-1 RA-3 RA-3 Explante
8| 6 IA 135 158 23 | RA-3 RA-3 RA-3 ReTx
91 7 IA 136 | 223 87 | RA-2 MR RA-3 Resol
10 7 IA 499 | 511 12 | RA-3 RA-3 RA-3 Explante
11| 8| MVC 7 42 35 | IRA+MR | MR RA-3 Resol
121 9 IA 328 | 420 92 | RA-2 MR RA-3 Resol

IA: Intestinal aislado, MVC: Multivisceral, P: paciente, Resol: Resolucion, ReTx: retrasplante
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Para comprender mejor la evolucion de cada paciente se describen y representan cada uno de

los eventos de RA.

Evolucion de los RA-1 (Grafico 13):

El primer paciente presentd dos episodios de RA. El primero se inici6 el dia 128 y dur6 hasta
el dia 136 con una duracion total de 8 dias. Los diagndsticos de inicio y final fueron de IRA.
El segundo episodio se inicid el dia 232 y finalizo6 el dia 236, con una duracion total de 4 dias.

El diagnostico de inicio fue RA-1 y el diagnostico final IRA.

En el paciente 2 el episodio de rechazo se inici6 el dia 46 post-trasplante con un diagndstico
de inicio de RA, una duracion de 19 dias y un diagndstico final de IRA el dia 65. También
presentd dos episodios de IRA mantenido. El primero fue previo al rechazo durando 13 dias
desde el dia post-trasplante 19 al 32. El segundo episodio fue posterior, iniciandose el dia 86 y

finalizando el dia 117, con una duracion total de 31 dias.

EVOLUCION DE LOS RA-1
PACIENTE 1 PACIENTE 2
RA-1 RA-1 RA-1
IRA
IRA IRA
IRA
oM<t OO N O OMNOVe-=EaHINHNODWLWIAAANEAWNMLMOINOINMNOTWOWLWOMNMmMNC

Grafico 13. Evolucién de los pacientes 1 y 2 con episodios de RA-1.
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Evolucion de los RA-2 (Graficos 14-15):

El paciente 3 presentd un episodio de RA-2 iniciado el dia 60 con diagnoéstico inicial de RA-
1. Evolucion6 a RA-2 el dia 62 y remitiendo el dia 65 pero manteniendo el diagndstico de
IRA entre los dias 65 y 72. El dia 76 es diagnosticado de RA-1, evolucionando de nuevo hasta
RA-2 el dia 80 y manteniéndose hasta el dia 87. La salida del episodio de rechazo se produjo
el dia 98 con un diagnostico de IRA. La duracion total del episodio fue de 38 dias (Grafico

14).

EVOLUCION DE LOS RA-2

PACIENTE 3
RA-2 RA-2

RA-1

IRA IRA

60 62 65 66 69 71 72 74 76 78 80 82 84 87 88 91 92 94 96 98

Grafico 14. Evolucion del paciente 3 con un episodio de RA-2.

El paciente 4 presentd dos episodios de RA-2. El primero se inicid el dia 47 con un
diagnostico de inicio de IRA, alcanz6 el RA-2 el dia 50, duré 8 dias, hasta el dia 55 post-
trasplante con el diagnostico final de MR. El segundo episodio se inicid como RA-2 el dia
470, manteniéndose el grado hasta el dia 482. El dia 485 bajo hasta IRA, produciéndose la
salida del rechazo el dia 490 bajo el diagnostico de IRA. La duracion total del episodio fue de
20 dias (Grafico 15).
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PACIENTE 4

RA-2 RA-2

IRA

47 48 49 50 51 52 53 54 55 400470472 474 476 478 480 482 484 486 488 490

Grafico 15. Evolucion del paciente 4 con un episodio de RA-2

Evolucion de los RA-3 (Graficos 16-19):

El paciente 5 mostré un episodio de RA-3 iniciado el dia 49 como RA-1 y mantenido con
esté diagnostico hasta el dia 52. El dia 56 evoluciona hasta RA-2, que se mantuvo hasta el dia
59. Pero evoluciona rapidamente hasta RA-3 el dia 73, siendo necesario su explante el dia 77.

La duracion total del episodio fue de 28 dias.

El paciente 6 debutdé como RA-3 el dia 135, se matuvo por 23 dias, realizandose retrasplante

el dia 159 (Gréfico 16).

El paciente 7 mostrdé dos episodios de RA-3. El primero se inicidé el dia 136 con un
diagnostico inicial de RA-2, administrandose corticoide. Este se mantuvo hasta el dia 143 en
que se administra OKT3, remitiendo el dia 150. El dia 153 se diagnostica de IRA y SLPT-3.
El diagnodstico de SLPT condiciona un ajuste de la inmunosupresion ya que es el tratamiento
de primera linea. Evoluciona hasta RA-3 el dia 164, manteniendo también el diagnodstico de
SLPT-3 los dias 164, 168, 172, 178 y 182. El episodio de rechazo parece remitir entre el dia
171 y 182. Posteriormente reaparece acompafniado del diagnostico de HP y se mantiene hasta
el dia 188. El dia 192 remite y se diagnostica de mucosa reparativa. El dia 206 presenta un

diagnostico de RA-1 y el dia 211 de RA-2, que remite el dia 216. La salida final del episodio
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de rechazo se produce el dia 230 con el diagnostico de mucosa reparativa. La duracion de este
primer episodio fue de 87 dias. El segundo episodio se inici6 como RA-3 el dia 499 hasta el

dia 511, en que se realizo el explante. Se acompai¢ del diagnostico de HP y RC (Grafico 17).

EVOLUCION DE LOS RA-3
PACIENTE 6

RA-3

PACIENTE 5

explante RE-Tx

48 50 52 54 56 59 60 62 63 66 68 70 72 73 77 135140 145 150 155 158

Grafico 16. Evolucion de los pacientes 5 y 6 con RA-3
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Grafico 17. Evolucioén del paciente 7 con RA-3
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El paciente 8 inicio el episodio el dia 7 con un diagndstico inicial de IRA y fue evolucionando
a RA-1 el dia 14, RA-2 el dia 18 y RA-3 el dia 23. Con el tratamiento oportuno remitio hasta
IR el dia 33 y mostro otro diagnostico de RA-1 hasta el dia 42. La salida de rechazo fue el dia
46 en forma de MR. Este diagndstico se mantuvo de forma sostenida hasta el dia 80 (Grafico

18).

PACIENTE 8
RA-3
RA-2
RA-1 RA-1
IRA
MR
MR
7 10 14 16 18 21 23 25 28 31 35 42 48 52 59 63 70 80

Grafico 18. Evolucion del paciente 8 con RA-3

El paciente 9 presentd6 un RA comenz6 el episodio como RA-2 el dia 328 pos-trasplante.
Evoluciond hasta el grado 3 el dia 333 y el 341. Este ultimo diagnostico se mantuvo hasta el
dia 355. Posteriormente fue remitiendo hasta salir del rechazo el dia 420 en forma de mucosa

reparativa. La duracion total del episodio fue de 92 dias (grafico 19).
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PACIENTE 9

RA-3 RA-3
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RA-1
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Grafico 19. Episodio del paciente 9 con RA-3.

Se observo irregularidad en el momento de aparicion de los eventos de rechazo, habiendo 4
que lo hicieron en los 3 primeros meses, 3 a los seis meses y 5 pasados este periodo. Siendo
mas frecuentes los eventos de aparicion tardia. La evolucion también fue errética, sobre todo
en los rechazos de mayor grado y en concreto en el caso asociado a tratamiento con OKT3 y
desarrollo de SLPT. Tres pacientes tuvieron recidiva del ataque inmune. La recidiva se dio en
todos los grados y con el mismo grado que en el primer episodio. No se observd ninguna
asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de trasplante, la duracion del episodio,
el grado alcanzado y la evolucidon. Solamente se observd asociacion significativa entre la

duracion del episodio y el grado de RA alcanzado.

Tipificacion de la poblacion linfoide en el rechazo agudo:

Los episodios de RA se observaron entre el dia 7 y el dia 499 postrasplante (media: 265+/-
185). Se detectd un aumento de células linfoplasmocitarias en la lamina propia en todos estos

episodios y grados. La evaluacion de su poblacion linfoide se resume en la tabla 15.
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Tabla 15. Evaluacion y distribucion de la poblacion linfoide en mucosa intestinal con/sin

RA.

