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ACL : Autotrasplante Con Ligadura de arteria hepética.
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HISTORIA

La fabula de Esquilo (490 a. de J.C.) relata que Prometeo
robdé un poco de fuego del Sol y lo didé a la raza humana. Esta
tradicién parece de acuerdo con lo que nos dice Hesiodo, que
irritado Zeus por la proteccidén que Prometeo dispensa a los
mortales, les oculta el uso del fuego; pero Prometeo robé la
llama en una férula y se la didé nuevamente a los hombres.
Jipiter (Saturno), enfadado y celoso por esta sospecha mantuvo
a Prometeo amarrado con cadenas por la Fuerza y la Violencia,
dirigidas por Vulcano, en una roca de los montes del Cdaucaso,
donde un aguila comia su higado durante el dia. Segin 1la
leyenda, el higado se regeneraba durante la noche,
ESPASA-CALPE, (78). Sigue siendo un misterio cémo pudo el
mitélogo original saber que el higado tiene un irresistible
impulso a regenerarse, BENGMARK, 1972 (8), Fig. 1.

Fig. l.: Prameteo encadenado
Pintado por P.P. Rubens.




En el <concepto de enfermedad de los pueblos
mesopotamicos, sefiala ZARAGOZA, 1972 (420), wuno de los
sistemas adivinatorios més usados fué el de la

"hepatoscopia", el examen de la morfologia del higado de 1los
animales sacrificados. El sacerdote o "bard", ruega a los
dioses que manifiesten su voluntad por el higado del animal
sacrificado. Hecho esto, inspeccionaba primero el higado "in
situ", los detalles morfoldgicos mas importantes del mismo vy
en sus relaciones con las partes adyacentes. Seguidamente
extraia la viscera y la colocaba sobre sus manos de modo que

pudiera ver su parte pdsteroinferior.

Las primeras ratas en llegar a Europa fueron Rattus
rattus, rata negra, rata de casa o de los barcos. Pudieron
llegar errando entre el 400 y 1100 a. de J.C. con las hordas
que se extendieron por . Europa desde el Este, ZINSSER, 1963
(426). La rata noruega -Rattus norvegicus- se ha usado en el
laboratorio de investigacidén desde hace mds de medio siglo.
En efecto, es el primer mamifero en ser domesticado con fines
cientificos, RICHTER, 1939 (299). Rattus norvegicus también
vino desde el Este, probablemente desde la Mongolia china o 1la
regidén Este del lago Baikal, donde se han encontrado formas
indigenas que se le parecen. La R. norvegicus llegbé a Noruega

en 1762, v a Escocia y Espafia poco tiempo después.

Las ratas noruegas se iniciaron en la cautividad caomo
albinos y se conservaron con fines de ser mostradas y para la
crianza, BARNETT, 1963 (5). En los afos 1880 se las atrapaba
con el fin de servir como cebos y poco tiempo después se
introdujeron en los laboratorios. El ancestro exacto de muchas
cepas de ratas de laboratorio permanece desconocido. Sin
embargo las dos principales lineas, la Wistar vy la
Sprague-Dawley estdn bien documentadas, LINDSEY, 1979 (216) vy
POILEY, 1953 (232).



HISTORIA DEL TRASPLANTE DE ORGANOS Y TEJIDOS

Los origenes del injerto de o4rganos y tejidos estén
ligados al nacimiento de la Cirugia pladstica. Dejando a un
lado los caracteres magicos para el trasplante de d4rganos
encontrados en la historia «china, Las referencias a las
operaciones de trasplantes, ochocientos afios antes de Cristo,
de SURSHUTA y 1la un poco mds autenticada historia del
reemplazo total de una pierna por lo santos Cosme y Damidn,
Fig. 2; la moderna era comenzd con el trabajo clidsico del
cirujano de Bolonia, Gaspare TAGLIACO0ZZI, 1545-1599, "De
Curtorum Chirurgia per Insitionem" (1597). En él se describe
lo que posteriormente se denominaria el injerto de antebrazo,
llevando un injerto de piel desde el antebrazo a la nariz,

conservando sus originales conexiones durante algunas semanas.

Fig. 2.: San Cosme y San Damian.
Siglo ITI. Wirttembergisches Landes-
ruseum, Stuttgar.




TAGLIACOZZI nunca describid el uso de aloinjertos de piel
o el trasplante de un donante vivo, dado que no sbélo pensaba
que esto era fisicamente 1imposible sino que sentia una
aversién a la idea de los aloinjertos por el "poder y la
fuerza" del individuo, HAMILTON, 1982 (134).

En el reinicio del interés por estos temas hemos de citar
a John HUNTER, a quien se atribuve el ser el primero en
utilizar la palabra "trasplante" y a Theodor KOCHER que gané
el premio Nobel en 1909 por sus trabajos sobre alotrasplante de

Tiroides para el mixedema.

La era moderna tuvo un claro destacado, Alexis CARREL
-1873-1944-, premio Nobel en 1912 por sus estudios
experimentales de suturas de vasos sanguineos aplicados a

diferentes series de trasplantes experimentales de 6rganos.

HISTORIA DEL TRASPLANTE DE HIGADO

El injerto hepadtico experimental fue el sustrato sobre

el que se cimentd 1la aplicacidn clinica.

Tanto el trasplante ortotdépico como heterotépico se han
desarrollado paralela e independientemente desde la década de
los 60. Es por tanto conveniente exponer por separado como se
ha desarrollado la investigacidn segin se haya empleado uno u

otro modelo experimental.

El Prof. Thomas E STARZL, fue el primero en realizar un
trasplante ortotbépico de higado en un ser humano el dia 1 de
Marzo de 1963.
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I1.a.-HOMOTRASPLANTE HEPATICO EXPERIMENTAL HETEROTOPICO

I.a.1.-TRASPLANTE HETEROTOPICO DE HIGADO EN EL PERRO

La primera publicacién de una técnica experimental de
trasplante de un higado extra en disposicién anormal fue
hecha por WELCH, 1955 (408). El higado extra fue acomodado en
el abdomen 1inferior recibiendo sangre a través de 1la vena
porta (VP) procedente de 1la vena <cava inferior (VCI) del
receptor y de la arteria hepatica anastomosada a una arteria
iliaca. El drenaje venoso se llevd a cabo a través de la VCI
y la vesicula biliar se drenaba al duodeno. WELCH, 1955 (408)
publica una serie de 47 <trasplantes obteniendo éxito en 14
casos, comprobidndose produccidén de bilis hasta el cuarto dia
del postoperatorio. La mdxima supervivencia obtenida fue de 4

semanas.

GOODRICH et al, 1956 publican la técnica quirdrgica de
WELCH perfeccionada: el higado recibe por via portal sangre
procedente de la VCI del receptor. El flujo arterial se procura
anastomosando a la aorta un manguito adrtico en continuidad
con tronco celiaco. Se liga la VCI del donante v el drenaje
venoso del injerto se lleva a cabo a través de 1la VCI
suprahepatica. Con el fin de monitorizar 1la producciédn de
bilis se practica una colecistostomia con un tubo al exterior.
Para las anastomosis venosas se emplea el "cuff" de

Blakemore-Lord.

En 1956, CANNON, empleando hipotermia y sin supervivencia

presenta sus experiencias en perros.

Una pequefia laguna en el tiempo se presenta quizds debido

a los desalentadores .primeros resultados.

Estimulados por esta oproblemdtica THOMFORD et al, 1943
(388) comunican una variante que consiste en anastomosar la
arteria 1iliaca comin izquierda del receptor al tronco
celiaco del donante, en tanto que para el drenaje biliar se

realiza una colecistoduodenostomia. Utiliza 1la azatioprina



como inmunosupresor y consigue supervivencias superiores a 7

dias.

SICULAR et al, 1963 (328) emplean un aporte sistémico al
injerto en 13 trasplantes heterotépicos de los que lUnicamente

sobreviven 2.

MEHREZ et al, 1964 (244) emplean una técnica similar a la
anterior variando el aporte portal mediante anastomosis
término-terminal de la vena esplénica del receptor, lo que
conlleva esplenectomia, con la vena mesentérica superior del
higado donante. Para favorecer el flujo portal del trasplante

estenosan parcialmente la VP del receptor.

El drenaje vascular-se efectla por la VCI infrahepatica
a la vena iliaca izquierda del receptor por lo que el higado
trasplantado se sitda en la fosa iliaca izquierda del
huesped. Finaliza la intervencidén «con el drenaje biliar al
exterior por un catéter introducido en la vesicula biliar. La
mayor supervivencia obtenida fue de 45 dias, siendo la

congestidn hepédtica la causa mis frecuente de fracaso.

La localizacién del implante en el lecho esplénico del
receptor, tras esplenectomia, es una idea que se les ocurrid
a HAGIHARA y ABSOLON, 1964 (131). En una serie de 27 perros se
trasplantd el higado con la vesicula biliar en
pbdsterolateral y la VCI infrahepdtica dirigida hacia la

linea media, practicdndose las anastomosis como sigue:

l1.- Anastomosis término-lateral de la VCI infrahepdtica del

donante con la VCI infrarrenal del receptor.

2.- Anastomosis término-terminal de la arteria esplénica o
renal izquierda del receptor con la arteria hepdtica del

higado donante.

3.- Anastomosis término-lateral de la VP del donante con la
VP del receptor. En otros casos se procedié a la ligadura
de la VP del donante, de manera que se prescindid del

flujo portal.



En todos los trasplantes se practicé un drenaje biliar

externo del alotrasplante por canulacidén de su colédoco.

Concluyen los autores que esta técnica permite la facil
extirpacién del higado propio, en un segundo tiempo
quirurgico. La midxima supervivencia alcanzada con ella fué de

21 dias en un sélo caso.

HEYDE et al, 1966 (138) preparan "in vivo" la extraccidn
de los 1débulos izquierdos. A continuacidén los trasplantan en
la pelvis del perro receptor, anastomosando
litero-lateralmente la VCI del donante a la VCI del receptor.
Después realizan 1la anastomosis término-terminal entre la
arteria hepédtica del donante y 1la iliaca comGn derecha. La
VP del donante se liga y no se revasculariza. El drenaje biliar
puede ser interno (colecistoyeyunostomia) o externo
(colecistostomia y 1ligadura del colédoco). Se completa la
intervencién con la extirpacidn del higado del receptor. De
la serie sbélo 4 perros consiguen sobrevivir 5, 6, 8 y 12
dias. Se utilizé azatioprina como inmunosupresor. Los autores
llegan a la conclusién de que el trasplante parcial de higado
con aporte de sangre arterial y sin recibir sangre portal tiene
capacidad para cubrir 1las necesidades metabdlicas de 1la
economia lo que consideran de gran valor ante su posible

aplicacién a la clinica humana, HEYDE, 1966 (140).

FONKALSRUD et al, 1967 (91) hace hincapié en 1la
importancia de la perfusién, enfriando el higado a 10-15°C.
con 1000 cc de Ringer-Lactado; heparina; dextrano, 1000 ml;
procaina, 2 gr.; bicarbonato sbédico, 40 ml y penicilina, 1
millon de U.I. Utilizan el menoscabo de la funcidn hepdtica
provocado por la anastomosis porto-cava latero-lateral. En 9

perros no obtienen supervivencias.

Empleando una asociacidn de azatioprina (£-13 =g/Kg/dia)
y prednisona (30 mg/dia), TRETBAR et al, 1967 (393) obtienen una
supervivencia maxima de 41 dias. Realizan una colecistostomia

cutdnea, Fig. 3.



Fig. 3.: TRETBAR et

al, Surgery, 1%€7.,
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BENGOECHEA et al, 1967 (9) <con el fin de estudiar la
influencia del menoscabo funcional del higado propio sobre el
auxiliar 1implantan higados en perros en el hemiabdomen
superior derecho con su cara posterior sobre la pared abdominal
posterior y el hilio orientado hacia la linea media. Realizan

tres anastomosis término-laterales:

1.- VCI infrahepdtica del higado donante con la VCI

infrarrenal del receptor.

2.- Tronco celiaco del donante <con la aorta abdominal del

receptor.

3.- Vena mesentérica superior el donante <con la vena

mesentérica superior del receptor.

Finalizan la intervencidén con una colecistoduodenostomia
en dos planos. En base a esta técnica realizan tras grupos
experimentales segin que la VP del higado propio del huesped
quede totalmente permeable, estenosada o ligada,
respectivamente. La mayor supervivencia (55 dias) se obtuvo
cuando se ligaba la vena mesentérica superior por encima de la
anastomosis con la vena mesentérica del higado donante. En
los dos Ultimos grupos se utilizé azatioprina como terapia

inmunosupresora postoperatoria.

En 1968, HEYDE y SCHALM (l144), obtienen supervivencias
superiores a las 5 semanas con autotrasplante de 1lébulos
izquierdos de higado. El1 higado auxiliar podrid «cubrir
funcionalmente las necesidades metabdlicas corporales, aunque
su vascularizacién tenga lugar a expensas de sangre arterial,
pero con la condicién de que el higado propio del huesped

presente un considerable déficit funcional, Fig. 4.

El Prof. Thomas E. STARZL mantiene en paralelo dos lineas
de investigacidn desde los afios 50: los factores

hepatotréficos y técnica quirdGrgica del trasplante de



Fig. 4.: HEYDE et al, Br. J. Surg., 198&68.

higado, STARZL, 1983 (337). La sangre procedente del
territorio espldcnico se pudo demostrar que poseia una
actividad hepatotréfica en contraste con lo que ocurria con
la sangre sistémica arterial y venosa. MARCHIORO et al, 1965
(228) publica los modelos experimentales que han conducido &

estos resultados, Fig. 5.

En 1966, FARIS (81), presenta 3 métodos fundamentales de
revascularizacidén de injertos hepdticos en perros: A.- La
arteria hepatica recibe flujo de la iliaca. La VCI suministra
a la VP, Se completa con shunt porto-cava y ligadura de
colédoco. B.- La técnica de WELCH con ligadura del conducto
biliar. C.- La arteria iliaca suministra a la hepatica y su

porcidén distal se anastomosa a la VP del injerto, Fig. 6.
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DALOZE, 1968 (63), del grupo experimental de la
Universidad de Colorado, presenta el modelo experimental
desarrollado modificando el de WELCH y GOODRICH. Fenédmeno
importante es que la sangre que abandona el injerto no pasa a
través del sistema portal del higado del receptor, ya que se

deriva en su totalidad hacia el injerto, Fig. 7.

Fig. 7.: DALOZE et al, Surgery, 1968B.



El grupo de STARZL anastomosa terminolateralmente, en una
serie de animales, la VP del higado donante con la vena
mesentérica superior del receptor y ligan la VP del receptor
en su extremo proximal. De' esta forma el higado trasplantado
recibe flujo espldcnico y el higado propio queda tlnicamente
vascularizado por la arteria hepAtica. En una segunda serie se
liga la vena mesentérica superior justo debajo de su fusidn
con la vena esplénica. De esta forma el higado propio recibe
sangre de los territorios esplénico y pancredticoduodenal,
mientras que el injerto recibe flujo portal procedente del
intestino. En una tercera serie, 3 4 9 meses antes del

trasplante, someten al animal a una anastomosis porto-cava.

Se demostrd que existia un estado competitivo entre el
higado trasplantado y el propio del huesped, por los sustretos
portales, de manera que para asegurar la supervivencia del
alotrasplante era necesario que su flujo venoso por via
portal, «consistiera en sangre procedente del territorio
espldcnico. Todos los animales receptores fueron tratados con
azatioprina a dosis de 2 a 38 mg/Kg/dia, STARZL, 1969 (341).

Entre sus efectos hepdticos se constataron la hipertrofia,
la hiperplasia, la regeneracidén, las funciones de sintesis y
el mantenimiento de una estructura normal y el almacenamiento
de glucdbégeno, todos ellos mediados por una serie de factores
entre los que cabe destacar la insulina y el glucagdén, STARZL
et al, 1978 (372).

Desde ese momento se han producido muchas publicaciones de
una gran variedad de técnicas para el injerto de un higado
en un sitio heterotépico, con o sin retirada del higado del
receptor, STARZL, 1969 (336) v GUGENHEIM et al, 1981 (129).

Entre 1965 v 1975 se produjo una fuerte controversia. El
higado donante seria discriminado porque fallaba en recibir
factores hepatotréficos de la VP o porque su aflujo de sangre
fuera deficiente, STARZL, 1962 (336).



Fig. 8.: FONKALSRUD et al, Surgery, 19693.

Para intentar solventar este problema se idearon muchos e

ingeniosos experimentos.

En 1969, FONKALSRUD (93) presenta su modelo consistente en
practicar una nefrectomia derecha y anastomosis entre arteria

renal y hepdtica término-terminal, Fig. 8.
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Sin emplear inmunosupresién en el postoperatorio, SLAPAK
et al, 1970 (332), 1idean una nueva variante técnica de
trasplante heterotédpico en el perro. El1 drenaje del higado
donante se hace a través de la VCI infrahepatica. El1 tronco
celiaco del donante se anastomosa a la arteria iliaca
izquierda del receptor. La VCI suprahepdtica del donante se
anastomosa a la VCI del receptor por encima de su bifurcacién.
La vena mesentérica superior del donante se anastomosa
término-terminal con la VP del huesped y por (ltimo, se hace
una coledocoveyunostomia previa tunelizacién de un trayecto
entre el plano seromuscular y el mucoso de la pared intestinal,
En los Gltimos animales se realiza una colecistoyeyunostomia

y se liga el colédoco.del higado propio del huesped.

De una serie de 18 animales, 1 perro sobrevive 44 dias y ©
consiguen superar 10 dias. La mortalidad peroperatoria fué del
22%, La demostracién de que habia cesado la competitividad
entre los higados vino dada porque en las necropsias el peso

del higado injertado era superior al receptor.

En nuevas series del mismo grupo de SLAPAK, empleandc
inmunosupresién con azatioprina obtienen supervivencias

madximas de 118 y 182 dias.



HIGADO

Fig. 9.: BEAUDOCIN et al, S$.G6.0., 1972.

BEAUDOIN et al, 1968, 1970 (7), colocan el higado en el
flanco derecho del receptor en posicidn invertida. La VCI del
receptor se divide 3 6 4 cm debajo de las venas renales y el
extremo proximal se anastomosd a la VCI infrahepatica del
donante, La VC suprahepdtica se suturaba a la porcidén distal
de la VC del receptor. La arteria ilfiaca se anastomosé al
tronco celiaco del donante. La VP del receptor se divide v se
sutura término-terminsl a la vena mesentérica del donante.
Demuestran que la ligadura del <colédoco del higado del
huesped dos semanas antes del trasplante permite obtener una
me jor funcidén del higado auxiliar y concluyen que el flujo
portal para el higado trasplantado puede no ser fundamental,
siempre que no exista la competencia funcional del higado

propio, Fig. 9.
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SHEIL et al, 1970 (320) obtienen una supervivencia mdxima
de 3 meses en su serie de perros a los que someten a una
variante técnica de la de BENGOECHEA consistente en realizar
el drenaje venoso del higado auxiliar a través de la VCI
suprahepdtica que anastomosan término-lateralmente a la VCI
infrarrenal del receptor. A todos los animales les administran
azatioprina e hidrocortisona y les ligan el <colédoco del

huesped y solamente a 4 de 16 les ligan la VP del huesped.

Otra variante de la técnica de BENGOECHEA es la llevada a
cabo por UCHIDA et al, 1970 (398), sometiendo al higado propio
a menoscabo funcional por deprivacidén de sangre total,
estenosis de la arteria hepédtica, obstruccidn del colédoco o
por combinacién de los métodos descritos. Como terapia
inmunosupresora post-operatoria utilizaron azatioprina y

metilprednisolona.

La mixima supervivencia postoperatoria y el menor grado
de atrofia del higado auxiliar se consiguid cuando el higado
del huesped se le priva de sangre portal y ademds se liga el

colédoco.



la,

La utilizacién de la vena renal izquierda del receptor v
la VP del donante como vasos a anastomosar para el aporte
sanguineo es la técnica que idearon WEXLER et al, 1972 (409).
El menoscabo funcional del higado propio del huesped se llevé
a cabo practicando una hepatectomia del 707 asi como seccién
entre ligaduras del colédoco, 48 a 72 horas antes del
trasplante. 8 perros de 1los 10 intervenidos sobrevivieron sin
incidencias 4 semanas. A pesar de que de estos resultados
podria suponerse que no es necesario el flujo portal para el
higado injertado, MAKI y SLAPAK, 1974 (224) demostraron que el
empleo del flujo renal para la perfusidén portal sdlo puede
ser considerado para uso temporal como sostén de la funcién
hepidtica y en tanto exista gran déficit del funcionalismo del
higado propio del huesped. Adn empleando un 403 del
parénquima hepético el flujo renal venoso ha demostrado ser
suficiente para procurar un adecuado flujo portal gque permita

la superviviencia en el perro, Fig. 10.

Fig. 10.: MAXI et al, Br. J. Surg., 1974.



STARZL et al, 1973 (343) han demostrado que 1la
insulina y otros factores hepatotrdficos que caminan por el
drenaje venoso pancredtico son importantes en el mantenimiento

de un funcionamiento hepdtico normal,

GARCTA-MORAN, 1973 (106), ensaya la situacidén del
alotrasplante hepatico en el lugar del bazo. Se <coloca
verticalizado con el 1lébulo derecho en situacién inferior, en
tanto que el hilio se orienta hacia dentro y delante. Los
animales donantes pesaban 4 a 5 Kgs y 1los receptores 18 a 20

Kg.

El orden de las anastomosis era:

1.- Anastomosis término-lateral de la VCI
infrahepatica del donante con la VCI infrarrenal

del receptor.

2.- Anastomosis término-terminal de 1la arteria
esplénica del receptor con el tronco celiaco

del donante.

3.- Anastomosis término-terminal de la vena
esplénica del receptor con la vena porta del

higado donante.

Para la revascularizacién portal emplea flujo sanguineo
venoso procedente del bazo y territorio pancredtico duodenal
del receptor, sangre venosa intestinal y sangre venosa

sistémica.

Para la via biliar practica una colecisto-yeyunostomia y
utiliza el rodete diafragmdtico del higado donante a la pared
abdominal del receptor, para fijarlo en una posicién correcta.
De una serie de 26 perros, sélo 2 vivieron mas de 48 horas,
con una superviviencia maxima de 10 y 35 dias. E1 animal que
fallece a los 35 dias del postoperatorio presentaba en la

necropsia una franca atrofia.



En 1974, GOLDSMITH et al. (116), emplearon la
localizacién en hipocondrio 1izquierdo para el autotrasplante
del 1ébulo izquierdo en una serie _ de 1l perros. El
autotrasplante sbélo recibia vascularizacidn por la arteria
esplénica del receptor y no se procurd drenaje biliar, en
tanto que el venoso se efectuaba a la VCI del huesped, -excepto
en un caso en que la vena suprahepdtica del lébulo
trasplantado se anastomosdé término-terminal con la vena renal
izquierda, lo que exigié nefrectomia previa. Practicada
autopsia de los 6 animales supervivientes a los 10 meses se
aprecié una marcada disminucidén de tamafio y atrofia del

autotrasplante, asi como fibrosis portal,

Intentando mejorar unas presuntas condiciones
hemodindmicas desfavorables que serian causa del fracaso del
trasplante hepdtico heterotépico, LE COMPTE et al, 1974
(192), disefian wuna nueva técnica quirGrgica con la que
aumentar la presién de perfusién sanguinea al higado
donante y favorecer su drenaje. En esencia, «consiste en
disponer el higado auxiliar en el hemitérax derecho del
perro, en el espacio que previamente se consigue al efectuar
una lobectomia superior. La VCI suprahepatica del donante es
anastomosada a la auricula derecha; un segmento adrtico del
donante, en continuidad con el tronco celiaco vy la arteria
hepdtica, se anastomosa término-lateralmente con la aorta
ascendente del receptor y la VP del donante se anastomosa a la
rama apicodorsal de la arteria pulmonar del receptor. Un
catéter en la vesicula biliar exterioriza su drenaje a
través del tercer espacio intercostal. Asi se consigue un
flujo portal en el higado donante con presidén superior a la
suministrada cuando se vasculariza con sangre venosa sistémica
o espldcnica del huesped y ademds se facilita el drenaje
venoso por la proximidad de las venas suprahepiticas a 1la
auricula derecha del receptor. 24 horas después del 1implante
se procede a retirar el higado ©propio, en wuna serie de 3
perros. En estas condiciones v sin administrar
inmunosupresores, sélo 2 perros consiguen alcanzar una

supervivencia de 7 dias, falleciendo por rechazo del injerto.



I.a.2.-TRASPLANTE HETEROTOPICO DE HIGADO EN EL CERDY

CALNE, 1969 (33), basdndose en la técnica de BENGOECHEA,
lleva a cabo una serie de trasplantes heterotdpicos de higado
en el cerdo. El1 espacio subhepdtico derecho es el lugar
elegido para situar el higado auxiliar. E1 flujo portal se
restaura a través de una anastomosis término-lateral entre
las VP del donante vy receptor. El1 flujo arterial se procurd
mediante anastomosis de un segmento adértico del donante, en
continuidad con el tronco celiaco, con la aorta abdominal del
receptor. E1l drenaje se efectuaba por la VCI infrahepdtica del
receptor. Se liga el colédoco donante y se anastomosan las
vesiculas del donante y receptor, de esta forma el drenaje
biliar auxiliar tiene lugar a través de la via biliar intacta
del receptor. La serie consta de 6 trasplantes. 2 sobreviven
menos de 1 semana y de los 4 restantes, 3 sobreviven mads de
500 dias. En la autopsia se observd que los injertos habian
sufrido una completa atrofia, CALNE, 1972 (32), Fig. 11.

Fig. 11.: CALNE et al, Br. J. Surg., 197Z.
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En 1985, REUVERS et al (297) presentaron un modelo
experimental de trasplante de un 607 de parénquima para el
tratamiento del fallo hepatico agudo. El1 grupo control
consistié en divisién de 1la arteria hepdtica y shunt
porto-cava término-lateral. El trasplante se colocdé en el
espacio subhepidtico derecho. La revascularizacidén del injerto
se obtuvo mediante wuna anastomosis término-lateral entre la
vena suprahepatica del injerto y 1la VC infrahepdtica del
receptor,Se recuperé el flujo portal mediante anastomosis
término-lateral entre la arteria hepadtica y 1la aorta
infrarrenal del receptor. La restauracién del flujo biliar se
llevdé a cabo mediante colédocoduodenostomia. Los resultados
indican que el trasplante auxiliar de un segmento hepdtico es
capaz de proporcionar sostén metabdlico y mayor supervivencia
en animales a los que se indujo insuficiencia hepitica aguda,
Fig. 12,

Fig. 12,: REUVERS et al, Transpl., 1985,



Fig. 13.: MARNI et al, Transpl., 1985.

I.a.3.-TRASPLANTE HETEROTOPICO DE HIGADO EN LA RATA

LEE y EDGINGTON, 1968 (193) fueron los pioneros en aplica-
técnicas microquirdrgicas para la puesta a punto de esta
técnica. En 1971, FISHER et al (383), del mismo grupo de
investigacidén, demuestran la necesidad en este animal del
flujo portal para el adecuado metabolismo del higado auxiliar,

asi como para evitar su atrofia, FISHER et al, 1971 (88).

HESS et al, 1972 (137) demostraron que existia una
incompatibilidad entre el higado auxiliar y el propio del
receptor por lo que era necesario menoscabar la funcién del

segundo para asegurar la viabilidad del primero.

MARNI, en 1985 (234), empleando las técnicas "cuff" ha
simplificado este modelo experimental. Practica uné
hepatectomia del 70%, empalma término-terminalmente la VP y
la VCI infrahepatica a la vena renal derecha, tras

nefrectomia, Fig. 13.
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Fig. 14.: HOUSSIN et al,

Lancet, 1980.

I.b.-TRASPLANTE HETEROTOPICO EN HOMBRE

La supervivencia mas larga de un higado extra funcionando fue

un paciente de FORTNER et al, 1977 (97) que sobrevivio 3 afios.

En 1980, HOUSSIN (156), ha publicado su experiencia con un
caso de cirrosis y una supervivencia de 28 meses. El injerto se
colocd debajo del 1dbulo derecho. La VP y arteria hepdtica
se sutura en término-lateral a la parte infrahepédtica

suprarrenal de la VCI, Fig. 14,
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II.a.-HOMOTRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EXPERIMENTAL

IT.a.1.-TRASPLANTE EN PERRO

El trasplante ortotépico experimental de higado fué
llevado a cabo como pioneros independientemente por Francis D,
MOORE et al, 1959 (250), 1960 (252) del Peter Bent Brigham
Hospital en Boston y Thomas E. STARZL et al, 1960 (334) en 1la

North Western University en Chicago.

Estaba claro que en los perros el éxito de la
intervencidén pasaba por solventar el problema del drenaje
venoso del territorio espldcnico y de 1la VCI. MOORE, 1959
(250) idea un sistema de "by pass" externo. STARZL, 1960 (354)
realiza una sutura l4atero-lateral portocava y una vez unidos
los dos sistemas se drena la sangre a través de la vena

femoral por un "shunt'" externo a la vena yugular externa.

El drenaje biliar en los primeros experimentos en perros se
llevd a <cabo mediante una colédoco-duodenostomia. Esta
técnica daba lugar a una elevada incidencia de colangitis en
el perro lo que se redujo marcadamente cuando el esfinter de
0ddi se preservaba usando un drenaje biliar directo conducto a

conducto.

Sucesivas técnicas de trasplante ortotépico de higado
fueron descritas por MOORE et al, 1959, 1960 (252), KAUPP et
al, 1960 (187) y STARZL et al, 1960 (354) lo que hizo posible

un estudio del rechazo de higados injertados.

La técnica quirdrgica empleada por MOORE consiste en una
anastomosis término-terminal entre la VCI suprahepdtica del

donante y receptor, seguido por la de la VP v arterias
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hepaticas. La via biliar se soluciona mediante

colecistoduodenostomia y en algunos animales colecistostomia.

Practica el grupo de MOORE la hipotermia corporal del
donante mediante solucidén salina 1isotdénica fria en 1la
cavidad peritoneal del perro, asi como por perfusidén portal e
inmersién en dicha solucidén del higado una vez realizada 1la
hepatectomia. Durante 1la fase anhepidtica del receptor se
emplean dos shunts de baja presidén que drenan ambos sistemas

vasculares a la vena cava superior,

Con la técnica antes mencionada, obtienen en una serie de
31 perros, 15 supervivientes de mas de 24 horas y de ellos, 4

consiguen sobrevivir 5, 6, 8 y 12 dias, respectivamente.

Para evitar el estasis portal durante la fase anhepitica
en el receptor, STARZL, 1960 (354), ided «construir una
anastomosis porto-cava ldtero-lateral en el receptor, con el
fin de descomprimir el sistema espldcnico y mediante un
by-pass externo, entre la vena femoral izquierda v 1la vena
yugular externa homolateral, drenaba 1la sangre de VCI al

sistema de la vena cava superior, Fig. 15.

Todos 1los animales supervivientes, post-trasplante
empleando 1la técnica antedicha presentaron infiltracién
hepdtica por mononucleares a partir del <cuarto dia del
postoperatorio en diferente grado, asi como en pulmén,
rifién, médula y ganglios linfadticos, BROCK y STARZL, 1962
(14).

En una serie posterior de perros realizados por el mismo
grupo, el drenaje biliar se efectuaba a través de una
colecistoduodenostomia y todos los supervientes fueron
tratados con azatioprina hasta los 120 dias del
postoperatorio. Los resultados no dejaron lugar a dudas sobre
el efecto del Imuran en el trasplante de higado, consiguiendo

que de 116 perros, 84 superaran los 7 dias de vida y que , 13



Fig. 15.: STARZL et al, S§.G.0., 1960.

comprendido entre los 62 y los 342 dias, STARZL et al, 1965
(366).

FONKALSRUD, 1967 (90), presenta su modelo experimental en
el cual 1la VC del receptor no se interrumpe no siendo

necesarios los shunts externos, Fig. 16.



. 16.:

FONKALSRUD et al,

$.6.0., 1967.



IT.a.2.-TRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EN EL CERDO

La primera referencia a esta técnica es la presentaacidn
el dia 24 de Mayo de 1965 por GARNIER et al (107) a la
Academia Francesa de las Ciencias, en la que exponian sus
resultados en 23 autotrasplantes de higado utilizando el cerdo

como animal de experimentaciédn.

La técnica quirdrgica que emplearon se basaba en la
descrita en el perro por STARZL et al, 1965 (362) y los cerdos,
de raza large-White, tenian un peso corporal aproximado de 60

Kg.

Aunque 18 animales fallecen durante la intervencidén y
sélamente uno sobrevive mds de 26 dias, Obtienen la
experiencia necesaria para realizar con posterioridad una serie
de 20 trasplantes ortotdpicos de higado en dicho animal que
fue elegido por la gran similitud anatémica y fisioldgica de
este 6rgano con el del hombre, CORDIER et al, 1966 (62).

En el afio 1967 wun grupo de investigacién de 1la
Universidad de Bristol, dirigido por PEACOK y TERBLANCHE (277),
publica los resultados obtenidos en el trasplante ortotépico
de higado wutilizando <como animal experimental el cerdo.
Justificaban la eleccién de este animal en que, a similitud
del hombre, es omnivoro y sus venas hepdticas no tienen

esfinteres,

En la fase anhepdtica colocan 2 sistemas by-pass entre
las venas iliacas vy esplénica, en el abdomen, y las venas
yugulares externas, en el cuello y hacen especial hincapié en
la importancia que tiene el buen funcionamiento del by-pass

portal, puesto que el cerdo tolera peor que el perro el estasis.



Fig. 17.: LEE et al, Transpl., 1973. Representa la disposicién

de

1 by pass porto-yugular y la anastomosis de la suprahepéti-

ca.

IT.a.3.-TRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EN LA RATA

El traspiante ortotdpico de higado en 1la rata fué
originalmente descrito, para un método de sutura manual por
LEE et al, 1973 (194), Fig. 17. Posteriormente KAMADA, 1979
(177); MIYATA et al, 1980 (247), Fig. 18; LIMMER y CALNE, 1981
(215) y KAMADA y CALNE, 1983 (176) introducen la técnica del
"cuff" para la construccién de las anastomosis vasculares, con

lo que mejoran considerablemente la supervivencia,

El empleo de los "cuff" para las anastomosis vasculares se
remonta a NITZE, en 1897 (272) y PAYR, en 1900 (276), cuvas
técnicas originales se han aplicado al trasplante experimental
de érganos por GOODRICH, 1956 (119); HERON, 1970 (136):; DUNYN,
1976 (70) v recientemente por KAMADA, 1979 (177) que las ha

rescatado para la microcirugia.



Fig. 18,: MIYATA et al, Transpl., 1980.

Estas técnicas han permitido wutilizar este modelo
experimental en rata para estudiar nuevos métodos de
preservacién, KAMADA et al, 1980 (178) y de inmunosupresién,
ZIMMERMANN et al, 1979 (422) asi como para la investigacién
de los mecanismos inmunoldégicos por los que el alotrasplante

hepatico procura tolerancia, ZIMMERMANN et al, 1979 (422).

MIYATA, 1980 (247) preconiza el empleo de los "cuff" en
las tres anastomosis vasculares, incluido la VCI
suprahepadtica. Con esta mejora técnica obtiene supervivencias

del 85%, Fig. 18,
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IIT.a.~XENOINJERTO HEPATICO EXPERIMENTAL

En 1970, CALNE (27) llevd a cabo 7 trasplantes de cerdo a
baboon. Todos los animales sobrevivieron a la intervencidén. 4
animales de la serie murieron de hemorragia difusa entre 6 y 30
horas., Los otros 3, tras recibir fibrindégeno humano no
padecieron hemorragia. 1 animal que murid de bronconeumonia 3
dias y medio después del trasplante presentaba un parénquima
hepitico normal, aparte de wuna fuerte infiltracién de 1los
espacios porta por células mononucleares. En 6 injertos se
evidencid signos histolégicos de necrosis centrolobulillar en

el examen post-mortem.

