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El higado siempre constituyd para los cirujanos un o6rgano de dificil acceso y de
soluciones técnico-quirdrgicas muy limitadas. Longmire lo denominé “el érgano hostil” por
su recibimiento caluroso a las células malignas y de sepsis, su sangrado copioso y por ser el
organo que mas se afecta en los traumatismos cerrados. Para equilibrar estos factores
negativos, el higado tiene dos grandes atributos: su capacidad de regeneracion tras la pérdida

masiva de sustancia y sus multiples funciones metabdlicas.

No seria hasta comienzos del siglo XX cuando se produjeron algunos avances
pequefios, pero significativos, en la cirugia hepatica. Se aplicaron y describieron las técnicas
para suturar los grandes vasos hepéticos y se comenzd a utilizar el cauterio para los vasos
pequefios’. Probablemente el avance principal llegé de la mano de J. Hogarth Pringle, quien
en 1908 describid la compresion digital de los vasos hiliares para controlar las hemorragias
hepéticas de las heridas traumaticas®.

La era moderna de la cirugia hepatica comenzo con las mejoras en el conocimiento
de la anatomia. La descripcion de la segmentacion hepética hizo posible el inicio de
resecciones cada vez mas regladas, hasta llegar a la practica de un gran numero de

hepatectomias para la solucién de problemas cada vez més complejos.

A pesar de estas mejoras, la cirugia hepatica se vio gravada con una enorme
morbimortalidad quirdrgica entre las décadas de 1950 a 1980, con tasas de mortalidad

operatoria que excedian el 20%, casi siempre por una hemorragia masiva®.

En la actualidad, el delineamiento del plano de transeccion por medio de la ecografia
intraoperatoria, el control del flujo sanguineo que entra y sale del higado a través de los
métodos reglados de clampaje y el desarrollo de instrumentos especificos para fracturar el
parénquima hepatico con la minima agresién, asi como la aportacion de lo aprendido con el
desarrollo de los trasplantes hepéaticos de donantes vivos, hacen de la cirugia hepatica una

técnica segura con unas tasas de mortalidad inferiores al 5%™°.

Desde la descripcion del clampaje vascular hepético por Pringle®, son maltiples las
técnicas realizadas con el fin de minimizar las pérdidas sanguineas durante la reseccion
hepatica. Asi se ha descrito desde la exclusion vascular total, en la que se realiza un clampaje
tanto del pediculo hepatico como de la vena cava inferior, permitiendo un muy buen control

del sangrado, pero un elevado riesgo de dafio por isquemia-reperfusion y un trastorno
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hemodindmico considerable, hasta técnicas de clampaje selectivo por abordaje hiliar o
suprahiliar, que limitan la isquemia al segmento que Se va a resecar, pero que proporciona un

peor control del sangrado y precisan de una diseccion exhaustiva®.

La exclusion vascular total con preservacion del flujo de la vena cava inferior es la
técnica empleada por nuestro equipo, considerandola una técnica segura, bien tolerada y

facilmente reproducible.

Los métodos de clampaje son muy Utiles en la cirugia hepatica, pero es importante
conocer los efectos secundarios que ello conlleva y realizar una préactica reglada teniendo en

cuenta los tiempos limites que debemos respetar segln la técnica elegida.

Es dificil determinar si el dafio hepético presentado por un paciente tras una
reseccion, es secundario al dafio por isquemia-reperfusion, ya que existen multiples factores
como la pérdida hematica, el tamafio del segmento resecado o la existencia de patologia

hepética subyacente, que van a contribuir a una posible insuficiencia hepéatica postoperatoria.

El aislamiento de hepatocitos de muestras hepaticas resecadas y su modelo de cultivo
“in vitro” representa un sistema muy util en la investigacion tanto de las funciones hepaticas
basicas como de sus distintas areas de aplicacion, por lo que lo consideramos un modelo ideal
para analizar el dafio por isquemia-reperfusion de los pacientes sometidos a reseccién
hepética evitando otros factores como el sangrado o el tipo de resecciéon. Por todo ello,
proponemos nuestro trabajo con el fin de realizar un analisis de la tolerancia al tiempo de
clampaje en aquellos pacientes sometidos a cirugia hepética, determinando sobre el tejido
sano resecado de dichos pacientes la viabilidad y el rendimiento celular del aislamiento y la

funcionalidad “in vitro” de los hepatocitos aislados.
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1.1.- NEOPLASIAS HEPATICAS

1.1.1.- Tumores benignos

Los tumores hepaticos benignos son lesiones relativamente frecuentes que se encuentran

en cerca del 10% de la poblacién y suelen ser asintomaticas’. La mayoria se descubren

accidentalmente en pacientes sin historia previa de enfermedad hepatica, debido al amplio

uso de los estudios radiologicos y durante la realizacion de laparotomias por otras

causas’®. La mayorfa no precisa tratamiento y es importante obtener un diagnéstico

preciso y descartar la malignidad”°.

El hemangioma es el tumor benigno mas frecuente. Generalmente asintomatico
salvo cuando presenta un tamafio mayor de 4 centimetros donde pueden aparecer
sintomas compresivos. Se complica muy raramente por lo que en la mayoria de
los pacientes se optard por la observacion y el seguimiento. La reseccion estard
indicada cuando exista crecimiento rapido, un tamafio superior de 10 cm, duda
diagnostica, sintomatologia o presente un sindrome asociado de trombocitopenia

y coagulopatia de consumo conocido como sindrome de Kasabach-Merritt™

La hiperplasia nodular focal es el segundo tumor benigno més frecuente en el
higado, suele afectar a mujeres jovenes. La masa se caracteriza por una cicatriz
central con tabiques radiales, aunque en un 15 % no puede demostrarse esta
morfologia. Suele ser asintomatica. La rotura, el sangrado y el infarto son
extraordinariamente raros y jamas se ha descrito una degeneracién maligna. Por
ello la reseccion quirurgica solo estard indicada cuando existan dudas

diagnosticas” *°.
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El adenoma hepatico es una proliferacion benigna, bastante rara, de los
hepatocitos en el contexto de un higado normal. Se da principalmente en mujeres,
asociado a la toma de anticonceptivos, y rara vez en varones, vinculado a la

ingesta de anabolizantes esteroideos®!*

. Suele ser Unico aunque pueden ser
multiples, la presencia de 10 o mas adenomas se denomina adenomatosis hepatica.
La mayoria son sintomaticos, siendo el dolor epigastrico el sintoma mas frecuente.
Presentan un alto riesgo de rotura y hemorragia intratumoral (del 30 al 50%)"°,
Existen numerosos informes sobre la transformacién del adenoma hepético en
carcinoma hepatocelular, pero se ignora el riesgo verdadero de malignizacién®. El
riesgo de malignizacion y el alto indice de complicaciones en estos pacientes

obligan a la reseccion como tratamiento de eleccion.