CASO Grado RA | CD3 CD4 CDS8 CD20 CD79a
1 1 +/- ++ +/- +/- +/-
2 1 + -+ ++ +/- +
INTRAEP
3 2 +/- -+ ++ +/- +
4 2 + ++++ + ++ +
PARAFOL
5 3 + ++ + +/- +/-
6 3 +/- +++ +/- + ++
7 0 (control) | +/- ++ + +/- ++
INTRAEP
8 0 (control) | +/- ++ + + ++
9 0 (control | +/- -+ + + ++
TI) INTRAEP | FOL
10 0 (control | + +++ + + ++
TI) INTRAEP
+/- : aislados elementos celulares con inmunotincion positiva, Fol: Folicular, Intraep:

intraepitelial, Parafol: paralofolicular.

Existié predominio de linfocitos CD4 positivos en los infiltrados de la ldmina propia de la
mucosa normal, de la injertada sin rechazo y de la que esta sufriendo un ataque inmune, sin
clara diferencia de densidad entre ellas. Tampoco pudieron objetivarse variaciones en la
densidad absoluta y relativa de la poblacion linfoide CD8 y de la poblacion linfoide B (CD20
y CD79a.), ni un patron de incremento o de deplecion definido.

La valoracion inmunohistoquimica de la densidad y/o de la proporcion de las poblaciones
linfoides T y B durante los episodios de RA en cualquiera de sus grados no aporta datos de
ayuda para el diagnostico morfologico de dicho ataque inmune en el injerto intestinal.

Diagndsticos de “mucosa reparativa o regenerativa”

En 7 de 16 injertos se observaron cambios relacionados con la mucosa reparativa. Los
hallazgos mas frecuentes fueron pérdida de glandulas, distorsion de la arquitectura y presencia
de mitosis. Las apoptosis y cariorrexis solo se observaron en dos casos y con relacion con el
ataque inmune. En 3 pacientes fue un hallazgo puntual, no asociado a inflamacién y situado
adyacente a una erosion o a una ulcera sin especificidad (episodios 2 y 7). El hallazgo se
repitié en uno (episodio 2) y entonces se asocid a un diagndstico de IRA que se resolvio sin

tratamiento adicional. En 5 pacientes fue un hallazgo prolongado con duracién media de 76
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dias (intervalo de 32 y 101 dias), presentandose de inicio el dia 8° en el caso mas temprano y
el 348° en el mas tardio. Este tipo prolongado de mucosa reparativa se observo asociado a
algin grado de RA (grado 1 a 3) en 3 de ellos y a un intervalo sin RA pero precedida y
seguida de ataque inmune en otro injerto. En el epitelio reparativo se evidencid apoptosis y
cariorrexis en 2 pacientes. En un caso la mucosa reparativa, que se objetivd durante 101 dias
comenzando el dia 8°, no se asocid a ataque inmune sino a microtrombos capilares en mucosa
subyacente o adyacente, que se inicio el dia 34, con una duracion de 84 dias. Entre los 8 casos
en los que no se evidencid mucosa reparativa en ninguna biopsia de seguimiento existieron 4
injertos que presentaron episodios de RA (dos de grado 1, uno grado 2 y otro grado 3) (Tabla
16)

Tabla 16. Mucosa reparativa en TI.

Pac. Especimen | Duracion | Asociacion | Inflamacion | Ulceracion | Apoptosis
(dias) diagnostica | en LP Cariorrexis
1 12 71 RA-2 Escasa No Si
2 lyl 6y52 No No Si No
3 16 101 Microtromb | Escasa Si No
0s
Dia
34—118
4 5 89 RA y SLPT | Escasa No No
5 6 32 RA-3 No Si No
6 12 90 RA-3 No Si Si
7 1 29 No No Si No

Pac: Paciente, RA. Rechazo agudo, SLPT: Sindrome linfoproliferativo post-trasplante.
En resumen:

1.- La mucosa reparativa puede ser un hallazgo prolongado durante semanas en la mucosa del
injerto intestinal. 2.- En una mayoria de los casos de nuestra serie se asocid a ataque inmune
pudiendo albergar en su seno las caracteristicas de éste (apoptosis, inflamacién) o no. 3.- Su
presencia no siempre fue seguida de desaparicion del RA. 4.- Un caso prolongado sin
asociacion a ataque inmune mostrd microtrombos capilares persistentes, atribuibles a

isquemia cronica de la mucosa. 5.- La mucosa reparativa posiblemente es indicativa de
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reepitelizacion de erosiones o desprendimientos epiteliales secundarios a rechazos intensos o

a isquemia.

DISTRIBUCION DE DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS EN BIOPSIAS DEL INJERTO
EN INFECCIONES:

Infecciones:

Los datos morfoldgicos que permitieron diagnosticar infeccion fueron de aparicion fortuita en
la observacion por el patdlogo sin especial indicaciéon de la biopsia del injerto para su
busqueda. De esta forma se descubrieron infecciones por CMV y por adenovirus en 6 de los

15 pacientes (40%).

El CMV aparecié como inclusion sospechosa en 4 biopsias (26%) en los dias 57, 77, 159 y
310 post-trasplante. La IHQ para evidenciar infeccion en los casos sospechosos solo demostro
positividad en 2 muestras (Figura 27). La comprobacion de la serologia receptor/donante en
los dos casos demostrados por IHQ fue R+/D- en uno y R-/D+ en otro. La duracién maxima
de la infeccion fue de 19 dias en un paciente. En dos casos la infeccion se desarrolld

posteriormente a un diagnostico previo de RA y a la consecuente adicional inmunosupresion.

El adenovirus aparecid6 en dos pacientes, presentando uno de ellos dos episodios. Se
observaron inclusiones enterocitarias sospechosas (Figura 28) los dias post-trasplante 51°, 80°
y 154°. La duracion de los episodios oscil6 entre 7 y 25 dias. En un caso se pudo confirmar la

presencia del virus mediante estudio ultraestructural (Figura 29). Hubo diagnostico previo de

RA e inmunosupresion adicional en un caso.

Figura 27. Presencia de inclusiones viricas mesenquimales y epiteliales compatibles con
CMV (A). Confirmacion inmunohistoquimica con tincién nuclear positiva en las células

infectadas (B).
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Figura 29. Particulas viricas intranucleares de adenovirus. Estudio ultraestructural (20000x y
100000x)

Las infecciones fuingicas se encontraron en el estudio necrdpsico de los pacientes, los

hallazgos se describen en el apartado de injertos perdidos.

DIAGNOSTICOS DE ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA POST-TRASPLANTE
EN BIOPSIAS DEL INJERTO:

Con este resultado diagndstico se estudiaron 31 biopsias de injerto y una pieza de explante.
Aparte de las biopsias de mucosa de injerto intestinal y de este injerto resecado, se estudiaron
8 biopsias de médula 6sea (MO). Se realizaron 24 estudios de THQ para la tipificacion del
infiltrado linfoplasmocitario e HIS en 18 muestras para deteccion del VEB. La serologia de
los pacientes de la serie para VEB, realizada con las determinaciones de anti-EBNA y anti
VCA) fue D+/R+, salvo un caso que fue D-/R-. Se diagnosticaron 7 SLPT en 6 pacientes. De
ellos el 71,4% fueron hiperplasias plasmociticas (HP) (Fig.30), diagnosticadas en mucosa del
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injerto los dias post-trasplante 77°, 156°, 203°, 511° y 1036°. El 28,6% restante correspondi6 a
2 SLPT monomorfos (Figura 31) de extirpe B localizados en mucosa, los dias 148° y 157°. No
se ha observado ningiin SLPT sistémico. En un mismo paciente se dieron dos eventos de
SLPT. El primero se diagnostico como PTLD monomorfo, el dia 157 post-trasplante, con una
duracion de 35 dias. Durante este mismo evento, el paciente presentd RA, iniciado el dia 168
post-trasplante, con una duracion de 17 dias y un grado méximo de RA-3. El segundo
diagnostico fue de HP, el dia 511 post-trasplante, en la pieza de explante del injerto. Junto con
este hallazgo, en esta pieza también se observdo RA y RC. La naturaleza B de las células
proliferadas se demostré con inmunorreaccidon positiva membranosa para los anticuerpos
CD20 y CD79alfa (Figuras 32A y B) El indice proliferativo (Ki-67) fue elevado (>50%) lo
que indica que se trataba de una proliferacion linfoide de alto grado (Figura32C). El caracter
policlonal de las neoplasias se ha demostrado con ausencia de restriccion para
inmuniglobulinas kappa y lambda. La HIS fue positiva para deteccion de VEB en 4 casos
(Figura 32 D).
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Figura 31. Histologia del SLPT monomorfo: infiltrado difuso de linfocitos atipicos en lamina
propia.
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Figura 32. Estudio IHQ de un SLPT con tincién positiva para CD 20 (A), CD 79a (B) y un

elevado indice proliferativo ki-67 (C). Estudio de HIS positivo para VEB en los nucleos de las

células infectadas (D).