CALNE, en 1970 (27), trasplantd higados de cerdos a 3
macacos previamente tratados con suero de conejo anti-timocitos
de macaco. Un chimpancé no fué tratado y también recibid un
higado de cerdo. ©No hubo ninguna supervivencia superior a 3
horas. En todos los casos existieron signos de rechazo con

coagulacién intravascular.

Por otro 1lado, el mismo grupo en 1970 realiza 3
trasplantes hepiticos de macaco fasciculata a macaco mulatta
tratados con suero antilinfocito. Un animal murié en la 19
hora v se descubrié una necrosis hepatica focal v una
infiltracidén mononuclear moderada. Otro animal sobrevivid 3 v
medio dia, halldndose marcados signos de rechazo en el

higado post-mortem, El tercer animal sobrevividé 20 dias.

Otros casos descritos en la literatura fueron trasplantes
de higado de conejo a rata, JERUSALEM, 1971 (171). Baboon a
cerdo, TERBLANCHE, 1970 (385). Perro a cerdo, JERUSALEM, 1971
(171). Zorro a perro; dingo a perro; coyote a perro; cerdo a
perro, PANGAN, 1966 (275) y GLIEDMAN, 1967 (114) y cerdo a
perro, JERUSALEM, 1971 (171).



Fig. 19.: POUYET et al, Lyon Chir., 1971.

IIT.b.-XENOINJERTO HEPATICO EN HUMANOS.

III.b.1.-INJERTOS HETEROTQPICOS

Representa uno de los métodos usados en la historia para
el mantenimiento tempecral de la funcidn hepatica en el fallo
hepatico agudo en hombres. Los casos no han sido muchos y esto
se explica por los pobres resultados obtenidos cuando se
compara con los éxitos relativos de los aloinjertos
ortotépicos hepdticos, STARZL, 1971 (344). EN 1966, STARZL
(359) Practicd un trasplante procedente de un chimpancé que
secretd bilis durante 12 horas hasta que se rechazé. El
rechazo o complicaciones técnicas explica los fallos
observados en la mavoria de 1los otros casos, LEGER, 1970
(202); POUYET, 1971 (239), Fig. 19 y MARION, 1970 (233).
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ITI.b.2.-INJERTOS ORTOTOPICOS

STARZL, 1969 (338) vy GILES, 1970 (112) realizaron dos
casos de heteroinjertos ortotépicos de higado de chimpancés

a nifios con atresia biliar intrahepdtica.

En el primer paciente la funcién hepdtica fué
relativamente satisfactoria hasta el momento de 1la muerte, 9
dias después del trasplante, debida a una septicemia por
peritonitis. La azatioprina los esteroides y el suero
antilinfocito fue la inmunosupresién que se llevdé a cabo. En
la necropsia se descubrieron mGltiples focos hemorrdgicos al
corte del higado. Los cambios histoldgicos se caracterizaron
por una infiltracién de <células 1linfoides en 1los tractos
portales. No se aprecid lesién de las paredes arteriales. La
mayoria de los hepatocitos aparecian como normales y "era
dificil de creer que la muerte del nifio habia sido por el
fallo hepidtico, producido por el rechazo, como causa directa",
PORTER, 1969 (287). El donante era un tipo sanguineo O. El
suero anti-linfocito humano detectd antiegnos del tipo HLA-3

presente en el donante y ausente en el receptor,

El segundo paciente murid de shock a las 26 horas
después del trasplante. E1 higado aparecid macroscépica vy

microscépicamente normal.
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Fig. 20.: MAXI et al, Transpl., 1977.

V.-TRASPLANTE MULTIPLE DE ORGANOS ABDOMINALES

El higado también se ha trasplantado en posicién
anatémica conjuntamente con el resto de los bérganos
intrabdominales consiguiéndose una supervivencia midxima de 9
dias, STARZL y KAUPP, 1960 (352).

En el afio 1977, MAKI (223) presentd su experiencia en 1la
rata con el trasplante simultidneo de higado, pancreas,
duodeno, bazo v rifién. De 23 trasplantes 14 superaron las 24

horas de vida, Fig. 20.



HISTORIA DE LAS ENZIMAS HEPATICAS

En 1943, WARBURG Y CHRISTIAN (%405), comunican el hallazgo
en el plasma de enzimas vinculadas exclusivamente <con el
metabolismo celular, en ciertos estados patolébégicos. Nace la

enzimologia clinica tal como se la estudia en la actualidad.

Los trabajos de LA DUE y WROBLEWSKI, 1954 (1289)
desencadenan un importante interés sobre 1la relacién entre
GOT, GPT y LDH en las hepatopatias, con lo que se introdujo el
concepto de la relacidn entre la concentracidn sanguinea de

esas enzimas y sufrimiento y/o necrosis celular.

En 1959, BODANSKY (12) da a conocer sus trabajos sobre la

fosfatasemia alcalina en colestasis.

Como colofén de sus estudios, en 1954, LA DUE (189)
anuncia como viable la realizacibn de una "biopsia
bioquimica", a través de fluidos corporales, por medio de

parametros enzimdticos.

HISTORIA DEL ATP

E1l ATP fué aislado por vez primera en 1924 por FISKE v
SUBBAROW de los extractos &cidos del misculo. Posteriormente

la estructura fué totalmente definida por TODD et al en 1948,
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LIPMANY et al (1939-1941) (217) propusieron que el ATP
desempefiaba un papel en la transferencia de 1la energia

celular.

El primer autor gque postulé que la fosforilacién
oxidativa estd acoplada con la transferencia de un par de
electrones desde el NAD+ al oxigeno molecular a lo largo de 1la
cadena respiratoria fué BELISTER. Posteriormente en 1941-51,
LEHNINGER et al (207) demostraron la anterior hipbtesis. Se
observd que la oxidacién de los sustratos ligados al NAD por
el oxigeno molecular, en las mitocondrias, va acompafiada de la
formacidén de tres moléculas de ATP durante el transporte

electrdnico entre el NADH y el oxigeno.
FIREFLY BIOLUMINISCENCIA

El mavor descubrimiento en entender la quimica de 1los
animales luminosos fue el resultado de los experimentos de R.
DUBOIS (1885-1914) trabajando primeramente con un escarabajo
luminoso, '"pyrophorus", v posteriormente con un molusco,
"pholas dactylus"., Demostrd que los drganos luminosos
contenian un factor estable al calor y un factor 14bil que en
presencia de oxigeno producian 1luz. Estos factores fueron
denominados luciferina y luciferasa respectivamente, CAMPBELL,
1985 (50).

La reaccidén "firefly" comenzd a ser utilizada con fines
analiticos en 1947 cuando MYMcELROY descubre que en esta
reaccién intervenia el ATP, LUNDIN, 1982 (221). E1l hecho de
que McELROY descubriese que la adiciédn de ATP al extracto de
luciérnaga provocaba bioluminiscencia fue un gran
acontecimiento debido a que el ATP fue descubierto en 1929 pero
no fue definitivamente sintetizado hasta 1948, CAMPBELL, 1985
(50).

STREHLER v TOTTER en 1952 realizan la primera aplicacidn

de reacciones bioluminiscentes in vitro" para la

determinacién de intermediarios metabdlicos.
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HISTORIA DEL CICLO DE KREBS

Desde los trabajos de THUNBERG y de BATELLI y STERN en el
pericdo comprendido entre 1910-1920 se sabe que las
suspensiones anaerobias de tejidos animales triturados
contenian enzimas capaces de transferir atomos de hidrégeno
de ciertos 4acidos organicos, cuya presencia en las células
era previamente «conocida, al <colorante reducible azul de
metileno transformandolo en su forma reducida. Tales enzimas
se denominaron deshidrogenasas, LEHNINGER, 1972 (207).

Posteriormente en el comienzo de 1los afios 1930 diversos
investigadores hallaron que el succinato, el fumarato y el
citrato también son rédpidamente oxidados a CO2 y H20 por el

:
oxigeno molecular.

en 1935, SZENT-GYORGYI realizé el descubrimiento
extremadamente importante de que la adicién de pequefas
cantidades de fumarato, malato o succinato a suspensiones de
papilla muscular, inducian el <consumo de cantidades de
oxigeno mucho mayores que las que se necesitaban para oxidar a
C02 y H20 el 4cido dicarboxilico afadido. Llegé a la
conclusién de gque cada uno de estos 4cidos estinmula la
oxidacidén de algin sustrato hidrocarbonado endégeno en el
tejido, posiblemente del glucbégeno y que este efecto es
catalitico. Una molécula de susccinato era capaz de inducir
la oxidacién de muchas moléculas del sustrato endbégeno. El1
anterior autor también demostré que la oxidacidn del
succinato por la accidn de la succinato deshidrogenasa debia
ocurrir en la corriente principal del metabolismo oxidativo del

misculo.

Partiendo de estas observaciones, KREBS estudid 1las
interrelaciones del metabolismo oxidativo de diversos dacidos
organicos empleando como material experimental suspensiones de
papilla de misculo pectoral de paloma que poseen un ritmo res-
piratorio elevado, ZAKIM, 1982 (419).
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HISTORIA DE LA FIBRONECTINA

En 1948, MORRISON, EDSALL y MILLER (254), observaron que
junto a la precipitacidn.del <criofibrinégeno ocurria la
precipitacién de wuna proteina plasmatica de alto peso
molecular cuando se hacia wuna 1incubacidén en frio. En
principio esta proteina, debido a la caracteriscica
anteriormente citada, se denomind globulina insoluble en frio
(GIF).

Por muchos afios esta proteina se distinguia por sus
propiedades bioquimicas pero sin un claro papel fisiolébgico,
SHERMAN, 1933 (323).

Aunque méltiples estudios de la GIF fueron publicados en
1955 la interpretacién de los mismos fue poco esclarecedora ya
que no se sabia si esta GIF era wuna dnica proteina o un
dimero de fibrindégeno o incluso se 1llegd a postular si
seria una proteina del mieloma que fortuitamente se habia
incluido en los "pools" de los plasmas que fueron objeto de
estudio, MOSHER, 1984 (262).

MOSESSON et al, 1968 (257), daréd 1luz a las anteriores
investigaciones cuando estudiando a una paciente que
presentaba carcinoma de ovario, trombosis recurrente y
criofibrinogenemia, observé que se formaba un precipitado en
el plasma cuando se incubaba a 0-4°C. pero que este precipitado
no se formaba en el suero cuando este se incubaba a la misma
temperatura. En el precipitado del plasma encontraron
fibrondgeno y otra proteina. El fibrindgeno se demostré que
estaba presente, ya que el criofibrindégeno solubilizado fue
parcialmente coagulable por la trombina. Sin embargo, en el
precipitado habia otra fraccibén que no era coagulable por la
trombina. La GIF sufria wuna migracién electroforética méas
radpida asi como un coeficiente de sedimentacién mds alto

que el fibrindgeno.
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Posteriormente esta GIF fue purificada y se halld que su
concentracidn normal en plasma era de aproximadamente 300

microg/ml, MOSESSON et al, 1970 (258).

Desde entonces numerosas técnicas bioquimicas e
inmunoquimicas se han 1llevado a cabo en orden a identificar

completamente a esta glicoproteina.
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INTRODLCCION

El trasplante ortotdpico de higado es un método
terapéutico aceptado en la 'actualidad en la clinica humana.
La enfermedad hepdtica terminal es un evento relativamente
frecuente. 2.000-3.000 espafioles mueren cada afio con una edad

inferior a 53 afos.

Un requisito previo v fundamental para realizar estas
intervenciones quirdrgicas en el ser humano, lo constituye 1la
experiencia obtenida en el <campo experimental. Este es el
objetivo fundamental en el presente trabajo de investigacidn

utilizando la rata como animal de experimentacidn.

Su eleccién se ha basado en la economia, la autonomia
de medios y la posibilidad de obtener un nimero amplio de

casos.

Se prefieren las ratas macho ©por su mayor docilidad, su
estabilidad endocrinolégica, crecimiento mds pronunciado y
por Gltimo la facilidad de llevar a cabo inyecciones por 1la
vena dorsal del pene. Su peso més deseable es de 300 g. En
cuanto a su edad lo ideal es que esté entre las 14 y las 16
semanas. Una rata mas joven puede plantear problemas técnicos
debido a la menor talla de sus vasos y por otra parte una rata
mds vieja es mids susceptible de infecciones respiratorias vy

de acumulacidén de grasa en la capa retroperitoneal.

En la rata una presidén de perfusién similar a la
presion portal se obtiene colocando la botella de perfusidn a

20 c¢cm de la mesa de operacién.

El trasplante ortotépico de higado en animales de talla
mayor estd condicionado por frecuentes fallos técnicos y por
la necesidad de un gran equipo técnico o por ambos, COOPERMAN,
1971 (61).



El trasplante de higado es en la actualidad un
procedimiento clinico <comin y las técnicas para procurar
implantar é6rganos estadn lo sufientemente bien establecidas,
de manera que el {nico obsticulo mayor para llevarlo a cabo
lo constituye una reserva insuficiente de 6rganos de cadéver.
Sin embargo, un elevado porcentaje de injertos de higado no
han tenido éxito, en especial cuando el donante del 4rgano
trasplantado no estd relacionado genéticamente con el
receptor. Estos fracasos estdn relacionados con la respuesta
inmunoldgica del receptor ante los antigenos de
histocompatibilidad del 6rgano del donante.

Los intentos para suprimir la respuesta inmunitaria del
receptor con altas dosis de esteroides o agentes citotdxicos
pueden resultar en la muerte de los enfermos, provocada por las
complicaciones relacionadas con dichos agentes. Actualmente
parece estar bien reconocido que el rechazo decisivo generado
contra los trasplantes de higado es principalmente un proceso
inmune de tipo <celular aunque un importante ©papel puede
atribuirse también a los anticuerpos humorales en la
destruccién de los tejidos en algunas circunstancias,
WILLIAMS, 1977 (411) y ROSER, 1983 (305).

Cuidadosas observaciones llevadas a cabo por STARZL et al,
han demostrado que el rechazo tipico mediado por células es
la principal causa de fallo del trasplante en todas las etapas,
ROSER, 1983 (305) y STARZL, 1981 (356).

Los anticuerpos previamente existentes en el suero del
receptor pueden reaccionar con células del donante. El rechazo
inmediato (hiperagudo) o acelerado va acompafiado por el
depbsito de plaquetas y de fibrina en los vasos del injerto v
por la invasién de los tejidos circunvecinos por granulocitos,
Fig. 21, PERKINS, 1982 (280).

El grado de susceptibilidad de los trasplantes de higado

al ataque inmune permanece incierto. La aparente ausencia de
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Fig. 21.: Tomado de PERKINS, 1982

rechazo hiperagudo podria sugerir especiales propiedades

imnulégicas del higado.

En el higado, el fendmeno de rechazo se traduce en 1la
muerte del receptor que ocurre casi constantemente alrededor
del décimo dia, STARZL, 1964 (370) y STARZL, 1968 (343)., En
la autopsia se encuentra la viscera aumentada de tamaio, peso
y consistencia; de color oscuro y con sensacién de dureza al

tacto.

Durante las primeras 48 horas del trasplante se observan
necrosis de algunos hepatocitos «centrolobulillares, edema
intersticial y prominencia de las células de Kupffer, cambios
que no son especificos y que se deben relacionar con la

isquemia.
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A partir del tercer dia se produce casi 1invariablemente
la infiltraciédn por células redondas de los vasos portales vy
venas centrolobulillares. A partir ael sexto dia la
infiltracién es densa en todos los tractos portales y contiene
gran cantidad de células plasmiticas, con necrosis de los
hepatocitos en las zonas centrales y media de 1los 1ldbulos

hepaticos.

Al final, las zonas centrales presentan gran distorsidn
de los sinusoides con infiltracién de <células rojas y
mononucleares adheridas al endotelio. Se observa estasis biliar
y destruccidén de los conductos biliares, dilatacidén de las
paredes de los conductos linfdticos y necrosis fibrinoide de
las arterias. Las <células de Kupffer, estdn hipertréficas
por depésitos de hemosiderina y <condensacién de la trama
reticular con fibrosis en los animales de mas larga

supervivencia.

En la serie de MARCHIORO, 1965 (230), la mayoria de 1los
higados trasplantados mostraron evidencia de reaccidn celular
al injerto con infiltracién de células linfoides alrededor de
las venas centrales. La infiltracién tiende a disminuir con el

tiempo.

También se aprecia fibrosis centrolobular v
fleboesclerosis y fibrosis periportal. Esto se considera un
rechazo grado medio, crdnico por el bloqueo de la salida

hepdtica en el postoperatorio de los perros.

En los casos de mayor supervivencia -50 dias- los cambios
progresan hacia el desarrollo de bandas fibrosas que afectan

las zonas centrales,

También se puede observar pérdida de conductos biliares
pequeiios con acumulaciédn consecuente de bilis en los
canaliculos centrolobulares. La necrosis fibrinoide de ramas

de la arteria hepatica se considera como rara,
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MARCHIORO, 1965 (228), atribuye los cambios ocurridos a la
accién de anticuerpos adheridos a las células circulantes
producidos por el huesped.

Las cosas no siguen siempre este camino, ni las respuestas
son uniformes debido a la posibilidad de desviacién del
fendmeno en dos sentidos: hipersensibilidad y tolerancia,
RODRIGUEZ-ALVAREZ, 1974 (300).

La posibilidad de que el rechazo en el homotrasplante sea
mediado por un ataque inmunoldgico sobre el sistema vascular
ha sido estudiado por varios investigadores. En 1953, SIMONSEN
(329) realizaron grandes series de trasplantes renales =2n
perros y estudiaron cuidadosamente los datos histolbégicos del
rechazo apreciando «cambios vasculares en 1los rifiones que
comenzaban al tercer o cuarto dia del trasplante. Estas
lesiones vasculares las describen como similares a las de la

periarteritis nodosa.

DEMPSTER en 1953 (63) postula que el rechazo del
homotrasplante de rifién puede tener lugar como resultado de
espasmos vasculares irreversibles secundarios a la reaccién

antigeno-anticuerpo.

HUME en 1955 (160) describe 1los resultados de 9
homotrasplantes renales realizados en humanos encontrando en
algunos de ellos un marcado adelgazamiento de la intima en
grandes arterias intrarrenales. La mayoria de los trasplantes

presentaron una disminucidén del flujo glomerular.

La aparicién de cambios vasculares como una parte muy
importante del cuadro histolégico de rechazo fue confirmado
por EDGAHL y HUME en 1956 (75).

PORTER et al en 1963 (288) presentan los datos de cuatro
trasplantes renales realizados en humanos tratados con drogas
que fueron rechazados entre 38 y 45 dias. Observaron en todos
los casos la presencia de varias lesiones vasculares

caracterizadas por adelgazamiento de la intima y cambios en la
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media a lo largo de todo el A4rbol arterial, Concluven

postulando que estos cambios son de base inmunolégica,

HOROWITZ, en 1962 (152), en una serie de homotrasplantes
caninos aprecia vacuolizacién de 1la media en los vasos
sanguineos intrarrenales a las 72 horas. Mediante estudios
inmunohistoquimicos demostraron la presencia de gammaglobulina
y alfa-2-globulina en 1las vacuolas previamente descritas.
Basidndose en estos resultados, proponen que los complejos
Ag-Ac en las paredes de los vasos sanguineos son debidos al

rechazo del trasplante.

JACKSON, 1964 (166), mediante el estudio del flujo
sanguineo renal por ondas electromagnéticas observd que
éste se encuentra importantemente reducido en presencia de
rechazo. Esta reduccidén se evidencid al tercer o cuarto dia
de manera gradual. Observaciones similares se han realizado en
perros receptores de trasplante ortotdpico de higado mediante
el uso de Xenon isotdpico. Los cambios del rechazo <celular
agudo son comparables tanto en los componentes celulares como
en relacién a los cambios de 1los pequeiios vasos a los vistos
anteriormente en el rechazo celular agudo renal, GROTH, 1968
(125). Estos datos confirman la sospecha de. que hay un
importante componenete de isquemia en el rechazo de los
homoinjertos de higado. Lo primero que fue especulado es que
el flujo sanguineo puede ser obstaculizado a nivel sinusoidal,
McBRIDE, 1962 (240) o alternativamente en los vasos dentro de
los tractos portales intrahepdticos. La 1isquemia mediada
inmunolégicamente produce lesién de las venas vy lechos
sinusoidales en el homotrasplante hepadtico y no se influencia
por la administracién de agentes vasodilatadores, MOORE, 1964
(251).

STARZL et al, 1969 (372), en siete perros que murieron de
rechazo a los 6-10 dias del trasplante encontrd una
disminucidén tanto en el flujo hepdtico arterial como en el
portal con concomitante deterioro de la funcién hepdtica. En
los animales que no se evidencid rechazo no aparecid

disminucién en el flujo sanguineo hepitico.
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Los ~cambios vasculares del rechazo crénico también son
muy similares a los vistos en alotrasplantes renales y hay las

mismas dificultades en entender su patogenia, CALNE, 1983 (24).

La lesién de 1los conductos biliares vista en la
enfermedad injerto-versus-huesped es de considerable interés a
causa de su similaridad con 1la lesién vista en los
alotrasplantes hepdticos. En ambos casos hay un progreso hacia
la completa desaparicidn de los pequedos conductos biliares y
es tentador especular si podria ser 1la causa de colestasis,
SHULMAN, 1980 (326). No hay evidencia de que la colestasis sea
debida a la isquemia; pero este mecanismo ha sido invocado para
explicar algunos de los otros cambios vistos en la zona
centrolobulillar. La necrosis hepatocitica y la atrofia pueden
por ejemplo ser atribuidas a la disminucidén del flujo
sanguineo <causado por el estrechamiento vascular en los
tractos portales o bien a la disminucidn del flujo sinusoidal
por el infiltrado <celular en el espacio de Disse, WILLIAMS,
1973 (414).

De los estudios de GROTH, 1968 (128) se desprende que
durante el rechazo no todas las zonas del higado sufren igual
disminucién de su flujo sanguineo. Presumiblemente las zonas
mads depribadas fisioldgicamente de flujo serian las dnicas
que sufririan necrosis isquémica. El primer autor en sugerir
esta hipbétesis fue MOORE, 1960 (252).

Siguiendo la unidad estructural v funcional propuesta por
RAPPAPORT, Fig. 22, denominada acino hepdtico se describen 3
zonas circulatorias: Zona 1 o regidén periportal. Zona 2 y zona
3 o regién centrolobulillar. Existe una relacidén por zonas
entre las células que constituyen los acinos y sus vasos
sanguineos. Asi los hepatocitos situados cerca de las ramas
vasculares terminales axiales (zona 1) son las primeras en
recibir Sangre fresca rica en oxigeno y elementos nutritivos.
Son las dltimas en morir y las primeras en regenerarse. Cuanto
mas distantes se hallen las células del sitio donde las ramas
portales vy arteriales se vacian en los sinusoides, tanto mas
pobre es la calidad de la sangre que las bafa y tanto menor la

resistencia a la lesién.
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1980.
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El diagnéstico preciso de rechazo en el trasplante de
higado es dificil y 1la evidencia no estd siempre a

disposicién. Por esta razén se emplean la institucién de

regimenes de terapia para el rechazo como una medida: Nimero
de bolus de esteroides, frecuencia de retrasplante y
asociacidén de infeccidén viral y bacteriana, WAJSZCZUK, 1985
(404).

Algunos llegan méds lejos al afirmar que es dificil
distinguir las lesiones mediadas ©por la inmunidad de aquellas

que resultan de factores mecdnicos u otros.

El hepatograma isotépico es una técnica standard para la
deteccidn de wuna serie de enfermedades hepaticas y desde
1968, GROTH (125), para evaluar eventos en el trasplante

ortotdpico de higado.

Por causas desconocidas hasta ahora 1los trasplantes
ortotbépicos de higados de ratas, al 1igual que de cerdos,
VAIMAY, 1976 (399), presentan un bajo rechazo frente a otros

érganos v tejidos.

La Ciclosporina y los esteroides son los inmunosupresores

mds usados en el trasplante de higado.

La concentracién biliar de Ciclosporina A, segin los
estudios de VENKATARAMANAN, 1985 (402), oscild de 32 ng/ml en
un paciente con enfermedad hepdtica severa a 5.212 ng/ml en un
trasplante de higado en humano <con funcién normal. La
determinacidn se practica mediante técnica RIA y

cromatografica de alta resolucién, SANGHVI, 1986 (311).

Se ha descubierto una correlacidn lineal negativa entre
la bilirrubina sérica y la cantidad total de Ciclosporina A

excretada en la bilis.

La cantidad total de Ciclosporina A excretada en la bilis
por encima de una dosis-intervalo representa menos del 1% de la

dosis administrada en todos los pacientes.
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La ciclosporina A es un polipéptido ciclico con
propiedades potentes de inmunosupresi6én. Ha conseguido hacer
el trasplante de higado wuna practica y método generalmente
aplicado para el tratamiento de enfermedades terminales del
higado, WILLIAMS, 1983 (412).

Esta droga se elimina primariamente del <cuerpo por el
metabolismo hepdtico y la excrecién biliar es la ruta mayor

de eliminacidén en animales.

En humanos el reciclaje enterohepdtico de Ciclosporina A
se sugirid por la presencia de un segundo pico de ciclosporina
T (Ciclosporina A + metabolitos medidos por RIA),
concentraciones plasmiticas y la aparicién de la droga en el
drenaje de 1ileostomia de wun paciente, VENKATARAMANAN, 19853
(402).

La asociacién terapéutica de Ciclosporina A,
corticosteroides, cefalosporinas, penicilina y/o un
aminoglucéxido se ha correlacionado con una alta incidencia de

infecciones por hongos.

En la serie de WAJSZCZUK, 1985 (404), analizando 62
pacientes durante 170 dias, 26 enfermos (42%7) tuvieron 33
episodios de infecciones por hongos y de los fallecidos, un 69%

estuvieron infectados.

Se concluye que tras las observaciones la administracidn
de antibidticos 2 semanas antes del trasplante vy de

corticoides 3 meses antes se asocia a infeccidén por hongos.

Dado que el trasplante de higado supone una ruptura de
intestino y tracto biliar, 1las cdndidas podrian ser

adquiridas durante el proceder quirlrgico.

El grupo de Pittsburgh suele asociar a su tratamiento,
nistatina 400.000 UI oral 4 veces al dia, comenzando el dia

del trasplante.



Cuando se hace necesario administrar altas dosis de

esteroides demasiado a menudo se degrada la calidad de vida.

Esto ha llevado a STARZL en 1982 (350) a preconizar un
método alternativo de inmuhosupresién con Ciclosporina A vy

bajas dosis de esteroides.

4 4 6 horas antes de la operacidén se administra una
dosis simple de Ciclosporina de 17.5 mg/Kg; seguido en el

postoperatorio con media dosis mafiana y tarde via IM o VO.

La Hidrocortisona por via IV se administra
intraoperatoriamente a dosis de 60-100 mg/dia, pasando a 5-20

mg/dia de mantenimiento.

De los 8, 7 viven entre 6 y 16 meses. 6 trasplantes tienen

unas cifras de bilirrubina inferior a lmg/dl.

WILLIAMS et al, 1983 (412), preconizan una pauta similar a
base de 15 mg/Kg de CyA v 100mg de Metilprednisolona, que pasa
a 20-30mg en el postoperatorio. Los mismo autores wutilizando
perros Mongrel con pesos comprendidos entre 14 y 20Kg han
encontrado un aumento significativo de supervivencia a los 60
dias utilizando Cy disuelta en aceite de oliva administrada
oralmente a dosis de 20mg/Kg/dia, durante 15-20 dias;

10mg/Kg/dia, dos semanas y 5mg/Kg/dia, otras dos semanas.

Las pérdidas masivas de sangre en el intraoperatorio
pueden ocurrir como resultado de diversos factores:
Disminucidén en la sintesis de proteinas de la coagulacién
por la enfermedad hepédtica; Trombocitopenia secundaria a la
hipertensidn portal con hiperesplenismo; sangrado por extensas
zonas varicosas, por vasos colaterales que se acompana de
cicatrices por Cirugia previa; sangrado durante la anastomosis
vascular; sangrado secundario a la coagulopatia que resulta de
la incapacidad del paciente a inactivar los precoagulantes,
activadores fibrinoliticos y productos de la degracidén de 1la

fibrina, generados durante la Cirugia,
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Esto ha llevado al grupo de Boston, DZIK, 1985 (71), como

“"salva-células",

a otros, a preconizar el uso de un aparato
para este tipo de 1intervenciones. En su serie, un 64% de los
enfermos sobrevivieron méds de un afio y el ahorro de sangre fue

de un 457,

Un inconveniente de bastante dificil solucién es el
ligado al reflujo biliar, La mavor parte de los problemas se
deben a la sepsis y a 1la estasis biliar irreversible. Para
CALNE, 1977 (43), todo se centra en la infeccibén ascendente
canalicular por parte de cepas E. coli que determinan la
precipitacién de solutos -colesterol, bilirrubina- por el
enzima glucuronidasa que cataliza la conversidn del
glucurénido en bilirrubina libre, insoluble. La bilirrubina
libre ha sido el mayvor componente de cdlculos encontrados en

tales pacientes.

Otra causa posible del espesamiento biliar seria la
desepitelizacidén de los conductos excretorios intrahepiticos
debidos al dafio isquémico ligado al rechazo crénico, no bien
evidenciable en la clinica y dificilmente documentable en 1la
histologia, SABA, 1980 (308).

Segin STARZL, 1981 (349) el futuro del trasplante de
higado dependerd de la seleccién de pacientes, del
perfeccionamiento de la técnica quirlrgica, sobre todo en lo
que concierne a la reconstruccién de la via biliar y de la
deteccidn precoz del dafo hepAtico mediante 1la técnica
semioldgica, de la colangiografia transhepatica y la biopsia

hepatica.

Intentando solventar estos problemas en 1la Clinica
Quirdrgica del Hospital de la Caridad en Berlin, cuya
experiencia es de 28 trasplantes en humanos con una
supervivencia de 8 pacientes entre 3 meses y 5 1/4 afios, WOLFF,
1985 (415) emplean la microcirugia en la reconstrucciédn de la
via biliar. La esqueletizacién del colédoco debe ser evitada
pues se compromete el aflujo de sangre. Utilizan un catgut de
7/0, gafas de magnificacién y un drenaje en "T" durante 2

meses.



A los 3 meses la colangiografia por el tubo demuestra el
buen estado de la sutura y practicada histologia en 7
pacientes, la superficie interior se recubrié con epitelio

normal,

Se concluye con 1los FACTORES DE BUENA FUNCION EN LA
RECONSTRUCCION BILIAR:

1.- Aflujo sanguineo intacto al colédoco donante y receptor o

al extremo del conducto biliar a anastomosar.
2.~ Técnica cuidadosa de adaptacidén de la mucosa.
3.- Minima tensién de la anastomosis.

Los resultados favorables obtenidos con la técnica "cuff"

para las anastomosis se deben a:

l.- Acortamiento del tiempo de clampaje de la VP que evita
alteraciones &acido-base secundarios al estasis venoso largo en

el territorio espléacnico.

2.- Acortamiento de la isquemia hepdtica con reduccién de la
malfuncién postoperatoria del 307 de 1la masa hepética

injertada.

3.~ La ausencia de pérdida sanguinea que evita algln riesgo

de shock hemorrégico,
4,- La ausencia de oclusidén de la VCI o VP,
S.- La simplicidad y aplicabilidad de la técnica que requiere

poco tiempo para aprender y no necesita gran experiencia en

anastomosis microquirdrgicas, MARNI, 1983 (234).



IRRIGACION SANGUINEA HEPATICA

La presién sanguinea de la vena porta es muv baja,
alrededor de 10 mmHg. Esto es suficiente para perfundir el
higado, dado que la resistencia en las ramas de la vena porta
y el sinusoide es muy baja. El escaso nivel de resistencia al
flujo en 1los sinusoides es un aspecto 1importante en la
fisiologia hepdtica ya que una alta presidén sinusoidal, como
ocurre en la oclusién de las venas hepdticas o en la
enfermedad parenquimatosa difusa, tiene serias consecuencias

sobre su funcién.

La sangre que proviene de la arteria hepdtica entra
también en los sinusoides. Sin embargo la presién elevada en
la circulacién arterial no aumenta la perfusién en los

sinusoides, dado que se desvanece antes de llegar a ellos.

La tensidén de oxigeno en la VP es relativamente baja en
comparaciédn con la circulaciédn arterial. Indudablemente la
mezcla de sangre arterial y venosa en los sinusoides aumenta el
oxigeno disponible para las células. Las células hepaticas
pueden sobrevivir a la baja tensién de oxigeno. La
experiencia reciente en pacientes con traumatismos del abdomen,
indica que la irrigacién arterial sanguinea del higado puede
estar obstruida por <completo sin que se produzca infarto,
SCHIFF, 1980 (313); a menos que existan otros factores de
riesgo -shock, sepsis-, SHERLOCK, 1981 (322).

Los efectos de la oclusidén de la arteria hepitica van a
depender de 1la zona de oclusién y del desarrollo de
colaterales de la vena frénica o a través de 1los vasos
subcapsulares. La consecuencia patolégica es el infarto del
drea afecta. Su extensidn va a depender de la «circulacién
colateral establecida. Las células hepaticas en el Area
infartada estin desestructuradas formando una masa irregular

con un citoplasma granular eosindfilo sin glucdgeno ni
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nicleos, Las 4reas subcapsulares no van a presentar estas

alteraciones porque tienen un flujo alternativo.

En la rata la casi totalidad de modelos experimentales que
se han disefiado han prescindido de la revascularizacién
arterial, LEE, 1973 (194); MIYATA, 1980 (247); LIMMER, 1981
(215) 'y KAMADA, 1980 (173). Las razones de los buenos
resultados derivan de una menor proporcién de volumen
sanguineo y concentracién de oxigeno en la arteria hepdtica

respecto a otros animales de talla mavor.

SIMULACRO DE OPERACION DE TRASPLANTE

Debemos tener presente los cambios estructurales que son
encontrados en los higados de animales que son sometidos a
operaciones de simulacro y a autotrasplantes. El uso de estos
dos grupos <control es esencial para poder distinguir los
artefactos quirdrgicos de los cambios que acontecen
inmunolégicamente, PORTER, 1969 (287).

En este procedimiento todos 1los enlaces vasculares del
higado son movilizados <y son insertados shunts de pldstico
para la descompresidén venosa durante el periodo de
esqueletizacién hepdtica y ademds muchos de otros detalles
de la operacidn del ortotépico son llevados a cabo incluyendo
algunas de las anastomosis vasculares, HUTCHISON, 1968 (161) vy
MOORE, 1960 (252).

Los exdmenes mds detallados de las consecuencias
histopatolodgicas de esta clase de operacién fueron relatados
por McBRIDE et al en 1962 (240), en base a estudios en 11l
perros. Estos animales después de tener una buena
recuperacién fueron sacrificados en periodos por encima de 63
dias. Algunos higados <contenian dreas de infarto causado

por trombosis en la zona anastomética de la arteria hepitica.



En otros hubo evidencia en el postoperatorio precoz de
obstrucciébn al flujo. Este Gltimo fenémeno es
particularmente frecuente en perros y es usualmente causado por
la construccién de las venas hepdticas con atrapamiento de
grandes cantidades de sangre en el higado, STARZL, 1960 (354).
Se caracteriza por un O6rgano hinchado y <ciandtico. Los
sinusoides <centrolobulares se encuentran dilatados, los
hepatocitos adyacentes sufren necrosis y hay aclmulo de gotas
de grasa en las células hepdticas de la zona media de 1los

l6bulos.

Técnicamente el autotrasplante de higado es mas
dificil de llevar a cabo que el homotrasplante debido a que
los vasos que van a ser anastomosados son mds cortos.
Consecuentemente hay pocos trabajos que recojan las
alteraciones estructurales en grandes supervivientes de
autotrasplante hepdtico., STARZL, 1969 (341). ALICAN y HARDY,
1967 (3), obtuvieron biopsias a los 17 meses confirmando que la
Gnica anormalidad fue wuna pericolangitis de grado medio «con
células inflamatorias agudas en los tractos portales. Datos

similares en el cerdo han encontrado GARNIER et al, 1963 (107).