1.1.2.- Tumores malignos

En el higado, la mayoria de los tumores son secundarios, es decir, metastasis de tumores

originados en otras zonas del organismo con una relacion tumores primarios- secundarios

de 1:20

La mayoria de pacientes con tumores hepéaticos malignos presentan lesiones avanzadas, o

situadas sobre higados cirroticos, lo que empobrece el pronéstico. Los avances técnicos

de la cirugia hepatica, el desarrollo del trasplante hepatico y una seleccién cuidadosa de

los pacientes; han permitido estandarizar las indicaciones de estos enfermos para

ofrecerles procedimientos con intencién curativa.

1.1.2.1.- Tumores primarios

En el concepto de tumor maligno primitivo hepatico se incluyen aquellas lesiones

cancerosas originadas a partir de alguna de las estirpes celulares que forman parte de

los tejidos hepéaticos. Con gran diferencia, el méas frecuente es el hepatocarcinoma,

siendo el colangiocarcinoma el segundo tumor en frecuencia.

18



M€ Nieves Sdnchez Fuentes 1. INTRODUCCION

Hepatocarcinoma:

El hepatocarcinoma (HCC) es un tumor maligno hepético causante de la
muerte anual de més de 700000 personas en el mundo®. Es la sexta neoplasia
més frecuente y ocupa el cuarto lugar entre las causas de mortalidad

relacionadas con el cancer*.

El desarrollo del HCC est4 vinculado a la existencia de cirrosis hepatica de
cualquier etiologia. Sin embargo, también puede ocurrir en pacientes no
cirréticos con higado normal. Los factores de riesgo mas conocidos son: La
infeccion cronica por virus hepatitis B (VHB) y C (VHC), las toxinas
ambientales como la aflatoxina y el agua contaminada, el enolismo®, la
cirrosis biliar de otro origen como hemocromatosis o cirrosis biliar primaria, la

esteatohepatitis no alcohélica y la diabetes mellitus®.

Habitualmente el HCC no presenta sintomas, y cuando lo hace, éstos son
indistinguibles de los que aparecen en un paciente cirrotico. Por ello se ha dado
gran importancia a los programas de Screening en pacientes con cirrosis o
infeccion cronica por VHC o VHB. Esto permite un diagndstico precoz del
HCC mejorando el pronéstico del paciente. En la mayoria de los pacientes las
pruebas de imagen como la ecografia, la tomografia o la resonancia
acompafadas de una elevacion de marcadores bioldgicos como la alfa-feto
proteina son suficiente para llegar al diagndstico, reservando la biopsia

percutanea para los casos en los que existe duda'’.

Las opciones terapéuticas van a estar determinadas no solo por el estadio
tumoral, sino también por la situacion de la funcién hepatica del enfermo, ya

que recordamos que estos tumores suelen asentarse sobre higados cirréticos.

La extirpacion completa del hepatocarcinoma, ya sea mediante hepatectomia
parcial o hepatectomia total con trasplante, es la Unica modalidad con
capacidad curativa. Sin embargo, en general se considera que sélo el 10-20%

de los pacientes sufren una enfermedad resecable® 2,
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La reseccion parcial estard indicada en pacientes con un excelente grado de
reserva funcional (Child A), sin hipertension portal, con niveles normales de
bilirrubina, con tumores Unicos, sin evidencia de metéstasis ni signos de
invasion vascular. En estos casos ofrece una supervivencia del 50% a los 5
afios. La reseccion debe ser limitada, que cumpla los criterios de radicalidad
oncolégica, pero que preserve el maximo de parénquima funcionante. El
principal inconveniente de este tratamiento es la alta probabilidad de recidiva

que asciende al 70% a los cinco afios™ %°.

El trasplante hepético es la segunda opcion terapéutica curativa para el HCC,
presenta la ventaja de que no so6lo elimina el tumor, sino también cura la
cirrosis subyacente, con su potencial oncogénico. Estaria indicado en pacientes
no candidatos a reseccién por la existencia de una cirrosis hepatica avanzada y
que cumplan los criterios de Mazzaferro: tumor Unico <5 cm o tres tumores,
ninguno mayor de 3 cm; sin invasion vascular, y sin metéstasis ganglionares
ni a distancia®. Las limitaciones del trasplante son la necesidad de

inmunosupresién créonica y la falta de donantes de 6rganos.

En los pacientes en los que no estd indicada la cirugia existen terapias

alternativas:

La radiofrecuencia (RFA) consiste en la aplicacion de corriente

eléctrica alterna a través de una aguja insertada en el tumor por via percutanea,
0 durante el mismo acto quirargico. Esta indicado en tumores menores de 3-

4cm, en pacientes con Child A-B, y en recidivas tras reseccién o trasplante.

La alcoholizacion es una necrosis del tumor inducida por la inyeccion
intratumoral de alcohol, la ventaja de este tratamiento es el bajo coste, pero la
radiofrecuencia ha demostrado mayor efectividad con menor nimero de

sesiones.

La quimioembolizacion arterial se basa en la obliteracion de la arteria

que irriga el tumor mediante gelatina o particulas metalicas, asociada a la

inyeccion de drogas citotoxicas mezcladas con lipiodol, que se van liberando
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progresivamente. Permite reducir el tamafio del tumor y retrasar la evolucion
del mismo. Esta indicado en: HCC de gran tamafio no candidatos a cirugia;
como tratamiento puente en pacientes a la espera de un trasplante hepatico
(TH); para reducir la estadificacion del HCC y cumplir los criterios de TH; y

previamente a la reseccion o la RFA, para aumentar la supervivencia®.

Los guimioterapicos sistémicos no han logrado una paliacion efectiva.

Tan solo el sorafenib, un farmaco aparecido en el afio 2007 ha demostrado

buenos resultados®®.

e Colangicarcinoma:

El colangiocarcinoma es un tumor raro que se origina en el epitelio de los
canaliculos biliares intrahepaticos. Constituye el 5-10% de todas las neoplasias
hepaticas. Suele afectar a pacientes con edad superior a los 60 afios y los
factores de riesgo mas comunes son la colangitis esclerosante primaria, la
enfermedad quistica del colédoco y la colangitis pidgena recidivante. Esta
considerado de alto grado de malignidad, ya que en algunos casos es multifocal

(5%), y tiene gran capacidad para provocar afectacion linfatica®.

Los sintomas habituales son sindrome constitucional y dolor en hipocondrio
derecho, acompafado de ictericia en el 25% de los pacientes.