Respecto de la evolucion de los pacientes, tres HP y un SLPT monomorfo se resolvieron con
el manejo terapéutico adecuado, que consistié en una reduccién de la inmunosupresion, no
completa (debido al existente riesgo de rechazo) manteniéndose corticoides y tacrolimus junto
con el tratamiento antiviral con ganciclovir e inmunoglobulina intravenosa. En los tres casos
restantes (2 HP y un SLPT monomorfo) se realizé el diagndstico en el explante del injerto. El
SLP monomorfo afect6 de forma parcheada al injerto y a sus ganglios con trombosis
mesentérica secundaria que provocd una necrosis isquémica intestinal segmentaria (Figura
33). Las células proliferadas eran monomorfas B (CD20 + y CD79alfa +) y con restriccion de

inmunoglobulinas kappa y lambda.
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Figura 33. Pieza de explante con SLPT monomorfo. Sobre la mucosa se observaban extensas
pseudomembranas fibrinosas y la mucosa tenia un aspecto enrojecido junto con ulceraciones
(A). En el mesenterio se identificaban multiples adenopatias (flecha) constituyendo un

conglomerado que comprimia los vasos mesentéricos (B).

MISCELANEA DE DIAGNOSTICOS EN BIOPSIAS DEL INJERTO:

Durante el estudio histopatolégico también se encontraron hallazgos microscépicos, que si
bien no tenian un claro papel en la patologia del injerto, si eran lo suficientemente relevantes

como para ser nombrados en el DAP.

El kaiexalato es una resina de intercambio i6nico empleada para el manejo de la
hiperpotasemia, aumentando la excrecion intestinal de potasio. En las biopsias estudiadas se
ha observado la presencia de la resina en la submucosa junto con la formacién de granulomas

a cuerpo extrafio (Figura 34).

Los microtrombos se observaron de forma esporadica. Solo en un caso aparecieron de forma
recurrente desde el dia 34 al 118 post-trasplante. Sin asociarse a claro ataque inmune, pero
relacionado con diagnoésticos de inflamacion aguda inespecifica y hallazgos indeterminados

para rechazo.
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Figura 34. Presencia de particulas irregulares moradas oscuras de kaiexalato (conectores) en

la submucosa (A) y reaccion gigantocelular tipo cuerpo extrafio asociada (B).

La calcificacion de la lamina propia se observo en la biopsia del injerto de un paciente el dia

1877 post-trasplante (Figura 35).

Figura 35. Calcificacién en lamina propia de

2! una vellosidad (conectores).

HISTOPATOLOGIA EN BIOPSIAS NO INTESTINALES DE LOS PACIENTES
TRASPLANTADOS:

También se estudiaron 65 biopsias no intestinales. De ellas 8 fueron de médula 6sea
realizadas para el estudio de extension de los SLPT y con el diagnostico de hipocelularidad en
cinco de ellas. Cinco cutdneas diagnosticindose EICH en un caso, dermatitis de interfase en
otro y cuadros infecciosos por herpes virus y mucor en otros dos. Se observd un unico
episodio de EICH agudo grado dos en un paciente con TMV, en una biopsia cutdnea realizada
el dia 14 post-trasplante (Figura 36). En la siguiente biopsia realizada el dia 17, el cuadro

habia remitido.

149



Resultados

La evaluacion de la hepatopatia asociada a NTP y la monitorizaciéon de los injertos TMV
exigen de la realizacion de biopsias hepaticas. Se realizaron un total de 11 biopsias hepaticas
diagnosticandose cambios de preservacion en un paciente en las biopsias correspondientes a
los dias 5 y 6 post-trasplante, hepatotoxicidad en dos paciente en los dias 23 y 73
respectivamente y en otro paciente cambios necroinflamatorios inespecificos los dia 15 y 103.
En tres casos de TMV también se realizé biopsia endoscdpica alta y en una se realizd el
diagnostico de rechazo agudo en muestra de mucosa duodenal del dia 48 post-trasplante y en
el contexto clinico de un RA-3. Las otras dos restantes correspondieron a una mucosa gastrica

con gastritis superficial y a una mucosa esofagica con cambios minimos.

Figura 36. Biopsia cutanea diagnosticada de EICH en un paciente con TMV. Se observa un
infiltrado de predominio linfocitario que permea la epidermis junto con la presencia de

queratinocitos apoptoticos.

En un paciente con sindrome de Gardner se realizaron colonoscopias periddicas para
despistaje de adenocarcinoma colorrectal, con la reseccion de 26 adenomas tubulares y 3
adenomas tubulo-vellosos. Otros especimenes histologicos estudiados en los pacientes
trasplantados pero sin relacion directa con el trasplante fueron un tiroides con un carcinoma
papilar de tiroides, una biopsia bronquial con cambios minimos, una biopsia renal con
necrosis tubular aguda y un pericardio sin evidencia de malignidad. También se analizaron 8

citologias.
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RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS EN LOS INJERTOS
PERDIDOS:

Se perdieron 8 injertos (47% de los injertos) de 7 pacientes (46,6% de los pacientes) 3 de ellos
MTYV y 5 TIA. En 5 se estudio sélo el injerto resecado (explante quirargico) y en 2 se realizo
la autopsia. En un paciente fallecido no se autorizo el estudio necropsico ni se reseco el

injerto, aunque si se estudié una biopsia relacionada con su tltima situacion (Tabla 17).
Injertos resecados (explantes)

Se estudiaron cinco explantes de cuatro pacientes, dos injertos correspondian al 2° y 3°
trasplante de una misma paciente (pérdida de su 1° injerto por rechazo agudo en otro Centro).
Los principales diagndsticos fueron RA-3 y SLPT. En tres se diagnostic6 RA-3
correspondiendo a los dias post-trasplante 77°, 157° y 503° y 3 por sindrome linfoproliferativo

los dias 77°, 144° y 503°.

En las piezas de explante de dos pacientes se diagnosticd simultaneamente RA y SLPT. En un
paciente el diagnostico fue de RA-3 junto con HP. En el otro paciente el diagnodstico fue de
RA-3, RC focal y HP. Los hallazgos encontrados de RC consistieron en fibrosis de la

submucosa y placas ateromatosas en la intima de los vasos grandes (Figura 37).

%

gy

A

Figura 37. Hallazgos compatibles con RC: Fibrosis de la submucosa (A) y vasculopatia del

injerto con hiperplasia de la intima y estenosis luminal (B).

El altimo explante realizado se debi6 a un fallo en la anastomosis vascular del injerto, con un
déficit de perfusion de este durante el acto quirargico, decidiéndose en ese mismo momento

su retirada. El estudio histopatologico no demostré alteraciones relevantes.

151



Resultados

Autopsias:
En dos pacientes con TMV se autorizo el estudio autopsico:

- En uno se solicito el estudio necropsico debido a la evolucidon desfavorable del paciente a
partir del 7° dia postoperatorio. En ¢l se encontraron como hallazgos relevantes pancreatitis
aguda necrohemorragica, infecciéon abdominal secundaria a infeccién por Pseudomona
aeruginosa y mielinolisis central y pontina en el estudio del sistema nervioso central (SNC).

La causa de muerte que se establecid fue de FMO secundario a shock séptico.

- En el otro se solicitd debido al FMO secundario a una probable infeccion respiratoria. En el
estudio post-mortem se observaron infartos pulmonares bilaterales con aspergillosis pulmonar
invasiva y colonizaciéon masiva del resto del parénquima por Acynetobacter (Figura 38). La

causa de muerte que se estableci6 fue de FMO secundario a sepsis.

Figura 38. Estudio necrdpsico en el que se observan lesiones pulmonares superficiales (A) con
colonizacidon masiva de los espacios alveolares por Acinetobacter (B) y aspergilosis invasiva con
presencia de estructuras fungicas en la pared vascular (conectores) (C y D).

- El ultimo paciente con TMV que fallecié lo hizo en el contexto shock séptico y FMO en
relacion con la reseccion de un pseudoaneurisma micético del injerto. En este caso no se
realizd necropsia ni explante, pero se analizd la reseccion del pseudoaneurisma arterial

(Figura 39).
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Figura 39. Pseudoaneurisma micotico: Presencia de hifas y esporas micdticas en la pared

arterial, junto con necrosis e inflamacion aguda (A: HE y B: PAS).

Tabla 17. Resumen de los injertos perdidos.