PATOLOGIA DEL RECHAZOQ

El fallo de algunos injertos hepaticos a obedecer a las
reglas normales del rechazo de aloinjertos donde primero se
observé fué en el cerdo, GARNIER et al, 1965 (107). Estos
autores mostraron que algunos receptores de injertos
ortotdpicos alogénicos de higado sobrevivieron por un largo

tiempo. ’



CALNE, en 1967 (41) demostré en cerdos que aloinjertos de
piel v rifién fueron rechazados mientras que en esos mismos
cerdos los injertos de higado no lo fueron. Demostraron que el
fallo en el rechazo de 1los injertos de higado volvid al
receptor hiporreactivo a posteriores injertos de piel o de
rinén del mismo donante. Es por lo anterior que este autor
postuld la posible existencia de la sintesis por parte del
injerto de higado de un antigeno que actuaria como factor
protector frente al rechazo. ZIMMERMANN, 1979 (422), observd

un fendmeno idéntico en la rata.

HOUSSIN, 1979 (155), estudia en las ratas la tolerancia
espontdnea al trasplante de higado para lo cual trabaja con
una serie de 14 ratas, 7 ratas Lewis y 7 BN; las cuales toleran
el higado de wun hibrido (Lewis-BN) Fl, en ausencia de
tratamiento inmunosupresor. Ademas demuestra, frente a un
grupo control, sin trasplante de higado, que rata Lewis o BN
con trasplante de higado de ratas hibridas toleraron
posteriores trasplantes de piel o de «corazén de esos mismos
hibridos, mientras que el grupo control los rechaza de forma

constante.

Posteriormente, KAMADA, 1984 (181), demuestra que
corazones de ratas Da, trasplantadas en ratas PVG, fueron
completamente protegidos del rechazo si se practica

simultdneamente trasplante de higado del mismo donante.
Incluso aprecidé que ratas PVG que recibieron trasplante de
corazén de ratas DA v que el trasplante de higado no se
efectudé hasta 5 &6 6 dias mds tarde -del mismo donante-,
hubo evidencia histolégica de rechazo. A continuacién 417 de
los animales sobrevivieron indefinidamente, retornando el

.
corazén a un estado normal.

HOUSSIN en 1985 (158), demuestra la ausencia de rechazo
hiperagudo de los trasplantes de higados en ratas previamente
hipersensibilizadas. Para ello realizd trasplantes de piel de
ratas LEWIS a ratas BN; hizo 3 trasplantes de piel a intervalos

de 10 dias, con ello hipersensibiliza las ratas y procede



posteriormente a realizar un trasplante de higado o de

corazén del mismo donante al mismo receptor.

La observacién de 1los hechos anteriores asi como el
fendmeno de que hay wuna tolerancia especifica y espontinea
al trasplante de higado en la rata hacen pensar que el higado
podria ejercer wuna verdadera funcidn inmunosupresora. El
mecanismo por el que un trasplante de higado puede ser
tolerado espontdneamente en la rata o en el cerdo es
desconocido, se pilensa que varios mecanismos diferentes
podrian estar intrincados en los estados de induccién y/o

mantenimento de esta tolerancia, HOUSSIN, 1981 (154).

Varios trabajos han sugerido 1la existencia de un factor
humoral supresor que podria tener un papel preponderante en la
fase de mantenimiento de la tolerancia del trasplante de
higado. De hecho se ha demostrado la actividad supresora del
suero de 1los animales tolerantes tanto "in vivo" <como "in
vitro", LIE, 1980 (213) y EBATA, 1985 (73).

Otros experimentos han ido encaminados a la formacidén de
un modelo experimental para el estudio del rechazo hepdtico.
EBATA, 1985 (72), en el 1intento de esclarecer el mecanismo de
rechazo en el trasplante de higado demuestra que hepatocitos
trasplantados en el bazo de ratas singénicas pueden sobrevivir
mds de afio y medio y formar un tejido hepdtico muy parecido

al higado normal mediante una marcada proliferacién celular.

RESPUESTA DE LA RATA AL TRASPLANTE DE HIGADO

La rata, como algunas otras especies, cerdo y baboon,
sobreviven largo tiempo, CALNE, 1969 (34) y ZIMMERMANN, 1979
(422); mientras que otras, perro, STARZL, 1965 (368), presenta
patrones de rechazo claros. El rechazo puede ser agudo (11 & 18
dias) o bien aparecer de wuna forma mas retardada (32-52

dias).
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En la rata la supervivencia en los trasplantes de higado
va a depender de la cepa del donante v del receptor asi KAMADA
et al, 1983 (180) han observado que higados de rata DA
trasplantados en receptores PVG habitualmente no son
rechazados, mientras que los mismos injertos DA trasplantados

en receptores BN generalmente van a ser rechazados.

La existencia en la rata de cepas singénicas o puras, es
decir, cepas en las que los animales son genéticamente
idénticos, permiten realizar trabajos en las condiciones de
compatibilidad tisulares precisas. Ademids la facilidad de
hacer combinaciones entre las diferentes cepas, hacen a las
ratas ser una especie muy atrayente para investigar las
diferentes respuestas inmunes a los trasplantes de higado en
los animales, HOUSSIN, 1979 (1535).

HISTOLOGIA DEL TRASPLANTE DE HIGADO EN RATA

Las ratas que presentan rechazo generalmente mueren antes
de los 30 dias. Histolbégicamente nos encontramos con un
intenso edema e infiltracién de células mononucleres que se
extiende por los tractos portales y por las partes centrales de
los lébulos «con destruccién del tejido parenquimatoso. En
todas estas zonas las <células invaden la pared de las venas
las cuales muestran cierto grado de proliferacidén endotelial.
No se observan lesiones arteriales debido a que no se realiza
la reanastomosis de la arteria hepatica en el trasplante,
KAMADA, 1979 (177). Las <células parecen ser una mezcla de
macr6fagos, células linfoides y células plasmiticas. Estas
Gltimas también se encuentran de manera abundante en las
membranas limitantes, KaAMADA, 1983 (180) y HOUSSIN, 1979 (1553).
Aparecen también focos de necrosis aguda coagulativa siendo su
localizacidén més frecuente cerca de los tractos portales,
JERUSALEM, 1971 (171); KAMADA, 1979 (177) y 1981 (179).

Aln en los «casos en que KAMADA, 1983 (180) no encuentra

rechazo clinico - DA a PVG - siempre aparece una clara
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evidencia histoldgica de respuesta al rechazo. A la semana del
trasplante aparece un infiltrado de células mononucleares de
los tractos portales y los sinusoides contienen diferentes

cantidades de grandes células mononucleares.

SISTEMA ATP

El sistema ATP-ADP actla como transportador de energia
quimica ya que el ADP es <capaz de aceptar un grupo fosfato
transformdndose en ATP y éste a su vez puede ceder su grupo

fosfato terminal.

En estado de equilibrio el ATP se encuentra casi

completamente hidrolizado en ADP y en ién fosfato.

Esencialmente todas las reacciones de transferencia de
fosfato en la «célula tienen que efectuarse a través del
sistema ATP-ADP.

Hasta ahora no se han aislado enzimas capaces de catalizar
transferencias directas de fosfato de modo que este proceso
tendria lugar de la siguiente forma:

Los grupos fosfato se transfieren en primer lugar mediante la
accidén de fosfotransferasas especificas, desde compuestos de
alto nivel energético al ADP., El ATP asi formado se
transforma en el dador especifico de wuna segunda reaccidn

enzimatica.

En primer lugar: fosfotransferasa
P-A + ADP B + ATP

fosfotransferasa
A + ATP ADP + B-P




Asi acontece la transferencia de un grupo fosfato actuando

el sistema ATP-ADP de intermediario.

SINTESIS DE ATP
Las reacciones que nos van a dar lugar a la sintesis de
ATP son en su mayoria procesos oxidativos; 1los mis
importantes son NEWSHOLME, 1983 (270):
- Ciclo del &cido tricarboxilico.

- Fosforilacién oxidativa.

- Cadena de transferencia de electrones,.

CICLO DEL ACIDO TRICARBOXILICO

La sintesis de grandes cantidades de ATP es necesaria
para poder mantener las funciones celulares esenciales. Para
este propbésito son utilizados dos sistemas de enzimas

diferentes.

EL PRIMER SISTEMA DE ENZIMAS: Cataliza una serie de
reacciones ciclicas referidas al ciclo del dcido
tricarboxilico. Una vuelta del ciclo produce directamente, sin
embargo, exclusivamente una molécula de ATP. La funcién méas
importante del ciclo es la de sustraer electrones e hidrdgeno
a partir de la Acetil Coenzima A (Ac CoA) y transformarlos a
piridin nucledbétidos (NAD) y Flavin Nucledtidos (FAD).

Los anteriores actuardn como portadores que transportan

electrones a un segundo sistema de enzimas,

EL SISTEMA SEGUNDO DE ENZIMAS: Es el que comprende el

sistema de transporte de electrones v cataliza la transferencia



de electrones desde los flavin vy piridin nucledtidos al

oxigeno, acoplando esta transferencia a la sintesis de ATP.

De acuerdo <con lo anterior la completa oxidacién del Ac
CoA la podriamos dividir en dos fases. las reacciones del
dcido tricarboxilico van a producir C02, H+ y electrones
liberados en 1las diferentes reacciones del «ciclo. Estos
electrones son transportados por los piridin vy flavin
nucledtidos a 1los enzimas de la cadena de transporte
electrénico la cual cataliza los pasos adecuados de
transferencia al oxigeno. la energia es conservada en el
curso de este segundo proceso, ZAKIM, 1982 (419).

Los productos de oxidacién debidos al ciclo del 4cido
tricarboxilico por si mismo son: C02, NaADH, Flavin
Nucledtido reducido (FADH2) y ATP. Cada vuelta del ciclo va a
producir: 2 moléculas de C02, 3 moléculas de NADH, 1
molécula de FADH2 y 1 molécula de ATP. Cada molécula de NADH
y FADH2 es oxidada en el "Sistema de transporte de electrones"”
produciendo 3 moléculas de ATP por molécula de NADH oxidada vy
2 moléculas de ATP por molécula de FADH2 oxidada. Por 1lo
tanto la produccién de ATP a partir de la oxidacién del Ac
CoA es bastante larga, LEHNINGER, 1963 (208).

La Ac CoA por si mismo no constituve un sustrato para las
enzimas del 4cido tricarboxilico. En lugar de eso el Ac CoA v
el Oxalacetato se unen para formar citrato. Los dos carbonos
del citrato que fueron donados por el Ac CoA son oxidados a CO2

en el curso del ciclo, lo que hace que se regenere oxalacetato.

A pesar de la regeneracién ciclica del oxalacetato, se
necesita un suministro <continuo de este sustrato a causa de
que el oxalacetato puede ser eliminado del ciclo por algunas

reacciones.

El ritmo de oxidacién del Ac CoA en el ciclo del A4cido
tricarboxilico es controlado por el ritmo de reoxidacidn de
los piridin y Flavin nucledétidos reducidos en el sistema de

trasporte de electrones. Obviamente la operacién del ciclo del
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depende de un aporte continuo de oxigeno, ZAKIM, 1982 (419).

FOSFORILACION OXIDATIVA

La fosforilacidén oxidativa es el acoplamiento de 1la
fosforilacidén del ATP a la respiracidén aerobia. Es decir, 1la
fosforilacidédn del ADP se halla acoplada a la respiracién vy
representa un mecanismo de recuperacibén aerobia de energia,

NEWSHOLME, 1983 (270).

La quimica bdsica de la fosforilacidén oxidativa es
debida a un complejo multienzimitico conocido como ATP

sintetasa que puede estar representado por la ecuacidn:

- - 4-
app Th P14 HE=——=0uTP" + K0

BELISTER en 1940 estudié el acoplamiento de la
fosforilacién oxidativa y la transferencia de electrones y
demostré que podia formarse mas de una molécula de ATP a
partir de ADP y fosfato durante la transferencia de cada par de
electrones desde el sustrato al oxigeno, LEHNINGER, 1972
(207).

Por otra parte se ha comprobado que en ausencia de
fosforilacidn oxidativa -ocasionado por pérdida de ADP o de
Pi- la transferencia de electrones no tiene lugar. Esto quiere
decir que se trata de dos procesos estrechamente relacionados,
NEWSHOLME, 1983 (270).

La transferencia de electrones en la fosforilaciodn
oxidativa pueden ser, en conclusién, consideradas como una
inica reaccidén que no acontece al menos que estén presentes

todos los sustratos:



3- 2= hd + 4=
NADH + 1/2 0, + 3ADP + 3Pi + 4H——== NAD + 3ZATP + H0

KENNEDY y LEHNINGER descubrieron en 1948 (207) que las
mitocondrias aisladas catalizan el proceso de la fosforilaciédn
oxidativa acoplado a8 1la oxidacién de 1los intermediarios del
ciclo del A4cido tricarboxilico. Debido a 1lo anterior es
16gico que las mitocondrias aisladas se hallan convertido en
la preparacidén tipo para el estudio de 1la fosforilacién
oxidativa. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que para que
acontezca el proceso de fosforilacidén oxidativa es preciso que

la membrana mitocondrial interna esté integra.

En efecto, cualquier agente que cause lesién a la
mitocondria tiende a desacoplar el proceso, sugiriendo que el
acoplamiento depende de 1la integridad estructural de la

mitocondria.

La fosforilacidén oxidativa puede resultar influida no
s6lo por inhibidores especificos sino también por agentes

desacoplantes como el 2,4 DINITROFENOL. Estos agentes

desacoplantes tienen la propiedad de que no inhiben la
respiracién pero impiden las fosforilaciones asociadas a
élla.

CADENA DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES

Los procesos de glicolisis, betaoxidacién y ciclo TCA,
producen agentes reductores en forma de NADH y flavinas
reducidas. Estos agentes van a ser oxidados por el oxigeno
pero no directamente, sino por via de una serie de procesos de
6xido-reduccién que terminan en una reaccidén con el
oxigeno. Los intermediarios en esta serie de reacciones
constituyen la cadena de transferencia de electrones; asi
llamada a causa de que cada reaccién de 4xido-reduccién
incluye la transferencia de electrones desde un agente reducido

-el cual se oxida- a un agente oxidado - el cual se reduce-.
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La cadena de transferencia de electrones también se
conoce como via de transporte de electrones o cadena
respiratoria y forma parte de 1la membrana interna de la
mitocondria. Los componentes de la <cadena respiratoria junto
con el sistema enzimdtico Qque genera ATP a partir del ADP 'y
fosfato representan un 30-40% del total de proteinas de 1la

membrana interna de la mitocondria.

FUNCION MITOCONDRIAL

Las mitocondrias son una de las organelas celulares més
fragiles y sensibles y a causa de que ejercen un papel central
en la produccidn celular de energia su integridad va a ser
esencial en la preservacién de muchas de las funciones

hepédticas.

Esta energia se obtiene a partir de reacciones de
oxidacidén-reduccién de los principios inmediatos
(Fundamentalmente hidratos de carbono). Esta energia 1liberada
en las reacciones de oxidacidén-reduccién de’ la cadena
respiratoria se almacena en las moléculas que poseen uniones
de alta energia, principalmente el ATP v en menor proporcién
GTP.

Los pardmetros mas estudiados de 1la funcién
mitocondrial son los que estan en relacidén con la efectividad

del acoplamiento entre oxidacién y fosforilacidn:

A/ INDICE DE CONTROL RESPIRATORIO; es la relacién entre el
indice de la captacidén de oxigeno en presencia de un
fosfato aceptor, usualmente ADP, y el indice de captacién

de oxigeno después de haber agotado el ADP.

B/ ADP/0: moles de ADP fosforilado a ATP por &tomo de oxigeno

usado.
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Cuando el indice de control respiratorio alcanza el valor
de 1 el valor de ADP/0 medido por método polarografico, se
hace O por definicidn, DANIEL, 1974 (64)."

Sin embargo ha sido establecido por CHANCE, 1959 (55) vy
también por LEHNINGER, 1959 (208) que en ciertas situaciones vy
en especial en la isquemia el indice de control respiratorio
puede alcanzar el valor de 1 mientras que el ATP sigue aun
formidndose. Este fendmeno es conocido como pérdida del

acoplamiento.

PATOFISIOLOGIA CELULAR DE LA TISQUEMIA

Los principales acontecimientos iniciales en la isquemia
son: ausencia de oxigenacidén, ausencia de suministros de
sustratos e incapacidad para liberar productos del metabolismo
celular, TRUMP, 1968 (394) y 1976 (396).

La supresién del aporte celular de oxigeno seria el
punto comin de partida para la disminucidén de la sintesis de
ATP y otros adenin nucledtidos por bloqueo de la
fosforilacién oxidativa, la acidosis metabdlica, las
alteraciones idnicas intracelulares que se producen como
consecuencia de la inhibicidn de 1la bomba Na-K, el edema
celular y finalmente la 1lesién de 1las diversas membranas
celulares citoplasmdtica, mitocondrial, 1lisosomal..., MORA,
1986 (253).

La isquemia es seguida por una fase de lesidén celular
reversible durante la <cual 1la célula puede recuperar sus
funciones normales. Esta fase es seguida por un periodo
critico (periodo de transicién) el cual fue denominado por
TRUMP, 1972 (395) "Point of no-return". Una vez que se pasa el
periodo de transicién los cambios son irreversibles aunque se

restablezcan las condiciones ambientales normales.
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En el momento actual no hay acuerdo en qué punto los
fenédmenos reversibles pasan a ser irreversibles aunque se
piensa que el punto mids importante se centraria en la
alteracién de la funcidn mitocondrial y en la capacidad de
ésta para reanudar la sintesis de ATP y demds adenin
nuclebétidos después de finalizar la isquemia, MORA, 1986
(253).

EFECTOS DE LA TISQUEMIA EN LA FUNCION MITOCONDRIAL. HIGADO

DE RATA ISQUEMICO.

El alto nivel metabdlico de las células hepdticas las
hace muy vulnerables a la influencia de la anoxia. La causa de
muerte celular en el higado isquémico adn no estd clara.
FARKOUH, 1971 (82), piensa que el ataque de muerte celular
puede ser el resultado de la confluencia de dos alteraciones:
Por un lado el acimulo progresivo de 4cido y especialmente de
dcido ldctico y por otro lado el marcado descenso de ATP y
ADP.

La isquemia hepdtica en ratas sanas se asocia con una

serie de alteraciones en la estructura y funcidén mitocondrial.
a.- Pérdida del control respiratorio, DANIEL, 1974 (64).

b.- Pérdida de la actividad adenin-nucledtido

translocasa.

c.- Disminucidén, en al menos 1las porciones heme de los
citocromos a, a3 y ¢, MITTNACHT, 1979 (246),

d.- Disminucidén de 1los niveles de ATP, PONTEGNIE-ISTACE,
1977 (286); SHIBA, 1978 (325) y RHODES, 1977 (298).
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e.- Acimulo de grandes cantidades de Ca intramitocondrial
siguiendo al reflujo después de un periodo de
isquemia, MITTNACHT, 1980 (245).

f.- Aumento de la permeabilidad de la membrana interna de 1la

mitocondria.

g.- Alteracidn idnica en la mitocondria.

h.- Alteracién de 1la fosforilacién oxidativa, TRUMP, 1976
(396) y DANIEL, 1974 (64).

Todos los anteriores datos nos sugieren que la muerte
celular isquémica podria ser consecuencia de la lesién
mitocondrial irreversible, MITTNACHT, 1979 (246) y TRUMP, 1976
(396).

TRUMP en 1976 (396), demuestra en sus estudios que la
pérdida de viabilidad se correlaciona con 1la pérdida de 1la
capacidad de la mitocondria para autorrecuperarse tras la
restauracidén del flujo sanguineo. La funcién mitocondrial se
detiene rapidamente tras la isquemia, pero por un tiempo la
funcidén mitocondrial puede restablecerse si se restaura el

flujo sanguineo.

El fallo <circulatorio, parece ocurrir concomitantemente
con el fallo hepdtico mitocondrial. RHODES, 1977 (298),
demuestra que la isquemia hepdtica de suficiente duracién
como para causar la muerte celular es precedida por

alteraciones irreversibles en las funciones mitocondriales.

Estos puntos de vista son apoyados por experimentos en los
cuales las células normales son tratadas con inhibidores de la
respiracién o <con inhibidores del desacoplamiento de 1la
fosforilacidén, TRUMP, 1968 (394). En todos estos experimentos

aparece un cuadro muy similar al que acontece en la isquemnia.
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DISMINUCION DE LOS NIVELES DE ATP

Durante 1la isquemia el nivel celular de ATP disminuye
rédpidamente. El nivel de ADP se. mantiene mds o menos
estacionario. El nivel de AMP aumenta en los primeros momentos,
debido a la hidrélisis del ATP, pero después el AMP es
ridpidamente degradado y aproximadamente a los 120 minutos el
contenido total de adenin-nucleétidos en el higado
isquémico caen a menos de 1/4 del nivel normal , KAMIIKE, 1982
(183).

La capacidad de la mitocondria del higado para producir
enlaces fosfato de elevada energia se ve alterado sobre todo

en los primeros 30 minutos de isquemia, DANIEL, 1974 (64),.

Entre los 90 y los 120 minutos de isquemia la capacidad

midxima de oxidacidén permanece estacionaria - es decir, no
disminuye mucho mis -, mientras que 1la ADP/O continda
cayendo, indicando un desacoplamiento progresivo, Esto

demuestra que entre los 90 y los 120 minutos las lesiones que
acontecen son de mucho menos «calibre que en los primeros 30

minutos.

GAJA et al, 1973 (103) encontraron que el contenido de ATP
en la wmitocondria del higado isquémico de rata disminuye
sobre todo en los primeros 15 minutos de isquemia, durante los
cuales se deplecciona hasta un 80% del contenido inicial de
ATP; posteriormente el descenso del mismo inicia una fase de

declive mucho mas lenta.

Por otra parte hay una estrecha relacién entre la
disminucidén del contenido mitocondrial de adenin-nucledétidos

vy el deterioro de la capacidad de fosforilacién oxidativa.

El nivel normal de adenin-nucledtidos es de 15 & 20

nmol/mg de proteina en mitocondria de higado normal. Este



nivel disminuye hasta 1 a 2 nmol/mg de proteina con una
concomitante pérdida de la capacidad de fosforilacién
oxidativa, cuando se somete a la mitocandria hepitica a una
anoxia de 120 min., WATANABE, 1983 (406).

El dnico adenin-nucledtido que no tiene efecto por si
mismo para mantener la funcidn mitocondrial es el AMP. La
accién protectora de los adenin-nucledtidos sobre la
funcidén mitocondrial es debido al ATP y al ADP; los cuales son
interconvertibles por la accibén de 1la adenilato-kinasa,
WATANABE, 1983 (406).

Los niveles de ATP al final del periodo de anoxia no
parece ser un criterio valorable de viabilidad del higado
antes del trasplante contrariamente a lo que han sugerido
COLISTE et al y KEAVENY et al, PONTEGNIE-ISTACE, 1977 (286) vy
MARUBAYASHI, 1980 (238).

DETERMINACION DE LOS ADENIN NUCLEOTIDOS MEDIANTE

BIOLUMINISCENCIA

Se utiliza un luminémetro y su fundamento bdsico
consiste en un tubo fotomultipliicador que convierte la 1luz
producida por una muestra en una seflal eléctrica que es
transformada y amplificada por wuna unidad electrénica para

producir una sefial apropiada registrable,

La luminiscencia es el proceso en el cual las moléculas
alcanzan un estado de excitacidén de alta energia mediante
reacciones quimicas liberando esa energia con emisidn de luz
LUNDIN, 1982 (221).

Para producir luminiscencia la 1liberacién de energia
durante la reaccidén debe ser suficiente para emitir luz

cuantificable. Consecuentemente la mavoria de las reacciones



quimicas que originan quimioluminiscencia son reacciones de
oxidacién con liberacidn de gran cantidad de energia por cada

molécula oxidada.

Muchas de las reacciones quimioluminiscentes acontecen en
organismos vivos, entonces estas reacciones se denominaran
bioluminiscentes. En las reacciones bioluminiscentes la
oxidacidn quimioluminiscente se cataliza por enzimas
denominadas luciferasas. Varias luciferasas se han aislado de
sus respectivos organismos, siendo usadas como reactivos
analiticos, Mc ELROY, 1981 (241).

Las luciferasas se han encontrado en diversas especies de
insectos, bacterias, medusas, gusanos, hongos y crustaceos.
Las moléculas que son oxidadas en la reaccidn bioluminiscente
son llamadas usualmente luciferinas. Tanto las luciferinas como
las luciferasas van a ser especificas de cada organismo,
CAMPBELL, 1985 (50).

FIREFLY BIOLUMINISCENCIA

Esta reaccién se basa en la wutilizacibén del enzima
luciferasa obtenido a partir de ciertas especies de insectos
conocidos coomo luciérnagas. Se necesita ATP para activar la
luciferina y poder ser oxidada a adenyl-luciferina. Esta es 1la
base para la medicidén de ATP, SPIELMANN, 1981 (335).

REACCIONES CATALIZADAS POR LA LUCIFERASA

La luciferasa de luciérnaga cataliza las tres reacciones

siguientes:

Luciferasa
LH2 * MgATP ——————= LH2-AMP * PP

LH2-AMP * 02 ———— oxyluciferina * C02 * AMP * 1luz
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Luz * Mg-ATP =——=———= L -AMP * PP

En la primera reaccién el grupo carboxil de la
luciferina (LH2) es 1la 2ona clave para la formacién de
anhidrido con el 4cido adenilico del ATP acompaiado por la

formacidén de pirofosfato inorganico.

En la segunda reaccidén, el oxigeno se combina con el
luciferil adenilato dando lugar a 1la decarboxilacién de 1la
luciferina y a la formacidén de wuna sustancia excitada
(oxiluciferina) que liberard energia con emisién de luz y

dcido adenilico.

CINETICA DE LA EMISION DE LUZ: Cuando el ATP se mezcla
rédpidamente con luciferina-luciferasa a 25°C hay un retraso de
25 milisegs, hasta que la 1luz es emitida. A continuacidén hay
una elevacidén en la emisidén de 1luz, alcanzando el pico

maximo a los 0.3 segs.

Con respecto a las concentraciones de ATP, variaciones
desde 0.2 picomoles a 2 micromoles producen grandes cambios en
la cinética de la emisidn total de luz. De LUCA, 1979 (65).

A bajas concentraciones de ATP, la emisidén de luz se
eleva al miximo y su disminucién es lenta y progresiva;
mientras que a altas concentraciones la intensidad mixima de
luz es mayor pero decae mAds rapidamente por producirse un
fendmeno de inhibicidén.Mc ELROY, 1981 (241).

El pico de emisibén para la bioluminiscencia del "Photinus
pyralis" o luciérnaga americana es de 562 nanom. con un amplio

pico entre 500 y 600 nanom. para otras especies.
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PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA

Las pruebas de laboratorio van a desempefiar un papel
importante en la evaluacidén «clinica de la disfuncién

hepatica.

A la vista de 1los resultados de las pruebas anormales
podemos orientarnos hacia la naturaleza del trastorno
hepatico, ademds nos pueden proporcionar un indice de la
extensidn de la lesién con un cierto valor pronédstico.
También debemos remarcar que las pruebas hepdticas van a ser
de valor para seguir el curso de la disfuncién hepética,
SCHIFF, 1980 (313).

Aunque hipotéticamente todos los anteriores son los
objetivos que deben de cumplir las pruebas de funciédn
hepatica, no existe ningdn método de laboratorio que aislado
los cumpla totalmente. No obstante la combinacidén de una serie
de pruebas se utilizan con éxito en la valoracién de funciédn
hepatica, CHOPRA, 1985 (57).

DETERMINACION DE BILIRRUBINA.: Es wuna prueba hepdtica basada

en la funcibén excretora del higado que bisicamente consiste

en eliminar de la sangre sustancias enddégenas y/o exdgenas
potencialmente nocivas excretandolas por la bilis [
transformindolas en productos adecuados para eliminarlos por

el rifdén o pulmbn.

La bilirrubina (Br) que aparece en el suero normalmente
representa un equilibrio entre su produccidén y su eliminacidn
por el higado. En individuos sanos la concentracidén de Br
total en el suero oscila entre 0.3 y ] mg/100ml. Esta Br casi
en su totalidad no estad conjugada aunque puede considerarse

normal hasta un 20%Z de Br conjugada.

El nivel de Br sérica total es {til para evaluar la

extensién y el progreso de la ictericia. E1 nivel de Br



sérica directa e indirecta nos es de avuda en el diagnéstico
diferencial de 1§ ictericia. La fraccién directa puede
constituir de wun 40 a un 60% de la Br total tanto en la
ictericia hepdtica como en la posthepétrica; pero los niveles
del 20 al 40% son mas propios de la ictericia hepatica,
mientras que niveles de Br directa superiores al 507 son mas
indicativos de la ictericia ©posthepdtica, ZIMMERMAN, 1984
(421).

ENZIMAS SERICAS.: Las enzimas se van a encontrar en todos los

tejidos y son las catalizadoras organicas responsables de 1la
mayoria de 1las reacciones quimicas que acontecen en el
organismo, ZIMMERMAN, 1984 (421).

Generalmente las enzimas que nos encontramos en el suero o
en el plasma proceden de las células dafiadas y a veces incluso

de las intactas.

Las enzimas hepdticas en el suero se van a dividir en 4
grupos de acuerdo a sus niveles en la ictericia obstructiva v

la hepatitis aguda.

GRUPO 1.: Son las enzimas cuyos niveles se encuentran més

aumentados en la ictericia obstructiva que en 1la hepatitis
aguda. La enzima por excelencia de este grupo es la fosfatasa
alcalina encontrindose también la leucin-aminopeptidasa vy la

5' nucleotidasa y la gamma-glutamil-transpeptidasa. Han sido
objeto de interés en nuestro estudio la fosfatasa alcalina v

la gamma-glutamil-transpeptidasa.

GRUPO 2.: Se encuentran las enzimas cuvos niveles estdn mucho
mids elevados en la hepatitis aguda que en la ictericia
obstructiva. Las enzimas mas importantes en este grupo son 1la
aspartato aminotransferasa (AST) o transaminasa
glutdmico-oxalacética (GOT) y 1la alanin aminotransferasa

(ALT) o transaminasa glutamico-pirdvica (GPT).

GRUPO 3.: Se encuentran las enzimas que estdn ligeramente

elevadas tanto en la hepatitis aguda como en la- ictericia



obstructiva -deshidrogenasa lactica, fosfocreatincinasa...-
las cuales no han sido objeto de nuestro estudio por ser menos
especificas.

GRUPO 4.: Colinesterasa la cual se encuentra disminuida en 1la
hepatitis aguda y normal o disminuida en 1la ictericia

obstructiva.

Después de miltiples observaciones y experimentos de las
pruebas enzimaticas para un mejor diagnéstico de la
enfermedad hepatica y biliar y valorando ampliamente el grado
de sensibilidad y especificidad de cada prueba enzimitica se
ha llegado a la amplia adopcidén de las determinaciones de
fosfatasa alcalina, GOT y GPT, para el diagnéstico de
enfermedad hepdtica, SCHIFF, 1980 (313).

FOSFATASAS ALCALINAS.: La fosfatasa alcalina (FA) fue 1la

primera enzima del suero estudiada en la enfermedad hepAitica.

El término de FA hace referencia a un grupo de enzimas
que catalizan la hidrélisis de varios ésteres de fosfato
orgdnicos a wun pH alcalino con liberacién de fosfato

inorgénico y el radical organico, COMBES, 1980 (60)

En el higado la Fi se asocia con las membranas de los
sinusoides y las de los canaliculos 1y también se encuentra
presente en el citosol, KAPLOWITZ, 1982 (186). Esta intima
asociacién con la membrana ha dado lugar a pensar si jugaria

un papel importante en la fisiologia de la misma.

Es una enzima determinada rutinariamente para el
diagndéstico diferencial de la ictericia. La elevacién de 1la
enzima en la colestasis resulta de un fallo en el aclaramiento
v excrecién de la FA «circulante y ademds aparece una FA
anémala en la circulacién la cual es similar a la FA biliar

de elevado peso molecular.

Sus valores estaran muv elevados en wuna ictericia
obstructiva pues a parte de la retencidén se ha visto que hay

sintesis de la enzima por las células que tapizan los



~1
-1

conductos biliares cuando hay obstruccién. Siempre que la
obstruccidén sea total vy prolongada la enzima se encontrarad
mucho mds elevada que en los casos de obstrucciones breves o

incompletas.

En pacientes con lesiones hepidticas ocupantes de espacio
como por ejemplo un absceso hepatico, el grado de elevacidn
de la FA puede ser de hasta 20 veces el valor normal,
ZIMMERMAN, 1984 (421).

La determinacién simultdnea de leucin-aminopepetidasa,
S' nucleotidasa o gamma-glutamil-transpepetidasa son dtiles
para decidir si la anormalidad se debe a wuna enfermedad
hepatica o no, COMBES, 1980 (60).

HAGERSTRAND, 1972 (130), estudia el comportamiento de la
fosfatasa alcalina en 1las ratas con obstruccidn biliar
extrahepdtica para lo cual realiza en 29 ratas macho de tipo
albino la ligadura del conducto biliar comin, mientras que en
otras 42, realiza una seccién. En las que 1igdé el conducto
biliar comén la fosfatasa alcalina en principio aumenta pero
después de 4 & 5 semanas se normaliza debido a una
repermeabilizaciédn del <conducto. En 1los que se hizo wuna
seccibén la fosfatasa alcalina aumenta sin normalizarse durante

mucho tiempo.

TRANSAMINASAS.: El descubrimiento de estas enzimas se debe a
BRAUNSHTEIN quien en 1937 describidé 1la existencia de wunas
enzimas que catalizaban la reaccidn de un grupo alfa-amino de
un aminoédcido a un alfa-cetoacido. Las denomind
"aminoferasas". Concretamente la GOT y 1la GPT catalizan la
transferencia de grupos alfa-amino de aspartato y alanina,
respectivamente, al grupo alfa-ceto del 4cido cetoglutarico,
dando lugar a la formacién de 4cido oxalacético y 4cido

pirdvico.

Han sido wutilizados numerosos métodos para la
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determinacién de GOT y GPT. El método mas sensible vy
especifico acopla la formacién de oxalacetato y piruvato a la
oxidacidén del NADH. Asi los productos de las reacciones de
GOT y GPT, oxalacetato y piruvato, son reducidos
enzimdticamente a malato .y lactato, respectivamente, con
concomitante oxidacién de NADH a NAD. Este Gltimo paso puede
ser seguido espectrofotométricamente a causa de que el NADH
absorbe la luz a 365 nm, ZAKIM, 1982 (419). Este es el tipo de

reaccién seguido en esta investigacidn.

Tipicamente se presentan dos clases de transaminasas en
el higado, GCT v GPT. Se «considera que la GOT es menos
especifica que la GPT en lo que se refiere a 1la lesién
hepatica, ya que la GOT donde mads abunda es en el <corazdn,
ZIMMERMAN, 1984 (421) y ademés aparece en otros tejidos como
misculo esquelético riAaén y cerebro. Mientras que la GPT
aparece primariamente en el higado. Por otra parte la GOT
aparece tanto en la mitocondria como en el citosol hepdtico,
mientras que la GPT se limita a localizarse en el <citosol,
KAPLOWITZ, 1932 (186) v CHOPRA, 1985 (57).

Su determinacidén es imprescindible en los casos de
necrosis hepadtica donde van a alcanzar su valor elevado més
llamativo, especialmente la GOT puede oscilar entre 200 vy
4000U/1 vy la de GPT es un poco menor. Hav que decir que el
grado de elevacidén de estas enzimas no se encuentra en

relacién directa con la extensidn de la necrosis.