A diferencia del hepatocarcinoma no se asocia a elevacion de alfa-fetoproteina,
sin embargo aparecen elevados otros marcadores como el Cal9.9, que puede
ser util para el seguimiento postoperatorio. Las pruebas de imagen como la
colangiorresonancia y la tomografia nos seran Utiles tanto para el diagndstico

como para planificar la estrategia terapéutica™® %,

La reseccion completa constituye el tratamiento de eleccion, en estos pacientes
la localizacion del tumor va a obligar a resecciones amplias en muchas

ocasiones. Presenta una supervivencia no mayor del 25% a los 5 afios tras una
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reseccion completa. El principal problema es el alto indice de recidivas, para el

cual no existen tratamientos efectivos.

Se han ensayado tratamientos con quimioterapia y radioterapia, pero sus

efectos beneficiosos todavia estan por dilucidar®.

e Oftros:

El hepatoblastoma es el tumor hepéatico primario mas frecuente en la infancia,
casi todos los casos suceden antes de los tres afios. Es un tumor que procede de
los hepatocitos fetales embrionarios y suele contener elementos
mesenquimatosos. Suele presentarse como una masa asintomatica y es
caracteristica la aparicion de pubertad precoz como dato paraneoplasico. Los
valores de alfa-fetoproteina se elevan en el 85-90% .La mayoria de estudios
respaldan la quimioterapia seguida de la reseccion como tratamiento de
eleccion, logrando con ello una supervivencia que asciende al 70-100% a los

cinco afios?*.

El angiosarcoma hepético es un tumor poco frecuente (0,1-2% de tumores
hepaticos), si bien es el méas frecuente de los tumores mesenquimales malignos
hepaticos. La mayoria son idiopaticos aunque existen casos secundarios a la
exposicion de determinados productos como el Thorotrast®?. El diagnostico
suele ser tardio debido a la inespecificidad de la sintomatologia y hasta el 50%
presentan metastasis a distancia en este momento. La reseccion completa es el
mejor tratamiento. Es una lesiébn con muy mal prondstico, presenta una
supervivencia media tras cirugia de 12-36 meses e inferior a seis meses sin
tratamieto®®. Se han descrito otros sarcomas, entre ellos el leiomiosarcoma, el
histiocitoma fibroso maligno, el sarcoma embrionario y el tumor rabdoide

hepético primario, pero son muy poco frecuentes.
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El cistoadenocarcinoma es un tumor quistico poco frecuente que puede
desarrollarse sobre un cistoadenoma previamente existente. Con frecuencia no
es posible realizar un diagndstico diferencial entre ellos. El tratamiento

consiste en la reseccién completa®’.

El hemangioendotelioma epitelioide es un tumor poco frecuente, derivado del
endotelio vascular, que suele presentarse como una tumoracion multinodular
que afecta difusamente a todo el higado. Es més frecuente en mujeres y se ha
relacionado con la toma de anticonceptivos y esteroides. No responde a la
radio-quimioterapia en la mayoria de los casos. El tratamiento de eleccion es la
reseccion, siendo preciso en muchos casos la realizacién de trasplante por su
naturaleza multifocal. Casi todos fallecen por insuficiencia hepatica, pero se
han descrito series tratadas con trasplante con una supervivencia a los cinco

afios proximas al 83%*™.

El linfoma no hodgkiniano puede afectar primariamente al higado. Debe ser
tratado como linfoma de cualquier otra localizacién?®. También se han descrito
tumores neuroendocrinos hepéaticos primarios y tumores carcinoides, aunque es

muy dificil diferenciarlos de una lesion metastasica.
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1.1.2.2.- Metastasis hepéticas

Los tumores malignos mas comunes del higado son las metéastasis. Quizas el origen
mas relevante para el cirujano es el colorrectal, debido tanto a su elevada frecuencia
como a los buenos resultados en supervivencia tras la reseccion, sin embargo, un gran
nimero de tumores producen metéastasis hepéticas: tumores del sistema
gastrointestinal superior (estomago, pancreas, via biliar), sistema genitourinario
(Ca.renal o de prdstata), sistema endocrino, mama, melanoma (cutaneo y ocular),
tejidos blandos (sarcoma retroperitoneal), o sistema ginecoldgico (ovario, endometrio,

cuello uterino).

Esta elevada frecuencia de metastasis en el parénquima hepéatico se debe a varios
factores: la buena irrigacion sanguinea del higado por via sistémica y portal; las
fenestraciones del sistema sinusoidal hepatico que facilitan la diseminacion de las
células tumorales del sistema hepatico; factores humorales que facilitan el crecimiento
celular y celulares que favorecen la diseminacion metastasica y la proximidad del

parénquima hepético con otros 6rganos que facilitan tu afectacién por contigtiidad®.

En cuanto a la clinica la mayoria se mantiene asintomaticos, pudiendo presentar dolor
abdominal, ictericia o prurito. En ocasiones la clinica va a depender del origen del
tumor de las propias metastasis, asi puede aparecer diarreas o sudoracion en tumores
carcinoides o clinica segundaria a la produccion de diferentes hormonas en los

tumores neuroendocrinos.

El diagnostico de estas lesiones se realiza a través de pruebas de imagen siendo la
ecografia y la tomografia computerizada las que se realizan de primera linea,
reservando la resonancia magnética y el PET-TC para lesiones dudosas.

Metastasis hepaticas de Carcinoma colorrectal: Aproximadamente un tercio
de los pacientes con carcinoma colorrectal (CCR) presentaran metastasis
hepaticas, en el 15-20 % se diagnosticaran sincronicamente con el tumor
primario®®. Estos pacientes se clasifican en un estadio IV por presentar

metastasis hepaticas, pero sera la presencia de enfermedad extrahepatica, los
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margenes de reseccion positivo, las metéstasis ganglionares del carcinoma
primario, un corto intervalo libre de enfermedad, tumor mayor de 5 cm, mas de
una metéastasis y niveles de CEA > 200 ng/ ml, los factores que influyen en el

verdadero prondstico®.

La cirugia combinada con un correcto tratamiento quimioterdpico es el
tratamiento de eleccion en estos pacientes tras multiples series que demuestran
que la reseccion de las lesiones metastasicas mejora la supervivencia, llegando
a ser curativa en algunos casos>’. Se consideran lesiones resecables todas
aquellas en las que se pueda llevar a cabo una escision completa preservando al
menos dos segmentos adyacentes con adecuada vascularizacién de entrada y
salida, y siempre que quede un remanente hepatico adecuado®. El hecho de
que la cirugia haya mejorado la supervivencia en estos pacientes sumado a la
capacidad regenerativa del higado ha originado el empleo de otras técnicas que
permitan aumentar las indicaciones como son la radiofrecuencia, la

embolizacién portal y la hepatectomia en dos tiempos>>%,

Es importante un seguimiento estrecho de estos pacientes dado el alto riesgo de

recidiva que puede ascender al 60%>*,

Metéastasis hepaticas de Carcinoma Neuroendocrino: Estos tumores se
clasifican en carcinoides o no carcinoides y en funcionales o no segun la
produccién de hormonas que presenten. Independientemente de su origen son
tumores histolégicamente similares, que presentan tincion para cromogranina
A de forma especifica. Estas caracteristicas histoldgicas son compartidas por
los tumores benignos y malignos siendo precisa la confirmacion de una

metastasis para asegurar la naturaleza maligna del mismo>%.