Injerto | Tipo TI | Indicacion Seguimiento Estudio | Diagnostico

1 TIA RA 157 Explante | RA-3

2 TIA RA 144 Explante | SLPT-monomorfo
3 TIA Sd. Gardner 77 Explante | RA-3y HP

4 TIA Sd. Gardner 503 Explante | RA-3,RC, HP

5 ™™V Budd-Chiari 31 Autopsia | FMO

6 ™™V Esquistosom. | 80 Autopsia | FMO

7 STIA Isquemia 1 Explante | HNS

8 TMV Isquemia 51 Biopsia Pseudoaneurisma

FMO: Fracaso multiorganico, HNS: Hallazgos no relevantes, HP: Hiperplasia plasmocitica,
RA: Rechazo agudo, RC: Rechazo cronico, SLPT-mono: Sindrome linfoproliferativo

monomorfo, TIA: Trasplante intestino aislado, TMV: Trasplante multivisceral
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SITUACION DE LOS PACIENTES E INJERTOS AL FINAL DEL ESTUDIO:

De los 15 pacientes de la serie, en 5 con TIA (33%) se restablecid el transito por completo, en
una media de 513 dias post-trasplante (rango: 315-796) y con control a través de
enterocolonoscopia periddica. Cuatro pacientes (27%) continuaban en el momento de cerrar la

serie con ileostomia de descarga pero libres de nutricion parenteral. (Grafico 20).

EVOLUCION DE LOS PACIENTES CON TI

m Reconstruccion del
transito

® [leostomia de descarga
pero libres de NTP

» Pacientes perdidos

Grafico 20. Evolucion de los 15 pacientes de la serie.

La supervivencia del paciente se registrO en meses post-trasplante, contando desde el
momento del trasplante hasta el cierre de la serie, finalizando el seguimiento en caso de exitus
del paciente. La supervivencia del injerto también se reflej6 en meses post-trasplante,
contando desde el momento del trasplante hasta la ultima revision, el momento en que el
injerto dejo de funcionar en los casos de pérdida del mismo o hasta el fallecimiento del
enfermo. De los 15 enfermos trasplantados, fallecieron 6 en total (3 TI y 3 TMV), lo cual
supone una mortalidad cruda del 40% y una supervivencia actuarial al afio, 3 y 5 afios del
66,7%, 59,3% y 59,3%, respectivamente (Grafico 21). Tras un seguimiento de los injertos de
77,2 meses (media de 24.8422.4, intervalo de 1-67.3 meses), se obtuvo una supervivencia
cruda de los injertos del 52,9% (9 de 17) y una supervivencia actuarial al afio, 3 y 5 afios del

62,5%, 55,6% y 55,6% respectivamente (Grafico 22).
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Probabilidad de supervivencia pacientes
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Grafico 21. Probabilidad de supervivencia de los pacientes
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Grafico 22. Probabilidad de supervivencia de los injertos.
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VI. DISCUSION



Discusion

En el presente estudio se han analizado los resultados de la mayor serie de pacientes adultos
con TI que existe actualmente en Espana. El estudio en si ha consistido en la recapitulacion de
los hallazgos morfolégicos observados en 17 injertos de TI realizados en quince pacientes en
la modalidad de TIA (13 injertos) y TMV (4 injertos) durante su evolucion y las
complicaciones desarrolladas a lo largo del tiempo (rechazo, infecciones, SLPT...). También
se han analizado las piezas de reseccion de 6rganos nativos, asi como los injertos fracasados
mediante el estudio del injerto explantado o la realizacion de la autopsia. Los objetivos que se
han perseguido han sido conocer la prevalencia y las caracteristicas histologicas de las
complicaciones descritas en la evolucion de los pacientes a través de una adecuada
correlacion clinico-patoldgica y comparar nuestros resultados con los comunicados por los
principales grupos de TI mundiales. Un segundo objetivo ha consistido en describir y
desarrollar una metodologia de estudio de todos aquellos hallazgos observados y escasamente
desarrollados o estudiados en las publicaciones sobre esta materia. Para la clasificacion de las
lesiones se han establecido categorias diagnosticas que seran discutidas y desarrolladas a

continuacion.

Actualmente el trasplante intestinal es una opcidn terapéutica viable para aquellos pacientes
que padecen fracaso intestinal (FI) y precisan cubrir una porcion o la totalidad de los
requerimientos caldricos a través de la nutricion parenteral (NP) (25-30). Las causas del FI
son diferentes entre la poblacion adulta y la pediatrica, representando el intestino corto de
variada etiologia la indicacion més frecuente para el trasplante en ambos grupos (13-14,43-
44). En el caso de los adultos la patologia isquémica es la causa mas frecuente, seguida de la
enfermedad de Crohn y el traumatismo (13-14,26). En nuestra serie de 15 pacientes la
patologia isquémica de variada naturaleza constituy6é también la indicacion mas frecuente,
encontrandose en 9 de ellos y representando por tanto el 41% de los trasplantes. El sindrome
de Gardner con fibromatosis mesentérica fue la segunda indicacion apareciendo en 4
pacientes lo que supuso un 23%, mientras que en otras series esta etiologia representa apenas
el 3% de las indicaciones (43). La enfermedad de Crohn sin embargo sélo fue causa de FI en
un paciente. En adultos la variante TIA es mdas frecuente que en la poblacion pediatrica,
realizdndose siempre que exista dano hepatico reversible (13). El TMV es la variante de
trasplante que incluye estdémago-duodeno-péancreas-yeyuno-ileon e higado en bloque. Se
realiza cuando existe mas de un organo abdominal afectado como sucede en traumatismos

abdominales extensos, grandes resecciones quirtrgicas, trombosis vasculares mesentéricas
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extensas, alteraciones de la motilidad o tumores mesentéricos irresecables (50-51,163). De los
cuatro casos de TMV realizados se documentd hepatopatia cronica y dafio hepatico
irreversible secundario a sindrome de Budd-Chari con trombosis portal y de las venas
mesentéricas, secundario a policitemia vera en un paciente. Hepatopatia fibrosa con cambios
compatibles con hipertension portal (HTP) no cirrdtica y trombosis portal suboclusiva
secundaria a esquistosomiasis en otro. Esteatohepatitis y fibrosis hepatica leve con infarto
esplénico y trombosis de las ramas de la arteria mesentérica, en el tercer caso y sindrome de
Gardner con tumor desmoide que infiltraba la aorta abdominal, la arteria esplénica, la pared
abdominal y la raiz del mesenterio en el cuarto. Hasta la fecha de cierre de la serie no se ha

realizado ningun trasplante hepato-intestinal.

La mucosa intestinal es sensible a la isquemia, pero no so6lo la interrupcion del flujo
sanguineo produce lesion. La reperfusion tras un periodo de isquemia fria o caliente también
la genera (68). Los cambios descritos en la mucosa han seguido un espectro de lesiones cuyos
extremos son desde mucosa de caracteristicas habituales a isquemia trasmural. El edema y la
congestion de la lamina propia, la denudacion del epitelio, el acortamiento en la longitud de
las vellosidades y la marginacién neutrofilica en las venas son los principales hallazgos
histologicos encontrados (68-69). La severidad de estos cambios se relaciona con el tiempo de
isquemia fria del injerto (71). En cuanto a la graduacion de las lesiones, no hay consenso
establecido, teniendo cada grupo sus propios sistemas. Quaedackers et al. concluyen que el
sistema ideal es aquel que combina los hallazgos morfoldgicos/histologicos con la gravedad
del dafo, de leve a severo (72). En nuestro grupo dos patélogos valoraron los hallazgos
histolégicos y su correlacion con el tiempo de isquemia fria. Existio correlacion positiva entre
ellos dos en la evaluacion de los hallazgos morfologicos y en el grado alcanzado (p<0,01).
También se ha observado correlacion positiva signifivativa (p=0,681, p<0,05) entre el grado
de preservacion y el tiempo de isquemia fria. La atrofia vellositaria, la congestion y los
neutrofilos en la ldmina propia fueron los hallazgos mas observados, correspondiendo con los
descritos por otros autores (68-69,71). Este sistema desarrollado presenta reproducibilidad y
puede suponer una herramienta util para la graduacion de los dafos por isquemia-reperfusion.
Recientes estudios en modelos experimentales animales pretenden encontrar fairmacos que
reduzcan estos dafios y favorezcan una mejor evolucion de los injertos. En dos de los mas
recientes se ha empleado remifentanilo (opioide) y una clase nueva de hidrazona

(guanilhidrazona CPSI-2364) que bloquea a los macréfagos de la lamina propia intestinal y
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reduce la inflamacién. En ambos se postula que el empleo de estas sustancias, previo al

trasplante, podria tener beneficios sobre la evolucion de estos pacientes (74-75).