La determinacién de los valores de GOT v GPT facilitan la
diferenciacidén entre la ictericia hepidtica ~hepatocelular- y
la posthepatica. Generalmente cuando se presentan valores
mayores de 300 U/1 indican una severa enfermedad hepatocelular

y son raros que se presenten en una ictericia posthepdatica.

En 1968, LEE (193), evalué la GOT en ratas trasplantadas
como un potencial indicador bioquimico de rechazo alogénico.
Determind en 21 ratas los valores preoperatorios y a los 7,
14, 21 'y 28 dias tras el trasplante. El rango normal
establecido por este autor es de 70 & 130 U/1. Los sueros de
las ratas trasplantadas mostraron una significativa elevacién

durante la primera semana que lentamente descendidé a valores



normales en el primer mes en el caso de trasplante singénico v

mas precozmente ocurrid en el trasplante alogénico.

GAMMA-GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA.: Es una enzima que cataliza 1la
transferencia del grupo gamma-glutamil de los
gamma-glutamil-péptidos a otros péptidos y a los

L-amino&cidos.

En 1950, HANES introdujo 1la determinacién de 1la
Gamma-glutamil transpeptidasa (gamma-GTP) en el campo de la
bioquimica clinica utilizando la capacidad de la enzima para
transferir grupos gamma-glutamil, GARCIA-MAS, 1981 (105).

Sus valores anormales aparecen en las mismas 1lesicnes
hepatobiliares que provocan valores anormales de FA y
leucin-aminopeptidasa. Algunos autores opinan que la gamma-GTP
es mds sensible que la leucin-aminopepetidasa, LUM, 1972
(220) v que la FA para 1la deteccidén de la enfermedad del
higado, SCHIFF, 1980 (313).

Por técnicas histoquimicas, la gamma-GTP ha sido
localizada en el 4&rbol biliar intacto desde los hepatocitos
hasta el <conducto biliar comin, KAPLOWITZ, 1982 (186). La
mavor concentracién de la enzima se localiza en el borde
luminal de 1las células epiteliales de revestimiento de 1los
conductillos biliares.

Es obligado destacar una serie de particularidades sobre
este enzima en la rata, los niveles de esta enzima son bajos o
incluso indetectables en la rata, en contraste con los humanos
cuyos niveles son de unas 30 UI/l. Como resultado de estos
bajos niveles 1la gamma-GTP no ha sido considerada como wun
indicador efectivo de disfuncidén o lesidén hepdtica en ratas,
CAISEY, 1980 (18).

Aunque la gamma-GTP no ha sido utilizada como un indicador
de lesidn celular aguda; algunos autores han demostrado que es
un indicador de obstruccidén biliar y de colestasis en ratas,
HAGERSTRAND, 1972 (130) y LEONARD, 1984 (209).
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Ademds en contraste con la pérdida de especificidad
observada con la GPT, FA y 4cidos biliares, con respecto a la
necrosis de los conductos biliares, la actividad sérica de la
gamma-GTP, exhibe un alto grado de especificidad, LEONARD, 1984
(209). :

GARCIA-MAS, 1981 (105), relaciona los niveles de
transaminasas con los de gamma-GTP. Los cocientes de las cifras
GOT/GGTP y GPT/GGTP, <cree que pueden ser de wutilidad en los
casos de diagnéstico diferencial dificil wentre colestasis
intra y extrahepatica. Los valores elevados superiores a 2 o
mids se deben de <considerar como indicativos de colestasis

intrahepdticas.

Su aumento junto con el de 1la Br y FA debe sugerir 1la
posibilidad de problemas en el tracto biliar o bien un episodio
de rechazo hepdtico, DEMETRIS, 1985 (66).

WILLIAMS, en 1973 (414), observa en humanos un aumento de
los valores de GOT, Br v FA en episodios de rechazo agudo que
acontece a los 7 y 14 dias. Para STARZL, 1971 (344) existiria
una forma anictérica del rechazo en las primeras semanas tras
el trasplante. En ellas se observa una ligera elevacibdn de las

transaminasas v de la FaA.

STUART, 1967 (377), realiza experimentos en perros
intentando encontrar una correlacidén en las biopsias
hepaticas entre los cambios estructurales la intensidad del
rechazo v los tests bioquimicos en el trasplante de higado.
En concreto en su modelo experimental de autotrasplante con
clampaje durante 35 minutos de la arteria hepdtica observa

aumentos minimos de FA y GOT permaneciendo normal la Br.

WILLIAMS, 1973 (414), <concluye en que el diagndstico
histoldégico probablemente sea el parametro mas fiable de
rechazo aunque los cambios detectados pueden no ser
especificos y el diagnéstico final se va a basar en un amplio
conocimiento de los pardmetros clinicos y de las

investigaciones de laboratorio.
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FREESE en 1984 (100), compara el valcr de los tests de
funcibén hepdtica de rutina -GOT, FA v Br- con la impresiodn
clinica y 1la histologia hepdtica., Realiza 50 biopsias
seriadas en 12 pacientes trasplantados. Aunque los tests
anormales de funcidn hepatica coincidieron con una
histologia anémala no tienen valor para poder discriminar

entre rechazo y otras causas de disfuncidn hepdtica,.

PROTEINOGRAMA

Las alteraciones méds corrientemente observadas en la mayoria
de las formas de enfermedad hepato biliar se reflejan en wuna
disminucién de la concentracidén sérica de albémina v en un
aumento de las globulinas principalmente a expeansas de 1la
fraccidén gamma, SCHIFF, 1980 (313).

La extensién de estas alteraciones de las proteinas
parece depender de la gravedad y duracién de la enfermedad

hepatica.

El aumento de las gammaglobulinas hasta de un 403 o méas
de las proteinas totales, con frecuencia indica que la
enfermedad estd progresando hacia una fase crédénica activa.
Esta impresidén queda apoyada cuando se acompaia de una

disminucién de la albimina significativa, GRASS, 1983 (120).

Una disminucién ligera de la albimina acompaidada por un
aumento ligero de la gammaglobulina normalmente indica un buen
resultado incluso a pesar de que se juzgue que la hepatitis es

sintomdticamente grave.

En cuanto al nivel de las globulinas alfa puede, bien
aumentar ligeramente, permanecer inalterado o incluso

disminuir.



En la mayoria de las enfermedades hepaticas las

globulinas beta tienden a aumentar.

El andlisis de las proteinas queda limitado en tres
esferas principales: a.- ‘No es un indicador sensible de
enfermedad hepdtica. b.- Tiene poco valor para el diagnéstico
diferencial a causa de que a menudo las proteinas séricas
quedan alteradas de forma similar en 1los diversos tipos de
enfermedad hepdtica. c.- Incluso variaciones grandes de las
proteinas no son especificas de la enfermedad hepatica,
SCHIFF, 1980 (313).

FIBRONECTINA

El término de "fibronectina" (FN) hace referencia a wuna
familia de glicoproteinas de alto Peso molecular (Pm) que son
estructural e inmunoldgicamente similares, MOSESSON, 1980
(255). Es una de las mavores glicoproteinas que se encuentra en
los vertebrados.y aunque su significado funcional se desconoce
en parte, parece que interviene en multiples funciones
celulares que incluyen la adhesidn celular e integridad de los
tejidos, morfologia y diferenciacién celular, organizacibn
citoesquelética, actividad opsdnica, hemostasis y trombosis,
diferenciacidén embriogénica y fagocitosis de las células de
Kupffer, JAGIRDAR, 1985 (167).

De wuna forma general podriamos hablar de una FN
plasmdtica y otra asociada a las superficies celulares y el
tejido conectivo intercelular, SHERMAN, 1983 (324) y KRSNIK,
1986 (188).

Mientras que 1la FN que se encuentra en la sangre y en
otros fluidos se presenta como una forma "soluble"; la FN que
se encuentra en el tejido conectivo v la que estd asociada con
las membranas basales es wuna forma insoluble, MOSHER, 1980
(261) y YAMADA, 1978 (417).
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Su concentracién en el plasma de un hombre adulto normal
es de 180 a 720 microg/ml en el vardén y de 150 a 540 microg/ml
en la mujer, YAMADA, 1978 (417) y PEARLSTEIN, 1980 (278). La
concentracién en el suero, sin embargo, es un 20 a 502 menos
que en el plasma, MOSHER, 1975 (260) y ERIKSEN, 1982 (76)., Esto
es debido a la pérdida de FN dentro del <codgulo a 22-37°C
causado por el F. XIII-catalizado, enlace <cruzado covalente
entre la FN y la cadena alfa de la fibrina, MOSHER, 1975 (260).
Ademas se ha descrito que puede ser ligada de manera «cruzada
por el factor XIIIa. al colageno y al Estafilococo dorada. La
disminucidén de 1la FN dentro del codgulo a 22-37°C. esta
causado por el enlace cruzado covalente entre la FN y la cadena

alfa de la fibrina catalizado por el factor XIII.

Esta FN que ha sufrido enlace cruzado con la fibrina no
altera las propiedades del codgulo, en lineas generales,
MOSHER, 1980 (261).

En cuanto a su sintesis se piensa que la mayoria de 1la
FN se produce a nivel de los hepatocitos, OWENS, 1982 (274)

La FN va a presentar afinidad por varias células, tejido
conectivo y proteinas tal como la heparina, coldgeno y

fibrina.

Otras moléculas que también algunos han postulado que
van a interactuar con la FN son los ganglidsidos, los
proteoglicanos, el 4cido hialurénico vy componentes de las
paredes bacterianas, PROCTOR, 1979 (292).

En todas las formas de FN humana, la porcién de 1los
determinantes antigénicos van a tener wuna muy similar
migracidén electroforética asi como semejantes constituyentes

aminodcidos y carbohidratos.

Dentro de las especies, las formas de FN reaccionan
idénticamente con el antisuero preparado contra una de las
formas, MOSHER, 1980 (261).
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ESTRUCTURA DE LA FIBRONECTINA

Es una Beta-globulina 1ligera «con un coeficiente de
sedimentacibén de aproximadamente 13. La localizaciébn
plasmidtica precipita a 0°C. junto <con el fibrinégeno, el
Factor XIII y el Factor de Von Willebrandt, MOSHER, 1975 (260).

La composicién de la FN estd ain por esclarecer y asi
el andlisis de 1la secuencia de 1los aminodcidos como 1la
secuencia de los nucledétidos del RNA y del DNA genédmico que
codifica todavia es incompleta, MOSHER, 1984 (262).

La FN plasmadtica y la celular son muy similares sobre
todo en su estructura e inmunoldgicamente 1indistinguibles
usando antisueros policlonales. Las diferencias estructurales
entre los dos tipos de FN pueden ser detectados wutilizando
anticuerpos monoclonales y por fragmentacién proteolitica,
TAMKUN, 1983 (383). También hay muy pequefias diferencias entre
la FN plasmdtica y la FN secretada por los cultivos celulares,
asi como entre las varias fibronectinas plasmiticas, MOSHER,
1984 (262), MOSESSON, 1980 (255) y SHERMAN, 1983 (324).

En lo que claramente difieren es en su solubilidad vy

movilidad electroforética en geles de poliacrilamida.

La mavoria de las moléculas de FN circulante tienen un
Pm. de 440.000 - 450.000 daltons y estdn compuestas de dos
cadenas unidas por puentes disulfuro, MOSESSON, 1975 (256) vy
STATHAKIS, 1981 (376). Tanto en la FN plasmdtica como en la
que se encuentra en la superficie de las células, los puentes
disulfuro intercatenarios estdn localizados en el extremo
carboxil de la molécula, PEARLSTEIN, 1980 (278). Las dos

cadenas se disponen formando un 4ngulo de 60 & 70°, MOSESSON,
1980 (2553).

Parece ser que la estructura de cada cadena va a ser muy

similar vy el Pm es de aproximadamente 220.000 daltons cada una.
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Los puentes disulfuro intracatenarios estan agrupados en
el tercio terminal de cada cadena y la mayoria se localizan en
el extremo amino terminal (NH2 - terminal), extremo que tiene
la capacidad de unirse al factor XIII de 1la coagulacién,
MOSESSON, 1980 (255). La zona que se une al coldgeno estd
préxima a la anterior. Esto se ha sugerido debido a que tras
digestién con catepsina el fragmento obtenido conserva la
capacidad de wunirse al factor XIII asi como al <colégeno,
SABA, 1980 (306).

Estudios de fragmentacidén proteolitica son los que nos
han permitido identificar las interacciones de la FN; asi se
han descubierto hasta ahora =zonas de unidén a fibrina,
estafilococo aureus, colidgeno, DNA, superficies celulares,
actina, heparina, MOSHER, 1984 (262) <y proteina C-reactiva,
SALONEN, 1984 (310).

La capacidad de wunirse a 1la fibrina, heparina v
estafilococo aureus reside en la secuencia de 45 aminodcidos
en la posicién amino-terminal. La regidén advacente a la
anterior posee la capacidad de wunién a gelatina y colégeno;
siguen a ésta los fragmentos que median la adhesién celular,
otro fragmento con capacidad de unirse a la heparina y por
Gltimo el extremo carboxi que media también la adhesidén a la
fibrina, MOSESSON, 1975 (256).

Finalmente también pueden interactuar con la FN los
proteoglicanos, SHERMAN, 1983 (324), el &4cido hialurénico,
los ganglidésidos vy componentes de las paredes celulares
bacterianas, MOSHER, 1976 (259). Como resultado de estas
interacciones méltiples se piensa que la FN es una
glicoproteina con poder adhesivo y opsonizante, PEARLSTEIN,
1980 (278) y PROCTOR, 1979 (292).

La estructura secundaria y terciaria va a ser muy similar
tanto para la FN plasmitica como para la que se encuentra en
la superficie celular, MOSESSON, 1980 (235) v PEARLSTEIN, 1939
(278).



La localizacién plasmdtica y celular van a tener en su

composicidédn un 5% de carbohidratos.

Estd formada por subunidades que tienen aproximadamente
2000 residuos aminoadcidos. El andlisis de la secuencia de
aminodcidos de la subunidad asi <como la secuencia de
nucledtidos del RNA-mensajero y del DNA-genémico que
codifican esta subunidad adn son incompletos, MOSHER, 1984
(262).

SINTESIS DE FIBRONECTINA

A.-FN PLASMATICA O SOLUBLE.: Mientras que muchas células se ha
demostrado que sintetizan la FN celular no hay clara
determinacién de 1la fuente <celular que sintetiza 1la FN
plasmatica. Obvios candidatos son las células endoteliales,
SABA, 1980 (306), las «cuales sintetizan y secretan grandes
cantidades de FN; los macrdéfagos, LLOYD, 1979 (218) vy 1los
hepatocitos, VOSS, 1979 (403) y MOSHER, 1984 (262).

Los hepatocitos de rata en cultivo van a secretar FN y
ésta va a emigrar electroforéticamente junto con la FN
plasmatica, sin embargo, la FN secretada por los fibroblastos

en cultivos no tienen esa propiedad, TAMKUM, 1983 (383).

OWENS, 1982 (274), demuestra que la sintesis de FN por
higado de rata perfundido es en tal cantidad que reemplaza el

pool de FN plasmatica cada 10 horas.

La perfusién aislada de higado de rata produce la
suficiente cantidad de FN como para dar lugar a un aumento de
la FN plasmidtica. Ademds la adicidén de cortisol e insulina

aumenta su sintesis, OWENS, 19R2 (274),.

Avalan los datos anteriores el hecho de que pacientes con

cirrosis descompensada o con fallo hepatico fulminante
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presentan un descenso de los niveles de FN plasmitica,
MATSUDA, 1982 (239) y GONZALEZ-CALVIN, 1982 (118).

En definitiva se sostiene que la mayor parte, o en su
totalidad, 1la FN plasmitica estd producida por los
hepatocitos y parte de esta FN posteriormente va a depositarse
en los tejidos, MOSHER, 1984 (262).

B.-FN CELULAR O INSOLUBLE.: La FN es un constituyente mayor de
la superficie celular de muchas <células cultivadas, YAMADA,
1978 (417), siendo un componente predominante del tejido
conectiva extracelular, PEARLSTEIN, 1980 (278).

Se ha observado que los fibroblastos en cultivo producen
una especie de matriz compuesta por finas fibras. Estas fibras
son lisadas por la tripsina pero no lo son por la colagenasa lo
que indica que estas fibras estarian compuestas principalmente
por estructuras glicoproteicas mas que por coligeno, MOSHER,
1984 (262).

La FN en las fibras puede proceder de dos vias distintas,
bien de una FN plasmatica que se puede adherir a la superficie
celular o bien las células puede sintetizar y secretar la FN
por si mismas, HAYMAN, 1979 (135).

A parte de los fibroblastos la FN es sintetizada vy
secretada por wuna gran variedad de «células en cultivos,
MOSHER, 1984 (262). Asi se ha descrito en la literatura que la
FN puede ser sintetizada por las células endoteliales 1los
condrocitos, 105 mioblastos, ciertas <células epiteliales,
etc., MOSESSON, 1980 (255). Se piensa que la FN segregada por
estas células podria tener una importante relacidén con el
proceso de reparacidn tisular y formacidén de matrices

intercelulares.

Hasta el momento parece ser que hay una relacidén 1inversa
entre la FN intracelular y extracelular, 1o que sugiere wun
control "feed-back" en la produccidén de FN, PEARLSTEIN, 1930

(278), va que en la mayvoria de los cultivos la FN intracelular
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estd sensiblemente disminuida mientras que la FN extracelular
estd aumentada, YAMADA, 1978 (417).

En cuanto a su metabolismo, PUSSELL, 1985 (293) muestra
como la FN es una proteina’ que rédpidamente es catabolizada;
un 4,81% del total cada hora. Su vida media es de 20 & 30
horas. Con respecto a su sintesis es a razén de 0.7
mg/Kg/hora -entre 0.61 v 0.87-., Los niveles plasmaticos se van
a correlacionar con el promedio de su sintesis/hora; pero no
se correlaciona con su vida media o <con su fraccidn
catabélica en personas sanas. Estos datos sugieren que la
disminucién de su sintesis seria la responsable del déficit

de FN que se observa en pacientes en estado critico.

VALORES NORMALES DE FN EN HUMANOS

ERIKSEN en 1982 (76) estudia las diferentes variaciones de
los niveles de FN plasmdtica en sujetos sanos, para lo cual
recoge plasma de 374 individuos de edades comprendidas entre O
y 85 afos. Observa 1las posibles variaciones diurnas y la
influencia de varios estabilizadores de la sangre. No encuentra
diferencias significativas a lo largo del dia ni en el hecho
de utilizar EDTA o citrato «con o sin heparina. Es interesante
remarcar que lo que si encontrd fué diferencias
significativas en el hecho de que si se descongelaba el plasma
a temperatura ambiente, en vez de hacerlo en bafo a 37°C, 1los

niveles de FN disminuian.

La concentracién de FN en el plasma va a depender del
sexo y de la edad. en los varones la concentracién es mas
alta y a medida que aumenta la edad también lo hace 1los
niveles de FN, STATHAKIS, 1981 (376).
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VALORES NORMALES DE FIBRONECTINA EN RATAS

La mayor parte de los estudios realizados al respecto han

utilizado ratas macho de la cepa Sprague-Dawlev de 250 a 300 g.

DENO, 1984 (69) y VELKY, 1984 (401), encuentran como
niveles normales de FN en plasma 731+49microg/ml v

686+150microg/ml, respectivamente.
SABA, 1978 (307), utilizando también ratas macho de 1la

cepa Sprague-Dawley obtiene los valores normales de FN en suero

siguientes: 290.1+25.0microg/ml.

LOCALIZACION DE LA FIBRONECTINA

La FN de la superficie celular ha sido hallada en los
fibroblastos cultivados "in vitro" v forma parte de las
estructuras fibrilares extracelulares y de 1las membranas

basales de casi todos los tejidos, MOSHER, 1984 (262).

Es posible que también se encuentre en las células
astrogliales y en las células de Schwann. Aunque sobre este
punto hay una cierta controversia, segln los autores,
PEARLSTEIN, 1980 (278).

La FN soluble o plasmdtica se ha localizado, a parte de
en el plasma, en el 1liquido amnidtico, fluido seminal,
liquido céfalorraquideo y fluido articular, MOSHER, 1984
(262).

En el higado la FN se localiza en 1los espacios
perisinusoidales,membranas basales de 1los vasos sanguineos v
venas centrales, JAGIRDAR, 19385 (167); HAHN, 1980 (132 v
MATSUDA, 1982 (239).
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INTERACCION DE LA FN CON EL COLAGENO

Se piensa que 1la FN tendria una amplia zona de unién
para el coldgeno y a su vez esta zona se dividiria en dos

subzonas:

a.~ Una subzona que interactlla con el coldgeno sobre todo a
nivel del punto donde la colagenasa va a producir la excisidn

del colégeno.

b.- Una segunda subzona que atrae los residuos glutaminil de la
FN y 1los residuos lisil del «colAdgeno de wuna manera que
favorece la unibdn cruzada, MOSHER, 1980 (261).

Una de las mayo;es afinidades de 1la FN es por el
coldgeno, tanto en su forma desnaturalizada como en su forma
nativa, aunque parece ser que la afinidad de 1la FN por el
coladgeno desnaturalizado es mavor que por el coligeno nativo,
MOSESSON, 1980 (255).

La FN puede unirse de forma cruzada al coldgeno por
enlace covalente a través del factor XIII, MOSHER, 1975 (260).

Como veremos posteriormente la habilidad de 1la FN de

unirse de forma cruzada al <coldgeno y a los hepardn-sulfatos

reafirma la hipdtesis de su papel como proteina adhesiva.

INTERACCION DE LA FN CON FIBRINOGENO Y FIBRINA

En la fibrina el sitio de unidn para la FN parece estar
localizado en la regidén carboxi-terminal de la cadena alfa.
Con respecto a la FN parece ser que el sitio de unidén a la
fibrina estd estrechamente relacionado con la zona de wunidn
al coladgeno. Otro sitio de unién de la FN a la fibrina se
localiza cerca del extremo carboxi-terminal de la molécula,
SHERMAN, 1983 (324) y MOSESSON, 1980 (25535).
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Hace mas de 20 afos, SMITH y von KORFF sugirieron que la
globulina insoluble en frio, FN, era una fraccién
precipitable de la heparina. Posteriores estudios asi lo han
confirmado, MOSESSON, 1980 (255), llegando a la conclusién de
que en el plasma colocado en frio se pueden formar dos tipos
de precipitado de fibrindgeno: El primero requiere la
existencia de la denominado "fraccién precipitable de 1la
heparina" o similares para su precipitacidén, mientras que el
segundo, denominado <criofibrindgeno, aparece en ciertos
plasmas patolégicos y no necesita de la heparina para su
precipitacién., Se ha demostrado que los dos tipos van a
contener FN, MOSESSON, 1980 (2553).

El fibrindégeno no es un componente obligatorio de 1la
fraccidn precipitable de la hepvarina y estd presente en ella
debido a su gran afinidad con la FN., Esta conclusidén estéd
corroborada por numerosos estudios que han demostrado la
afinidad entre 1la FN plasmitica y el fibrinégeno, MOSHER,
1975 (260) y 1976 (259).

KAPLAN et al, 1980 (185), han evaluado la influencia de la
FN plasmatica en la formacidén de fibrina y de complejos de
fibrina y de colageno. Los experimentos los llevaron a cabo en
ratas macho Sprague-Dawley de 250 a 400 g. Demostraron que 1la
FN plasmdtica es capaz de mantener la solubilidad de los
mondémeros de fibrina y de volver a solubilizar 1la fibrina
insoluble y los complejos de fibrina y colidgeno a 37°C, Estos
datos sugieren que la FN plasmatica puede inhibir la
polimerizacidén de la fibrina y/o 1la unidén de la fibrina con

el colageno.

Actualmente se sugiere que los fragmentos de FN unidos a
la heparina pueden participar en la regulacidén del crecimiento
vascular. Las dos regiones de la FN que se unen a la heparina,
pero no la molécula madre o algunos otros fragmentos de la FN,
parecen ser potentes inhibidores en el crecimiento vascular vy
este efecto es reversible v dosis dependiente, HOMANDBERG, 1985
(151).



Por otra parte la heparina forma complejos que precipitan
en frio con FN purificada pero no los forma con fibrindgeno
sélamente, aunque en el precipitado de heparina-FN también
nos aparece fibrindgeno, MOSESSON, 1930 (255).

RELACION DE LA FTBRONECTINA CON LA PROTEINA C-REACTIVA

La unibén de 1la FN <con la proteina C-reactiva se ha
demostrado mediante enzimoinmunoensayoc y aglutinacién en

latex.

Otro dato a remarcar es que la disminucidén a pH 7.4
aumenta 5 4 6 veces la wunidén de 1la FN a 1la proteina
C-reactiva. Parece ser que esta unidn es maxima a

concentraciones fisioldgicas de cloruro sédico.

Cada molécula de FN plasmatica tiene en la proteina
C-reactiva al menos dos sitios de unién; a su vez el fragmento
de unidén de la FN parece estar localizado en el extremo

carboxi-terminal.

Ante una lesidén tisular la concentracién de proteina
C-reactiva aumenta en el plasma rdpidamente, entre las 6 y 24
horas, mientras que la de la FN a menudo disminuye, SALONEN,
1984 (310).

FISIOPATOLOGIA DE LA FIBRONECTINA

A.- FIBRONECTINA INSOLUBLE EN TEJIDOS.

Esta FN se va a localizar en la matriz extracelular y en
la membrana basal de todos los tejidos, MOSHER, 1984 (262).
Aunque miltiples tipcs de células tienen la capacidad de

segregar FN, se piensa gque la mavoria Ze la FN plasmatica se
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originaria en los hepatocitos v parte de élla se depositaria
en los tejidos. Mientras que la FN plasmdtica estaria en
forma de dimero y cuando se deposita en la su;erficie celular
pasaria a estar en forma de multimeros, PEARLSTEIN, 1980
(278).

Los métodos mds wutilizados en el estudio de la FN
celular son los cultivos celulares y pruebas
inmunofluorescentes mediante la wutilizacién de antisueros
marcados generalmente con fluoresceina. Con respecto a 1los
cultivos celulares 1los mds wutilizados han sido 1los de
fibroblastos y se observa como éstos producen una matriz
fibrilar por dos vias a través de la FN sintetizada por los
propios fibroblastos y a través de la FN presente en el medio.
Posteriormente las fibrillas formadas se transforman en
coldgeno maduro por lo que se piensa que 1la matriz de FN
seria sustituida posteriormente por coldgeno, MOSHER, 1978
(263).

Por estudios inmunofluorescentes se ha demostrado que las
fibrillas extracelulares de FN interaccionan con los
microfilamentos de la superficie celular. Estos microfilamentos
intervienen en la morfologia y motilidad celular por lo que se
piensa que la asociacién FN-microfilamentos juega un
importante papel funcional, MOSHER, 1984 (262).

En resumen, de 1lo anterior se desprende que la FN actda
como una proteina de unién de las células entre si, siendo

$ta su funcidn principal.

La FN celular parece intervenir también en el desarrollo
embriogénico ya que aparece en la fase de bladstula, MOSESSON,
1980 (255), mediando la adhesidén de las células del epitelio
a las membranas basales, LLOYD, 1979 (218) y PEARLSTEIN, 1980
(278). Ademds induce la migracién de otras células pudiendo
jugar un papel importante en la migracidon embriogénica de los

tejidos como por ejemplo la cresta neural, SHERMAN, 1983 (324).

También contribuyve en la cicatrizacién de las heridas ya

que actia como factor quimiotactico de los fibroblastos,



TSUKAMOTO, 1981 (397) y estimula la migracién de células

endoteliales y epidérmicas.

Se ha postulado que la FN opuede en parte regular la

integridad v permeabilidad-microvascular, SABA, 1980 (306).

Por Gltimo se ha intentado relacionar la FN y 1la
transformacién tumoral. JAGIRDAR, 1985 (167) observa en el
carcinoma hepatocelular la existencia de FXN extra e
intracelularmente, mostrando como los tumores con gran cantidad
de FN tenian mejor prondstico que aquellos que presentaban

escasa cantidad de esta proteina.

B.- FIBRONECTINA SOLUBLE O PLASMATICA.
Se podrian describir dos funciones principales:

- En primer lugar su papel en el sistema de defensa
inespecifico del organismo mediando el aclaramiento de
particulas extrafias por el sistema reticulo-endotelial o por
los macrdéfagos. Esto ha sido descubierto gracias a los
trabajos de SABA et al, 1978 (207) y 1980 (306) que definieron
una proteina opsénica del tipo alfa 2 que estimulaba el
aclaramiento de particulas inertes del torrente «circulatorio.
BLUMENSTOCK, 1978 (11) identificdé a esta alfa 2 proteina como
FXN.

Varios autores han corroborado este papel de 1la FN
observando como su déficit conducia a un menor aclaramiento
de particulas extraias, SABA, 1980 (306), LANSER, 1981 (190) vy
VELKY, 1984 (401).

Aparte de su funcidn opsonizante la FN es una sustancia
quimiotactica con capacidad para atraer tanto a los monocitos
como a los neutr6filos. Esta funcidn no es llevada a cabo por
la FN intacta sino por sus fragmentos; es decir durante la
inflamacién acontece una rotura de la FN y estos fragmentos
van a ser los que van a atraer a los monocitos-macréfagos al

foco de la lesidén, POMMIER, 1984 (285). A su vez los



macréfagos activados liberan como sustancia quimiotadctica a
la FN. Esta produccién de FN puede servir como mediador
inflamatorio atrayendo a fibroblastos a la zona del tejido
lesionado, donde 1los mismos proliferardn estimulando la
reparacién del tejido, TSUKAMOTO, 1981 (397).

Su segunda funcidén es en la coagulacidén. Participa en la
hemostasia primaria ya que la FN a nivel de las plaquetas se
asocia a los grédnulos alfa que van a ser liberados cuando las
plaquetas se ponen en contacto con la trombina o el <colageno,
MOSHER, 1980 (261).

Parece ser que la FN una vez liberada por las plaquetas se
une a la superficie de éstas y media su adhesién al
colageno, YAMADA, 1978 (417).

Por otra parte va a intervenir en la formacidén del
codgulo debido a su capacidad de unidén al fibrindgeno y a la
fibrina formando sobre todo enlaces covalentes catalizados por
el factor XIIIa.

Posteriormente, wuna vez que se ha estabilizado el
codgulo, la FN se va a unir a la fibrina en una zona  muy
proxima a la del coldgeno v va a atraer hacia el «coégulo
macréfagos y fibroblastos, MOSESSON, 1980 (235).

FIBRONECTINA, TRAUMA E INFECCION

La concentracién de FN en el plasma humano disminuve
entre las 6 y 24 horas de una destruccidn tisular intensa como
después de la realizacidén de una cirugia mavor, quemaduras u
otros traumas, GAUPERAA, 1985 (109) y VELKY, 1984 (401).

Desde SABA en 1981 (309) y SALONEN en 1984 (210), esta
disminucidén se piensa que es debida generalmente al aumento de

consumo de la FN plasmitica en la opsonizacidén de particulas
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y restos solubles de la <circulacién por el sistema reticulo
endotelial, SALONEN, 1984 (310).

Por otra parte hay un secuestro extravascular en las zonas
del tejido lesionado y se cree que facilita la curacién de 1la
herida promoviendo la interaccidén célula a <célula y el
enlace de la célula al substrato, MOSHER, 1980 (255) v DENO,
1984 (69).

GAUPERAA en 1985 observa en 72 pacientes a los que se
realiza cirugia mayor wuna disminucién de FN inmediatamente
después de la intervencidén seguido por wun aumento que no
alcanza los valores preoperatorios en las primeras 120 horas,
con una ligera disminucién de Ig G a las 24-72 horas del
postoperatorio y una disminucidén de C3 v C4 con normalizacién
en las primeras 72 horas, sin embargo la Ig M no sufre

alteraciones.

Para GENESTAL et al, 1983 (110), existen bajos niveles de
FN plasmitica que van a acompaflar a la infeccidn pero no la
van a preceder, de tal forma que 1la caida de FN no se puede
tomar como un factor constituvente de aumento de
susceptibilidad a la infecciédn. También observaron que la
evolucién en los valores de FN plasmatica no precedieron ni a

la agravacidén ni al mejoramiento del estado infeccioso.

VELKY et al, 1984 (401), provocan en 100 ratas estados
sépticos mediante diferentes agentes observando como la
depleccién de la tasa de FN se relaciona con un peor
pronéstico y la restauracién de sus niveles parecen ser

beneficiosos.

Se cree que la disminucidén de la FN durante la sepsis
podria ser debida al secuestro por la lesidén v a la adhesién
a los restos de <coldgeno intravascular o microagregados de

fibrina.

Posteriormente PIERROT, 1985 (281) administra concentrados

de FN purificada a 10 pacientes con sepsis en 17 ocasiones.
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Estos estados patoldégicos mejoraban con la administracidn de

FN siendo una esperanza terapéutica.

FIBRONECTINA Y ENFERMEDADES HEPATICAS

El comportamiento de 1la FN plasmitica en el curso de la
enfermedad hepdtica se ha estudiado en trabajos recientes,
GLUUD, 1983 (115) y MATSUDA, 1982 (239), pero su papel aidn no
esta totalmente esclarecido, GABRIELLI, 1985 (102).

MATSUDA, 1982 (239), en 166 pacientes con enfermedades
hepaticas demostradas clinica e histoldgicamente, observaron
un aumento de la fibronectina plasmitica. Las enfermedades que
padecian eran: hepatitis aguda, higado graso, todos los tipos

de hepatitis crdénica y cirrosis hepatica.

Sélamente se demostrd disminucién de la FN en los casos
de cirrosis hepdtica descompensada ( 43 pacientes) lo cual se
intenta explicar, al menos en parte, por el aumento del
catabolismo de 1la fibronectina mediado por una fibrinolisis

acelerada.

La causa del aumento de la fibronectina en el resto de las
enfermedades hepdticas adn no esta muy claro aunque podria
ser atribuido a un aumento de sintesis por parte de los
fibroblastos aumentados en el tejido conectivo proliferativo de

las dreas portales y de los septos interlobulares.

GLUUD, 1983 (115), estudia el posible valor diagndstico
del nivel de fibronectina en las diferentes enfermedades
hepadticas. En 71 pacientes con enfermedades hepaticas, 10
(142) sufrian hepatitis viral aguda y en éstos hubo un
aumento de fibronectina estadisticamente significativo. 7
(10%2) presentaban una hepatitis crédnica activa o persistente y
en ellos no se encontréd una diferencia significativa con 1los

del grupo control; igual ocurridé con los que padecian
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cirrosis biliar primaria, 8 (11%) y con las lesiones hepdticas
alcohdlicas 35 ( 48% ).

GONZALEZ-CALVIN et al, 1982 (118) estudiaron en concreto
el fallo fulminante hepétiéo en 17 pacientes y observaron que
en 13 ( 75% ) hubo una disminucién estad{sticamente
significativa de 1la fibronectina por debajo de los 1limites
normales (194-472 microg/ml+2DS). Ademds el valor de la FN
tuvo una correlacidn negativa con el valor de AST que fue
estadisticamente significativa, Ellos piensan que 1la mis
légica explicacidn para este ascenso de la fibronectina en el
fallo hepdtico fulminante seria el aumento de consumo de 1la
FN durante la fagocitosis de 1las particulas después de 1la

necrosis hepdtica.

JAGIRDAR, 1985 (167) estudia los diferentes patrones de FN
en el carcinoma hepatocelular. Mediante técnicas
inmunohistoquimicas localizé la FN intra y extracelularmente,
tanto en el nicleo como en el citoplasma de 1las células
tumorales. La FN extracelular se localizé en el espacio
sinusoidal, en el estroma, alrededor de los nidos celulares o

nédulos tumorales y de manera periacinar.

El nivel de FN en el hepatocarcinoma se va a relacionar
con el pronbéstico. Asi en los carcinomas de mejor prondstico
~carcinoma fibrolamelar, de células claras y encapsulado-
presentan un aumento de FN tanto intra como extracelular
mientras que en los de peor prondstico -indiferenciados- hay
una disminucién de FN. Finalmente el aumento de FN en plasma y
fluido ascitico en el hepatocarcinoma es debido a la

produccién de FN por las células tumorales.