El higado es la localizacion més frecuente de esas metastasis. Su presencia
ensombrece el buen pronostico de estos tumores disminuyendo la
supervivencia de un 90-100% a un 30-40 % a los 5 afios. Hasta un 60-70 % de

los pacientes presentan afectacidn difusa por ambos Iébulos hepéticos, lo que
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hace que las técnicas de embolizacion portal, cirugia en dos tiempos o la
radiofrecuencia tenga un papel importante con el fin de hacer una reseccion
completa de las mismas. En estos pacientes la reseccion de las metéstasis tiene
dos fines, por una parte hacer una reseccién completa del tejido tumoral en un
tumor con crecimiento lento por lo que provoca un importante aumento de
supervivencia y por otra la importancia de la citorreduccién para disminuir la
clinica en un tumor funcionante. Asi se indica cirugia siempre que estemos
ante un tumor bien diferenciado, sin insuficiencia cardiaca derecha (Sind.
Carcinoide), en ausencia de enfermedad extraabdominal o de carcinomatosis
peritoneal y asegurdndonos una citorreduccién del 90% del volumen

tumoral®?¥.

Otros: La experiencia de los equipos quirdrgicos en resecciones hepéticas que
ha originado una disminucion en la morbimortalidad, sumado al desarrollo de
tratamientos adyuvantes que mejoran el control de la enfermedad metastasica
en diferentes tipos de tumores, ha causado un aumento en la indicacion de

reseccion hepética en estos pacientes.

A pesar de que no existen evidencias claras sobre la conducta que debemos
tener ante estos pacientes, y que todos ellos precisaran de una valoracién
individual. En general lo mas aceptado es proponer cirugia hepatica a aquellos
gue presenten metastasis resecable, después de un intervalo libre de
enfermedad superior a doce meses, con el tumor primario controlado y en los
que se haya demostrado un esquema quimioterapico para ser utilizado de forma

neoadyuvante, adyuvante o ambos*®.
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1.2 FISIOPATOLOGIA HEPATICA

1.2.1 Fisiologia celular

1.2.1.1.- El hepatocito:

Los hepatocitos son células poliédricas de 20 nm de longitud por 30 nm de anchura,
con nucleo central, redondeado u ovalado, pudiendo en el 25% de los casos ser
binucleado (Fig.1).

El hepatocito representa el 80% de la poblacion celular hepéatica en el hombre. Es

una célula poliédrica, compleja y multifuncional.

Esta formada por un citoesqueleto que tiene un papel funcional en la dindmica de los
canaliculos biliares y en el transporte de sustancias; por mitocondrias que participan
en la oxidacién de &cidos grasos y generan energia a través de la fosforilacion
oxidativa; lisosomas que son vesiculas intracelulares que almacenan y descomponen
las sustancias exdgenas y endogenas, y por un amplio sistema de complejos
membranosos interconectados conocido como fraccion microsomica de los
hepatocitos (Reticulo endoplasmatico rugoso, liso y complejo de Golgi) que cumple
multitud de funciones como la sintesis de proteinas secretoras y estructurales, el
metabolismo de los lipidos y la glucosa, la produccion y metabolismo del colesterol,
la glucosilacion de las proteinas secretoras, la formacién y secrecion de bilis y el

metabolismo farmacolégico™® .
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Figura 1. Estructura del hepatocito

1.2.1.2.- Sinusoides hepéaticos:

Son capilares sanguineos sinusoidales, cuyas paredes formadas por las células
endoteliales estdn separadas de los hepatocitos por el espacio de Disse,
compartimento extravascular hacia donde los hepatocitos proyectan sus
microvellosidades. Tienen un didmetro de 105 a 110 nm y ocupan del 6 al 10% de la

superficie endotelial.

Las células endoteliales de la pared de los sinusoides son células sin uniones
intercelulares, sin membrana basal y con fenestraciones multiples y amplias. Esta
disposicién permite un movimiento bidireccional libre de solutos hacia y desde los
hepatocitos con una gran capacidad de filtracion. Ademas estas realizan endocitosis;
intervienen en la sintesis de la matriz celular, con producciéon de colageno 1V,
fibronectina, colageno Il1; producen mediadores de las reacciones inflamatorias tales
como interleucinas 1 y 6, prostaciclinas y prostaglandinas E2 y vasorreguladores
como el mondxido de nitrégeno, que representa un papel fundamental en el

desarrollo de la fibrosis y la hipertensién portal™.
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1.2.1.3.- Células de kupffer:

Son un tipo de macrofagos moviles, ligados a las células endoteliales de los
sinusoides. Pueden representar del 80 al 90% de la poblacién de macrofagos fija del
organismo. Tiene la capacidad de emigrar de los sinusoides hacia las zonas de lesidn
y asi contribuyen en el atrapamiento de las sustancias extrafias y el comienzo de la
respuesta inflamatoria®. Sintetizan citoquinas, eicosanoides y derivados reactivos del

oxigeno.

1.2.1.4.- Células estrelladas o células de ITO:

Son células perisinusoidales, que se encuentran en el espacio de Disse. Tienen un
papel importante en el depdsito de grasa y fundamentalmente de la vitamina A,
siendo el principal almacenador de esta vitamina. Sintetizan y modulan la
degradacion de la matriz extracelular, produciendo colageno, glicoproteinas y
proetoglicanos. Estas células desempefian una misién cardinal en la progresion de la
fibrosis hepética®®. Regulan el flujo sanguineo sinusoidal por su capacidad contractil
en respuesta a diversos agentes como tromboxano A2, prostaglandinas F2, sustancia

Py endotelinas.

1.2.1.5.- Matriz extracelular:

Esta situada en los espacios porta, en continuidad con el tejido conjuntivo de la
capsula de Glisson, en el espacio de Disse perisinusoidal y en torno a las venas
centrolobulillares. Estad compuesto por colageno, proteoglicanos y glicoproteinas. La
interaccion entre las células y la matriz es esencial para el mantenimiento de la
homeostasia. Esta interaccion es extremadamente compleja y fragil y representa un

papel fundamental en la fibrosis y la oncogénesis hepatica™.
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1.2.2.- Hemodinamica:

El higado del adulto esta perfundido por 120 ml de sangre por minuto para cada 100 g
de tejido hepatico, lo que equivale al 25% del gasto cardiaco. La vena porta
proporciona el 75% del flujo con una sangre pobre en oxigeno pero con abundantes
nutrientes, mientras que el 25% es un flujo rico en oxigeno dependiente de la arteria
hepatica. A pesar de ello el flujo portal aporta entre el 50-70% de la oxigenacion

hepatica por su elevado caudal.