El TI es peculiar debido a los complejos acontecimientos inmunoldgicos que siguen al
implante de un organo linfoide. Inmediatamente después del trasplante comienza una
infiltracion de linfocitos del receptor en el injerto para repoblar su tejido linfoide durante
semanas o meses y en ese tejido (lamina propia de la mucosa y placas de Peyer) suceden
estimulos inmunes intensos que se manifiestan morfolégicamente por infiltrados
inflamatorios, dafio epitelial y apoptosis en las criptas (105,118, 145-146). La distribucion
anatomica de ese tejido linfoide hace que estos fendémenos sean parcheados, mas frecuentes
en el ileon, y su diagndstico exige multiples tomas de biopsias a distintos niveles (118). El
rechazo en el TI ocurre en torno a un 69% segln las series, siendo la principal causa de
fracaso del injerto (118). En los estudios realizados existen datos discrepantes en cuanto a su
aparicion condicionada por la presencia de una prueba cruzada positiva o por la presencia de
un panel de anticuerpos reactivos pre-trasplante. Segin un ultimo estudio publicado se
observa que pese a la existencia de una prueba cruzada positiva no hay una peor evolucion de
los injertos debido al empleo de la terapia inmunosupresora de induccidon con antiglobulina y
rituximab (124). Como sucede en otros 6rganos la clasificacion del RA utiliza términos
derivados de la inmunologia (rechazo hiperagudo, RA acelerado, RAV, etc...) y que en

ocasiones no reflejan exactamente los hallazgos histoldgicos observados (117).

El rechazo hiperagudo y el rechazo agudo acelerado son términos que describen un
acontecimiento en el que el injerto es rechazado en minutos/horas (hiperagudo) o pocos dias
(acelerado). Estos fendmenos se dan en pacientes sensibilizados a los antigenos del receptor y
con una respuesta humoral intensa y no son frecuentes debido a los estudios de
histocompatibilidad y crossmatch que se realizan entre donante y receptor previos al
trasplante. El grupo de P. Ruiz ha comunicado un caso en el que no hubo compatibilidad de
HLA entre donante y receptor con anticuerpos pretrasplante donante-especifico preformados.
Inmediatamente tras la reperfusion del injerto la anastomosis se volvio oscura y congestiva
con arteritis y dafio isquémico mediado por el depdsito de inmunocomplejos en el estudio
histologico. Tras plasmaféresis e inmunosupresion intensa se logré controlar el rechazo con
recuperacion y estabilizacion del paciente y del injerto (126). En nuestra serie no se ha

documentado ningln caso similar.
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El rechazo agudo vascular (RAV) es una entidad escasamente descrita en TI, que
generalmente se produce en un periodo temprano post-trasplante por la presencia de
anticuerpos preformados en el donante frente a antigenos del receptor en un régimen
inadecuado de inmunosupresion. La formacion de novo de estos anticuerpos o la presencia de
autoanticuerpos en el receptor también pueden ser mecanismos implicados. Los cambios
histologicos descritos consisten en una vasculitis de vasos de mediano tamafio que puede
evolucionar a una necrosis de la pared vascular con un dafio isquémico importante del injerto
(123,127). En la microvasculatura de la mucosa se ha descrito congestion y extravasacion de
eritrocitos. El nivel de dafio de los vasos de mayor calibre o de la microvasculatura puede
graduarse de 0 a 3 segun la gravedad de los cambios inflamatorios, la proporcion de vasos
afectados y la presencia de necrosis (117). Con técnicas de inmunofluorescencia se ha
observado deposito de inmunoglobulinas en los vasos. Sin embargo parece no haber una clara
correlacion entre el depdsito de C4d y el desarrollo de un rechazo humoral (127-128). El1 C4d
es un producto de degradacion de la via clasica del sistema del complemento que en lugar de
desaparecer como otros componentes del complemento, establece enlaces covalentes con
componentes de las células endoteliales y con el coldgeno de las membranas basales (MB),
que lo mantienen en el tejido, y es por ello posible su deteccion mediante una técnica de
inmunofluorescencia directa o de IHQ convencional (133). La valoracion del deposito de C4d
se ha incluido en los criterios morfologicos que definen el RH en el trasplante renal y en el
cardiaco, junto con la presencia de anticuerpos donante-especifico y los hallazgos histologicos
caracteristicos (129-132). En el caso del TI no esta tan caracterizado siendo poco precisos los
datos publicados. Troxell M et al. evalud la tincion para C4d en los capilares de 29 injertos
intestinales (14 sin RAC y 15 con RAC) y en la mucosa normal de especimenes nativos, no
encontrando una relacion clara entre la inmunotincion para C4d y el diagndstico de rechazo
(136). En otro estudio reciente se intentd correlacionar la inmunotincion de C4d con los
niveles de anticuerpos donante-especifico, no estableciéndose una relacion directa de los
niveles de anticuerpos y el desarrollo de RAH (138). Ademas, el depdsito de C4d puede
observarse también en ausencia de signos histologicos o clinicos de rechazo, teniendo su
presencia en ausencia de lesion un significado incierto (127-128). En nuestra serie también se
estudiaron los depositos de C4d y su posible relacion con la presencia de rechazo humoral.
Para ello se estudid el deposito del anticuerpo tanto en biopsias control de mucosa intestinal
como en biopsias de injerto con y sin ataque inmune. En las biopsias control se observo
deposito focal y débil de C4d en la pared de los capilares submucosos. En el caso de los
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injertos se observaron depositos intensos y difusos de C4d en las biopsias de 2 pacientes,
focales y débiles en 4 y ausencia de deposito en 6. Se comparo el tipo de deposito de los
injertos con el estudio de crossmatch previo de los pacientes para la deteccion de anticuerpos
preformados, el grado de lesion de preservacion y el tiempo de isquemia fria del injerto. Hubo
dos casos con crossmatch positivo que tuvieron un grado moderado de lesion de preservacion
y en uno de ellos una tincion difusa para C4d con isquemia fria de 360 minutos, el otro no
tuvo tincion y el tiempo de isquemia fria fue de 315 minutos. Otro caso de crossmatch
negativo mostrd depdsitos de C4d positivos intensos, con un grado severo de lesion por
preservacion y un tiempo de isquemia de 475 minutos. Estos datos se enfrentaron con el
estudio evolutivo de los injertos en sus biopsias posteriores y la posible aparicion posterior de
rechazo, y no se observo ninglin rechazo humoral, ni agudo. Estos resultados concuerdan por
tanto con los de las otras investigaciones, no llegdndose a observar una clara asociacion entre
la inmunotincién de C4d, el resultado del crossmatch, el tiempo de isquemia fria y el grado de

lesion por preservacion, ni con un valor predictivo del desarrollo de RA posterior.

Los tres hallazgos histologicos fundamentales que caracterizan al RAC y que fueron
determinados por Lee et al. son: el infiltrado inflamatorio mononuclear, el dafio del epitelio
criptico (criptitis) y la presencia de apoptosis en las criptas (94, 139). La presencia de estos
hallazgos precisa de una adecuada correlacion clinica y un muestreo del injerto completo. En
estos estudios se establecio también el sistema ABC (apoptosis body count) para la
cuantificacion de las apoptosis en las criptas y que consiste en determinar el nimero de
apoptosis observadas en diez criptas consecutivas. Hasta dos apoptosis por 10 criptas pueden
observarse en ausencia de ataque inmune, ya que la apoptosis celular es un proceso fisioldgico
que regula el epitelio intestinal. En el caso del rechazo estd aumentado, siendo este el punto
de corte a partir del cual se va a establecer la sospecha de RA. La apoptosis del epitelio
gastrointestinal va a observarse en otras situaciones tales como EICH, infeccion por CMV,
toxicidad farmacolégica, enfermedad inflamatoria intestinal idiopatica (EII), estados de
inmunodeficiencia y patologias autoinmunes. En concreto el empleo de micofenolato mofetil
como agente inmunosupresor ha sido relacionado con la aparicion de colitis con distorsion de
la arquitectura, apoptosis, criptitis e inflitrados inflamatorios en la mucosa coldnica, hallazgos
que pueden simular un ataque inmune (121-122). Aparte de las observadas sobre cortes
histoldgicos tefiidos con HE, algunos estudios han intentado determinar marcadores mas

fiables y especificos de apoptosis. En uno de ellos se ha realizado IHQ empleando un
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anticuerpo dirigido contra la caspasa-3, proteasa implicada en el fendmeno apoptosis celular,

no obteniendo resultados satisfactorios (149).