GABRIELLI et al, 1985 (102), hacen un estudio intentando
correlacionar la FN plasmitica y los indices bioquimicos de
funcionalidad hepitica en pacientes afectos de hepatopatia.

\
Valoran como {ndices de funcionalidad hepitica la
albimina, la protrombina, 1la <colinesterasa, 1la fosfatasa
alcalina y las transaminasas. Encuentran en todos los pacientes

cifras inferiores de FN con respecto a los controles sanos. Por
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otra parte muestran una correlacién positiva entre la
albitmina y la FN, asi como con la protrombina

FIBRONECTINA Y TRASPLANTE DE ORGANOS

ERIKSEN en 1984 (77), determind la concentraciédm de FN
plasmitica y de FN urinaria en pacientes (n=21) a los que se
realizé trasplante renal y estudié la posible relacién de
esta glicoproteina con el rechazo y con inmunosupresores. En 5
pacientes (23.8%7) que no presentaron rechazo se halléd wuna
variacién significativa de 1la FN antes y después del
trasplante; sin embargo tanto en los 10 pacientes que
presentaron rechazo que respondid al tratamiewnto
inmunosupresor como en los 6 pacientes con rechazo que no
respondié a dicho tratamiento, hubo una  disaminucién
significativa de los valores de FN plasmitica desde el dia
del trasplante a una semana mis tarde.

En lo que se refiere a la FN urinaria sus valores son més
conflictivos debido a la alteracién de la funcién renal que
presentaban dichos pacientes. Pero parece ser que hay un
aumento de FN urinaria en relacién con el rechazo agudo.

RAGNI, 1984 (295) muestra en su trabajo como pacientes
sometidos a trasplante de higado presentan una disminucidn en
sus niveles de FN plasmitica con recuperacién de estos
niveles tras el prendimiento del trasplante y coincidiendo con

la normalizacidn de las pruebas de funcién hepitica.



100.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La observacién de 1la muerte o supervivencia en los
receptores de trasplante de higado no es un dato muy valorable
a la hora de evaluar su evolucidén. Para valorar ésta son
mucho més fiables los pardmetros histolégicos y
bioquimicos, ROSER, 1983 (305).

DEMETRIS, 1985 (67), remarca como episodios precoces de
rechazo pueden ser confundidos con obstruccidén biliar y/o
colangitis y episodios mds tardios podrian confundirse con
enfermedades hepdticas virales o de tipo autoinmune. Las
alteraciones en los tests bioquimicos de rutina, que valoran
la funcidn hepdtica son a menudo debidas al rechazo pero

otras causas pueden interferir, ZAJKO, 1984 (418).

Si bien el estudio histoldgico es actualmente el dato
mds estandarizado y fiable en la evaluacidén del trasplante
hepético; diversas investigaciones intentan aportar
parametros de laboratorio que podrian ser de valor
diagndstico y prondstico ya que su nivel en sangre nos daria
informacidén de los fendmenos que estdn aconteciendo a nivel
celular; es lo que se ha denominado biopsia bioquimica, de

escasa o nula agresividad.

Se han encontrado alteraciones bioquimicas e
histolégicas en el trasplante singénico que podrian
incluirse dentro de un cuadro similar o de intensidad leve de
rechazo en el homotrasplante. En los primeros momentos aparece
un paralelismo crondéldégico de las alteraciones bioquimicas y
de su correlato histolégico. Esto ha conducido al
establecimiento del concepto de "prendimiento", "asentamiento"

o "adaptacién" del trasplante isogénico en el huesped.
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El empleo de ratas singénicas facilita el seguimiento,

debido a su baja mortalidad por ausencia de rechazo

inmunolédgico, durante largos periodos de tiempo; obteniendo

grupos experimentales mas homogéneos.

Desde un punto de vista general se puede admitir que el
patrdén histoldgico del trasplante conlleva en mayor o
menor medida una alteracién en la vascularizacidn del
parénquima por déficit.

Esto hace plantearse, ante la lectura de observaciones
previas en modelos experimentales de isquemia hepitica la
duda de que si seria superponible el fendémeno de 1la
alteracién de 1la funcién mitocondrial al trasplante
hepdtico y en definitiva que la valoracién de
paridmetros muy precoces de lesién celular, como 1la
disminucién del nivel celular de ATP se constituyeran en

elementos Gtiles de control de la evolucién del injerto.

Aunque ain permanece sin dilucidar el papel exacto de J}a
fibronectina, se ha relacionado en estudios previos su
disminucidén en plasma tanto en 1la cirrosis como en el
fallo hepdtico agudo, HOFELER, 1984 (149) y su aumento en
hepatitis aguda y crénica activa, MATSUDA, 1982 (239).
Esto plantea la duda de si existiria una alteracién en
esta glicoproteina en relacién con las diferentes
situaciones que estudiamos en nuestros grupos
experimentales.

Existiria una relacién entre pardmetros bioquimicos de
comportamiento mejor conocido, en el trasplante hepatico,
con otros nuevos: La FN como proteina de origen hepdtico
y los adenin nucledtidos como constituyentes vitales de
la célula.

Esta relacidén se estableceria siguiendo la <cronologia

histolégica ya conocida.
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OBJETIVOS DE TRABAJO

1.- Desarrollo del modelo experimental del trasplante

ortotdpico de higado en rata.

2.- Obtencidén de datos derivados de la experiencia con los

diferentes tiempos quirdrgicos.

3.- Desarrollo de los modelos experimentales de autotrasplant:

sin y con ligadura de arteria hepdtica.

4,- Obtencidn de pardametros bioquimicos de funcionalismo

del higado trasplantado.

5.~ Estudio de ATP y FN como indicadores del funcionalismc

hepatico en el trasplante.

6.- Asociacibén de datos bioquimicos obtenidos con un patrén

histoldégico-funcional ya establecido.

7.- Relacidén de los parametros bioquimicos entre si, con el

funcionalismo hepdtico y con su significacidén lesional.
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MATERIAL Y METODOS

A.- MATERTAL

1.- ANIMALES

Se emplearon ratas de la cepas Wistar.

Los animales fueron observados cuidadosamente los dias
previos a la intervencidn y seleccionados Unicamente aquellos
libres de enfermedades tales como diarrea, parasitacién
externa, conjuntivitis, caida de pelo, rinitis o hemorragia
nasal. Durante este periodo tuvieron dieta "ad libitum”,
excepto en las 24 horas previas a la intervencidén en que se

mantuvieron en dieta liquida.

DIETA DE MANTENIMIENTO (Panlab, S.L.)

FORMULA(Z)
- Cereales, @zZ0UCAl.eieeceeraosavaasnannanns 83.1
- Proteinas vegetales (Turtd)..eeecencecas 6.9
- Proteinas animales (Pescado).....ccueuun. 6
- Complemento vitaminico-mineral.......... 4

ANALISIS MEDIO(Z)

-~ Valor calorifico (en Cal/Kg)iieeeeeeeass 2.900

- Humedad.....veeveveceessnocosvansononsns 12

= Protidos..ciiereieretronnennesccnnnannns 17

= LipidoSecieececesccccacscccsnnsonssnnasns 3

- Glicidos (E.L.N.)ieeiireneoaenonanonnnnn 58.7
- Celulosa (Weende)....c.vvuieeenncnnsnannen L.z

- Minerales..ciececeeeneannassannassennnns 3
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2.-INSTALACIONES

Se utilizaron las jinstalaciones del Servicio de Medicina y
Cirugia experimentales del Hospital Clinico de "San Carlos" y
del Departamento de Farmacologia de l1a Facultad de Medicina de

la Universidad Complutense de Madrid.

a.- QUIROFANO EXPERIMENTAL equipado con:

- Una mesa quirdrgica.

~ Lédmpara mévil de luz con fijacidén a la pared.

- Una botella de oxigeno y regulador manométrico de
presidn.

~ Camnpana de anestesia para pequefios animales de
éter,

- Mdquina rasuradora.

-~ Aire acondicionado.
b.- ESTABULARIO:

- Jaulas de 5 animales con lecho de Sepiolita.
- Jaulas individuales con lecho de Sepiolita.
- Calefactor termorregulable a 20-23 G.C.

Botellas-bebederos de vidrio.

3.-INSTRUMENTAL

a.- GENERAL:

pinzas de Kocher.

pinza de diseccidén sin dientes de punta fina.
pinza de diseccidén sin dientes de punta ancha.
pinza de diseccibén con dientes,

tijera recta.

1
— e e e e W

portagujas.
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b.- ESPECIAL DE MICROCIRUGIA:

"Baby" Satinski.

pinza de iris curva estriada.

pinza de relojero recta.

pinza de relojero curva modificada.
microcauterio para microcirugia "a pilas".
microportagujas de Castroviejo.

Bulldog para microcirugia.

Microtijera de Barraquer.

Tijera de relojero Micro-Adson.

Pinza muy fina recta.

!
s bt e L) b b s bt e g

pinza curva modificada.

B.-METODOS

a.-TRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EN RATA

1.-ACTIVIDADES PREVIAS A LA CIRUGIA

LIMPIEZA DEL INSTRUMENTAL

Se utiliza instrumental limpio pero no estéril. En un
recipiente se deposita la totalidad del material quirdrgico vy
se mantiene durante 10 minutos inmerso en Solucidén acuosa 5%
p/v de Gluconato de <clorhexidina (Hibitane 5%, soluciédn
concentrada). Inmediatamente antes de la intervencidén v wuna
vez ordenado en la mesa se vuelve a rociar con hibitane

vaporizado.
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PREPARACION DE SUEROTERAPIA Y MEDICACION

En jeringas independientes se dispone;

1.- PERFUSION DE HEPARINA SISTEMICA PARA EL DONANTE:
Consta de 3 cc de suero fisiolégico y 150 UI de Heparina

sédica.

2.~ PERFUSION DE PARENQUIMA HEPATICO: 3 cc de suero

fisioldégico y 50 Ul de Heparina sédica.

3.- PERFUSION SISTEMICA DEL RECEPTOR PEROPERATORIA: Se
dispone en una jeringa ! cc de Suero Ringer-Lactado, 0.5 cc de
Suero Glucosado al 5%, 5 mg de Hemisuccinato sbédico de
6-metil-prednisolona (Urbasdén soluble) y 10 mg de

6-d(-)alfa-aminobencilpenicilina (Britapén).

4.- PERFUSION SISTEMICA DE REANIMACION DEL RECEPOR:1.5 cc
de Suero Ringer-Lactado, 0.5 cc de Suero Glucosado al 5%, 10 mg
de Hemisuccinato s6dico de 6-metil-prednisolona, 10 mg de
6-d(~)alfa-aminobencilpenicilina y 5 mg de vitamina K

hidroscluble (Neozimema K).

S.- ATROPINA: 0.1 mg de (-)-S-Hiosciamina (Sulfato de

Atropina).

2.-TECNICA QUIRURGICA GENERAL

El quiréfano se mantiene limpio pero no estéril
utilizando aire circulante que proporciona el aire
acondicionado. El1 «cirujano se viste con pijama limpio,
cubriéndose con gorro y mascarilla y se aseptiza las manos con

hibitane vaporizado.



107.

Tras una dieta absoluta de 1 hora se procede a2 anestesiar
al animal a intervenir en una campana de 1000 cc de volumen con
algodén impregnado en éter., Este proceso dura 10 minutos con

un intervalo para rasurar el abdomen del animal.

Se dispone al animal en decibito supino fijédndole 1las
cuatro extremidades a una tabla de corcho.

El mantenimiento de la anestesia durante la intervencién
se lleva a cabo mediante un recipiente que se acopla al hocico
del animal con algodén impregnado en éter. A través de una
ventana nasal se administra oxigeno empleando una sonda
vesical pedidtrica. De esta forma la rata respira al S50% éter
y oxigeno.

El exceso de secrecidn salival que estimula el éter se
limpia <con wun bastoncillo y <con el fin de mitigar las
secreciones bronquiales Yy provocar broncodilatacién se
administra por via subcutdnea 0.1 mg de Atropina al inicio v

al final de la intervencidn.

3.-INTERVENCION EN EL DONANTE

Conlleva wuna hepatectomia total con ciertas
caracteristicas que detallaremos.

Se practica wuna celiotomia transversa, subcostal
bilateral y con el fin de visualizar con <comodidad el hilio
hepidtico se lleva a cabo una exenteracidén hacia la izquierda
del animal.

Comienza 1la intervencidn con una liberacidén de los
16bulos caudales izquierdos y seccidn de ligamento

gastro-hepético.
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Se canula el <colédoco en su tercio proximal con una

catéter bibiselado de nylon, Fig. 23. Se lava la via biliar a
través del catéter con suero.

Se diseca la VCI infrahepatica y tras doble ligadura se

secciona la vena lumbar y vena adrenal derecha de la rata.

Comienza la esqueletizacidn del higado con la seccidn
del ligamento gastro-hepdtico y coagulacidn de una vena que
transversalmente camina habitualmente incluida en este

ligamento.

La vena frénica izquierda se liga mediante wun punto

transfixiante de Prolene 6/0. La derecha se deja intacta.

Fig. 23.: Canulacidn de colédoco (C)
en el donante.
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Fig. 24.: Esquema de la diseccion y ligadura de vasos colatera-
les. Suprahepatica (S). V. frenica (F). A. hepatica (H). Cole-

doco (C). V. cava infrahepética (VvC1) y v. porta (VP).

Continda la liberacidén hepdtica con la seccidén de 1la

ataduras derechas.

La vena renal derecha se divide tras doble ligadura, siendo

de seda 10/0 la parte que forma el injerto.

Habitualmente se utilizaron hembras como donantes por lo
que la perfusidén de heparina se llevd a cabo con infusidén a
través de la vena cava infrahepdtica, debajo de la vena renal
izqda, 3 ¢c de suero fisiologico con 150 UI de heparina

sbédica.

La diseccién del hilio hepdtico continda con la arteria
hepatica a la que se pasa una ligadura de seda 5/0 que

permanece sin anudar.

Con el fin de 1lograr un tramo suficiente de VP se dividen
tras ligadura doble 1la vena gastroduodenal y mesentérica
superior. La parte correspondiente al injerto se liga con seda
de 10/0, Fig. 24.



110.

La perfusién del parénquima hepidtico comienza con el
clampaje de la VC infrahepitica seguido por el de la VP.

Se practica una venotomia anterior en VP e inmediatamente
por encima de la ligadura. se introduce un "abbocath" nidmero
14 en la VP, previamente purgado, con el fin de evitar embolias
aéreas. El primer cc de suero fisioldgico se lleva a cabo con
la arteria hepitica permeable 1o que permite un enfriamiento
paulatino del parénquima. Se completa con otros 2 cc de suero
fisiolbégico y 50 U.I. de heparina sédica, Fig 25.

Fig. 25.: Perfusidn "in vivo" del
l’u'.gado donante a traves de la e,
v. cava inferior (WI) clampada.
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Finaliza 1la donacién con la seccién de colédoco, VP y
VCI infrahepidtica. La seccién de 1la VC suprahepitica se
lleva a cabo por encima del diafragma acompafifndose de un

manguito del mismo.

El parénquima se retira a un bafio frio.

4.-PREPARACION "in vitro" DEL INJERTO

El "cuff" para la VP consiste en un cuerpo de 0.3 cm de
longitud y una extensién de 0.3 cm, obtenido de un tubo de

polietileno, 6FG con un didmetro externo de 0.21 cm.

El de la VCI tiene 0.3 cm de longitud el cuerpo y 0.3 «cm
de extensién. El1 calibre es B8FG, con un didmetro externc de
0.27 cm.




Fig. 26.: Fotcg:af{a y esquema de la colocacidon del "cu

"
28
2

*in vitro".

La preparacién de los "cuff" se 1lleva a cabo en un bafio
frio de suero. La extensién se utiliza para fijar la pared
del vaso al cuff y al clamp vascular que se inmovilizan sus
ramas con plastilina. La pared del vaso se evierte sobre el
"cuff", Fig. 26, y se fija con seda de 6/0, Fig. 27.
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fig. 27,: "Cuff” implantado en el vaso

5.-OPERACION EN EL RECEPTOR

Comienza la intervencidén canulédndose la vena dorsal del
pene con una palomilla de pediatria a la que se conecta una

jeringa con 2 cc del compuesto de perfusién del receptor.

Se practica una celiotomia longitudinal media superior.
Se rechaza hacia 1la mitad abominal inferior el paquete
intestinal exponiéndose el hilio hepdtico. Se 1liga 1la
arteria hepitica y se canula el colédoco con un tubo de
polietileno de 0.4 cm de longitud, 4FG -didmetro externo O0.l4
cm- a través de una coledocotomia. Se fija el tubo con wuna
ligadura circunferencial de 6/0.



Pig. 28.: Punto de transfixion a
‘a vena frenica izqda.

RS

La vena adrenal derecha se secciona tras ligarla.

Se esqueletiza el higado y si 1la VFI desemboca
independientemente en wuna vena hepdtica se liga mediante
transfixién, Fig. 28,

Con el fin de que nos sirva de elemento de traccidn se
pasa una cinta de cotton a través de la VCI suprahepitica.

A través de la vena dorsal del pene se perfunden 2cc y
se clampa la VCI «con un microclip vascular. Los extremos del

vaso se marcan con dos puntos de Prolene 6/0.

Se clampa la VP y se fijan sus ramas con dos puntos.



Fig. 29.: Potografia de la fase anhepit.ica. El Satinsky clampa la v suprahepatica (SH) y los
microclips ocluyen la v cava inferior (VCI)y la v porta (VP). En los extramcs se han dado puntos
de referencia y para traccidn.

Utilizando un "baby" Satinsky se clampa 1la VCI

suprahepdtica y un manguito de diafragma.

Se retira el higado, Fig. 29.
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Fig. 30.: Sutura manual de la v wptahcpitica. La cara posterior se realiza de izqda a der.
la cara anterior de der a izgda. Se utiliza sutura vascular monofilamento con doble aguja de
6/0 6 7/0.

El inicio del implante conlleva una anastomosis manual de
la VCI suprahepatica con Prolene 6/0 en término-terminal,
Fig. 30.



Entonces comienza la anastomosis de la VP. La tensién en
la VP es mantenida por traccién aplicada a sus ramas, Fig. 31.

Se practica una venotomia anterior en el receptor

HIGADD DONATE

Fig. 31.: Esquema de la anastomos.s vascular usando cuff",

V. cava (VC). V. porta (V2! y conducto biliar (CB).



la anastomosis vaszular usando "culf

Fig. 32.: Fotografia de

£

2
<

y esgquema de corte sagital de la anastomosis con cu

cava infrahepatica {(VCI) y v. porta (VP).

con una jeringa conectada a un

retravéndose la pared anterior
interior del vaso pera

roma a la vez que se lava el

agU]a curva
Fig. 32. Se asegura lsa

extraer ceagulos y burbujzs aéreas,

anastomosis con una ligadura circunferencial de seda de 6/2.
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VP dorante €3 donante
cuff tubas bliares
anastomosis conectadas

VYCdonante CB receptor
art. hepatica
o ligada
cy
anastomosis VP receptora
VCreceptora
g B §§
Cufr Cufe
ve vp donante receptor
Fig. 33.: Esquema final de la intervenc:0n y representacidn

proporcional de lo0s “"cuff" y tubos de la via biliar.

Se desclampan la VP y 1la suprahepdtica finalizando en

este instante la fase anhepatica.

Por el mismo método se lleva a cabo la anastomosis de la
VCI, Fig. 33.
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Pig. 34.: Se aprecia al final de'la intervéncion la anastomosis coledocal (C), portal (VP) y
de la v cava i.nfrahepética (VCI). la revascularizacidn tife de nuevo el paré'nquura hepatico,
Con el fin de evitar fistulas biliares y necrosis se envuelve el colédoco con el cmentum mayor (O}

Finaliza la intervencidén con el telescopaje de los tubos
insertados en los colédocos receptor v donante. Con el fin de
evitar fistulas y aportar vascularizacién al colédoco se le

envuelve con el omentum mayor, Fig. 34.
Se cierra la incisién en doble plano con catgut y seda.

Se perfunden 2 cc de suero de perfusién de reanimacidn

del receptor y se aseptiza la herida operatoria con Novecutén.



b.-SELECCION DE GRUPOS

GRUPO A: Es el GRUPO CONTROL consta de 30 animales machos con
pesos comprendidos entre 274 g y 414 g (M = 347 g), a los que
se mantuvo en las mismas condiciones, arriba sefialadas para el

resto de grupos.

GRUPO B: Es el GRUPO AUTOTRASPLANTE y consta de 60 ratas Wistar
con pesos entre 263 gy 422 g (M = 356 g), a las que se
practicé una intervencidn consistente en liberar de sus
ataduras ligamentosas al higado y en clampar los tres vasos
que son objeto de anastomosis, VCI, VP y Suprahepatica y 1la
arteria hepdtica el mismo tiempo promedio que se empled en
los grupos C y D.

SUBGRUPO Bl.: El clampaje de la arteria hepatica sdlo
duréd el tiempo de la intervencidbén, permaneciendo permeable
posteriormente (30 ratas).

SUBGRUPO B2.: A estos 30 animales restantes se les 1ligd
permanentemente la arteria hepdtica.
GRUPO C o GRUPO ISOTRASPLANTE: 30 ratas machos de 1la cepa
Wistar, con peso 339g a 417g (M=389g) recibieron 30 trasplantes
ortotdpicos de animales hembras de la misma cepa, isogénicos,
de peso 136g a 241g (M=218g).



c.-TECNICA DE EXTRACCION DE SANGRE

TECNICA DE MICROMLUESTRA

Consiste en la obtencidén de sangre de la vena lateral del
rabo tras seccidn de la punta del mismo y aplicacién de tubos
capilares que se rellenan por la atraccién capilar v por 1la
gravedad. 1 <c¢cc de sangre equivale a aproximadamente 15
capilares. Posteriormente se centrifugan los capilares para la

separacidn del suero.

TECNICA DE EXANGUINACION TOTAL

Se lleva a cabo mediante puncidn del ventriculo derecho

asi obterdremos de 8 a 10 cc de sangre.

d.-EVALUACIONES CONTROL DE FUNCIONALISMO HEPATICO

1.-METODOS DE DETERMINACIONES ENZIMATICAS

Las AMINOTRANSFERASAS asi como la
GAMMAGLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA se determinaron mediante un
"microsistema automatizado o microanalizador™". Se utilizd para

ello el aparato Technicon RA-1000, un autoanalizador de flujo
discreto dotado de un monocanal flexible. Este sistema tiene la

ventaja de necesitar sélamente de ! a 20 microlitros de



muestra para verificar la reaccién. Los "kits" de

determinacién empleados fueron de la casa Boehringer Mannheim.

DETERMINACION DE ASPARTATOAMINOTRANSFERASA (AST/GOT), se

utiliza como sustrato el L-Aspartato v como desencadenante de

reaccidn el alfa-cetoglutarato. DETERMINACION DE
ALANINAMINOTRANSFERASA (ALT/GPT), se utiliza como sustrato la
L-Alanina v como desencadenante de reaccién el

alfa-cetoglutarato. Los dos tests anteriores se van a basar en
acoplar la formacidén de oxalacetato y piruvato a la oxidacidn

del NADH, es decir, los productos de la reaccién de GOT y GPT
-oxalacetato y piruvato- son reducidos a malato v lactato,

respectivamente, con oxidacidn concomitante de NADH a NAD.

Se mide el cambio de absorbancia en el espectro
ultravioleta a una longitud de onda de 365am en ambos ~casos.

Son reacciones cinéticas. .

DETERMINACION DE GAMMAGLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA (gamma-GTP),
se realizd mediante una modificacidén del método de SZASZ,
utilizando como sustrato la
L-Gamma-glutamil-3-carboxi-4-nitranilida vy como desencadenante
de la reaccién la glicilglicina. En este test lo que se va a
cuantificar en el espectrofotdémetro es la intensidad del color
que se produce en la reaccidn (Test de color). La longitud de

onda de lectura es de Hg 405 nm.

Los valores de las tres enzimas anteriores se presentan en

unidades internacionales litro {(U/1).

DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINAS:
Se determiné manualmente siguiendo wuna modificacién del
método de BESSEY y LOWRY, 1946 (10); utilizando como sustrato

p-nitrofenil fosfato.

A pH alcalino, aproximado de 10, el p-nitrnfenil fosfare
es practicamente incoloro mientras que Ssu prodgucto de

reaccidén p-nitrofenol es intensanente zmar:ils



Es una reaccidn cinética en la que se mide el aumento en

la absorbancia a 405nm.

-Las concentraciones de la enzima son expresadas en U/1.

2.-DETEAMINACION DE BILTIRRUBINA

Se hace su andlisis de modo manual, siguiendo una
modificacidén del método de MALLOY y EVELYN, 1937 (227). . Esta
tédcnica estd basada en la unidén de la bilirrubina con el
dcido sulfanilico diazoado o diazorreactivo con formacién de
una sustancia cromdégena. Va a depender de la rapidez de
reaccién con el diazorreactivo v el disolvente en el seno del
cual tiene lugar dicha reaccidén. E1l pigmento que reacciona
répidamente v sin ad:cidn de metanol es la fraccidédn directa
o conjugada de la bilirrubina; mientras que el que reacciona
mas tarde v con adicidén del alcohol es la bilirrubina total.
La lectura de 1la reaccidén se hace en fotocolorimetro
ic-20) a una longitud de onda de Hg 5320 nm, El wvalor

n
Ze 1a bilirrubina se presenta en mg/100ml.



3.-PROTEINOGRAMA

Se realiza mediante electroforesis en acetato de celulosa.
Se basa en la migracién de las moléculas producida por 1la
accién de un campo eléctrico en una soluciédn tampén a pH
generalmente de 8.6, GRASS, 1983 (120).

Cuando la corriente eléctrica atraviesa el medio los
diversos componentes proteicos migran seglin su tamafo
molecular y su carga eléctrica inherente y las proteinas 1lo

hacen desde el cdtodo hacia el 4nodo.

La albimina es la prteina que migra mds rlpidamente
mientras que las gamma-globulinas lo hacen mas lentamente y en

menor proporcién.

En el soporte de acetato de celulosa se coloca la muestra
colocando un papel de filtro como puente de unidén entre el
soporte y la solucién tamponada que en este caso era un

"buffer" de Tris-Barbital sbédico a pH 8.6.

Se hace pasar la corriente durante 15 min. a 150 voltios y
posteriormente se procede a tefiir la tira con rojo Ponceau
-colorante especifico para proteinas-. La intensidad de 1la
coloracidén es transformada por un densitémetro en un registro
grafico. La medida cuantitativa de las Adreas comprendidas por
las curvas inscritas sirve como indice de 1las cantidades

relativas de cada componente proteico.



Como peculiaridades con

electroforético en humanos se aprecia que

relativamente frecuente la aparicién de una

adn mds que la albimina -prealbimina-;

separacién de 1la banda alfal. En general

respecto al patrén
en la rata es
banda que migra
asi como la no

los valores de

gammaglobulina resultan mds bajos que en humanos, Fig. 35.
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Fig. 35.: Espectro electrofarético de prote{nas en rata normal.
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4.-METODO DE DETERMINACION TE FIBRGNECTINA

La determinacién de fibroncctina {EN) se realizé
mediante una modificacidn de la técnica de
electroinmunoensavo de LAURELL, 1972 (191) vy KRSWIK, 1986
(183).

ELECTROINMUNQENSAYD

Consiste en una técnica normal de electrcforesis, la cual
fue cescrita por primera vez por LAURELL en 1966, 1672 (191).
Ccnsiste en la aplicacidén de wuna corriente elécerica a
trzvés de una peilcula de gel gue contiene un aaticuerzo (Ac)
en la que se han practicado pequefios orificios que se han

rellenado con suero (antigenoc, -3ig.-).

Mediante esta técnica es posible analizar las proteinas
comprendidas entre las zonas electroferéticas de las

globulinas B a la albdmina.

La proteina a valorar migra por la aplicacién de un
campo eléctrico moviéndose dentro del gel con Ac v formando
complejos Ag-Ac, cuya unién da lugar a precipitados visibles,
estrechos a modo de bandas. Esto ocurre <cuando se alcanza 1la

relacién equivalente entre Ag y Ac.



El exceso de i3 en, relaciédn con el Ac en la corrie

o

axial comparado ccn el 3z en la corriente periférica inhibe i
precipitacion de los complejos Ag-Ac durante su migracic.,

hasta que todo el antidgno ha ligado las cantidades minimas

necesarias de Ac para su precipitacién. El consumo excesive
Ag er la formacidn de bandas da luzar a la canvergencia do oy
lineas de precipitaciin en un pice. Su altura es praporcio:

IOt

a la cantidad de Ag aplicado, Fig. 36.

T

Fig. 36.: Placa de electrzir sensay:s en la que se ohrervan la formacidn de los picos
formacos por la precipitacicn Ac-ic de fibronectin
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TECNTCA DE DETESMINACION DE L3 EN

Para la fabricacidén d=l gei ze agarosa prerzramos la
soiucidn v posteriormente la llevamos a cbullicidn cca el fin
ge gue se diluya 1la agarosa. La scluciian dete quedar
trasparente. La retiramos y colocamos un termdémetro en el
matraz ya que el antisuero se afiadird cuando la solucidn s=2
encuentre entre 30 v 33° C a una coacentracidn del 3.87%.

Una vez afiazdido el antisverc echames la solucién
rdpiZamente en el molde de 12s pizcas de crista: zon una
pipeta, procurandc gue no queden burbujas.

Esperaros a que el gel se forme totalmen:ze (12 =min, a 47 C

aproximadamente).

Posteriormente retiramos uno ¢z 10os cristales v el marco v
prccedemos a hacer las perforacionss en el gel
2.5 mm de didmetro y se colocaridn a 1.2 cm del! borde v a 1 c¢cm

de distancia entre uno y otro agujera.

En cada agujero o pocillo practicade se colocardn 3
microlitros de plasma diluidc en bpuffer. En est2 zratajc se

hicieron las siguientes diluciones:
POOL CONTROL o STANDARD: 1/10, 1/20 v 1/40.
.PLASMAS PROBLEMAS: 1/10 y 1/20.
Una vez hecho esto colocamos la placa en la cidzara de

electroforesis con los pocillos orientadcs en el extremo
catddico.

Llenamos las cubtetas con el buifer barb:tal ¥ cclocames
apel de filtro para hacer de puente entre la placs de agarcsa
P ? g

y el buffer.



Conectamos el sistema de refrigeracidén vy ponemos -y

marcha la fuente de energia a 1530 voltios, es decir

voltios/cm y 20 miliamperios durante 8 horas.

4

El siguiente paso es retirar la placa de la camara

electroioresis vy sumergirla en suero salino varias horas.

Prensamos 1o placa  durante 15 0 20 min, A continuaciin
procedemos a secar la placa hasta que el agar esté
completamente transparente y 1la introducimos en soluci’n
colorante durante 1 hora y 45 min. Finalmente se decolora la

placa y se procede a la lectura.

LECTURs E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se compara la altura alcanzada por los pizoas
correspondientes a los plasmas problemas con los picos da1
plasma control. Se mide primero la altura alcanzada por ias
tres diluciones del plasma control desde el final del pocillo

al del pico. La altura del pico correspondiente a la diluci-a

1

1,10 se coloca en el c¢je de ordenadas coincidiendo con el 1 i+ %

del eje de abscisas en un sistema lcg-log. La diluciodn 1.20 .2
sitGa en el punto donde coincide dicha altura con el 307 4.1
eje de abscisas v por Glrimo la altura correspondiente a I[a

dilucidén 1/40 se enfrenta al 257.

Con los 3 puntos obtenidos se traza una recta que servi-ji
de referencia para calcular a qué concentracién correspond

la altura alcanzada per los picos del plasma problema.
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5.-DETERMINACION DE ATP

Se basa en el fendémeno de la bioluminiscencia-firefly.

Para la puesta a punto de esta técnica primeramente se
obtuvieron muestras hepiticas de ratas macho de la cepa Wistar
de pesos comprendidos entre 247 y 315 g (M = 294 g). E1 peso de
cada muestra oscildé entre 55 mg y 80 mg (M=63mg).

La extraccién hepdtica se realizd anestesiando
superficialmente al animal con éter. Las muestras se
introdujeron en Nitrégeno 1liquido para posteriormente ser

liofilizadas y hechas el vacio. Conservdndose a menos 40° C.

A continuacidén se corta el tejido con tijeras en pequeiias
piezas y posteriormente se procede a la homogenizacidén de
estos extractos hepdticos en un medio de &cido perclérico y
siempre a temperatura menor de O0° C, introduciendo los
materiales de homogenizacidn en nieve carbénica. El
homogenizador consiste en un tubo de <cristal duro <con un
émbolo de cristal, existiendo muy poco espacio libre entre el
émbolo y el tubo as{ cuando el émbolo desciende y gira las
células son sometidas a unas fuerzas de cizallamiento
considerables. Se produce la lesién de la membrana celular y

el contenido de la célula sale al medio.

Una vez homogenizado se centrifuga a 2000 rev./min.
durante 10 min. Se recoge el sobrenadante y se estabiliza a
pH=7.5, utilizando para ello hidréxido potdsico.

Se vuelve a centrifugar a 2000 rev./min. durante 5 min. y
se recoge el sobrenadante el cual es llevado a pH 7.5 mediante

la utilizacién de hidréxido potdsico.



Finalmente se procede a su lectura empleando como reactivo
luciferasa -"firefly Lantern Extrac:t"- (FLE-50-SIGMA) y un
buffer de Tris-EDTA a pH 7.75; cuantificdndose los valores de
luminiscencia en un lumindémetro 1250 LKB-WALLAC; siendo
proporcional a la cantidag de ATP gque se encuentra en la

muestra.

Para la curva Standard se utilizé6 ATP -Sal diséddica
cristalizada~ (BOEHRINGER MANNHEIM) a una concentracién 0,02
mmolar y cogiendo cantidades de 5, 10, 15, 20 y 25 microl que
contienen 100, 200, 300, 400 y 500 picomoles de ATP, Fig. 37.
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Fig., 37.: Recta de calibracion de ATP. r=C.9974 b=0.050S

Para la recogida de datos clinicos per y postoperatorios

se elaborduna ficha, Fig. 38.
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TRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EN LA RATA

N® teeoeesees SEXO.teaeees PESOiicccvess

sevccccs

- ANESTESIA.:cccase
- INCISTON CUTANEA.:.eeve
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LIBERACION VPe:eeveo

- LIGADURA AHe:eeese
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e.-METODO ESTADISTICO

Se realiza en primer lugar un andlisis de la varianza
factorial que permite comparar indirectamente varias medias
aritméticas obtenidas por medio de la comparacidn directa de
sus dispersiones. En este caso se analiza la influencia de dos
factores, tiempo y ligadura, para ver su efecto de
interaccién: ANOVA DE DOS NIVELES TIPO MIXTO.

Se comienza efectuando un ANOVA preliminar con objeto de
comprobar la existencia de componentes afiadidos de la varianza
entre sus grupos. En casos de que &estos no apareciesen no

tendria sentido el seguir con el anilisis.

Al comprobar importantes componentes afnadidos de la
varianza que indicaban 1la existencia de «claras diferencias
significativas entre las medias de los diferentes grupos, se
procedié a la comparacidén de las mismas tomando los grupos de
2 en 2 mediante el estadistico de «contraste de la t de

Student.

Se realiza previamente el test de Bartlett para comprobar
la homogeneidad de la varianza de los dos grupos cuyo contraste
de medias se iba a verificar, con sus grados de libertad

correspondientes,

El test de Bartlett se ha preferido al de Hartley o F
Maxima por su mayor oprecisién, a pesar del riesgo que
conlleva su utilizacién de obtener valores significativos por
asimetria en la distribucién poblacional en lugar de por no

homogeneidad de varianzas.

En caso de que aplicando el test de Bartlett apareciese
homogeneidad de 1la varianza de las medias, procedemos a

realizar la t de Student.