El flujo sanguineo hepético esta regulado por una serie de factores. El tono del esfinter
muscular localizado en la entrada y salida de los sinusoides estd regulado por el
sistema nervioso vegetativo, las hormonas circulantes, las sales biliares y los
metabolitos. Entre los factores enddgenos que regulan el flujo se encuentran el
glucagon, la histamina, la bradicinina, las prostaglandinas, el 6xido nitrico y algunas
hormonas intestinales. Los propios sinusoides con la contraccion y expansion de sus
células endoteliales, las células de Kupffer y las células estrelladas también gobiernan

de forma primaria este flujo*..

La vena porta normalmente es responsable de un flujo de 90 ml por minuto por 100 g
de higado perfundido. La presién portal varia de 5 a 8 mmHg, con velocidad de flujo
portal de 38,3 + 14,6 cm/seg. Las venas hepéticas drenan la totalidad del flujo
hepatico, manteniendo un flujo de 1.2 a 1.8 litros por minuto, y su presion libre es de 1

a2 mmHg.

Existe una relacion unilateral reciproca entre el flujo por la arteria hepatica y la vena
porta, de forma que el descenso del flujo portal se acomparia de un aumento en el flujo

arterial hepatico, pero la situacion contraria no se da.

En el hombre, el clampaje del pediculo hepatico aferente aumenta constantemente la
presion arterial, tanto sistolica como diastélica, a pesar de ocasionar una bajada
moderada del débito cardiaco. La resistencia vascular periférica aumenta cerca del

50%. Estas modificaciones pueden permanecer estables hasta 90 minutos y vuelven a
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la normalidad en algunos minutos tras el desclampaje, tras un breve periodo de

aumento del retorno venoso, de la presion arterial y del indice cardiaco.

El flujo hepético declina con el envejecimiento en cerca de 0,5 a 1,5% por afio,
pudiendo llegar a una reduccion de 40% a partir de los 65 afios, con la consecuente
disminucion de la tolerancia a la isquemia, de la funcion hepética y de la capacidad

regenerativa a partir de esta edad*.

1.2.3.- Secreccion biliar:

La secrecidon y produccién de bilis representa una de las funciones principales del
higado. La mision fisiologica de la bilis es doble: desechar algunas sustancias y

proporcionar sales biliares al intestino para facilitar la digestion.

La bilis es una solucion isoténica formada por &cidos, sales y pigmentos biliares, asi
como colesterol, fosfolipidos, electrolitos inorganicos, mucina, maltiples metabolitos y

agua. En la tabla 1 mostramos la concetracion de electrolitos en la bilis humana.

Tabla 1.- Concentracion de electrolitos en la bilis.

Concentracion de Electrolitos en la Bilis Humana

mEg/L
Na* 132 a 165
K* 4,2a5,6
Ca** 0,6 a 2,4
Mg 0,7a1l,5
cl 96 a 126
HCO3- 17 a 55
Ac. Biliares 3a4s
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Cada dia se secretan aproximadamente 1500 ml de bilis; el 80% es secretado desde los
hepatocitos a los canaliculos biliares. Se efectla a través del transporte activo de
acidos biliares desde la sangre hacia los canaliculos biliares, por una secrecion
canalicular acido-biliar independiente y por la reabsorcion y secrecion de fluidos de
electrolitos inorgénicos por los canaliculos y ductos biliares*2. La variacién en la
produccion diaria de bilis es dependiente de la produccion de acidos biliares por los
hepatocitos, siendo influenciado por la ingesta alimentaria, por la motilidad intestinal

y por el funcionamiento de la vesicula biliar*.

Las bilirrubinas proceden del catabolismo de la hemoglobina en el sistema reticulo
endotelial de varias localizaciones en el organismo como el bazo y la médula dsea. El
hierro y la globina se separan formando la biliverdina que, tras la reduccion, da origen
a bilirrubina no conjugada o indirecta, insoluble en agua, pero que es llevada al higado
por la albimina, donde en el interior del hepatocito se liga al glutation-S-transferasa y
a la proteina Z, siendo entonces conjugada a acido glucurénico, formando
monoglucuréonidos de bilirrubina, proceso catalizado por la uridina-difosfato-
glucuronato-glucuronil-transferasa (UDPGT), pasando a bilirrubina conjugada o
bilirrubina directa, que es hidrosoluble y es excretada hacia los conductos biliares y de
ahi hacia el intestino.

Los &cidos biliares provienen esencialmente del catabolismo del colesterol y son
sintetizados exclusivamente por el higado, formando derivados glucocoélicos vy

taurocélicos, presentes en la bilis como sales de sodio y de potasio®.

1.2.4.- Metabolismo:

La integridad morfoldgica y funcional del higado es vital para la salud del organismo
humano. Este depende fundamentalmente del mantenimiento constante de las
numerosas funciones bioquimicas y de la diversidad de procesos metabolicos que

ocurren en él.
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1.2.4.1.- Metabolismo de los carbohidratos: El higado es el principal
responsable de la homeostasia de los carbohidratos, consumiendo, almacenando y
produciendo glucosa. Tanto él como los masculos almacenan la glucosa en forma
de glucdgeno, pero sélo el higado descompone glucdgeno para entregar glucosa a
la circulacion sistémica, mientras que el glucogeno descompuesto por el musculo

s6lo puede ser utilizado en el mismo musculo®.

El glucogeno hepatico desaparece tras 48 horas de ayuno y el higado cambia la
descomposicion de glucdgeno por la glucogénesis. Sus sustratos principales son
los aminodcidos derivados de la descomposicion muscular y el glicerol de la
adiposa. Libera cuerpos cetonicos que pasan a ser el principal sustrato energético

del encéfalo.

La regulacion de este metabolismo va a depender de la concentracion de glucosa

en sangre sinusoidal y de las hormonas (insulina, catecolaminas y glucagon).

1.2.4.2.- Metabolismo de las proteinas: El higado también ocupa un lugar
central en el metabolismo de las proteinas. Las proteinas ingeridas se
descomponen a aminodcidos y circulan por el organismo. El exceso de
aminoacidos lo afronta el higado, aqui se oxidan para dar energia o se convierten
en glucosa, cuerpos cetonicos o grasa. Los aminoacidos de cadena ramificada son
los Unicos que no pueden ser catabolizados por el higado, son transformados

mayoritariamente en el masculo®.