En el RAC no s6lo es necesario hacer su diagnostico, también hay graduarlo, puesto que el
tratamiento inmunosupresor difiere entre el grado leve y el moderado-grave (16). El sistema
mas empleado es el que estd basado en los datos de Wun. et al y Ruiz el al. En este sistema se
contabiliza el ABC de 10 criptas consecutivas, el grado de inflamacion mixta (de predominio
mononuclear pero con presencia de linfocitos activados, eosin6filos y neutrofilos) y el dafio
del epitelio de superficie segun esté intacto o ulcerado/erosionado). Combinando estos
hallazgos se divide el ataque inmune en cinco grados: normal, indeterminado para rechazo,
RA leve, RA moderado y RA grave (130-139). Debido a las deficiencias de precisién que
existen en la literatura acerca de cada hallazgo y su posible relacion con toxicidades
farmacoldgicas, en este trabajo se decidid0 completar las clasificaciones histoldgicas
manejadas hasta el momento. Para ello se tuvo en cuenta de forma cualitativa las lesiones de
apoptosis y pérdida de criptas y se consideré RA cuando existia un infiltrado inflamatorio de
linfocitos y polimorfonucleares (generalmente incluyendo un componente de eosinéfilos),
lesion del epitelio criptico en forma de cariorrexis y apoptosis y la pérdida de criptas. Para

graduarlo se valord y puntud los hallazgos segtn las siguientes escalas:

1. La pérdida activa de criptas:

-Destruccion focal: 1 punto
-Destruccion extensa (< 10 criptas contiguas): 2 puntos
-Destruccion total (>10 criptas contiguas destruidas): 6 puntos

2. Las apoptosis: (definidas como vacuolas con polvo nuclear o restos cariorrecticos)

-2 en 10-12 criptas del fragmento mas lesionado: 1 punto
-De 2 en 10-12 criptas del fragmento mas lesionado: 2 puntos

3. Las cariorrexis: (definidas como polvo nuclear intraepitelial sin vacuola)

->3 criptas seguidas con cariorrexis: 1 punto

-Cariorrexis presente en mas del 50% de las criptas: 2 puntos
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En funcién de la puntuacion total obtenida (score) el RA se ha clasificado como:

* Indeterminado para rechazo (IRA): Sumatorio de 1. Destruccion focal de una cripta o 1
apoptosis en 10-12 criptas seguidas o >3 criptas seguidas con cariorrexis, siempre en el

fragmento mas lesionado de los biopsiados.

* RA leve: Sumatorio de 2. Menos de 5 criptas destruidas o 2 apoptosis en 10-12 criptas

seguidas ¢ cariorrexis en mas del 50 % de 10-12 criptas seguidas.

* RA moderado: Sumatorio de 3-4. Destruccion de criptas y carirrexis o apoptosis). El
infiltrado inflamatorio esta ampliamente disperso por la ldmina propia. Puede verse arteritis
intimal leve o moderada. El epitelio permanece intacto en cuanto a continuidad, sin

ulceracion, aunque pueden verse erosiones focales

* RA severo: Sumatorio superior a 4. La destruccion de més de 5 criptas seguidas alcanza esta
puntuacidon y también una suma destruccion de mas de 2 criptas con notable presencia de
cariorrexis y/o apoptosis. El infiltrado linfoide se extiende profundamente en la pared y llega
a afectar los plexos nerviosos y hay ulceracion. El epitelio adyacente a las tlceras es el que
muestra abundantes apoptosis. Con la destruccion de la superficie mucosa el contenido
intestinal promueve un abundante infiltrado de neutr6filos que cubre las tlceras con
pseudomembranas. Puede llegar a verse descamacion de mucosa. Se observa arteritis intimal

y transmural.

En este trabajo se defini6 “episodio de RA™: a los dias entre el primer diagnostico y el tltimo
de IRA/RA seguido de al menos 10 dias sin ataque inmune. Cada episodio se nomind con el

grado mas alto.

Empleando este sistema el nimero de episodios de RA que se diagnosticaron fue de 12
episodios en 9 injertos, lo que supone una afectacion del 53 % de los injertos, que en algunas
series se estima en torno a un 67% (13) u 87% (170). De los episodios de RA el 50%
correspondieron a un grado 3, el 25% a un grado 2 y otro 25% a un grado 1. Se observo
irregularidad en el momento de aparicion de los eventos de rechazo, habiendo cuatro que lo
hicieron en los 3 primeros meses, 3 a los seis meses y 5 pasados este periodo y siendo mas
frecuentes los eventos de aparicion tardia en el primer afio en torno a los seis meses post-
trasplante. El ataque inmune se manifest6 inicialmente como leve en el mayor nimero de

casos y su duracion tuvo una media de 26 dias, aunque los de mayor duracion fueron los
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grados 3, observandose una correlacion positiva significativa (p= 0.661, p<0.05) entre la
duracion del episodio y el grado de rechazo alcanzado. La evolucion también fue errética,
sobre todo en los rechazos de mayor grado y en concreto en el caso asociado a desarrollo de
SLPT. Esta asociacion ha sido descrita por otros autores determinando un peor pronostico
puesto que el empleo de altas dosis de inmunosupresion para tratar el rechazo puede
condicionar la aparicion de SLPT (160). Tres pacientes tuvieron recidiva del ataque inmune.
La recidiva se di6 en todos los grados y con el mismo grado que en el primer episodio. No se
observo ninguna asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de trasplante, la
duracién del episodio, el grado alcanzado y la evolucién. En cuanto a la evolucion de los
injertos con rechazo de los episodios grado 3, en tres se perdi6 el injerto lo que supuso una
tasa del 18,75% del total de los injertos. Dos episodios de RA-3 se resolvieron con
tratamiento médico consistente en un incremento de la inmunosupresion con farmacos y dosis
adicionales (se administr6 OKT3 o se repitid la dosis de alemtuzumab). Tanto los de grado 2,
como los de grado 1 remitieron con el tratamiento inmunosupresor indicado (el mismo que en
el RA-3 para el RA-2 y corticoides en el RA-1). De los nueve injertos que presentaron RAC
dos eran TMV vy siete TIA, lo que supone una mayor tasa de rechazo en los trasplantes de
intestino aislado (43,75%) frente a los multiviscerales, tal y como demuestran otros autores en
sus estudios (13). Takahashi et al. también observé en su estudio, que dentro de los injertos de
TMV, el injerto de intestino delgado es el mas suceptible de presentar RAC (148). En
conclusion en este estudio se observd que: El RAC es la causa mas importante de morbilidad
en el trasplante intestinal en nuestro Programa; se desarrolld en los primeros 150 dias post-
trasplante; la duracion de los episodios de RA aument6 con su intensidad; cualquier grado de
RA fué reversible pero se constatdé que los intensos pueden llevar a la pérdida del injerto; y

por ultimo que la mayoria de los episodios de IRA se controlan y revierten.

Nuevas lineas de investigacion pretenden encontrar nuevos hallazgos claves para el
diagnodstico de RA. Asi, la apoptosis de linfocitos y su fagocitosis parecen ser hallazgos
sospechosos de RA junto con la apoptosis de las células epiteliales de las criptas (150).
También parece que la disrupcion de la barrera de células plasmaticas de la mucosa intestinal
durante el rechazo puede ser un proceso implicado en este complejo fendmeno inmunologico
(151). Siguiendo esta linea de pensamiento, nuestro grupo decidi6 estudiar las caracteristicas
del infiltrado inflamatorio a través de IHQ, observando un aumento de células

linfoplasmocitarias en todos los episodios y grados de rechazo, a expensas fundamentalmente
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de linfocitos T CD4+. La poblacion linfoide T CD8+ y la poblacion linfoide B, no parecian

seguir un patrén de incremento o deplecion definido.

También se han evaluado las caracteristicas histologicas de la mucosa reparativa encontradas
en las 54 biopsias endoscopicas realizadas durante el curso evolutivo de 16 injertos
intestinales, describiéndose sus caracteristicas y su asociacion con ataque inmune (rechazo).
Los hallazgos més frecuentemente observados fueron la pérdida de glandulas, la distorsion de
la arquitectura y la presencia de mitosis. Este cambio reparativo aparecié como hallazgo
puntual en 3 injertos, y como prolongado en 5, de los cuales en 3 se asocié RA. Entre los 8
casos en los que no se evidencid mucosa reparativa en ninguna biopsia de seguimiento,
existieron 4 injertos que presentaron episodios de RA (dos de grado 1, uno grado 2 y otro
grado 3). En conclusion, la mucosa reparativa puede ser un hallazgo prolongado durante
semanas en la mucosa del injerto intestinal. En una mayoria de los casos de nuestra serie se
asocid a ataque inmune pudiendo albergar en su seno las caracteristicas de éste (apoptosis,
inflamacion) y su presencia no siempre fue seguida de desaparicion del RA. También hubo un
caso prolongado sin asociacion a ataque inmune que mostrd microtrombos capilares
persistentes, atribuibles a isquemia cronica de la mucosa. Por tanto la mucosa reparativa
posiblemente sea indicativa de reepitelizacion de erosiones o desprendimientos epiteliales

secundarios a rechazos intensos o a isquemia.