En caso contrario, es decir, cuando no es homogénea 1la
varianza de las medias, se aplica la t con f grados de libertad
llevando a cabo la aproximacidn de Welch.

CORRELACION Y REGRESION LINEAL SIMPLE: Se ha realizado 1la
correlacidn simple entre todas las variables wutilizando el
método de los minimos cuadrados, obteniéndose un valor cuya
significacidén viene dada en funcidén del error que se pretenda
(p) v 1los grados de libertad correspondientes igual a n-M,

siendo n el ndimero de casos y M el nimero de variables.

El coeficiente de correlacidén de Pearson (r) se realiza
en todos los casos. El contraste de r se efectud mediante el
estadistico de contraste t de Student con n-2 grados de
libertad y que permite aceptar o rechazar la hipétesis nula Ho

o ; siendo el coeficiente de correlacidén lineal de

Pearson para la poblaciédn.

Se 1lleva a cabo la rectas de regresibn con
representacién grafica en aquellos coeficientes de
correlacién que se presentaron como significativos. Siendo 1la
férmula de la recta y=a+bx. Siendo b la pendiente de la recta
de regresién o coeficiente de regresidén y a el valor de ¥
para b igual O o punto en que 1la recta corta al eje de

ordenadas.

Analisis de la varianza para cada regresibén anterior,
analizando si 1la recta de regresién encontrada, como
expresién de la ley experimental que rige la relacién entre

dos variables biolégicas, tiene una pendiente significativa.

Si el valor supera el del azar -F de Snedecor~ podemos
concluir que nuestra recta de regresidn es significativamente
distinta de la horizontal o de 1la vertical y traduce wuna

verdadera relacidén entre las dos variables estudiadas.

REGRESION MULTIPLE: Mediante élla se busca la posible

relacién existente entre 3 6 mds variables.



Se asume que una variable es dependiente de dos o mids de

2 variables denominadas independientes. Su fdérmula es:

yi = a + bj Xji

Siendo a = valor de y cuando Xji sean O

bj = coeficientes de regresién parciales.

Un Ordenador personal "Apple II-C" se empled para
almacenar los datos. Como tratamiento de textos y base de datos
se wutilizé un programa AppleWorks. Los graficos vy la
estadistica se realizaron en un programa ApplePlot y Daisy,

respectivamente.
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Tras un periodo de adiestramiento en técnicas
microquirdrgicas durante el afo 1982 que fundamentalmente
consistieron en shunts porto-cava y trasplantes heterotdpicos
de higado comenzé el desarrollo del modelo ortotdépico de
higado en la rata. Una vez que los animales superaron con
vida la fase anhepdtica se tomaron datos técnicos derivados
de la duracidén de cada tiempo quirudrgico, sexo y peso de los

animales, Tabla I.

En un principio, con el fin de controlar la evolucidn
biolégica de los supervivientes, se les hizo tomas
sanguineas con la técnica de micromuestra de la vena lateral

del rabo hasta su normalizacidn.

Posteriormente se sacrificé a los animales
anestesidndoles con éter. Tras practicar una laparotomia
transversal amplia, se 1libera parcialmente el higado de
adherencias vy se incide el. diafragma provocando un
neumotérax. Con una aguja de cabezal metdlico conectada a
una jeringa de cristal con EDTA se practica una exanguinacién
total del animal. Con rapidez se toman las muestras hepdticas
para determinacién de ATP. Algunos animales que evidenciaron
patologias intercurrentes en la laparotomia se desecharon

sus datos bioquimicos.
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File:  RESULTADOS Page 1
Repart: DATOS
NUMERO DATE INTROCU SD SR PD PR TD FANH TR SPVD SPVH SPWM

58 Apr 483 H M 241 36587 38 101
59 Apr 583 M M 252 35397 37 105
€0 Apr 683 M M 25943979 38 9
61 Acr 783 M M 297 395 70 39 €3
62 Apr 983 M M 269 3528 38 103
63 Apr 1083 M M 293 348 74 38 86
64 Apr 1183 M M 290 368 76 39 84
65 Apr 1283 M M 279 37280 36 103
6 Apr 1383 M M 205 369 89 41 101
67 Apr 1483 M M 263378 79 39 100
68 Apr 1583 M M 199 294 87 38 102
69 Apr 16683 H M 268 38776 29 @9
70 Apr178 M M 2793278 39 719
n Apr 1983 M M 214 31579 38 92
72 Apr 2283 H M 320 356-86 38 103
73 Apr 2483 H M 203 35789 37 97
74 Apr 2583 H M 209 478 38 103
7 Apr2883 H M 2903418 38 9%
7 My 18 H M 22142686 38 97
77 May 383 H M 27935279 37 103
78  May 463 H M 21736273 37 87
79  May 683 M M 328 426 69 37 103
80 May 883 M M 294 427 87 37 104
81 May 1083 H M 274 389 85 37 104
82 May 11 83 M M 28531883 36 95
83 May 1383 H M 274 38575 38 97
B4 May 1483 M M 208 358 85 38 101
85 May 16 83 H M 273 416 70 38 84
86 May 1883 H M 2734139 38 80
87 May 1983 M M 27941780 37 9%
88 May 21 B3 M M 273 41782 39 9%
89  May 2383 M M 263 418 79 42 103
90 Jun 183 H M 21432779 37 98
91 Jun 383 H M 24135286 36 95
92 Jun 485 B M 21541272 32 83
93 Jun 583 H M 23134172 34 83
94 Jun 1283 H M 231 34279 34 @2
95 Jun 1383 B M 24132675 32 83
9% Jun 1483 H M 231 25272 34 87
97 Jun 16 83 B M 232 345 69 32 @3
o8 Jun 1783 H M 242 326 73 33 e
99  Jun 1883 H M 241 35774 32 85
100 Jun1983 H M 21034275 33 €3
101 Jwnm2183 H M 16534658 31 77
102 Jun 238 H M 15731773 30 84
103 Jun 2583 H M 165327 72 30 83
104 Jun278 H M 2533775 31 84
105 Jun 2883 H M 198 362 € 32 €S
106 Jn2083 H M 158329964 30 7S
107 Jun 3083 H M 241 36573 35 ec
106 Jul 283 H M 26336474 30 €S
109 Jul 483 -H M 23141268 30 g5
110 Jul €83 H M 216 327 7@ 31 9
111 Jul 963 H M 23135872 32 e
112 Jul 1183 M M 26141074 33 84
113 Sep 383 K M 24l 35263 30 7%
14 = 583 M M 26135279 17 et



Pile: RESULTADOS
Report: DRTOS

1s Sep 783
16 Sep 11 83
17 Sep 14 83
118 Sep 17 83
1ne Sep 19 83
120 Sep 23 83
1 Sep 24 83
122 Sep 26 83
123 Sep 27 83
124 Nov 8 83
125 Nov 13 83
126 Nov 15 83
127 Nov 17 83
128 Nov 19 &3
129 Nov 20 83
130 Nov 21 83
131 Nov 22 83
132 Nov 23 83
133 Nov 26 83
14 Nov 28 83
135 Nov 30 83
136 Dec 2 83
137 Dec 4 83
138 Dec $ 83
139 Dec 6 83
140 Dec 7 83
141 Dec 8 83
142 Dec 10 83
143 Dec 13 83
144 Dec 15 83
145 Dac 16 83
146 Dec 18 83
147 Dec 20 83
148 Dec 23 83
149 Dec 25 83
150 Dec 27 83
151 Jan 384
152 Jan S 84
153 Jan 7 84
154 Jan 10 84
155 Jan 11 84
156 Jan 13 84
157 Jan 15 84
158 Jan 17 84
159 Jan 22 84
160 Jan 26 84
161 Peb 2 84
162 Peb 6 B4
163 Peb 12 84
164 Pab 14 84
165 Peb 16 84
166 Feb 20 84
167 Feb 23 84
168 Mar 3 84
169 Mar 5 84
170 Mar 7 84
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Page 1

NUMERO DATE INTRODU SD SR PD PR TD FANH TR SPVD SPVH SPWM

Pile: RESULTADOS
Repart: DATOS

171 Mar 984
172  Mar 11 84~
173  Mar 16 84
174 Mar 18 84
175 Mar 21 84
176  Mar 23 84
177  Mar 25 84
178 ax 384
179 apr 584
180 apr 784
181  Apr 12 84
182 Apr 15 84
183 N 17 84
184  Apr 19 84
185 Apr 22 84
186  Apr 24 84
167  Apx 26 84
188  Apr 27 84
189  Apr 28 84
190  Apr 30 84
191 May 8 84
192  May 984
193  May 11 84
194  May 12 84
195  May 13 84
196 Jul S 84
197 Nov 19 84
198  Nov 20 84
199  Nov 21 84
200 Nowv 22 84
201  Nov 24 84
202 Nov 25 84
203 Nov 27 84
204  Nov 27 84
205 Nov 28 84
206 Nov 29 84
207 Dec 1 84
208 Dec 284
209 Dec 384
210 Dec 484
211  Dec 5 84
212  Dec 6 84
213 Dec 784
214 Dec 984
215 Dec 10 84
216  Dec 11 84
217  Dec 15 84
218 Dec 16 84
219  Dec 16 84
220  Dec 20 B4
221  Dec 21 84
222  Dec 22 84
223 Dec 23 84
224  Dec 26 84
225 Dec 27 84
226  Dec 28 B4
227  Dec 29 84
228  Dec 30 84
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File:

RESUZTADGS

Report: DATOS
NUMERO DATE INTRODU ST SR PD PR

229
230
221
232
233
234
235
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237
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239
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241
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P
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Pile: RESULTADQS

Report: DATOS

NUMERO DATE INTRODU ST SR PP
287 Mar 22 85 H M 242
288 Mar 24 8% H M 24C
289 Mar 25 85 H M 230
290 Mar 26 85 H M 21C
291 Mar 27 85 H M 212
292 Apr 11 85 H M 241
293 Apr 13 85 H M 184
294 Apr 1885 H M 253
295 Apr 19 85 H M 241
296 Apr 21 85 H M 206
297 Apr 24 85 H M 264
298 Apr 28 85 4 M 206
299 Apr 30 85 H M 232
3 Apr 30 85 H M 261
301 May 2 85 H M 290
302 May 3 85 H M 211
303 May 5 85 H M 244
304 May 8 85 H M 26C
305 May 9 85 H M 235
306 May 118 H M 230
307 May 12 85 H M 204
308 May 13 85 H M 220
309 May 14 85 H M 198
310 May 15 85 H M 228
311 May 16 85 H M 244
312 May 17 85 H M 222
a3 May 18 85 H M 245
314 May 19 85 H M 226
318 May 21 85 H M 220
316 May 2485 H M 221
317 May 26 85 B M 237
318 May 27 85 H M 214
319 May 28 85 H M 202
320 May 2985 H M 189
321 May 30 85 H M 244
322 Jun 9 85 H M 210
323 Jun 11 85 H M 211
324 Sun 12 85 H M 236
325 Jun 13 85 H M 198
326 Jun 14 85 H M 224
327 Jun 15 85 H M 223
328 Jun 15 85 4 M 223
329 Jun 17 85 H M 204
330 Jun 18 85 H M 224
331 Jun 19 85 H M 234
332 Jun 21 85 H M 183
333 Jun 24 85 H M 250
334 Jun 25 85 H M 240
335 Jun 26 85 H M 240
336 Jun 30 85 H M 233
337 Jul 185 H M 230
338 Jel 2 85 H M 256
339 O 3es B oM 223
340 3 4 85 ¥ M 254
341 Jul € Bs # M 230
342 Jul 7 8s ¥ M 258
343 Jul €& 8¢ v 228
344 Jul 1T 8% M 282
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File: RESULTAXOS Page 1

NUMERC CATE INTRCIU ST SR P2 PR TC FAaNE TR SPVD SPVHE SPW

345 Jul 11 88 H M 251 42C 50 19 €z &3 12

348 Jul 12 85 B M 23531850 20 88 S5z 1

347 Jul 13 85 H M 240 417 48 1 €5 1 3 35
348 Jul 14 85 H M 234 434 49 20 7

349 Jul 16 85 H M 244 390 47 18 78

350 Jul 17 85 H M 2603885 20 75 4 3 12
as1 Jul 18 85 E M 256 380 68 17 78 27 36
352 Jui 19 85 H M 250 368 52 18 73 2 35
383 Jui 20 85 H M 196 407 36 20 102 1 52
354 Jul 22 85 H M 198 418 68 61

355 Jul 23 85 4 M 200 340355 20 72 67 2 46
356 Jul 24 8% H M 191 323 54 23 &3 1 35
357 Jul 25 85 H M 19737054 20 70 83 2 45
3s8 Aug 2 85 H M 231 35946 18 65 2 3

359 Aug 4 85 H M 237 413 47 17 =3

360 Aug 685 H M 216 349 49 19 1

361 Axg 785 H M 217 357 49 19 S8

362 Aug 8 85 B M 23§ 359 52 18 &2 31

363 Ag 985 H M 241 2€2 47 19 323

364 Aug 10 85 E M 217 368 48 18 Sg 27

3€5 Aug 11 85 4 M 248 369 52 18 68

366 Aug 12 85 H M 241 362 42 13 57 7-s

367 Aug 13 85 H M 216 368 48 18 &2 43

368 Aug 14 85 H M-231 363 47 18 &2

363 Aug 15 85 H M 187 37448 18 71

370 Aug 17 85 H M 216 365 48 17 62 21-§

in Aug 19 85 H M 216 368 43 18 61 32

372 Aug 20 85 H M 231 3€9 49 13 62

3713 Aug 22 85 H M 217 364 43 18 &4 14-s

374 Aug 23 85 H M 217 374 47 19 72

375 Aug 24 85 4 M 21736343 18 61 71

37 Aug 25 85 # M 217 363 47 18 38

3N Aug 26 85 H M 216 3€2 48 18 62 2

378 Aug 27 85 E M 168 41651 18 S8 1 2

379 Aug 30 85 H M 165 342 52 19 &2

380 Sep 285 E M 217 352 47 19 62 3

381 Sep 4 85 H M 198 3€9 46 18 €1

382 Sep 785 H M 217 410 42 19 €5 21-S

383 Sep 10 85 H M 2143936 13 71 3

384 Sep 11 85 E M 166 259 41 19 62

3es Sep 13 85 H M 217 379 51 18 68 4

386 Sep 14 85 H M 159 369 43 18 S8

387 Sep 16 85 H M 217 369 42 18 <2 7-§

388 Sep 17 85 H M 1€9 359 48 18 59

3e9 Sep 19 85 H M 52 8 29 18 58 1 1

320 Sep 21 85 H M 169 359 39 18 S22 3

3ot Sep 22 85 B M 189 257 43 18 &3 2 1

392 Sep 24 85 H M 179 382 43 12 37

323 Sep 26 85 H M 179 3868 45 19 €I 2

394 Sep 27 85 H M 187 3€2 48 1B i3

295 Oc= 385 K M 169 349 43 18 €L

3% Ocz 685 E M 16g 380 S1 18 55 7-§

7 Oc: 8 8% H M 179 252 43 18 £2 4

39€ Oct 1% BS H M 217 3€3 62 1 57

39 Oc= 14 Bs E M 21€ 359 30 1 52 7-s

40C Ot 1€ 83 H# M 126 37% <2 21 5¢

4C1 Ot 1€ 385 s ™ 137280 42 12 2D 4

4C2 Qc= 20 88 H M 17% 374 49 18 €2



403 Oct 23 85 H M 164 352 43 20 S8

404 Oct 25 8% H M 179 380 48 19 72 ZIl-§
405 Oct 28 85 H M 217 390 43 19 57

406 Nov 3 85 H M 179 369 32 13 61 22
407 Nov 4 8% H M 121 389 42 20 36

408 Nov 5 85 H M 210 411 43 19 &1

409 Nov 6 85 H M 218 379 33 19 58 4
410 Nov 7 8S 4 M 210379 44 19 &3 6
411 Nov 8 85 H M 218 389 39 1 52 7-s
412 Nov 10 85 H M 169 410 39 12 49 21-5
413 Nov 12 85 H M 219 399 29 1 €2

414 Nov 15 85 H M 210 399 37 18

415 Nov 17 85 H M 188 37353 18 64 6
416 Nov 18 85 H M 218 369 39 18 853 7-s
417 Nov 19 85 H M 199 389 39 20 49 21-§
418 Nov 20 85 H M 210 292 29 13 S2

419 Nov 21 €5 H M 189 40543 21 72

420 Nov 22 85 H M 139 239 44 19 &7 1d-s
421 Nov 23 85 H M 121 284 46 19 58

422 Nov 24 85 H M 209 421 38 19 49 13
423 Nov 26 €5 B M 199 385 37 1% S2 21-S
424 Nov 28 85 H M 185 374 37 20 55 87
425 Nov 30 85 H M 199 39 36 13 62

426 Dec 3 85 H M 185 384 37 20 S8

427 Dec 6 85 H M 189 37C 39 19 €2 21-5
428 Dec 785 H M 189 375 44 19 53 47
429 Dec 8 85 H M 199 385 39 19 S2

430 Dec 9 85 H M 206 417 37 21 63 7-s
431 Dec 10 25 H M 195 4C7 29 17 64 &3
432 Dec 11 25 H M 206 411 36 18 €7

433 Dec 13 85 H M 204 38537 16 63 6
434 Dec 15 B85 H M 179 362 38 19 53

435 Dec i6 €5 H M 209 406 43 20 7

436 Dec 17 23 H M 216 379 36 18 49 5
437 Dec 17 25 H M 1€5 399 43 12 €9 7-§
438 Dec 18 85 H M 205 362 39 19 352 66
439 Dec 19 85 H M 20641244 19 73

440 Dec 21 85 H M 207 379 51 19 &4 14-S
441 Dec 23 85 H M 136 396 41 20 357 14-§
442 Dec 25 85 H M 205 335 32 19 52

443 Dec 27 &5 4 M 205 387 43 18 53 32
444 Dec 29 85 H M 219 388 39 20 49

445 Dec es H M 206 4C1 ¥4 19 62 7-S
446 Jan 10 86 H M 126 348 46 22 58

447 Jan 13 86 H M 231 41C 46 19 61 14-S
448 Jan 16 86 H M 227 249 45 18 71 21-5
449 Jan 23 86 H M 217 362 43 19 &3

450 Jan 2€ 86 H M 216 369 36 20 6. 3
451 Jan 27 86 H M 218 410 41 19 & 4
452 Jan 23 B& H M 23441041 2 67 14-5
453 Jan 29 %6 H M 235 3€741 18 58 2-S
454 Fepo 3 86 H M 218 342 38 17 57 43
455 Fed 5 86 B M 216 35C 45 19 T2

456 Fet 7 8€ H M 218 342 45 19 =2 7-3
457 Feb 9 86 H M 217 3€9 42 192 S8 14-S
458 Fec 11 8% H M 216 379 42 12 =9 14-3
433 Fer 14 36 § M 217 37€ 42 22 =7

460 Fet 17 86 H oM 182 38X 42 18 S 2i-3



File: RESULTADCS Page 1

Reporz: DATOS
NUMERC DATE INTRODU SD SR PD PR 7D FANK TR SPVD SPVH SPWM

461 Fet 19 86 H M 180 352 38 19 63 137
462 Pen 22 86 H M 184 36245 21 72

4€3 Feb 24 86 H M 218 362 32 18 48 3
465 Feb 27 86 H M 218 383 38 18 52 14-S
4€E Mar 2 B6 H M 218 360 38 16 49 21-§
466 Mar 4 86 H M 179 349 34 19 &9

467 Mar 7 86 H M 163 356 31 19 53 14-S
468 Mar 10 86 H M 137 364 34 20 78

469 Mar 11 36 H M 168 369 31 18 59 21-§
470 var 13 86 H M 216 374 38 18 39 7-§
47 Mar 16 85 H M 176 374 37 18 49 2
472 Mar 19 86 H M 179 363 39 18 52 3
473 Mar 21 86 H M 219 373 37 18 52 21-S
474 Mar 24 86 H M 174 384 37 17 48 1:4-S
475 Apr 1 86 H M 164 383 39 18 48 14-S
476 Apr 3 86 H M 192 381 39 17 51 VIVE
4 Apr 4 86 H M 199 363 39 18 S3 VIVE
478 Azr 6 36 H M 19935241 19 73

47 Azr 8 86 H M 189 368 41 22 82

480 Azr 10 86 H M 184 3N 19

481 Aor 12 66 H M 185 362 42 17 S1 VIVE
432 A 14 86 ¥ M 175 362 39 18 53 vIvVE

TABLA I.- Datos de tecnica quirdrgica: Tiempo de duracidn

de la intervenzion de la donacidn (TD); de la duracidn de

la fase anhepatica (FANH) y dJe la intervencion en el
receptor (TR),., Se recogen, asi mismo, el NUMERO de orden del
trasplante; la fecha de realizac:i6n (DATE INTRODU); sexo del
donante (SD) y del receptor (SR); peso cdel donante (PD) vy del
receptor (PR) v la supervivencia en aias (sPVD), horas (SPVH)
v minutos (S2VM), Los animales sacrificados para toma de datos
se sefialan (-S). TD, FANH y TR representan minutos.

Se han practicado en total 482 trasplantes ortotdpicos

en el periodo comprendido entre Febrero de 1983 y Abril d
1986. Ean los primeros 195 no se obtuvo supervivencia superi
a 1l dia. En el 2% cuatrimestre de 1984 sobrevivié un animal

frente a 6 trasplantes realizados (16%Z)., En el 3%

practicaron 33 trasplantes y sobrevivieron 3 (9%).

e

or

se



Coincidiendo

acortamiento de

primer cuatrimestre de

total de 71 trasplantes (56%).

con la mejora de la técnica y el
los tiempos quirdrgicos, Tabla 3, en el
1985 sobrevivieron 40 animales de un

En el

e

cuatrimestre frente a

79 trasplantes sobrevivieron 48 (60%). En el 39 se practicaron

66 intervenciones con una

supervivencia de 40 (60%).

Durante

los 34 primeros meses de 1986 se obtuvo una supervivencia del
72%, 27 casos de 37 trasplantes, Fig. 39.
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Fig. 3%.: Se representan el nimero de traspiantes v la
supervivencia (%) en funcidén de la fecha de realizacidrn.

Con el fin de observar el tiempo maximo permisible de
fase annhepdtica con el que se obtiene supervivencia «clinica
del trasplante se midieron los tiempos de <clampaje hiliar
hepdtico y se «clasificaron segin la fecha de realizacién

del trasplante,

Fig. 40.



10,

Durante el primer cuatrimestre de 1983 el tiempo de
clampaje fue X=40.49 min+3.65 DS. En el 29 X=34.31+3.27 DS. En
el 39 X=30.59+1.30 DS. En el afioc 1984, durante el primer
cuatrimestre X=31.12+1.69 DS. En el 29 X=26.66+4.36 DS y en el
32 X=24.96+4.40 DS. En el primer cuatrimestre de 1985
X=20.60+2.44 DS. En el 29 X=19.35+1.5 DS y en el 3¢
X=18.83+0.89 DS. Durante los primeros meses de 1986 la media

obtenida de fase anhepatica fué de 19.07 min+1.93 DS.
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’ .
fig. 40.: S5e repgresenta en minutos (min) la fase anhepatica vy
.
en (%) la supervivencia en funcion de la fecha de
realizacién del trasplante.



TABLA-IT.: DATGS CONTROL

CTRLER CTRLGOT CTRLGPT CIRLGGT
1 56 125 49 1.6
2 .6 229 45 1.8
3 .72 139 44 1.6
4 .67 120 45 1.2
5 .73 103 49 1.4
6 .56 135 S1 1.1
7 .62 96 52 1.2
8 .78 105 41 1.4
9 .n 20 S0 1.2
10 .58 104 39 1.2

CTRLFA CTRLFN CTRLATP CTRLALB
1 64 749 1.16 3.67
2 48 739 7.17 3.51
3 64 699 6.72 4.06
4 65 n? 6.78 4.42
S S9 114 5.59 4.51
6 63 689 5.3 4.14
7 67 742 5.42 4.23
8 53 692 7.7 4.09
9 53 722 4.65 4.01
10 65 687 7.46 3.78

TABLA-III.: AUTOTRASPLANTE SIN LIGADURA DE ARTERIA HEPATICA

ASLER7 ASLGOT? ASLGPT? ASLGGT?
1 .58 123 7n 1.6
2 .€5 96 53 1.4
3 .59 100 39 1.3
4 .67 k] 51 1.2
S .62 117 50 1.1
6 .6 100 49 1.6
7 .53 P 44 1.9
8 .62 106 42 1.3
9 .8 103 43 1.2
10 .71 100 . 42 1.1

ASLFA? ASLFN7 ASLATP? ASLALB?
1 54 747 6.06 3.72
2 59 ns 5.52 4.54
3 68 724 7.93 4.05
4 65 743 6.3 4.16
5 7 736 7.46 4.21
6 58 740 7.12 3.67
7 44 720 7.41 4.41
8 53 701 7.97 4.07
9 43 753 7.86 4.01
10 59 724 5.31 3.5



150.

TABLA-IV,: AUTOTRASPLANTE SIN LIGADURA DE ARTERIA HEPATICA (l4dias)

ASLBR14 ASLGOT14 ASLGPT14 ASLGGT14
1 .69 129 58 2.2
2 .19 110 42 1.6
3 .15 109 39 1.7
4 72 - 88 43 1.3
5 .77 117 49 2.2
6 .62 95 39 1.7
7 .76 128 43 1.6
8 .63 108 S1 1.9
9 .61 124 S0 1.6
10 .63 98 56 1.5

ASLFAl4 ASLFN14 ASLATP14 ASLALB14
1 47 699 7.12 4.02
2 63 721 1.16 3.53
3 69 745 6.25 4.08
4 56 704 8.37 3.69
5 46 716 5.48 4.5
6 8 739 5.€2 3.79
7 54 726 5.02 4.15
8 76 724 3.12 4.05
9 77 37 7.02 4.4
10 65 €91 8.2 3.51

TABLA-V.: AUTOTRASPLANTE SIN LIGADURA DE ARTERIA FEPATICA (21afas)

ASLER21 ASLGOT21 ASLGPT21 ASLGGT21
1 .56 133 53 1.5
2 .63 91 41 2.3
3 .7 133 36 2.4
4 .61 108 36 2.3
S .61 116 47 1.9
6 .57 104 4l 2.7
7 .67 105 <l 1.3
8 .66 101 53 2.3
3 64 98 49 1.3
10 «59 95 58 1.7

ASLFA21 ASLENZ1 ASLATP21 ASLALB21
1 66 735 4.55 3.69
2 61 741 8.75 3.76
3 73 e 4.28 4.16
4 56 709 5.74 4.4
5 59 728 6.29 4.53
6 78 687 6.26 4.2
7 <8 721 7.55 4.06
8 49 716 5.62 4,05
9 77 746 S 4.42
10 65 721 4.2 3.52



TABLA-VI.: AUTOTRASPLANTE CON LIGADURA DE ARTERIA HEPATICA (7cias)

ALBRT ACLGOT? ACLGPT? ACLGGT?
1 .76 135 46 1.2
2 .63 118 66 1.1
3 W71 112 42 1.3
4 .67 100 44 1.1
S 7 91 39 1.1
6 <62 105 48 1.2
7 +65 117 46 1.1
8 «65 136 53 1.2
9 7 101 55 1.3
10 .67 95 54 1.1

ACLFA7 ACLENT ACLATP? ACLALB7
1 56 €93 5.37 4.27
2 63 745 5.55 3.52
3 60 732 5.21 4.94
4 58 720 5.35 4.6
S 72 722 5.24 3.69
6 68 726 5.34 3.78
7 53 747 5.64 3.81
8 49 731 5.42 . 3.46
9 41 741 5.88 3.17
10 38 715 5.87 2.6

TABLA-VII.: AUTOTRASPLANTE CON LIGADURA DE ARTERIA HEPATICA (1lddias)

ACLER24 ACLGOT14 ACLGPT14 ACLGGT14
1 1.11 136 52 2.1
2 .87 1001 70 1.3
3 .73 124 el 1.2
4 .67 93 55 1.8
S 73 25 61 1.4
6 .89 128 59 1.7
7 .92 137 81 1.3
8 .87 108 75 2.1
9 .93 116 3s 1.2
10 1.1 131 76 i.1

ACLFAl4 ACLEN14 ACLATP14 ACLALB14
1 73 722 3.24 3.33
2 68 747 2.15 3.43
3 56 701 5.4 3.44
4 48 746 5.58 3.63
S 41 754 3.83 3.67
6 70 722 4.96 3.67
7 81 726 3.67 3.07
8 83 697 4.29 2.98
9 47 697 5.62 3.62
10 52 790 4.36 3.42



TABLA-VIII,: AUTOTRASPLANTE CON LIGADURA DE ARTERZA HEPATICA (21d{as)

ACLBR21 ACLGOT21 AcGPTL ACLGGT21
1 4 73 41 2.1
2 .85 123 49 2.4
3 .73 94 s5 2.3
4 .68 9 54 2.1
s .62 82 72 2.7
6 .6 % s1 2.9
7 .54 97 8 1
8 .64 105 53 1.9
9 .63 bt 42 2.9
10 .73 121 75 1.1

ACLFA21 ACLFN21 ACLATP21 ACLALB21
1 57 723 4.14 3.9
2 49 719 4.17 3.51
3 68 746 3.36 3.62
4 47 714 4.08 3.8
5 7 702 3.é2 3.54
6 82 723 3.85 3.67
7 < 712 5.22 3.67
8 65 689 3.72 3.65
9 76 737 4.52 3.69
10 43 S 723 3.35 3.67

TRASPLANTE ORTCTOPICO (72%as)

TCBR7 TOGOT? oGPT? TOGGT?
1 .9 183 &8 4
2 1.7 176 67 3
3 2.1 212 81 7.9
4 1.8 208 RE] 9
5 .12 163 49 3.4
6 2,05 203 81 8.3
7 1.86 215 76 6.3
8 .95 203 63 5.9
9 2 202 76 8.8
10 1.93 221 n 1.8

TCFA7 TOFN7 TCATP? TOALB7
1 89 686 4.34 2.56
2 116 703 4.2 3.7
3 126 649 3.62 3.81
4 123 657 3.23 3.5
5 97 706 3.86 3.6
6 127 667 3.38 3.9
7 P9 659 3.44 3.67
8 11 649 3.2 3.85
9 132 642 3.382 3.17
10 113 648 3.3 3.92
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: TRASPLANTE ORTOTOPICO (l4dias)

TOBR14 TOCOT14 TOGPT14
2,07 282 106
.98 276 86
2.13 356 113
.98 292 74
1.89 343 a3
2,2 362 114
2 359 9
.78 357 86
1.9 376 106
1.76 343 86
TOFAl4 TOFN14 TOATP14
169 793 3.26
143 816 4.42
183 746 3.86
133 809 4.5
167 793 3.92
179 749 2.7
143 763 4.24
139 759 4.43
186 699 3.68
197 753 4.13

TABLA-XI.: TRASPLANTE ORTOTOPICO (21dfas)

WO NOnbE WN

[
o

W ONOU A WwN

-
o

TOBR21 TOGOT21 TOGPT21
1.23 241 S8
.89 239 S8
1.25 219 63
.95 198 48
1.27 232 >
.6 206 36
1.6 223 66
.76 204 48
1.3 217 59
1.22 213 49
TOFA21 TOFN21 TOATP21
103 704 3.74
76 716 5.21
97 724 4.18
87 688 3.8
122 723 3,37
101 701 4.05
108 711 3.84
97 686 4.1z
112 726 .82
137 701 4.37

14.9
13
16.3

12.8
16
10
11

15.8

15.9

TOALBl14

3.6
3,65
3.59
2.9
3.5

3.4
3.61
3.41
3.07
3.19

TQALB21

3.64
3.92

3.6
3.81
3.51
3.69
3.68
3.65
3.52
3.66



Tablas II a XI.: Se recogen los datos bxoqu{mlcos del grupo

control {(CTRL) de 1la bilirrubina (BR), GOoT, GPT, gamma-GTP
{GGT), fosfatasas alcalinas (FA), fibronectina (FN), ATP vy
albimina (ALB). En tablas sucesivas se presentan los grupos a

estudio: Autotrasplante sin ligadura de arteria hepStica

(ASL); autotrasplante con ligadura de arteria hepatica (ACL)

y trasplante ottotépico (TO). Cada grupo se subdivide en

funcidén del tiempo de la determinacidn en 7, 14 y 21 dias.

Una vez realizado el andlisis de la varianza factorial
se procedid a la comparacién de medias por el estadistico
de contraste t de Student habiendo llevado a cabo previamente
la realizacibén del test de Bartlett para comprobar la
homogeneidad de la varianza de los grupos cuyas medias se iban
a verificar. Se aplica la aproximacién de Welch en aquellos

grupos que asi lo requirieron.



ANALISIS _DE_LA_ VARIANZA DE DOS NIVELES TIPO MIXTC

TABLA XII. BILIRRUBINA

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

ss DF MS

fes) -
14.8178839 9 1.64643155

ROW-—
.909883957 9 .101098217

ERROR-~

5.4462161 81  .0672372358
TOTAL~~

21.173984 »

ROW F-RATIO: 1,50360461
COLUMN F-RATIO: 24.4869012

-4

TABLA XIII.GOT

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

ss DF MS
coLN--

534534.29 9 593926989
ROW-~

3406.49 9 378.498889
ERROR=-

28090.6101 81  346.797656

TOTAL--
566031.39 EE]

RON F-RATIO: 1,09141133
COLUMN F-RATTIO: 171.260382

w

w



TABLA_XIV. GPT
ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION
ss DF MS

CoLUMN-——
22744.9966 9 2527.22185

ROW-~
497.187969 9 55.2431076

ERROR--
8385.6524 81  103.526573
TCTAL--
31621.837 2]

RCW F-RATIO: .533612831
COLUMN F-RATIO: 24.411335

TABLA XV. GAMMA-GTP

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

ss oF  MS
CoLCMN-=

1403.672 9 155.806889
ROW-~

18.7579999 9 2.08422221

ERRCR--
162.6 81  2.00740741
TOTAL--
1584.43 L)

ROW F-RATIO: 1,03826568
COLUMN F-RATIO: 77.6608119



TABLA XVI. FOSFATASAS ALCALINAS

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

ss OF Ms

oL
114017.988 9 12668.6653

ROW--
2717.68813 9 301.965347
ERROR——
14603.633 81  180.291765
TOTAL--

131339.309 99

ROW F-PATIO: 1.67487043
COLUMN F-RATIO: 70,267576

TABLA _XVII. FIBRONECTINA

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

ss DF M
CoLUMN—

55873 9 6208.11111
ROW--

6766.2 9  751.8
ERROR--

36422.8 81  449.664198
TOTAL--

99062 9

ROW F-RATIO: 1.6719143
COLUMN F-RATIO: 13.806105

w

~



Tablas

TABLA _XVIII. ATP

ANOVA, TWO-WAY CLASSIFICATION

S5 DF MS

coLuMN--
133.459581 9 14.8288424

ROW—~
3.47082092 9  .385646769

ERRCR--
78.7244459 81 .971906739

TCTAL—-
215.654848 99

ROW F-RATIO: 396794007
15.2574746

TA3LA_XIX. ALBUMINA
ANCVA, TWO-WAY CLASSIFICATION
s3 OF MS

CCoLUMN--
5.94267578 9 .660297303

ROW~~
1.85619507 9 .206243897

ERRCR-~
9.14C2237 81  .112842268

TOTAL--
16.9390945 99

ROW F-RATIO: 1.32771847
COLUMN F-RATIO: 5,.B515069

XII a XIX.: Datos de analisis de la varianza en

variable. Grados de libertad (DF); suma de cuadrados
cuadrados medios (MS) y F de Snedecor (F).

cada
(ss);



Las tres determinaciones de bilirrubina practicadas en el
grupo trasplante ortotdpico fueron estadisticamente
significativas (p « 0.001) respecto al grupo control
(0.653+0.07). A los 7 dias del trasplante (1.6040.52); a los

14 (1.67+40.53) y a los 21 dias desciende (1.10+0.29), Fig.
41,
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Fig. 41.: Se representa la bilirrubina en mg/100ml del grupo
control (CTRL) y sucesivamente a los 7, 14 y 21 dias de los
grupos autotrasplante sin ligadura, con ligadura y trasplante
orto:épicc.