El higado es también el lugar donde se sintetizan muchas proteinas que participan
en una amplia gama de funciones criticas, como la coagulacién, el transporte, la
unién al hiero y la inhibicion de las proteasas. Y es el responsable de la llamada
respuesta de la fase aguda, es decir una respuesta de sintesis en la que el higado

fabrica proteinas frente a un traumatismo o una infeccion.
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1.2.4.3.- Metabolismo de los lipidos: como comentamos con anterioridad los
acidos grasos se sintetizan en el higado durante los estados de exceso de glucosa.
En la lipolisis los acidos grasos pueden esterificarse con el glicerol para formar
triglicéridos que se almacenan o trasportan, o bien oxidarse, produciendo energia
en forma de ATP y cuerpos cetdnicos. Este proceso esta regulado por el estado
nutricional; el ayuno favorece la oxidacion y el estado postprandial la

esterificacion®.

1.2.4.4.- Metabolismo de los xenobioticos: Los xenobidticos son compuestos
quimicos que no forman parte de la composicion habitual del cuerpo humano,
pero que son capaces de acceder a su interior. Muchos de ellos son de naturaleza
lipofilica y el organismo cuenta con una serie de enzimas capaces de convertirlos
en sustancias més hidrosolubles y més faciles de excretar’®. Las reacciones de

biotransformacidon de los xenobi6ticos son de dos tipos:

Reacciones de fase 1: Son reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis,

donde el Citocromo P450 (enzimas con actividad monooxigenasa) es el principal
responsable. Las enzimas P450 se encuentran en todo el organismo, pero
fundamentalmente en el higado, siendo éste el principal 6rgano de metabolizacion

de los xenobidticos®’.

Reacciones de fase 2: Son reacciones de conjugacion, tras las cuales se facilita

la unién de los xenobioticos o de los metabolitos generados en las reacciones de
fase 1 con moléculas enddgenas, tales como el &cido glucurénico, glutation,
sulfato o aminoacidos. Tras éstas, se producen sustancias mas féacilmente

excretables®.
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1.2.5.- Hemostasia:

El higado es el responsable de la sintesis, activacion y aclaramiento de los diversos
factores de coagulacion, de sus inhibidores y de la fibrindlisis (Fig.2). La hemostasia
primaria depende del numero y de la funcién plaquetaria, en cuanto que la coagulacion

(Fig.3) depende de la activacion de factores y de la presencia de plaquetas activadas.

Trombina
(factor I1a)

“ T
FaL‘lolr Al Fibrindgeno
Factor XIII Fibrina
Activado i~

FDPs

-
Polimeros de Fibrina

— Plasmina <l alfa 2

antiplasmina

——
Estabilizacion
Plaquetaria tPA <L PAI-T

Plasmindgeno

Figura 2. Fibrinolisis y fibrinogénesis

La fibrindlisis se inicia por el higado con la produccién y liberacion por las células
endoteliales del activador tisular de plasmindgeno, que convierte el plasminégeno en
plasmina activada, causando la degradacion de la fibrina. EI plasmin6geno y los

factores antifibrinoliticos también son sintetizados por el higado.
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Figura 3. Activacion de la cascada de coagulacion

El higado sintetiza la mayoria de los factores de coagulacién, con produccion

exclusiva del fibrindgeno (factor 1), protombina (factor 1) y los factores V, VII, IX'y

X. En la insuficiencia hepética la disminucion de estos factores acarrea coagulopatia.

El higado también sintetiza una pequefia fraccion de factor VIII. Los factores II, VII,

IX y X son glicoproteinas cuya sintesis es dependiente de la absocién de vitamina K,

encontrandose disminuidos en presencia de colestasis™.
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1.3.- TECNICAS DE RESECCION HEPATICA

1.3.1.- Anatomia quirurgica hepéatica. Fundamentos anatémicos de las resecciones

anatomicas.

El higado es el mayor 6rgano del cuerpo humano con un peso en el adulto de hasta
2500 g. Es un 6rgano intratoracico, situado detras de las costillas y cartilagos costales,
separado de la cavidad pleural y de los pulmones por el diafragma. Localizado en el
cuadrante superior de la cavidad abdominal se proyecta a través de la linea media
hacia el cuadrante superior izquierdo. Posee un parénquima blando, flexible y con
cierta dificultad para ser suturado. Envuelto por una fina capa fibrosa denominada

capsula de Glisson.

Una reseccidn hepética segura y sin complicaciones exige un conocimiento a fondo de

la anatomia hepaética tanto morfol6gica, como funcional.

1.3.1.1.- Descripcion de la segmentacidn hepatica:

La cirugia hepatica moderna se fundamenta en la anatomia funcional hepética
sistematizada por Couinaud en 1957, basada en la distribucion en el interior del
higado de los pediculos portales y las venas suprahepéticas. La proyeccién
vertical de las venas suprahepéticas divide al higado en cuatro secciones:
posterior derecha, anterior derecha, medial izquierda y lateral izquierda. La
division de estas secciones en un plano horizontal conforma los segmentos

hepéticos*® .
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Las fronteras anatomicas que van a dividir los diferentes segmentos se
denominan cisuras, son lineas fundamentales para la penetracion en el interior

del parénquima durante la reseccion reglada.

Cisura sagital o mediana se extiende desde el lecho vesicular hasta el

borde izquierdo de la vena cava y divide al higado en dos hemihigados:
derecho e izquierdo (Fig.4). En su interior se encuentra en un plano
superior el trayecto de la vena suprahepatica media y en un plano mas
inferior la division del pediculo glissoniano principal en derecho e
izquierdo. Esta cisura forma con la cara inferior del higado un angulo
de unos 65 grados y corta al hilio a nivel de la bifurcacién portal. Es la
que se debe abordar para realizar las hemihepatectomias izquierda y

derecha®.

Figura 4. Cisura sagital o mediana

Cisura portoumbilical: Es la unica visible y bien conocida por los

antiguos anatomistas. Su cara interna estd delimitada por el canal de
Arantius y el receso de Rex o seno portoumbilical y la superior por el

ligamento falciforme (Fig. 5).

Corresponde clasicamente a la division hepatica en dos l6bulos: a la

izquierda el 16bulo izquierdo clasico y a la derecha, entre ella y la cisura
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mediana el segmento medial o subsegmento IV de Couinaud. En
ocasiones esti atravesada por una vena suprahepética intermedia, de

menor calibre que la media y no presente en todos los casos.

Figura 5. Cisura portoumbilical

Cisura lateral derecha: Corresponde con el trayecto de la vena

suprahepética derecha. Esta limitada en su plano posterior por la hoja
superior del ligamento coronario derecho hasta seguir al origen del
ligamento triangular derecho. A este nivel desciende hacia delante,
paralelamente al borde inferior y derecho del higado; en la cara inferior
del higado sigue paralela al borde vesicular para terminar en la
extremidad derecha del sillon hiliar transverso (Fig. 6). Nos permite el

abordaje en las segmentectomias anterior y posterior.
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Figura 6. Cisura lateral derecha

Cisura lateral izquierda: Sigue el trayecto de la vena suprahepatica

izquierda. Desde su origen describe un trayecto arciforme, oblicuo a la
izquierda y hacia delante para terminar en la mitad del borde anterior
del l16bulo izquierdo. Es el limite de division entre los segmentos 11y 111

del I6bulo hepético izquierdo.