El rechazo cronico es la principal causa de disfuncion y pérdida del injerto a largo plazo,
siendo la diarrea persistente la manifestacion clinica mas frecuente y la vasculopatia del
injerto el hallazgo histologico caracteristico (153). El diagndstico de RC precisa del estudio
de las arterias mesentéricas y vasos submucosos, muestras que no suelen obtenerse a través de
la biopsia endoscopica, siendo los cambios que pueden observarse en la mucosa inespecificos
(128,153). En nuestra serie solo ha sido identificado un caso con signos de RC en el contexto
de un fracaso, en el explante de un paciente por RA-3, e HP con imagenes histologicas de RC
focal. Los hallazgos encontrados de RC consistieron en fibrosis de la submucosa y placas

ateromatosas en la intima de los vasos mesentéricos.

Las infecciones y las neoplasias malignas son las dos complicaciones mayores asociadas a los
tratamientos inmunosupresores prolongados, empleados en el mantenimiento de los injertos
en el TOS. En el 31% de nuestros pacientes se demostro histologicamente infeccion por

citomegalovirus siendo el diagnostico mas eficaz esta histologia ya que la
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inmunohistoquimica confirm6é 2 de 3 casos. En dos injertos se evidencié infeccién por
adenovirus. Al menos la mitad de estas infecciones siguieron a previos diagnosticos de RA 'y
consiguiente inmunosupresion adicional y todas ellas se observaron en los primeros 6 meses
post-trasplante. La reactivacion de infecciones latentes en el 6rgano trasplantado o en el
receptor y/o la exposicion a patégenos del medio (nosocomial o en la comunidad) son las dos
vias por las que con mayor frecuencia se originan estas complicaciones. Guaraldi et al. (101)
en su estudio realizado en 19 pacientes con TI observaron que todos ellos desarrollaban al
menos un episodio infeccioso mostrando el 94% una etiologia bacteriana, el 67% virica y el
28% fungica. Loinaz et al. (99) revisaron 124 casos de trasplante, encontrando la infeccion
bacteriana como causa directa de muerte en un 18%. En nuestra serie en tres pacientes (20%)
fallecidos con TMV se establecido como causa directa de muerte el FMO secundario a shock
séptico con origen en una infeccion abdominal secundaria a Pseudomona aeruginosa, en una
infeccion respiratoria producida por Acinetobacter y en un pseudoaneurisma micotico arterial
en otro. Ante una situacion clinica de un paciente con TI que presenta disfuncion del injerto,
fiebre y una biopsia anormal, los diagnosticos diferenciales a plantear son el RA frente a una
infeccion, sobre todo las virales (101). El tratamiento es completamente opuesto, siendo
necesario realizar un diagnostico histologico lo mas adecuado posible. También hay autores
que han planteado si la enteritis infecciosa predispone a padecer RA (101). El CMV es una de
las infecciones virales mas frecuentes en TOS, siendo provocada generalmente por la
reactivacion de una infeccion latente debido al régimen de inmunosupresion al que deben ser
sometidos estos pacientes (106). Su incidencia se ha visto reducida gracias al uso de la
profilaxis antiviral (105), pero la enteritis por CMV puede simular clinicamente un RA con
sintomas como diarrea y dolor debiendo ser diferenciada debido al manejo terapeutico
opuesto que tienen. La infeccion por CMV se define con la presencia de antigenos virales o
ADN en sangre o tejido. Histologicamente las particulas de CMV se pueden demostrar por
IHQ o HIS. Los hallazgos histologicos que hacen sospechar una infeccion por CMV son
erosion mucosa o ulceracion, con inflamacion cronica activa y la presencia de inclusiones
intranucleares anfofilicas, rodeadas por un halo claro y una membrana nuclear delgada y con
inclusiones eosinofilicas, pequefias en el citoplasma (105). En nuestra serie la serologia para
CMYV donante/receptor (R/D), definida por la presencia de IgG+ en suero, fue: R+/D+ = 10;
R-/D+ = 2; R+/D- = 3; R-/D-=1. En el caso de D+/R- y R+ se realizd profilaxis con
ganciclovir y valanciclovir; y en el D-/R- transfusion con filtro leucocitario. En las biopsias de
injerto intestinal se sospechd cuando se observé ulceracion e inflamacion, apareciendo como
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inclusion sospechosa sélo en las biopsias de 4 pacientes (26%) y siendo la IHQ positiva para
los antigenos virales, con tincidon nuclear en 2. La serologia receptor/donante en los estos
casos fue R+/D- en uno y R-/D+ respectivamente. El adenovirus es un patégeno comun,
sobretodo en la poblacion pediatrica causante de infecciones respiratorias, gastrointestinales y
oculares. La prevalencia de enteritis por adenovirus en pacientes con TI se estima en torno a
un 26 % (101,110). La enfermedad puede desarrollarse por la reactivacion de una infeccion
latente o por un contagio posterior, dandose dentro de los primeros seis meses (109). La
importancia del diagnostico de la enteritis por adenovirus radica también en su capacidad de
simular un cuadro de rechazo, produciendo apoptosis de las células de las criptas junto con
inflamaciéon de la lamina propia (109). El diagnostico se realiza con la presencia de
inclusiones intranucleares en los enterocitos de superficie y su confirmacion mediante IHQ,
PCR o ME (110). En nuestra serie se observaron inclusiones enterocitarias sospechosas en
dos pacientes pudiéndose confirmar en uno de ellos la presencia de particulas virales
intranucleares mediante estudio ultraestructural. Las infecciones fungicas aparecen después
de los seis meses post-trasplante, con una incidencia entorno a un 25% (115). De ellas la
mayoria (80%) corresponden a candidiasis. La infecciéon por Aspergillus representa sélo la
minoria de casos (3.6%). En nuestra serie sdlo se ha documentado un caso de aspergillosis
invasiva en el contexto de un estudio post-mortem por FMO secundario a una infeccion
respiratoria. En €l se observaron infartos pulmonares bilaterales con aspergillosis pulmonar

invasiva.

Los sindromes linfoproliferativos post-trasplante son un conjunto de proliferaciones
linfociticas y plasmaciticas que ocurren en el curso post-trasplante y que frecuentemente, pero
no siempre, se asocian al VEB. En el caso del TI su incidencia ha disminuido del 15% en
adultos y 40 % en nifios al 5.1% y 13.2% respectivamente segin los datos del Registro
Internacional de TI (158-159). Otros autores reportan una incidencia del 12%, con un
momento de aparicion que puede ser temprano, antes de los 4 meses post-trasplante, o tardio,
después de los dos afios (160). Entre las causas que pueden explicar esta disminucion de la
incidencia estan el empleo del tratamiento profilactico previo al trasplante y la monitorizacion
de la viremia (155). Los factores de riesgo asociados al desarrollo de un SLPT en un
trasplante son: primoinfecciéon de VEB en un receptor seronagativo, tipo y duracion de la
inmunosupresion, tipo de injerto y edad del paciente. La seropositividad para VEB no es un

factor protector y se recomienda la monitorizacion de la serologia tanto en pacientes
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seronegativos y seropositivos (156-157). Para su clasificacion se emplea la desarrollada por la
OMS que los divide en cuatro categorias (158): Lesiones tempranas (la hiperplasia
plasmocitica (HP) y la infeccion mononucleosis-like), el SLPT polimorfo, el SLPT
monomorfo y el SLPT Linfoma Hodgkin (LH) y LH-like). La infeccion por VEB puede
asociarse hasta en un 80% de los SLPT en TI. Su presencia puede demostrarse por IHQ, PCR
o HIS. En nuestra serie se diagnosticaron 7 SLPT en 6 pacientes, lo que supone una
incidencia del 40 % de los pacientes y 35,3% de los injertos, en torno a los once meses post-
trasplante. Todos los receptores eran seropositivos para VEB, excepto uno y el 71,4% de los
casos de SLPT mostraron positividad para VEB en los estudios de HIS. Los hallazgos que
apoyan que un infiltrado linfoide puede ser tumoral y no reactivo son la formacion de masas y
nddulos expansivos, la presencia de células transformadas, la atipia linfocitaria, el predominio
del infiltrado de células plasmaticas o células B, necrosis o presencia de células VEB
positivas. De los SLPT diagnosticados 5 correspondieron a HP. Los otros dos casos
correspondieron a 2 SLPT monomorfos de extirpe B en mucosa. En un mismo paciente se
dieron dos eventos de SLPT. El primero se diagnostico como PTLD monomorfo, el dia 157
post-trasplante, con una duracion de 35 dias. Durante este mismo evento, el paciente presentd
RA, iniciado el dia 168 post-trasplante, con una duracién de 17 dias y un grado maximo de
RA-3. El segundo diagnostico fue de HP, el dia 511 post-trasplante, en la pieza de explante
del injerto. Junto con este hallazgo, también se observé RA y RC De la evolucion de los
pacientes tres HP y un SLPT monomorfo se resolvieron con el manejo terapéutico adecuado.
El otro SLP monomorfo precisé de explante, ya que la afectacion de los ganglios provoco una
trombosis mesentérica secundaria y una necrosis isquémica intestinal segmentaria. Los otros
dos casos de HP se diagnosticaron en casos de explantes asociados a RA-3. En la relacion del
rechazo con el SLPT, se postula que es el empleo de la terapia inmunosupresora con OKT3
para el manejo del RA lo que supone un factor de riesgo para el desarrollo de SLPT (156-
157,159). Esto podria explicar la alta tasa de SLPT de nuestra serie, puesto que en nuestro
programa se realiza profilaxis antiviral pre-trasplante y se monitoriza la carga viral mediante
PCR en sangre de forma periddica durante el primer afno post-trasplante (16). La mortalidad

asociada a SLPT, sin embargo ha disminuido desde el empleo de drogas anti-CD20 (160).