En el grupo autotrasplante sin ligadura de arteria
hepatica no aparecieron alteraciones significativas de GOT.
En el de con 1ligadura aparecieron elevaciones significativas
(p<0.05) a los 14 (116.9+16.74) vy 21 (95.8+17.17) dias

respecto a control.
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A los 7, 14 y 2] dias el grupo de trasplante presenté
elevaciones significativas (p<0.001) de las cifras de GOT
respecto al grupo «control y al grupo autotrasplante con
ligadura en los mismos periodos de tiempo, Fig. 42. La GOT
presentd cifras de 198.6+18.59 a los 7 dias del trasplante.

A los 14 dias de 34.6+36.78 y a los 21 desciende

significativamente a 219.2+14.69.

488

2
2

2%o

Fig, 42.: Determinacicnes de GOT, en U/l a los 7, 14 y 21
dias del postoperatorio sucesivamen:e en el autotrasplante
sin ligadura, con ligadura y trasplante ottotépico. Grupo
control, 113.6+16,49,

En el trasplante ortotdpico se observan elevaciones
significativas de GPT (p<0.001) a los 7 v 14 dias del
postoperatorio respecto al grupo control, 70.9+9.36 y
96.3+13.39. A los 21 dias aparece un descenso significativo
(p<0.001) respecto a los 14 dias un aumento significativo

¥
(p<0.05) respecto a control, Fig. 43.
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Fig. 43,.,: Determinaciones de GPT, en U/l a los 7, 14 y 21
dias del postrasplante ortotépico Y grupo control
(46.62+4.37)

El grupo autotrasplante sin ligadura de arteria hepdtica
no presentdé alteraciones significativas frente al grupo
control.

El autotrasplante con ligadura evidencié elevacién
significativa (p<0.01) a los 14 dias (64.6+14.33) respecto a

grupo control y 7 dias del postoperatorio (49.3+7.87), Fig.
44,
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La gamma-GTP se elevdé significativamente (p< 0,001)
respecto a control a los 7 dias (6.44+2.28), 14 dias
(13.4742.71) y 21 dias (6.24+2.53) del postrasplante
ortotbépico. Cuando se comparan en los mismos periodos de
tiempo los valores con el grupo autotrasplante con ligadura de
arteria hepdtica, 7 dias (1.25+0.24), 14 dias (1.51+0.36) vy
21 dias (2.11+0.66) aparecen diferencias estadisticamente

significativas (p<0.001).

GARMMAG TP

-4

+

CTPL o 213

Fig.45.: Determinaciones de gamma-GTP, U/l, del grupo control
(1.37+0,23) y comparativamente a loes 7, 14 y 21 afas de!
postoperatorio del grupo autotrasplante con ligadura de
arteria hepética con el trasplante ortotépico.

El autotrasplante sin ligadura se elevd
significativamente (p<0.01) a 1los 14 (1.73+40.29) 1y 21
(1.97+0.49) dias de postoperatorio respecto control, Fig.

46.



-

e s
u 4 DN

9]

El

significativamente

grupo elevé

dias,

autotrasplante
(p<0.01)
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respecto a control.

Cuando se comparan los grupos trasplante ortotdpico y

autotrasplante sin ligadura aparecen diferencias

significativas en los mismos periodos de tiempo (p<0.001).
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El trasplante ortotdpico presentd elevaciones
significativas de las cifras de fosfatasas alcalinas
(p<0.001) a los 7 (113.3+14.39), 14 (163.9+22.75) y 21
(104+17.23) dias respecto al control.

M
129-] 664 ! 0.001 b

I
CTRL TO0Sp7? TOSD44  TOSD21

Fig. 47.: Grafico comparativo de fosfatasas alcalinas (FA) en
U/1, del grupo control (60.1+6.52) respecto el trasplance
orto:ﬁico a los 7, 14 y 21 dias.
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Cuando se comparan los grupos trasplante ortotépico con
autotrasplante sin ligadura a los 7 dias (58+10.40), 14 dias
(63.1+412.04) y 21 dias (64.2+9.48) del postoperatorio

aparecen diferencias significativas (p<0.001), Fig. 48.

La misma significancia se presenta cuando se compara el
trasplante con el autotrasplante con ligadura sucesivamente a
los 7 dias (55.8+10.93), 14 (61.9+14.98) y 21 dias
(61.2+13.16).
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Fig. 48.: Represencacién global de las cifras de FA ?e los
grupos control Yy sucesivamente a los 7, 14 y 21 dias de
autotrasplante sin ligadura, con ligadura Y trasplante
ortotdbpico.
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La fibronectina evidencib en el trasplante ortotdpico
un descenso significativo (p<0.001) respecto al grupo control
a los 7 dias (666.6+23.50). A los 14 dias se elevd
significativamente (p< 0.001) (768+35.23) y se ajustd a la
normalidad a los 21 dias del postrasplante (708+14.43), Fig,

49.
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Fig. 49.: Valores de fibronectina, microg/ml, en el control
(715+422.99) vy a los 7, 14 y 21 dias del postrasplante.
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A los 7 dias del postrasplante ortotdpico aparecid wun
descenso significativo (p<0.00l1) de 1los niveles de FN frente
al autotrasplante sin ligadura (730.3+16.19) y autotrasplante
con ligadura (727.2+#16.10). Sin embargo a 1los 14 dias
comparando los mismos grupos se aprecia una elevacién
significativa (p<0.0l) frente al autotrasplante sin ligadura
(720.2+17.89) y con ligadura (p<0.05) (730.2+29.59), Fig 50.

FIBRONECTINA
966
850
» 200 ., ¢
i
c 753 ¢ i 1 :mm
r calbd WWrL
o 760 - t +* g | + n
3 ‘ | e
s ese- | :
1629 P o
€20 sy 1 .:::::
|;ii;!= ik
.S Aok i i
586 (- ™ !
CTRL 7d 14d zid
Fig. 50.: Representacién global de datos de fibronectina del
control y sucesivamente a los 7. 14 y 21 dias del
autotrasplante sin ligadura, con ligadura Y trasplante

’ N
ortopico.
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El ATP evidencid un descenso significativo (p<0.05) en
sus valores a los 7 dias del postoperatorio del
autotrasplante con ligadura (5.48+0.24) y aumentd su
significancia (p<0.001) a los 14 dias (4.31+1.12) y 21 dias
(4.05+0.52); respecto al grupo control, Fig. 51.

ATF

I | j
ACLDY ACLD14 ~ClDZl

Fig. S1.: Representacién de valores de ATP en el control Yy
autotrasplante con ligadura cde arteria hepética a los 7, 14 y
21 dias del postoperatorio.

El trasplante ortotdpico hizo descender
significativamente (p<0.001) los valores de ATP a los 7 dias
(3.68+0,37), 14 dias (3.91+0.57) y 21 dias (4.05+0.52).
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Fig. 52.: Representacién de valores de ATP del grupo control
Y trasplante ortotépxco a los 7, 14 y 21 dias.

Cuando se comparan los grupos autotrasplante sin ligadura

y con ligadura existe un descenso significativo de los valores
de ATP en el 2% a los 7 dias (p<0.00l) y a los 14 y 21 dias

(p<0.01).

E1 ATP

del trasplante ortotdpico aparece descendido

significativamente (p<0.001) frente al grupo autotrasplante
sin ligadura a los 7 (6.89+1.01), 14 (6.33+1.58) y 21 dias
(5.83+1.45), Fig. 53.
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La albdmina evidencid un descenso significativo de sus
niveles en el autotrasplante con ligadura, respecto al
control, a los 14 dias (p<0.001) (3.42+0.24) y a los 21 dias
(p<0.01) (3.67+0.11), Fig. S4.

- ALBUM IRA
$.808- + - VoA
s AUTOTPASPLANTE +LAH
e . + ®p:B9.01
4.5@ 3 e pC B.801
4.2 i .
4.00-
23 'az: s * o 3
% + + t g
a.se- - % -
3.25- .
3.00- b4
2.7
s3 b N
2.58 ! f !
cTRL 7d 14d 21d

Fig. 54.: Representa valores de albumina, en g%, del grupo
control (4.04+0.31) y autotrasplante con ligadura a los 7, 14
y 21 dias.



El Trasplante ortotbépico mostré descenso de los valores

de albimina, frente a control, significativo a los 7 (p<0Q0.03)
(3.56+0.41), 14 (p<0.001) (3.40+0.23) y 21 dias (p< 0.001)

(3.66+0.12). También se aprecidé wun aumento significativo a

los 21 dias, respecto a los 14 (p<0.01), Fig. 5S5.

e ALBUM INA
.55 TCHRS
4.s@ b ® el 6.85
4,25 + o R B2
4,801 B o 0% p< B.081 o
+
o3.75 b f 0;0 M
* 3.5 B S + ¥
DS
3.25 . .
3.9 | t
2.75 I
2,59 by 1 " .
1
CTRU 74 140 z1d
Fig. 5S5.: Valores de albﬁmina, ge, en el

crtotépico a los 7, 14 y 21 dias y control.

trasplante

A los 14 y 21 dias del autotrasplante con ligadura

existié un descenso significativo de los valores de albOmina

respecto al grupo sin 1ligadura, p<0.001

respectivamente, Fig. 56.

vy p< 0.01,



En el trasplante ortotépico aparecid una disminucién
significativa de los valores de albimina a los 7, p«0.05; 14,
p<0.001 vy 21 dias, p<0.0l; frente a valores en los mismos
periodos del grupo de auf.otrasplante sin ligadura de arteria
hepatica: 4.03+0.32; 3.97+40.33 y 4.07+0.33, respectivamente,

N
5.6 . ALBUM INA
459t 0+« 7 t
4.8 2 . -¥-, +
.- ¥l e , wm
i i
3,8 W fxf!!..
gz.s- |l B i |
BRI AP He
2,8 l wilithin ¢ ::,:;:»
15 | Bl B
1.8 B I Tadibti | R
s 1 ol g )
.= I il atnann | At
s l m»iz i i rmnzn ] it
e Lo bbb R §
L Bt R s A N e
CTRL 7d 14d 21d

Fig. 56.: Rep:esentacién de los valores de albGmina del
grupo control vy a los 7, 14 y 21 dfas de, sucesivamente,
autotrasplante sin ligadura, con ligadura Y trasplante
crtotépico.



TABLA XX. CONTROL

CTRLBR CTRLGOT CTRLGPT CTRLGGT

1 1 =325 ~.226 .048
2 -.325 1 -.131 709
3 -.226 -.131 1 -.214
4 .048 .709 -.214 1

S -.349 -.461 .142 -.447
6 ~.274 .246 .525 .405
7 -.031 .34 -.819 .503
8 507 -.578 .28 -.558

CTRLFA CTRLFN CTRLATP CTRLALB

1 =.349 -.274 -.031 .507
2 ~.461 .246 341 -.578
3 .142 .525 -.819 .28

4 =447 +405 .503 -.558
S 1 -.09 -.063 .354
6 -.09 1 -.132 -.258
7 -.063 -.132 1 -.455
8 354 -.258 -.455 1

El coeficiente de correlacién de Pearson -r- se realiza
entre todos los pardmetros estudiados: Bilirrubina (BR), GOT,
GPT, gamma-GTP (GGT), fosfatasas alcalinas (FA), fibronectina
(FN), ATP y albdimina (ALB). Todos 1los valores se
correlacionan en cada grupo: Control (CTRL), autotrasplante
sin ligadura de arteria hepdtica (ASL), autotrasplante con
ligadura (ACL) y trasplante ortotépico (TO); a los 7, 14 y 21

dias.

El contraste de r se efectud mediante la t de Student.
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REGRESION LINEAL SIMPLE_EN _EL TRASPLANTE

~404DD4

TABLA XXIV, ATP CON BILIRRUBINA

MULTIPLE R = ,665776293
STD ERR EST = .29699264
F = 6.36931477

8 STD ERR (B) T
TOBR7
~.471612 .18687 -2.52375
CONSTANT
4.43905079
mmmRESIDUAL JPDATING JPDAT INGmren

-2

L i L 1
TORRT
Fig. 57.: ATP CON BILIRRUBINA

TABLA XXV. ATP CON BILIRRUBINA

ANCVA OF CURRENT REGRESSICN:

Ss DF MS
REGRESSION--

.561803041 1 .561803041
RESIDUALS--

.705637026 8 .0BB2046283
TOTAL-~

1.26744007 9 .140826674

F = 6.36931477

ORTOTOPICO DE_7 _DIAS



TABLA_XXVI. ATP CON GAMMA-GTP
MULTIPLE R = .859452924
STD ERR EST = .203480232

F = 22.6113854

B SIDERR (B) T
TOGGT?
-.14128 .029711 -4,755143
CONSTANT
4.5938436
TDUAL JPTATING JPDAT INGrem

-3

T

% - e

e -

4 -

i L —

TOGGT?

Fig. 58.: ATP CON GAMMA-GTP

TABLA XXVII. ATP CON GAMMA-GTP

SS DF MS
REGRESSION--

.936206429 1 936206429
RESIDUALS--

.331233638 8 .0414042047
TOTAL--

1.267440C7 9 .140826674

F = 22,6113854

-4

180,
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TABLA_XXVIII. ATP CON GOT

MULTIPLE R = ,728236348

STD ERR EST = ,272782167
F = 9,03317006

B STD ERR (B) T
TOGOT7

~.0147 4.891E-03 -3.,005523
CONSTANT

6.60349137
mAaMmRESIDUALSmmmmmmUPDATINGmmmmmmUPDATINGmmm
-3

L J L J. L i

TOGOT?

Fig. 59.: ATP CON GOT

TABLA_XXIX. ATP CON GOT
ANOVA OF CURRENT REGRESSION:
§S OF MS

REGRESSION--
.672159183 1 .672159183

RESIDUALS -~

.535280885 8 .0744101106
TOTAL--
1.26744007 9 .140826674

F = 9.03317006



TABLA _XXX. FIBRONECTINA CON GCT

MULTIPLE R = .203674989
STD ERR EST = 10.678035
F = 35.6272778

B STD ERR (B) T
TOGOT7
-1.142811 .191462 -5.968858
CONSTANT
893.562307
MTMRESIDUAL JPDATING JPDATINGMm
-3
. — ; L
TCGATT
Fig. €0.: FIBRCNECTINA CON GOT

TABLA XKXXI. FIBRONECTINA CON GOC

ss CF MS
RECRESSTON--

4062.23759 1 4062.23759
RESIDUALS-~

912,163423 8 114.020432
TOTAL-~

4974,4010% 9 552.711228
F o= 35.62727758

X

o
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TABLA XXXII. FIBRONECTINA CON GPT

MULTIPLE R = ,72279948
STD ERR EST = 17,2321629
F = 8,75178975

B STD ERR (B) T
TOGPT?
-1,821944 .615867 -2,958342
CONSTANT
795.775834

mmMRES I DUALSmexmmymmUPCATINGmmmnmmUPDATINGTm
-3

L i L J L J

TOGF 17
Fig. 61.: FIBRONECTINA CON GPT

TABLA XXXIII. FIBRONECTINA CON

ANOVA OF CURRENT REGRESSION:

ss DF Ms
REGRESSION--

2598.82154 1 2598.82154
RESIDUALS-~

2375.5795 8 296.947438
TOTAL--

4974,40105 9 552.711228

F = 8,75178975

GPT

[¢ 4]

(€8]
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TABLA XXXIV, FIZRONECTINA CCON ATP

MULTIPLE R = .655344994
STD ERR EST = 18.8348411
F = 6.02222322

B STD ERR (B)
TCATP?
41.0559¢8 16.730089
CONSTANT
515.349702

2.454022

mRES T DUALSmmmmernUPDA T INGImemnUPDATINGmmm

L A i

TOATP?

Fig. 62.,: FIBRONECTINA CON aT?

TABLA XXXV, FIBRCNECTINLA CIN ATP

ANOVA COF CURRENT REGRIZSSION:

ss DF MS
REGRESSION-=

2136.39114 1 2136.39114
RESIDUALS--

2838.0099 8 354.751238
TCTAL~~

4974.40105 9 552.711228

F = 6,02222322

18



REGRESICH

ARTV4DOH

TABLA X

MULTIPLE R

LINEAL SIMPLE

XXVI. ATP

= ,741086901

STD ERR EST = ,409631096

EN EL TRASPLANT

CON BILIRRUBINA

F = 9,74661451
B STD ERR (B) T
TOBR14
~.790818 .253308 -3.121957
CONSTANT
5.23387508
mmMRESTDUAL JPDATING JPDATINGT™
-4
[ ",
"~
L ) L f L )
TOBR14
Fig. 63.: ATP CON BILIRRUBINA

TABLA XXXVII, ATP CON BILIRRU3INA

ANOVA OF CURRENT REGRESSION:

ss DF MS
REGRESSION--

1.63545886 1 1.63545886
RESIDUALS--

1.34238107 8  .167797624
TOTAL--

2.97783993 9 .330871104

F = 9.746€1451

ORTOTCPICO DE 14

135,

DIAS



TABLA_XXXVIII. A
MULTIPLE R = ,670901685
STD ERR EST = .452422254

F = 6,54833963

TP CON GAMMA-GTP

3 STD ERR (B) T
TOGGT14
-.141884 055446 -2,558972
CQONSTANT
5,82518178
TDUAL JPDATTIING JPDATINGTIm
-3
v
Q
q
T -
P R
T ] -
3
L J. o . — J.
TOGGT14

Fig. 64.,: ATP C

ON GAMMA-GTP

TABLA XXXIX. ATP CON GAMMA-GTP

ANOVA OF CURRENT REGRESSION:

ss DF MS
REGRESSION-—

1.34035276 1 1.34035276
RESTDUALS--

1.63748717 8 .20468589%6
TOTAL--

2.37783993 9 .330871104

F = 6.54833963

-2

186.
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1 J L J L J

TOGPT14

Fig. 65.: ATP CON GPT

TABLA_XL. ATP CON GPT
MULTIPLE R = .807192905
STD ERR EST = .360138411

F = 14,9595019

B STD ERR (B) T

TOGPT14
~.034671 8.964E-03 -3.867752

CONSTANT
7.25278981
TDUAL JPDATINC JPDATINGm

TABLA_XLI. ATP CON GPT

ss DF S
REGRESSION--

1.94024253 1 1,94024253
RESIDUALS-~

1.0375974 8  .129699%75
TOTAL--

2.97783993 9 .330871104

F = 14,9595019

187.
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TABLA XLII. FIBRONECTINA CON GOT

MULTIPLE R = .854125367
STD ERR EST = 19,4347924
F = 21.5781373

B STD ERR (B) T
TOCOT™4
-.81814 .176125 -4,645229
CONSTANT
1041.74965
MMMREST DUAL JPDATINGTI JPDATINGTmm
-2
-
" ) L . L i
TOGCT14
Fig. 66.: FIBRONECTINA CON GOT

TABLA XLIII. FIBRONECTINA CON GOT

ANOVA OF CURRENT REGRESSION:

ss DF  MS
REGRESSION-~

8150.31075 1 8150.31075
RESIDUALS-~

3021.68925 8 377.711156
TOTAL-~

11172 9 1241.33333

F = 21.5781573
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REGRESION LINEAL SIMPLE EN EL TRASPLANTE ORTOTCPICO ODE 21 DIAS

TABLA_XLIV. FIBRONECTINA CON GPT
MULTIPLE R = .678535762
STD ERR EST = 11,2487187

F = 6.8260931

B STD ERR (B) T
TOGPT21
1.074292 .411184 2.612679
CONSTANT
649,343667
MMRESTDUAL JPDATTC JPDATINGT™

BPNZM0
H

TOGFTZL
Fig. 67.: FIBRONECTINA CON GPT

TABLA _XLV. FIBRONECTINA CON GPT

ANOVA OF CURRENT REGRESSION:

ss OF MS
REGRESSION--

863.730625 1 863.730625
RESTDUALS--

1012.26938 8  126.533672
TOTAL-~

1876 9 208.444445

F = 6.8260931



Tablas XXIV a XLV.: Recogen la regresxén lineal en aque
coeficientes de correlacidn que se presentaron
significativos. Siendo la férmula de la recta y=a+bx;
representa la pendiente de la recta de regresién

coeficiente de regresién Yy “CONSTANT" la -a- y representa
valor de -y- para B=0 o punto en el que la recta corta el
de ordenadas.

Valor de "T" para el coeficiente de reqresién.

Se muestra el analisis de la varianza de
reqresién; siendo: Suma de cuadrados (SS}); grados de l:ibe
(DF); cuadrados medios (MS); dispersién del azar o resi
(RESIDUALS) y F de Snedecor (F).

Figuras 57 a 67.: Reptesentacién gréfica de los coeficien
de correlacion significativos. Trazado de la recta
reqresién lineal obtenida mediante el método de ajuste
minimos cuadrados.

. - . 2 :
Cada figura se acompaifia de su regresion simple vy
4 < .
respectivo analisis de la varianza.
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DISCUSION

El analisis de los resultados en el alotrasplante
hepdtico es particularmente dificil. La multiplicidad vy
diversidad de causas de muerte que ocurren después de pocas

semanas producen datos heterogéneos.

La habitual escasez de las lesiones hepaticas y también
las dificultades para adscribir aquellas lesiones a un proceso

de rechazo representa un gran problema, VAIMAN, 1976 (399).

Muchos factores se han considerado como responsables de
muerte temprana en el trasplante de higado. Algunos
permanecen desconocidos, sin embargo, uno de los mds comunes
es el error técnico en las anastomosis vasculares con
hemorragia masiva o estenosis. Ademis la prolongacién del
tiempo de la anastomosis produce cambios irreversibles en los
tejidos hepiticos debidos a la anoxia. El tiempo mdximo
permisible para la oclusidén del aflujo hepatico es de 25
minutos, FARKOUH, 1971 (82).

Para solventar estos errores técnicos se propugna el uso

de "cuffs", con las siguientes ventajas:

1.- Reduccién del tiempo requerido para la anastomosis

vascular.
2.- Prevencién de hemorragia, SATOMURA et al, 1967 (312).

HIROOKA y YAMAMOTO, 1965 (148), han comprobado 1la
aplicabilidad de tubos en anastomosis venosas con Tetoron, No.
200. Una de las principales causas de oclusién venosa en
anastomosis es la trombosis reciente en la sutura por
constricciédn, Un tubo rigido es 1lo suficientemente fuerte
para mantener la luz venosa contra la presidén de los tejidos
de alrededor. El método puede también reducir el dafio de la

intima.
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El punto critico de este método llega a las 3 semanas
después de la anastomosis cuando ocurre la oclusién por

pseudovalvas.

La via biliar en la Yata se resuelve con un sistema de
telescopaje de tubos de naylon. Para evitar problemas de
necrosis o fistulas se aconseja envolver la anastomosis con
el omentum mayor, ZIMMERMANN, 197G (422).

Cuando se realiza una ligadura permanente de la arteria
hepdtica en nuestra serie no se encontrd mortalidad en
controversia con lo presentado por otros autores. MAKOWKA,
1980 (226), utilizando ratas Lewis obtiene una mortalidad del
627%7. En el mismo trabajo, FISCHER comenta en desacuerdo esta
cifra. En nuestra experiencia es importante la diseccidn
cuidadosa de la arteria hepdtica y la ligadura por encima de
la salida de la gastroduodenal; va que si se liga esta Ultima
se corre el riesgo de isquemia del tracto gastrointestinal

alto y muerte del animal.

PRESERVACION HEPATICA

El higado es wun érgano de los que peor toleran la
isquemia caliente, por ello, la hipotermia demostrd desde wun
principio su eficacia en la ©preservacidén, RAFFUCCI, 1953
(294).

La hipotermia produce una proteccidén tisular contra la
anoxia que resulta de la ausencia de flujo sanguineo
hepdtico en el periodo <comprendido entre 1la muerte del
donante o desde su devascularizaciédn, hasta el momento en que

es revascularizado en el receptor.

La hipotermia indudablemente ejerce efectos nocivos tanto

en el hepatocito, como en las células endoteliales del
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higado, ya que al inactivar la bomba de sodio vy potasio,
provoca turgencia celular que en grado extremo conduce a la
muerte celular si no es corregida o revertida. Por esta
razén, si se opta por la perfusién y almacenamiento
hipotérmicos del higado, como método de preservacién, se

hace preciso prevenir la penetracibén de agua en las células.

El espacio intracelular conteniendo proteinas en
concentraciones elevadas y parcialmente en un estado soluble
al estar separado del medio extracelular por una membrana
semipermeable es origen de una presién oncética
considerable. Ademas, el 1liquido 1intracelular, contiene
aniones no difusibles. Por estas razones, se origina el
equilibrio Donnan que es el resultante de una redistribucién
de iones a uno y otro lado de la membrana celular que favorece
la existencia de una mayor osmolaridad intracelular con una

redistribucidén concomitante del agua tisular.

Mediante la expulsibén activa del sodio y el ingreso de
potasio a través de su membrana, por accibén de la bomba de
sodio, la célula evita la tendencia que tiene a llenarse de
agua. De manera que 1la bomba de sodio tiene ©por misiones
equilibrar 1la distribucidén de solutos y estabilizar el
volumen de las células. Cuando la célula sufre hipotermia,
la bomba de sodio se inactiva e inmediatamente, se hincha por
la entrada de sodio y agua en su interior procedente del
espacio extracelular. Asi se origina edema celular, al
principio reversible, pero finalmente se produce una autolisis

enzimdtica con posterior muerte celular.

La hiperkaliemia puede acontecer tanto en el donante como
en el receptor durante la diseccidn del higado, ya por 1la
manipulacién del parénquima hepdtico o por la estenosis

intempestiva de la VP que origina hipoxia del érgano.

Se aprecia una hiperkaliemia debida al 1lavado del
parénquima hepdtico con salida de productos metabdélicos del

higado no perfundido.
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Una explicacidén alternativa es el lavado de la solucién
de Collins, en el caso de que se use, MARTIN, 1984 (236).
Cuando se utiliza, como en nuestro caso, un tipo de solucidn
extracelular -bajo en potasio-, para enfriar el higado se ve
un grado similar de hiperkaliemia. En la perfusién continua
se ha observado que el empleo de una solucidén similar al
plasma, con una constitucidn idénica igual a la
concentracién electrolitica extracelular resulta ser la mas
eficaz. La velocidad de enfriamiento y de calentamiento
ademds de la naturaleza del 1liquido en los espacios
vasculares es de gran importancia. La infusién de 1liquido
helado con presién osmdética inadecuada, pH y concentracidn
electrolitica alterada puede agravar el dafio, CALNE, 1976
(42).

La cuidadosa diseccién del higado donante preservando
el flujo portal evita 1la hiperkaliemia y 1las alteraciones
hemodindmicas que puedan ser causa de 1isquemia caliente
hepatica. Ademéas favorece su homogénea perfusidn

posterior.

Se ha observado, ARIAS, 1983 (4), que la isquemia portal
inaceptable del higado donante durante su diseccidén tiene
como consecuencia inmediata su cambio de coloraciédn
tornidndose violdceas ciertas zonas de superficie y la
posterior perfusién portal con Ringer-Lactato a 4° C no
consigue ser uniforme aunque simultdneamente se clampe la
arteria hepdtica. La redistribucidén intrahepdtica del flujo
portal consecutiva a la estenosis de la VP en la diseccién
resulta en detrimento de vascularizacién de A4reas de
parénquima y persiste en tanto transcurre la perfusidn

portal, lo que impide una perfusidén uniforme.

La perfusién ha de ser homogénea y continua con un
flujo que para la rata se ha considerado como méximo de 3ml/g
de higado, SUGANO, 1978 (381), sin causar lesidn
parenquimatosa hepatica. La revascularizacién de regiones
inadecuadamente perfundidas en el animal receptor pueden

comportar alteraciones metabéiicas per- y postoperatorias por



cuanto han sufrido isquemia <caliente y su preservacidén ha

sido deficitaria.

Cambios en la fina estructura hepdtica son indices
sensibles de lesiones secundarias a la perfusidén; siendo a
nivel mitocondrial caracteristicos de lesién hipdxica. E1
contenido de ATP disminuye y el de ADP aumenta justo después

de terminar la perfusién.

Si durante la diseccidén del higado propio del receptor
se produce isquemia hepatica se debe sospechar la
hiperkaliemia que puede originar arritmias cardiacas e

hipotensién.

La hiperkaliemia postrevascularizacién del higado
trasplantado se ha descrito en 1la clinica humana. Su origen
radica en la depleccién del potasio intracelular durante el
almacén en hipotermia por inhibicién de su transporte activo
a través de la membrana celular y se intensifica cuando se
utiliza para su preservacién solucidn con una composicidn
electrolitica extracelular, MARTIN, 1985 (237).

El K y los productos 4cidos derivados del metabolismo
celular se acumulan progresivamente en la microcirculacién
del higado donante en hipotermia de manera que si este se
revasculariza alcanzan la circulacién sistémica del receptor

y producen acidosis.

Este fenémeno puede verse compensado en parte en la
rata, anestesiada superficialmente por inhalacibén, mediante
la retirada del éter y la provocacidn instantes antes de 1la
revascularizacidén de una hiperventilacidén y la perfusién de

suero glucosado. Esta disposicién metabdélica y la especial

idiosincrasia de la rata a soportar cambios
hidroelectroliticos compensa el no poder técnicamente
transfundir al animal por pérdidas hematicas de la

revascularizacién.



A medida que pasa el tiempo de almacenamiento en frio
del higado hay mads lesidén parenquimatosa lo cual se traduce
en un aumento en la liberacién de enzimas. En este aspecto
estamos con la mayoria de autores, BRUJIN, 1984 (15),
pensando que la alteracién de los pardmetros de
funcionalidad hepAtica que se encuentran significativamente
mids elevados en nuestro modelo de trasplante con respecto al
simulacro con ligadura de arteria hepédtica es debido en parte

a la perfusién y preservacién del injerto.

El enfriamiento brusco del parénquima hepdtico provoca
alteraciones en la microcirculacién hepdtica y en el
epitelio biliar con el consiguiente "sludge", McMASTER, 1979
(243) y CALNE, 192 (25). En nuestra experiencia se aconseja
practicar la perfusién del primer cc de 1liquido por via
portal con la arteria hepatica permeable, permitiendo una

mezcla en la vascularizacidn v un enfriamiento paulatino.

CAMBIOS BIOQOQUIMICOS DURANTE EL TRASPLANTE

La hiperglucemia que se produce durante 1la fase
anhepdtica del trasplante ortotdpico de higado causada por
perfusién intravenosa de solucidén glucosada hipertdnica se
potencia postrevascularizacién portal si estas no son
suspendidas, ARIAS, 1985 (4).

Cuando se realiza un trasplante ortotépico de higado la
tendencia a la hiperglucemia al inicio de la intervencibén se
mantiene durante la fase anhepatica y postrevascularizacidn
del higado trasplantado a pesar de que se restringe el aporte
de glucosa exdgena, CALNE, 1983 (25).

Cuando se utiliza "by pass”" porto-sistémico, durante la
fase anhepatica, SHAW, 1984 (318), al evitar que el 50 & 60%

de la insulina sea degradada a su primer paso a través del



parénquima hepéatico ocasionaria hiperinsulinemia y

secundariamente hipoglucemia.

Sobre la base de este razonamiento, WATERMAN, 1983 (407),
aconsejaba ain el procurar wun aporte exdgeno suficiente de
glucosa durante la realizaciédn del trasplante ortotdpico de

higado.

La intolerancia a la glucosa exbégena durante la fase
anhepAtica podria pues representar la instauracién de una
resistencia periférica a la insulina creada por alguna de las
sustancias que se acumulan en el plasma por la inexistencia
del metabolismo hepdtico, ARIAS, 1983 (4).

Que la hiperglucemia sea progresiva
postrevascularizacidén portal constituiria, por lo tanto, un
signo del deficitario funcionalismo inicial del higado
trasplantado, probablemente secundario a las consecuencias
nocivas que sobre su metabolismo ejerce la preservacidn
cuando se utiliza el método de perfusidébn y almacenamiento

hipotérmico.

Posiblemente, la resistencia periférica a la insulina
que ocurre durante el trasplante ortotdpico de higado
ocasiona un predominio del catabolismo proteico vy una
deficitaria wutilizacidédn periférica de aminoAcidos que
asociados a la falta de funcidén hepdtica durante el periodo
anhepdtico de 1la intervencidn, incrementa progresivamente

los niveles plasmiaticos de aminodcidos.

Ya que la intolerancia a la glucosa puede representar un
fracaso del metabolismo oxidativo periférico, y, como es un
fallo energético secundario a la insuficiencia hepdtica
durante la instauracién del "by pass" y
postrevascularizacién del higado trasplantado. Su
reversibilidad dependerd no sdlo de la calidad funcional del
nuevo higado, sino también de la duracién de 1la fase

anhepatica.
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La reversibilidad de la resistencia insulinica
periférica postrevascularizacién portal serd condicién
indispensable para que se normalicen las concentraciones

plasmaticas de aminodcidos,

BILIRRUBINA, TRANSAMINASAS Y FOSFATASAS ALCALINAS

La concentracidén en plasma de Br representa un
equilibrio entre la rapidez de penetracidén del pigmento en el

plasma y el aclaramiento hepdtico del mismo.

Una de las principales ventajas de la medicién de la Br
total reside en su especificidad respecto a la disfuncién
hepdtica. Asi, un aumento en la concentracidn de Br indica
una enfermedad hepatobiliar v en el trasplante ademds puede
indicar rechazo. Sin embargo, no es un indicador sensible y a
la vez no puede reflejar exactamente el grado de lesidn
hepatica, SHERLOCK, 1981 (322).

Tanto en las lesiones hepatocelulares agudas como en las
crénicas se pueden alterar las distintas secuencias que
tienen lugar en el interior de la célula hepatica

relacionadas con el metabolismo de este pigmento.

Las transaminasas son los marcadores tipicos de necrosis
celular hepatocitaria pero hay que tener en cuenta que su
grado de elevacibén no se encuentra totalmente en relacién
con la intensidad de la necrosis. A este respecto un mejor
indicador de grado de lesién hepatocelular seria el indice
GOT/GPT o indice de Ritis. En la lesién hepdtica precoz se
libera la mayoria de la GPT -que es dnicamente citosdlica-

y el componente citosélico de la GOT, lo que conduce a wuna
disminucién del indice de Ritis. La liberacién de las
enzimas celulares de localizacidn mitocondrial -GOT- es mucho

mas dificil llevando implicito el concepto de destruccién
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de la membrana mitocondrial. Asi en 1la necrosis hepitica

masiva aparece un aumento en el indice de Rirtis.

Estas observaciones apoyan las hipdétesis de que 1la
actividad de la enzima en el suero puede reflejar la lesién
de las organelas subcelulares sirviendo de "biopsia

bioquimica"”.

En muchas circunstancias los niveles séricos de algunas
enzimas como la GPT, son el producto de las células dafadas
~aunque muchas de ellas en recuperacién-, mids que de las
células verdaderamente necréticas cuya capacidad de
sintesis enzimdtica ha cesado por <completo, PEREZ, 1981
(279).

Finalmente lesiones fugaces, a veces incluso sin sustratao
morfoldgico pueden ocasionar un aumento de enzimas pasajero,

de corta duracidén y a expensas de la GPT.

Se ha encontrado una estrecha correlacidén entre los
tests de funcién hepdtica y los datos patoldgicos en 1la
rata, KAMADA, 1983 (180) v 1984 (181). En injertos singénicos
es factible una elevacidn de bilirrubina y de transaminasas
que alcanzan su pico madximo aproximadamente a las 2 semanas
tras el trasplante, retornando en todos los casos a valores
normales a las &4 semanas, KAMADA, 1983 (180); permaneciendo en
estos valores, no volviendo a observarse alteraciones. Estos
tests de funcidén hepdtica podrian :indicar wuna wmoderada
lesidén hepatocelular consecuente al trauma quirlirgico y a la
fase de infiltracién celular. Dado que estas ratas
singénicas no van a rechazar el trasplante presentan una
proliferacién biliar con aumento de lcs tractos portales con

ligera necrosis hepatocitaria.