Cada segmento se caracteriza porque recibe una rama de la triada portal
independiente formada por arteria, porta y conducto biliar rodeada de una vaina
de tejido conectivo, prolongacion de la capsula de Glisson que rodea al higado,

de ahi la denominacion de pediculo glissoniano.

La triada portal derecha se bifurca en una rama anterior y otra posterior
(sectores anterior y posterior derechos), cada una de las cuales se bifurcan en
una rama superior y otra inferior (segmentos 8, 5, 7 y 6). El pediculo izquierdo
se divide en tres ramas (una posterior y dos anteriores) (segmentos 2, 3 y 4)

(Fig. 7).
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Figura 7. Segmentacion hepatica

El segmento 1 se halla por detras del hilio hepético, entre las venas porta y
cava inferior y recibe vascularizacion tanto del higado derecho como del
izquierdo. Desde el punto de vista anatdmico se han descrito tres porciones:
I6bulo caudado (I6bulo de Spiegel) a la izquierda de la vena porta; proceso
caudado que es la porcién entre la vena cava y la vena porta, y porcion
paracaval localizada en su porcion mas craneal cerca de las venas
suprahepaticas, también denominada segmento 9 o segmento de Mazzioto. Es

el puente que enlaza el resto del S1 con el 16bulo derecho 3.

1.3.1.2.- Clasificacion de Brisbane: Los preceptos de Couinaud fueron
ampliamente utilizados durante al menos medio siglo y su clasificacion
referencia de la mayor parte de tratados. Sin embargo durante ese tiempo
surgieron inconvenientes que llevaron a muchos expertos a proponer nuevas
clasificaciones. Es por ello que en el afio 2000, el Comité Cientifico de la
Asociacion  Internacional  Hepato-Bilio-Pancreatica  (IHPBA), aprobd
unanimemente una nueva terminologia, elaborada por un grupo de expertos
mundiales. Esta clasificacién se conoce como clasificacion de Brisbane y se

basa en tres érdenes siguiendo la ramificacion portal®.
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1) Primer orden: la primera etapa es la division en dos mitades, cuya

irrigacion aferente y drenaje biliar proviene de las ramas de primer
orden, derechas e izquierdas. El plano de primer orden es la cisura
portal media establecida por el recorrido de la vena suprahepatica

media. Se divide asi en dos hemihigados: derecho e izquierdo.

Higado derecho: 5-6-7-8

Higado izquierdo: 2-3-4

2) Segundo orden. Seccion: La disposicion alternada “venas hepaticas-

pediculos hepéticos” permite establecer planos que son irrigados por
ramas de 2° orden, dando lugar a la siguiente etapa de sistematizacion
hepatica. Esta division corresponde a los planos interseccionales; en el
hemihigado derecho, al plano coronal (cisura portal derecha) donde
discurre la vena suprahepética derecha, dividiéndolo en dos secciones,
anterior y posterior. El hemihigado izquierdo también queda dividido en
dos secciones, medial y lateral por el plano interseccional que
corresponde a los ligamentos redondo y falciforme (fisura umbilical

anatomica).

Seccion anterior derecha; 5-8

Seccion posterior derecha: 6-7

Seccion medial izquierda: 4

Seccion lateral izquierda: 2-3
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3) Tercer orden. Segmentos: Las divisiones de tercer orden

corresponden a los planos intersegmentarios, no tienen un limite
preciso, y dependen de los pediculos hepaticos que llevan irrigacion y
presentan drenaje biliar de forma independiente a cada uno de los
segmentos que describiera Couinaud. En esta nueva terminologia, estos
segmentos se denominan con numeros arabigos (no ya romanos como
propuso Couinaud) del 1 al 8, comenzando por el I6bulo caudado y

siguiendo el sentido de las agujas del reloj.

Segmento 1, 9: correspondiente al 16bulo caudado.

Segmento 2: lateral izquierdo posterior.

Segmento 3: lateral izquierdo anterior.

Segmento 4: medial izquierdo.

Segmento 5: anterior inferior derecho.

Segmento 6: posterior inferior derecho.

Segmento 7: posterior superior derecho.

Segmento 8: anterior superior derecho.

Debido a que el I6bulo caudado puede recibir irrigacion aferente de
cualquiera de los pediculos hepéaticos de primer orden, se lo suele
subdividir en dos mitades homdlogas que se numeran como “1” a la
mitad izquierda y “9” a la mitad derecha. Aunque el nimero total de

segmentos hepaticos es de ocho.
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1.3.2.- Diferentes tipos de resecciones hepaticas:

1.3.2.1.- Resecciones regladas: Se definen como la reseccion de una parte del

parénquima que sigue una o mas cisuras anatdmicas. De este modo, se evita

dejar tejido desvitalizado que pueda ser origen de complicaciones

postoperatorias.

Hepatectomia o hemihepatectomia: El plano de diseccion

empleado es la vena suprahepatica media (cisura sagital). En la
hepatectomia derecha se extirpan los segmentos 5, 6, 7 y 8;
mientras que en la izquierda se resecan los segmentos 2, 3 y 4.
El segmento 1 puede ser resecado con una u otra.

Hepatectomia ampliada (triseccionectomia): Incluye los

segmentos extirpados de una hemihepatectomia ampliandose a
segmentos contralaterales, por lo que la vena suprahepatica
media debe ser ligada. En la hepatectomia derecha ampliada se
resecan los segmentos 5, 6, 7 y 8 afiadiendo el segmento 4 (el
plano de diseccion es la vena suprahepética izquierda). En la
hepatectomia izquierda ampliada se extirpan los segmentos 2, 3
y 4, afladiendo los segmentos 5 y 8 (el plano de seccién es la

vena suprahepatica derecha).

Seccionectomia anterior derecha: incluye los segmentos 5y 8.

Seccionectomia posterior derecha: incluye los segmentos 6y 7.

Seccionectomia medial izquierda: incluye el segmento 4.

Seccionectomia lateral izquierda: incluye el segmento 2 y 3.

Sectorectomia medial izquierda: incluye los segmentos 3y 4.
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Sectorectomia lateral izquierda: incluye el segmento 2.

Bisegmentectomias. Incluye dos segmentos contiguos. EXisten

bisegmentectomias con caracteristicas propias:

Bisegmentectomia ~ 2-3  (Seccionectomia lateral
izquierda). Se extirpan los segmentos 2 y 3 del 16bulo hepéatico
izquierdo. El plano de reseccion se inicia a nivel del ligamento

redondo y sigue el plano de la vena suprahepatica izquierda.