En nuestra serie se observo un tnico episodio de EICH agudo grado dos en un paciente con
TMV, en una biopsia cutanea realizada el dia 14 post-trasplante. En la siguiente biopsia

realizada el dia 17, el ya cuadro habia remitido. La EICH es una enfermedad multisistémica
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producida cuando los linfocitos T del d6rgano trasplantado reconocen como extraios a los
antigenos del receptor, iniciando una respuesta inmune. Se divide en una forma aguda y otra
cronica en funcion de su momento de aparicion. La forma aguda suele aparecer entre las 2 a 6
semanas post-trasplante. En la biopsia cutanea del caso observado encontramos en la
epidermis vacuolizacion de la capa basal con queratinicitos apoptoéticos y un infiltrado
linfoide. (161-162). Mazariegos et al. estiman una incidencia de EICH demostrado

histologicamnete del 6,5% en poblacion pediatrica y del 4,7% en adultos (162).

Otros hallazgos microscopicos encontrados, que si bien no tenian un importante papel nocivo
en la patologia del injerto, si eran lo suficientemente relevantes como para ser nombrados en
el DAP y referidos aqui para su conocimiento por cualquier patélogo implicado en biopsias de
TI. Fueron la reaccion granulomatosa tipo cuerpo extrafio en ldmina propia frente a las
particulas de kaiexalato (resina de intercambio idnico empleada para el manejo de la
hiperpotasemia, que aumenta la excrecion intestinal de potasio) y la presencia de
microtrombos que en un caso. Se mantuvieron de forma prolongada en el tiempo, asocidndose
a IAI e IRA. También se identifico calcificacion de la ldmina propia en la biopsia del injerto
de un paciente. Las calcificaciones ectopicas se han descrito en otros trasplantes y se han
atribuido al empleo de abundantes transfusiones cuyo citrato calcico pude hacer precipitar
calcio preferentemente en zonas lesionadas del injerto pero también en zonas sanas (179-

180).

Entre las 27 biopsias no intestinales realizadas, 8 fueron de MO para el estudio de extension
de los SLPT y con el diagnostico de hipocelularidad en cinco de ellas. La monitorizacion de
los injertos MTV exigi6 la realizacion de biopsia hepética. Se realizaron un total de 8
biopsias hepaticas diagnosticandose cambios de preservacion en las biopsias de “tiempo 07,
hepatotoxicidad en un caso y, también so6lo en un paciente, cambios necroinflamatorios
inespecificos. En tres casos de TMV también se realizd biopsia endoscopica y en una se
realizé el diagnostico de rechazo agudo en muestra de mucosa duodenal el dia 48 post-
trasplante y en el contexto clinico de un RA-3. Los criterios para diagnosticar rechazo en
biopsias endoscoOpicas altas en pacientes con trasplante multivisceral han sido descritos por
Garcia M et al. En su trabajo se gradua los cambios encontrados en el epitelio de superficie
(inflamacion, erosion, ulceracion y atrofia/hiperplasia), en la ldmina propia (infiltrado
inflamatorio, edema, congestion, hemorragia) y en el epitelio glandular (Infiltrado
inflamatorio, cuerpos apoptdticos, alteracion de la arquitectura y cambios celulares) y elabora
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una escala que permite graduar el dafio y su posible asociacion con rechazo. En el grado 0 no
hay evidencia de rechazo, el grado 1 corresponde al indeterminado para rechazo, el grado 2 es

un rechazo leve, el grado 3 rechazo moderado y el grado 4 rechazo grave (147).

Unos de los papeles que tiene el patdlogo dentro del Programa de Trasplante es el de realizar
el control de calidad a través de la valoracion de los injertos perdidos y de pacientes
autopsiados. De los 8 trasplantes fracasados en 5 se pudo examinar los injertos explantados y
en dos se pudo realizar estudios necropsicos. S6lo hubo un caso en que no fue posible hacer
ninguna valoracion. A través de estos estudios se ha podido establecer que hay dos tipos de
causa de fracaso fundamentales, una causa local propia del injerto (rechazo y sindrome
linfoproliferativo fundamentalmente) y otra sistémica (sepsis) y que el estudio histopatologico

determina y documenta adecuadamente estas causas de pérdida del injerto intestinal.

De los 15 pacientes de la serie en 5 con TIA (33%) se restablecio el transito por completo, con
una media de 513 dias post-trasplante (315-796) y con control a través de endoscopia
periddica. Cuatro pacientes (27%) continuaban en el momento de cerrar la serie con
ileostomia de descarga pero libres de nutricion parenteral. De los 15 enfermos trasplantados,
fallecieron 6 en total (3 TI y 3 TMV), lo cual supone una mortalidad cruda del 40%, con una
supervivencia actuarial al afio, 3 y 5 afios del 66,7%, 59,3% y 59,3%, respectivamente. Se
perdieron 8 injertos (47%) de 7 pacientes (46,6%), 3 de ellos MTV y el resto TIA. Tras un
seguimiento de los injertos de 77,2 meses, se obtuvo una supervivencia cruda de los injertos
del 52,9% (9 de 17) y una supervivencia actuarial al afio, 3 y 5 afos del 62,5%, 55,6% y
55,6% respectivamente. La probabilidad de supervivencia tanto del paciente como del injerto
desciende hasta un 60% durante los primeros 15 meses, manteniéndose estable a partir de ese
momento. Nuestra serie es pequeiia comparada con la que presentan otros grupos, aun asi
nuestros datos son semejantes, € incluso mejores, con los presentados por otros grupos en
relacion con el T1, asi como con las cifras que presenta el Registro Internacional de Trasplante

de Intestino (14).

170



VII. CONCLUSIONES



Conclusiones

1. Aqui y ahora se ha conseguido que el trasplante intestinal sea una terapéutica viable para
los pacientes con SIC con una supervivencia del 66,7% al ano y del 59,3 % a los 3 afios. La
patologia isquémica, seguida del sindrome de Gardner son las indicaciones mas frecuentes en
nuestra serie. La supervivencia obtenida por nuestro grupo es equiparable a la de otros grupos

con mayor experiencia.

2. La graduacion de los cambios de preservacion en la mucosa del injerto, aqui disefiada,
puede valorarse de forma objetiva por distintos observadores y su intensidad se correlaciona

significativamente con el tiempo de isquemia fria del injerto.

3. El rechazo agudo, las infecciones y el SLPT son las complicaciones mas frecuentes y las
subsidiarias de un necesario diagnodstico histopatoldgico preciso para el adecuado manejo del
paciente. El RA se ha observado en el 53% de los injertos y las infecciones virales
oportunistas asi como el SLPT en el 40 % de los pacientes respectivamente. Estas
complicaciones se han dado con mayor frecuencia dentro del primer afio post-trasplante y

ocasionalmente de modo simultaneo.

4. Las causas de fracaso de los injertos pueden ser: 1) locales o propias del intestino (rechazo
y el SLPT) que suponen una tasa de injertos perdidos del 18,75% y 2) sistémicas de causa

infecciosa evolucionadas a estados sépticos con una tasa del 11.7%.

5. La histopatologia esta implicada necesariamente en la valoracion de la idoneidad del injerto
para el trasplante, en la evolucion de este, en la monitorizacion de los tratamientos
inmunosupresores y en la evaluacion de la calidad del Programa (examen de injertos perdidos
y autopsias). La histopatologia debe realizarse en un escenario clinico y con inexcusable

correlacion anatomoclinica.

6. Todas las observaciones reflejadas en el presente estudio han sido simultaneas al proceso
asistencial y han constituido la base para el manejo de los injertos y pacientes. Muchos de los
hallazgos encontrados durante el desarrollo del Programa no se han descrito o la han sido muy
someramente por los escasos grupos internacionales, lo que ha supuesto una dificultad en el
momento de enfrentarse a cada estudio morfoldgico de andlisis de los tejidos. Con este trabajo
se ha desarrollado un entrenamiento y una metodologia para los patdlogos que debe
ampliarse con estudios mas concretos y especificos de muchas de las observaciones aqui

relata
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