La elevacién de la tb§¥36§§§fdltaiina’(FA) es tipica de
colestasis por el fallo en su aclaramiento y excrecién vy por
su sintesis en las células que tapizan los conductos

biliares. Sus valores también se encuentran ligeramente



elevados en la ictericia intrahepdtica pero no alcanzan

valores tan altos como en la de tipo obstructivo.

En el grupo control, Tabla II, de nuestros animales se
encontraron cifras de Br, transaminasas v FA similares a las
de otros autores, HOUSSIN, 1984 (159).

En el grupo que se practicd liberacidn completa del
parénquima hepdtico y clampaje de los vasos aferentes vy
eferentes durante un tiempo similar al trasplante verdadero
pero sin ligadura permanente de la arteria hepatica, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas de
Br, transaminasas y FA a los 7, 14 y 21 dias del.
postoperatorio, Tabla III, IV y V, Esto puede 1interpretarse
como una ausencia de lesidén hepdtica en la isquemia breve vy
transitoria (25min); fendémeno ya sefialado por otros autores,
STUART, 1967 (377) y CHOPRA, 1985 (57).

En el grupo de putotrasplante con ligadura de arteria
hepdtica se encontraron alteraciones estadisticamente
significativas de Br (p<0.001) a los 14 disas del
postoperatorio si bien la media no excedid el rango del grupo
control, Fig. 41, Fendémeno similar se halldé con respecto a
GOT (p<0.05), Fig, 42 y GPT (p< 0.01), Fig. 44. Mostréndose
ademds una correlacién positiva entre la Br y 1la GOT
(r=0.713 p<0.03). Estos datos oriertan hacia una 1lesiédn
hepatocelular secundaria a la disminucidén en el aporte de
flujo sanguineo hepitico con descenso en la entrada de
oxigeno y otros nutrientes en las células parenquimatosas
hepdticas alterindose el adecuado funcionalismo metabdlico

hepdtico.

La normalizacibén de «cifras a los 21 dias puede
atribuirse a una recuperacidn postisquemia mds lenta que en
el grupo que no se practica ligadura permznente de la arteria
hepdtica. Esto estd de acuerdo con el enorme poder de
regeneracidén del parénquima hepdtico y una posible

adaptacidén a la nueva situacién de aporte vascular.,
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El aumento de Br que se aprecia en el autotrasplante con
ligadura hepdtica a 1los 14 dias y en el trasplante
ortotépico a los 7, 14 y 21 dias de una manera aislada
podria deberse tanto a necrosis como a colestasis pues
producen alteraciones similares en el metabolismo de los
pigmentos biliares, Fig. 41. La colestasis puede encontrar una
justificacidén en la obstruccién parcial de la via biliar
intrahepdtica debida a la devascularizacién arterial,
SCHIFF, 1980 (313). Habla en favor de la necrosis el hecho de
no alcanzar cifras muy elevadas y viendo en el modelo de
trasplante ortotdpico una correlacién positiva con los dos

tipos de transaminasas.

El aumento de la Br es debido mds que a una alteracidn
de la captacidén de ia Br y posterior conjugacidén (ya que
ninguno de los dos pascs se ven muvy afectados incluso en el
caso de necrosis extensa); a una rotura de los canaliculos
biliares producida por la necrosis de las células hepaticas;

a una obstruccién de los conductillos biliares por células
inflamatorias con reflujo de bilis y a una alteracidén de 1la

permeabilidad canalicular.

Cuando se practica un autotrasplante o un trasplante
ortotdpico en las primeras 48 horas puede presentarse una
congestidn en las zonas centrales de los ldbulos hepaticos
con posterior necrosis, lo que se traduce en un aumento de los
parametros de lesién celular hepatica (GOT y GPT), STARZL,
1969 (341) y WILLIAMS, 1983 (412).

Cuando se practica un trasplante ortotdpico de higado
en la rata se presentan elevaciones estadisticamente
significativas de Br (p<0.001); GOT (p«0.001) y GPT (p< 0.001)
por encima de las del rango del grupo control a 1los 7 v 14
dias. A los 21 dias se aprecia un descenso con tendencia a
la normalizacidén de westos pardmetros. Estos tests de
funcién hepdtica podrian indicar una lesién hepatocelular
consecuente al trauma quirdrgico y a la fase de infiltraciédn
celular ya que estas ratas singénicas no van a rechazar el

trasplante, Figs. 41, 42 y 43,



~vl,

Estos hechos confiirmados experimentalmente hacen que =21
Mndice De Ritis (GOT/GPT=2.43 en el grupo de ratas control)
adquiera una importancia no sélo diagndstica sino también
pronéstica. Asi el hallazgo de wun indice 1.80 habitual en
el autotrasplante con ligagura de arteria hepética, a los 1l
y 21 dias, indica un predominio de las lesiones
necrobidticas y, por ende, reversibles. Su aumento a 3,47 y
4,01, a los 14 y 21 dias del trasplante ortotdpico, habla de
un predominio de necrosis verdadera con las consiguientes

implicaciones pronésticas.

Los fendémenos de curacidn y regeneracién aparecen
después de las dos primeras semanas del trasplante y varian
segin la magnitud de la lesién inicial. La evidencia de
regeneracién se obtiene generalmente a los 25-30 dias;
apareciendo nédulos de regeneracidén asociados con fibrosis

hepatica y dreas focales de necrosis, STARZL, 1969 (341).

Las FX presentan unas alteraciones similares debido a una
proliferacién biliar, KAMADA, 1983 (180). El aumento de las
cifras de FA se asocia a una alteracidén de la permeabilidad
de la membrana sinusoidal con liberacidén de esta enzima, por
lesidén de 1los canaliculcs biliares y obstruccidn de 1los
conductillos biliares secundaria a la inflamacidén; ademis de
unos fallos en el aclaramiento v excrecidn de 1la Fa

circulante, STARZL, 1969 (341).

Zn el modelo de autotrasplante con ligadura de arteria
hepatica es de destacar que a los 14 dias existe wuna
elevacidén significativa de ambas transaminasas sin embargo la
FA no presenta ningin aumento significativo. Ante una lesién
inicialmente hepatoceiular el grado de aumento de fosfatasa
alcalina es muy pequeio v esto se debe a que su localizacién
es predominantemente en las membranas sinusoidales M

canaliculares presentandose en escasa cantidad en el citosol.

Se observa en el trasplante un aumento significativo de
la FA a los 7, 14 v IZ1 dias (p<2.00!), pero coincidiendo con

‘

e F4 desciencs a los 21 dias con

'™

el patron de lz 3r,
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respecto a los 1% (p<0.001) en un intento de normalizacidn de

la funcidén hepatica.

Se presenta una correlacién estadisticamente
significativa entre Br y FA a los 7 y 14 dias del trasplante
(r=0.746 p<0.05) y (r=0.712 p<0.05), desapareciendo a los 21
dias. Este fendmeno podria tener su explicacidn en que la
FA suele tardar en alcanzar sus niveles normales mds tiempo
que la Br, SHERLOCK, 1981 (322), Tabla XXIII.

El mantenimiento de wuna correlacién positiva
significativa (r=0.830 p<0.01) entre Br v GPT a los 7, 14 y 21
dias del trasplante ortotépico, Tabla XXIII, hacen pensar en
lesién celular «con alteracién de 1la permeabilidad de 1la
membrana y salida de enzimas y en una alteracién en la
secrecién de las sales biliares a nivel del polo biliar del

hepatocito.

GAMMA-GTP Y PROTEINOGRAMA

Como se desprende de los datos del grupo control, Tabla
II, los niveles de gamma-GTP en las ratas son muy bajos, «casi
indetectables en condiciones basales. Por esto la enzima no ha
sido <considerada por algunos autores como un efectivo
indicador de lesién o disfuncidén hepdtica en las ratas,
CAISEY, 1980 (18).

En este estudio, sin embargo, como se expondra
posteriormente, se estd de acuerdo con otros autores,
HAGERSTRAND, 1972 (130) y LEONARD, 1984 (209), en gque la
gamma-GT se puede wutilizar como indicador de alteracidén en
los conductos biliares en las ratas siendo un pardmetro mas

especifico que la GPT y la FA en casos de colestasis.
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Los mecanismos de aumento de la

gamma-glutamiltranspepridasa en el plasma aln no son bien
conocidos pero en caso de colestasis o lesidn hepdtica puede
ser interpretada como si el higado eliminara la enzima a 1la
bilis v por algin mecanismo patoldgico se aumentase la
sintesis de la enzima y se produjera un aflujo importante al

torrente circulatorio.

La elevacidén de la gamma-GTP se asocia a un fallo en las
bombas de secrecidén de bilis con disminucién de la
secrecibén hepdtica de agua y/o aniones orgdnicos (Br vy
dcidos biliares), STARZL, 1969 (341); secundario a la lesiédn

y proliferacién de los canaliculos biliares.

La elevacidén significativa de gamma-GTP a los 7 dias
del postoperatorio en el modelo simulado con 1ligadura de
arteria hepdtica y en el trasplante ortotépico, Fig. 45,
traducirighreacciones de adaptacidn que cursan con una
hipé%g}ofia h;;é;ictiva” del”retlculd’fenqpplﬁgmiEQ? Zn las
fases mds tardias, 14 y 21 dias del postoperatorio, en las
cuales las reacciones de adaptacidén se transforman en lesidn
hepatocitica v cuyo sustrato morfoldgico es la hipertrofia
hipoactiva del reticulo encdoplédsmico, el aumento de los
niveles de gamma-GT estd acompaiado de un aumento

significativo de otras enzimas como las transaminasas.

Para LEONARD, 1984 (20¢9) la gamma-GTP presenta en ratas
un alto grado de especificidad en relacidn con la necrosis de
los conductos biliares. La lesién de 1las células de 1los
conductos biliares que se presenta tanto en el modelo simulado
con ligadura de 1la arteria hepadtica como en el trasplante
seria una de las fuentes principales del aumento en el suero

de la gamma-GTP.

En el trasplante singénico se presenta un cierto grado

de proliferacidn biliar que se relacicna con el aumento de

gamma-GTP debido a la produccién de este enzima en los

I

conducics billares.



La correlacién claramente positiva que se observa entre
gamma-GT y FA a 1los 7, 14 y 21 dias del trasplante
ortotépico (r=0.728 p<0.05); (r=0.918 p<0.01) y (r=0.750 p¢
0.05), Tabla XXIII, nos habla en favor de la relacién de esta
enzima con la colestasis y lesidén de 1los conductillos

biliares.

También se encuentra una correlacidén positiva entre
gamma-GT y GPT a los 7 vy 14 dias el trasplante (r=0.748 p¢
0.05) y (r=0.690 p<0.05), desapareciendo la misma a los 21

dias.

Como ya se ha comentado secundariamente a la perfusién v
al trauma quirdrgico se producen zonas de necrosis que pueden
conllevar a la lesién de los conductillos biliares y
subsecuentemente a un aumento de gamma-GTP. La desaparicién
de esta correlacidén a los 21 dias se puede atribuir a 1la
participacidn de esta enzima en la proliferaciédn

mesenquimal.

En resumen el mayor grado de elevacidn de gamma-GTP que
se presenta en el grupo trasplante puede ser atribuido a dos
causas: La 1lesidén de los conductos biliares secundario al
trauma quirdrgico y sobre todo a 1la perfusidén hepdtica v

por otro lado a su asociacidén con la proliferacidén de 1los
conductos biliares,

A los 14 dias del trasplante la gamma~GTP tiene wuna
correlacién mGltiple significativa <con Br y FA (r=0.918 pc¢
0.001) traduciendo su evidente asociacidn con la <colestasis
intrahepatica, Tabla XLVIII.

La &1bdmifia se mantuvo sin alteraciones significativas
cuando se practicd un simulacro de trasplante sin ligadura de
la arteria hepdtica transmitiendo wuna normaiidad de 1la

funcidén anabdélica hepdtica.

Cuando se realiza una ligadura permanern:e de la arteria

%N

a

n

hepdtica se aprecia un descenso a los 14 (p<0.001) v 21 ¢
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(p<0.01) de albimina, Fig. 54. Estos parametros traducen un
deterioro parcial de la funcidén anabbélica que si se comparan
con el grupo experimental anterior deriva de la ligadura de la
arteria hepdtica y del aumento del volumen plasmitico asi

como de una disminucidn en la ingesta de proteinas.

Cuando el modelo experimental es el trasplante
ortotépico el descenso de albdmina es significativo,
respecto a control a los 7 (p< 0.03); 14 (p<c0.001) y 21 dias
(p<0.01), Fig. 55. Este descenso es ligeramente superior al
presentado en el autotrasplante <con ligadura de arteria
hepdtica y debe atribuirse a una disminucidn de la capacidad

hepdtica de sintesis de albdmina por el trauma quirdrgico.

A los 21 dias del postrasplante se ha procurado
correlacionar de forma méltiple 1la albdmina con la
gamma-GTP, FN v ATP; pardmetros reconocidos con anterioridad
como regeneradores. Se encontré una relacidn

estadisticamente significativa (r=0.842 p<0.01), Tabla LII.

Las cifras de albimina en el trasplante de 21 dias
representan una situacidén de regeneracién intracelular con
sustitucién de organelas lesionadas y unién de polisomas al
reticulo endopldsmico rugoso. Se trata de una respuesta
anabdlica en los casos en que la hipertrofia del reticulo
endopldsmico 1liso da lugar a la produccidén de nuevas
enzimas, que pueden ser utilizadas para procesos metabdlicos

extracelulares o intracelulares.

FIBRONECTINA Y ATP

Otros autores, GABRIELLI 1985 (102) miden 1la FN por
nefelometria demostrando que es wuna técnica sensible,

reproductible v simple pero tiene la desventaja de ser costosa



y de que variaciones en las moléculas pueden dar lugar a

falsos resultados.

También se ha medido por inmunoturbidimetria, SABA,
1981 (309) dando resultados similares a los de la
inmunoelectroforesis siendo un método mas répido pero menos
sensible. Estd indicado opara el proceso de muchas muestras

simultineamente.

Por Gltimo han sido utilizados los métodos de ELISA y
de RIA con resultados satisfactorios., ERIKSEN, 1984 (77).

El método de inmunoelectroforesis ha sido el méas
utilizado por 1los autores. Es sensible y especifico, poco
costoso y accesible a la realizacidén ya que no precisa de un

aparataje sofisticado.

Para la determinacidén de ATP se han utilizado técnicas
colorimétricas, enzimiticas, GAJA, 1973 (103) y FARKOUH,
1971 (82) y cromatogrédficas, PONTEGNIE, 1977 (286).
Actualmente el método de eleccidén es el de bioluminiscencia
ya que tiene la ventaja de ser uno de los métodos més
sensibles detectando hasta fentomoles, si bien el rango

utilizado ha sido de picomoles y nanomoles.

Es una técnica que nos permite medir los adenin
nucledtidos en pocos segundos ademds de ser muy precisa,
SPIELMANN, 1981 (335).

El trauma quirirgico general dUnicamente afecta a las
concentraciones de FN de los 4 primeros dias. Se atribuyen
estas alteraciones a un aumento del volumen intravascular vy
dilucién de las proteinas plasmaticas, HOGSTROM, 1985
(150). Para GAUPERAA, 1985 (109) 1las razones para la répida
disminucidn postoperatoria de los niveles de FN en el suero
son aumento de la degradacidn proteolitica, con disminucidn
de la sintesis. Sin embargo hay razones para creer que el
mecanismo principal seria el secuestro de FN en la zona de

lesién del tejido wuniéndose al coladgeno, fibrina y
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proteinas desnaturalizadas; interviniendo en la
cicatrizacién mediante la estimulacidén del aclaramiento de
los restos tisulares por los monocitos y subsecuente
reparacién del tejido por los fibroblastos, LANSER, 1981
(190) y VELKY, 1984 (301).

A los 7 dias del postoperatorio del trasplante se
presenta una disminucidén estadisticamente significativa de
los niveles de FN respecto al modelo de autotrasplante con
ligadura de arteria hepatica (p< 0.001), Fig 50. Este
fendémeno puede interpretarse como derivado de una lesidn
celular propio del trauma quirdrgico y la corta vida media vy
rapido catabolismo de la FN; acompafidndose posteriormente de
una disminucidén de su sintesis, PUSSELL, 1985 (293).
ERIKSEN, 1984 (77), atribuve este descenso en el trasplante
renal a un consumo en el sistema reticulo endotelial,
depésito de FN en el tejido trasplantado y al tratamiento
inmunosupresor. Para GONZALEZ-CALVIN, 1982 (118) se deberia a
un aumento del consumo de la FN durante la fagocitosis de las
particulas de la necrosis hepédtica. En el modelo de
trasplante la correlacidén miltiple de FN con ATP, GOT v GPT,
Tabla LIV (r=0.903 p<0.0l) hablaria en favor de un predominio
de la disminucién de su sintesis secundario a necrosis
hepatocelular sobre el <consumo en el sistema reticulo

endotelial.

RAGNI, 1984 (295) encuentra una disminucidn de las
cifras de FN en pacientes sometidos a trasplante hepdtico vy
recuperacién de las cifras tras el prendimiento de éste y
coincidiendo con la normalizacidn de las pruebas de

coagulacién y de funcidén hepdtica.

A los 14 dias del trasplante ortotépico aparece un

aumento significativo con respecto a los 7 dias (p<0.001) y

el control (p<0.001), Fig. 49. Situacidn similar ha
encontrado MATSUDA, 1952 (239) en hepatitis agudas, higado
graso, hepatitis crénica y cirrosis hepatica sin

descompensar no encontrando una razén fisiopatoldgica aunque

se ha descubierto> mediante inmunohistoquimica una inhabitual
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distribucidén extensa de fluorescencia asociada con matrices
de tejido conectivo proliferativo en las dreas necréticas.

El aumento de concentracidén en plasma de FN puede atribuirse
a un aumento en la cantidad sintetizada por los fibroblastos
enriquecidos en el tejido conectivo proliferativo, MATSUDA,
1982 (239) 'y HAHN, 1980 (132). Esto también confirma la
observacién de que la sintesis de FN es una funciédn

bastante resistente a insultos que no sean hiperagudos,
KRSNIK, 1986 (188).

En los grupos de simulacidén sin y con ligadura de
arteria hepdtica no aparecieron alteraciones significativas
en los valores de FN debido a que estos modelos no producen
una suficiente lesidn hepAtica para provocarlas y ademds su
elevado turnover permitiria mantener la cifra actuando como

mecanismo compensador.

La disminucién de los niveles de FN coincide con una
disminucién de 1la efectividad en eliminar las diversas
particulas inertes administradas o en su captacién en los
estudios con fragmentos de tejidos, KAPLAN, 1980 (1853); SABa,
1980 (306) y VAN DE WATER, 1981 (400).

La elevacién de las cifras de FN se orienta hacia la
necesidad orgdnica de disponer de una opsonina inespecifica
que facilita o promueve la eliminacidén de particulas inertes
por parte del sistema mononuclear fagocitico. Ademds la FN
actla como quimiotictico tanto para los monocitos, como para
los neutréfilos, poseyendo ambas células receptores para
ella en su superficie. Esta situacidén se complementa a los l4
dias del postoperatorio en el trasplante con la situaciédn

bioquimica y anatomopatolédgica ya sefalada.

En resumen la elevacidén de FN que aparece a los 14 dias
del trasplante representaria un intento de organizacién y
regeneracidén hepdtica con eliminaci6én de restos necréticos
y aparicidn de tejido conectivo proliferativo entre las zonas

de necrosis hepatocelular,
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GAJA en 1973 (103) determiné ATP en higados de ratas
anestesiadas con éter encontrando cifras contrel de 2.5
micromol/g de higais fresco. Se corresponden con nuestros
valores de 6.39 micromol/g de peso seco, Tabla II.

Cuando se simula el trasplante mediante clampaje de 25
minutos del hilio hepdtico sin ligadura permanente de la
arteria hepdtica no se aprecian alteraciones significativas
de ATP. Estos resultados corroboran los de otros autores
MITTNACHT, 1979 (246) y MARUBAYASHI, 1980 (238), Fig. 53. Una
isquemia transitoria de 25 minutos si bien produce un descenso
de los niveles de ATP ya en los primeros 15 minutos no es lo
suficientemente duradera como para provocar lesiones celulares
irreversibles recuperandose la célula répidamente tras el

nuevo aporte de oxigeno.

Cuando se liga definitivamente la arteria hepdtica o se
practica trasplante disminuyen significativamente los niveles
de ATP respecto al grupo control, Figs. 51 y 52, Esta
disminucidén se atribuve a un descenso en la P02 de la sangre
que irriga el parénquima hepdtico. El dado hepidtico causado
por la isquemia se ha atribuido al descenso en el nivel
celular de ATP, KAMIIKE, 1985 (182) vya que 1la integridad
morfolégica y funcional de las células se relaciona
estrechamente con su contenido vy capacidad de generacidén de
ATP.

La disminucién de la sintesis de ATP tiene como
explicacidén, en sus primeras fases, en el trasplante 1la
lesidén celular producida por la perfusidén y también, y de
modo particular, al momento de su revascularizacidén en el
cual se van a afectar el sinusoide y el Arbol vascular
hepdtico por wuna alteracién en la permeabilidad vascular
secundaria a la necrosis de las células del endotelio y del
sinusoide y a una vasoconstriccidn arterio-arteriolar refleja
con vasoespasmo persistente después de revascularizar un
érgano isquémico, MORA, 1986 (253) y FATH, 1984 (85).



A los 7 dias del trasplante ortotépico existe una
correlacién entre FN y ATP significativa (r=0.655 p< 0.05),
Tabla XXIII. Este fenbémeno podria atribuirse a un descenso
generalizado de todas las funciones que <corresponden a las

diferentes estructuras que forman el higado.

En primer lugar se comprueba que el descenso de ATP que
aparecia en el modelo de trasplante a los 7 dias se asocia
intimamente a la lesidén <celular hepética. Para ello se
relaciona con marcadores hepatocitoliticos, GOT vy GPT,
aprecidndose una correlacibén miltiple significativa (p<0.05
r=0,735), Tabla LI.

Se intenta hallar ahora la participacidén de la FN en 1la
citolisis junto «con ATP, GOT vy GPT. Se aprecia una
correlacién significativa (r=0.903 p < 0.01) 1lo que se
interpreta como disminucidén de su sintesis fundamentalmente
asociado con bajo nivel energético celular vy necrosis con

secuestro proteico, Tabla LIV.

La desaparicidén de esta correlacidén a los 14 dias se
interpreta como el inicicio regenerador hepatico, con aumento
de las cifras de FN, fundamentalmente a expensas del tejido
conectivo y sintesis local de FN en el proceso de reparacién
tisular, ERIKSEN, 1984 (77).

Este fendémeno se aprecia al relacionar de forma
mGltiple la FN con gamma-GTP, ATP y alblmina (r=0.633).

A los 7 y 14 dias del postrasplante ortotdpico aparece
una correlacién inversa entre FN y GOT (r=-0.904 y r=-0.854 p<¢
0.001 y p«0.01), Tabla XXIII, interpretando una grave lesidn
hepatocitica con alteracidén de la membrana mitocondrial y
también podria sugerir que la FN se consume durante el
aclaramiento de los restos hepatocitarios., Este tipo de
correlaciones también han sido encontradas en el curso de
diferentes hepatopatias por varios autores, GONZALEZ-CALVIN,
1982 (118) y GABRIELLI, 1985 (102).



El 1inicio regenerador hepético hace disminuir la
correlacién desapareciendo la significancia a los 21 dias.
Si se observa la menor correlacidén FN-GPT se postularia una
relacibén directa entre 1la irreversibilidad del dado del

parénquima hepitico vy el descenso de la producciédn de FN.

La correlacidén inversa existente a los 7 y 14 dias del
postoperatorio entre la gamma-GTP v la FN se interpreta como
fruto de la necrosis hepatocitica con 1lesién de los
canaliculos biliares., A los 21 dias se positiviza la
correlacién (r=0.447) pudiendo traducir el papel comin en la

proliferacién mesenquimal, Tabla XXIII.

La relacidén predominante de la FN a los 21 dias en el
trasplante es con la citolisis 1lo que se comprueba cuando se
realiza una regresidén miltiple con GOT, GPT y ATP (r=0.709 p<¢
0.05), Tabla LIV.

Muy prdéximo al anterior es el coeficiente que se obtiene
cuando se postula la funcidbén anabdélica de la FN a los 21
dias, (r=0.681), correlaciondndola de forma miltiple con
gamma-GTP, FA, ATP y albimina. Sin embargo este coeficiente
es inferior al que se obtiene empleando la albdimina como
variable dependiente (r=0,842 p<0.01), Tabla LVI.

La correlacién =niltiple entre Fi y los pardmetros de
colestasis -Br, FA y gammaGTP-, en el trasplante ortotépico a
los 21 dias, si bien no es significativa su mediano buen
coeficiente de correlacién (r=0.561) estaria de acuerdo con
los hallazgos encontrados por STATHAKIS, 1981 (376) que
observé un aumento de FN en la cirrosis biliar primaria y en

otros sindromes de colestasis.

Un descenso en el nivel celular de ATP de higado de rata
se acompafia de descenso en el flujo biliar, KAMIIKE, 1985
(182). En nuestra investigaciodn se ha encontrado una
correlacidén inversa significativa entre el aumento de la Br v
el descenso de ATP a los 7 dias (r=0.666) y 14 dias

(r=0.741) del trasplante ortotépico, Tabla XXIII.
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Cuando se postula una relacién directa a los 14 dias
del postrasplante de forma miltiple del ATP con patrones de
colestasis, Br y FA se descubre wunda mayvor significancia
estadistica (r=0.745 p 0.05), Tabla L.

La correlacién 1inversa significativa entre ATP-Br y
ATP-gamma-GTP a los 7 v 14 dias del postrasplante (r=-0.666 p¢
0.05); (r=-0.859 p<0.01); (r=-0.741 p<0.05) y (r=-0.671 p<
0.05), Tabla XXIII, respectivamente, nos muestra la relacién
existente entre las sustancias de excrecidn biliar y el ATP,
El aumento de Br y gamma-GTP junto con la disminucién del ATP

traduce un fallo en las bombas de secrecidn de bilis.

Los pasos de excrecidbén biliar van a involucrar el
consumo de ATP. La captacidén sinusoidal de las sales biliares
necesita de un sistema de cotransporte del ién sodio, lo cual
requiere un gradiente idnico sodio-potasio ATP-asa
dependiente. Otro paso en la excrecidn biliar que consume ATP
es el transporte de los 4cidos biliares a nivel intracelular
hasta el polo biliar. Los 4&cidos biliares posiblemente
atraviesan el hepatocito mediante un sistema de transporte
vesicular vectorial que estd formado por microfilamentos con
una funcién contractil, KAMIIKE, 1983 (182) y ZAKIM, 1982
(419).

En términos generales podemos afirmar que tanto en el
modelo de autotrasplante con ligadura de arteria hepatica
como en el trasplante ortotdépico existe wuna correlacién
inversa entre la salida de GPT, y la concentracién celular de
ATP. Esta salida serd tanto mayor cuanto mds alto sea este
gradiente. Esto explica la utilizacidn de los niveles de ATP
en el tejido hepdtico, como indice de extensién de 1la

lesién celular isquémica.

Se ha encontrado una correlacidn inversa significativa
entre los niveles de GOT y el ATP a los 7 dias (r=-728
0.05) y GPT y ATP a los 14 dias (r=-0,807 p<0.0l1), Tabla
XXIII. La paraddjica menor correlacidén tardiamente entre

estos parametros podria atribuirse a disminucidén de su



sintesis o la hipotética presencia de factores inhibitorios
séricos, PEREZ, 1981 (279).

Tanto en el trasplante ortotédpico como en el modelo
simulado existe una supresidn celular de oxigeno en variada
intensidad dando lugar a una serie de fenémenos
interrelacionados. Por una parte disminucién de la sintesis
de ATP y otros adenin nucleébétidos, por bloqueo de la
fosforilacidén oxidativa y por otra parte la lesidén de las
diversas membranas celulares, citoplasmatica, mitocondrial,
lisosomal, etc., La reversibilidad de estos efectos es crucial
por cuanto de élla se desprende la correcta funcién o el
fracaso del higado trasplantado. Esta reversibilidad depende
de 1la reconstruccién estructural y de la capacidad de
reanudar la sintesis de ATP y otros adenin nucledtidos.

En el trasplante hay una fase quiescente de al menos 2 6
3 dias en la que hay escasos linfocitos infiltrando el
parénquima hepdtico. Se asocia ademds una dilatacidén del
espacio de Disse y 1lesibén en los hepatocitos centrozonales,

alteraciones que comparte con el autotrasplante.

A partir del tercer dia tras el trasplante, aparecen
células linfoides con citoplasma pironinofilico, comenzando
en las venas tributarias portales, apareciendo el endotelio
venoso levantado con aclimulo de fibrina en el espacio
subendotelial. Estas células linfoides posteriormente invaden
el espacio de Disse provocando una compresidén de los

hepatocitos.

Asociado a la infiltracidén celular, las paredes de
muchos sinusoides van a desintegrarse y el flujo sanguineo
que llega al higado comienza a disminuir. Esto conlleva la
muerte de los hepatocitos centrolobulares; se produce asi una
necrosis centrolobular que progresa a una necrosis mediozonal
v es en este momento cuando se nos afectan los parametros de
funcionalidad hepdtica. Una bilis espesa aparece en los
canaliculos biliares centrolobulares supervivientes y hay una

marcada acumulaciodon de esta bilis, STARZL, 1969 (341).



La reduccién del flujo sanguineo que va a provocar la
destruccidén del injerto es probablemente el resultado de 1la
lesibén venosa y sinusoidal secundaria a la infiltracién por

células linfoides,

A los 14 dias del postrasplante ortotépico se aprecia
una correlacién mdltiple significativa entre ATP y GPT y GOT
(r=0.822 p<¢Q.01), Tabla LI; representando un predominio de los

fenémenos de citonecrosis sobre los de regeneracidn.

La correlacidén inversa que se descubre a los 7 y 14
dias del trasplante entre ATP y gamma-GTP (r=-0.859 p<0.0l1 vy
r=-0.671 p¢c0.05) traduce la lesién celular isquémica a nivel
del polo biliar y destruccibén de canaliculos biliares. E1
intento normalizador de la funcién hepédtica se refleja a los
21 dias en la aparicidén de coeficiente positivo entre ATP vy
albimina (r=0.719 p¢0.05), Tabla XXIII.

De todos los datos expuestos anteriormente sobre los
diferentes modelos de experimentacién se desprende que en el
grupo de autotrasplante sin ligadura no existe ninguna
alteracién de 1la funcionalidad hepdtica recuperdndose de
manera perfecta y precoz las células de la isquemia
transitoria. En el grupo de autotrasplante con ligadura ya se
evidenciaria una lesidn celular secundaria a la disminuciédn
del flujo sanguineo y consecuente aporte de oxigeno.
Después de esta lesidén parece que se instauraria un
mecanismo de adaptacidn celular a esta nueva situacidbén y en

parte se podrian ir formando otras vias de flujo sanguineo.

En el modelo de trasplante ortotdpico en la primera vy
segunda semana la analitica hepdtica nos refleja una severa
necrosis hepatocelular que es secundaria a la realizacidén de
la perfusidn y preservacidén hepdtica del higado donante 'y
a la posterior revascularizacién de este higado en el
receptor con lesidén isquémica de las células a lo cual se
afadiria la adaptacidn de este injerto al huesped. A partir
de la segunda semana del trasplante el cuadro comenzaria a

cambiar observiandose el inicio de una fase de normalizacién



de los datos bioquimicos y a la aparicién de

regeneracidn

hepatica entre los focos de necrosis, fendmeno que iria

aumentando a partir de la tercera semana.
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CONCLUSTIONES

El tiempo maximo permisible para la oclusién del aflujo
hepatico durante la fase anhepitica para obtener

supervivencia es de 25 minutos.

El empleo de "cuffs" ha demostrado ser 4til en la
reduccidn del tiempo requerido para la anastomosis y la

prevencién de la hemorragia.

El sistema de anastomosis de la via biliar utilizando el
telescopaje de tubos intraluminales ha demostrado ser
eficaz y su envoltura con el omentum mayor previene

problemas de necrosis o fistulas.

La oclusién permanente de la arteria hepdtica no
conlleva en 1la rata mortalidad ni tan siquiera grandes
lesiones hepaticas; adaptandose el animal a la nueva
situacién, como se demuestra en el modelo de

autotrasplante con ligadura de arteria hepéatica.

La técnica de bioluminiscencia ha demostrado ser
altamente sensible en la medicidén de los niveles de ATP
detectando <cantidades, en esta investigacién, de

picomoles; presentando rectas de calibrado éptimas.

A los 7 y 14 dias del postrasplante ortotdépico se
presentan elevaciones significativas de Br, GOT y GPT. E1l
mantenimiento de una correlacién positiva significativa
(r=0.830 p¢0.01) entre Br y GPT a los 7, 14 y 21 dias
hacen pensar en lesién celular con alteracidén de la
permeabilidad de la membrana y salida de enzimas v en una
alteracién en la secrecidén de las sales biliares a nivel

del polo biliar del hepatocito.
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7.- En el trasplante ortotdpico se presenta una elevacidn en
las cifras de GOT v GPT a los 7 dias, reflejando necrosis
hepatocelular. El origen de estas alteraciones estarian
en los fendmenos que acontecen durante 1la perfusidn,
preservaciédn y revascularizacién del higado donante;
por eso es esencial la buena realizacién técnica de la
donacién para 1la viabilidad del higado que va a ser

trasplantado.

3.- A los 14 dias del trasplante la gamma-GTP tiene wuna
correlaciédn mGltiple significativa con Br y FA (r=0.918

p¢0.001) traduciendo su asociacidén con la colestasis.

9.- La fibronectina presenta a los 7 dias del postrasplante
una disminucién significativa de sus niveles con respecto
al grupo control y autotrasplante con ligadura de arteria
hepatica. Este fenémeno puede interpretarse como
derivado de la lesidén celular propia del trauma
quirdrgico, corta vida media, réapido catabolismo,
disminucién de su sintesis, depbésito en el tejido
trasplantado y aumento del consumo durante la fagocitosis

de las particulas de la necrosis hepdtica.

10.- La participacidén de 1la fibronectina como marcador de
citolisis, a los 7 dias del postrasplante, junto con ATP,
GOT y GPT se sugiere en la correlacidn significativa
(r=0.903 p<0.01) y se interpreta como disminucién de 1la
sintesis asociado con bajo nivel energético celular y

necrosis con secuestro proteico.

11.- A 1los 14 dias del trasplante ortotb6pico aparece un
aumento significativo de fibronectina, con respecto a los
7 y al control (p<0.001) vy puede atribuirse a un aumento
en la cantidad sintetizada por los fibroblastos
enriquecidos en el tejido conectivo proliferativo v a la

estabilidad funcional hepatocelular,
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12,-A los 7 dias del trasplante ortotdpico existe una
correlacién entre fibronectina y ATP significativa
(r=0.655 p< 0.05). Este fendémeno puede atribuirse a un
descenso generalizadé de todas las funciones que
corresponden a las diferentes estructuras que forman el

higado.

13.-E1 descenso de ATP que aparece en el modelo de trasplante
a los 7 dias se asocia a la lesién celular hepdtica vy
se relaciona de forma mGltiple (r=0.735 p<¢ 0.05) «con

marcadores hepatocitoliticos, GOT y GPT.

14.-A4 los 21 dias del postrasplante la recuperaciodn
anabdlica hepitica se sugiere ante la normalizacidn de
los pardmetros de funcidén hepdtica y al correlacionar
de forma miltiple la albGmina con gamma-GTP, FA, ATP y
FN (r=0.842 p<0.01).
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