Bisegmentectomia 6-7 (sectorectomia posterior derecha).
Se reseca el sector posterior derecho de Couinaud, para lo que
se debe ligar la rama posterior de la vena porta derecha y seguir

el plano de la vena suprahepatica derecha.

Bisegmentectomia 5-8. Es la  reseccion del sector
anterior derecho; para ello debe ligarse la rama anterior de la
vena porta derecha y seguir los planos de la vena suprahepéticas

derecha y media.

Segmentectomias: la denominacion incluye el segmento

resecado.

1.3.2.2.- Resecciones limitadas: Consiste en la reseccion de una parte del

parénquima hepatico que no corresponde a una porcion anatomica del higado y

en consecuencia, el plano de secciobn no pasa por una cisura anatomica.

Determinadas situaciones aconsejan esta técnica: pacientes con hepatopatia

cronica o necesidad de preservar el maximo de parénquima. En absoluto son

resecciones incompletas o incorrectas, y por ello debe evitarse términos como

“no regladas™ o “atipicas”.
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1.3.3.- Descripcion de las técnicas de oclusion y control vascular.

La pérdida de sangre durante la reseccion hepatica es uno de los factores importantes
que afectan a los resultados perioperatorios de los pacientes®®. Se han utilizado
diversos métodos para reducir la pérdida de sangre durante la reseccion hepatica.
Esto incluye bajar la presion venosa central, la hipoventilacion y la oclusion del

flujo de sangre al higado mediante diferentes técnicas de clampaje:

Clampaje total del pediculo hepéatico (Maniobra de Pringle):

En 1908 J. Hogarth Pringle describe esta técnica para el tratamiento de las
hemorragias arterio-portales en el trauma hepaticos. Se realiza tomando en
blogue la totalidad de la triada del pediculo hepatico mediante un clampaje
vascular o un torniquete ajustable. Para su correcta realizacion se debe acceder
a la cara posterior del hilio, a través del hiato de Winslow, realizando la
apertura del epiplon menor. No precisa de una diseccion excesiva del tejido
celuloadiposo, ya que este protege las estructuras del trauma con la pinza.
Permite un control eficaz del flujo aferente del higado (Fig. 8)°.

Esta oclusion puede ser aplicada de forma continua o intermitente, con periodos
de isquemia de 15 minutos y descansos de 5 minutos, con el objetivo de evitar
el efecto perjudicial de una isquemia prolongada. Sobre higado sano si se aplica
de forma continua la duracion méaxima aconsejable es de una hora y de dos

horas si se aplica de forma intermitente.
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Figura 8. Maniobra de Pringle

Es una técnica facil de reproducir. Actualmente es la técnica mas utilizada
debido a que la mayoria de hepatectomias son por metastasis hepéticas de
carcinoma colorrectal, donde el riesgo de recidiva es alto y con ello el riesgo de
rehepatectomia. La diseccion pedicular debe ser minima en estos pacientes

evitando asi dificultades en sucesivas intervenciones.

Clampaje selectivo por abordaje hiliar o suprahilliar:

Mediante esta técnica se interrumpe el flujo aferente de un hemihigado, o bien
de uno de los sectores del higado derecho. De esta forma se limita la
vascularizacion destinada al parénquima que va a ser resecado y preserva al

parénquima restante del efecto de toda isquemia.

En el abordaje hiliar se disecan las ramas porta y arteriales a nivel del hilio, en
el interior de la vaina peritoneal del pediculo hepético. Se debe liberar todo el
tronco portal y arterial, sin necesidad de abrir la placa hiliar ni de controlar la

via biliar.

El abordaje suprahiliar se trata de un control en bloque de los elementos

glissonianos pasando alrededor de la vaina glissoniana, dentro del trayecto
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intraparenquimatoso suprahiliar. Fue descrito por Launois>. Para su realizacion
debemos penetrar en el parénquima hepéatico por encima y por debajo del

pediculo glissoniano derecho, permaneciendo siempre en contacto con él.

Este tipo de clampajes es utilizado cuando las lesiones son unilaterales, sobre
todo si hay una indicacién de hepatectomia derecha o izquierda. Los abordajes
suprahiliares son mas recomendados para las lesiones derechas en donde se
realiza una bisegmentectomia 5-8. Presentan el inconveniente de una diseccion

exhaustiva a nivel del pediculo hepatico lo que hace la intervencién mas dificil.

Clampaje intrahepatico o con balon intraportal:

La rama portal correspondiente al segmento a resecar se puede ocluir con un
catéter balon que se introduce por puncion con ayuda de la ecografia
peroperatoria. ES una técnica que requiere amplios conocimientos de la
ecografia peroperatoria y una gran pericia para puncionar la rama portal,
colocando la guia y después el catéter balon, por lo que no estd muy difundida.
En ocasiones se combina con la introduccion de azul de metileno inyectado el

cual nos va a indicar los limites de reseccion.

Exclusion vascular total:

Fue descrita inicialmente por Heaney en 1966 y popularizada por los trabajos
de Huguet en la década de los setenta. Provoca una exclusion vascular
completa del higado, tanto aferente como eferente. Debe realizarse una
diseccion y liberacion total del higado y posteriormente un clampaje del
pediculo hepatico, de la vena cava inferior infrahepatica por encima de las
venas renales y de la vena cava inferior suprahepatica, en este orden. En cuanto

al desclampaje debera hacerse en sentido inverso.
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Produce un trastorno hemodindmico considerable, que no serd tolerado en
todos los pacientes, requiriendo en ocasiones un sistema de by-pass veno-
venoso. Es una técnica poco empleada por su mala tolerancia, se reserva para
tumores centrales de gran tamafo que estan adyacentes a vena cava O

suprahepaticas®.

La duracion de la exclusion vascular no deberia sobrepasar los 45 minutos en

higado sano y los 30 en higado cirrotico.

Fortner describié la exclusion vascular total con refrigeracion con el fin de
favorecer la tolerancia del higado a la isquemia producida, mediante la
perfusion de liquido a 4°C a través del sistema venoso-portal. Resultd ser una

técnica muy compleja.

Exclusion vascular total con preservacion del flujo de la cava:

En esta técnica el pediculo hepatico y las venas suprahepaticas son clampadas
sin interrumpir la circulacién en la vena cava. Puede realizarse de forma total
(ocluyendo la triada portal y todas las venas suprahepéticas) o parcial (cuando
se ocluyen tnicamente vasos en algunos de los I6bulos) *°. Para su aplicacion
se deben disecar las venas suprahepaéticas, derecha por un lado y habitualmente
el tronco comun de la media y la izquierda por otro. Esta técnica disminuye los
trastornos hemodindmicos que aparecen en la exclusion vascular total. Es

efectiva y segura en tumores grandes y/o centrales sin invasion de la vena cava.

Esta es la técnica empleada de forma habitual en nuestro servicio.
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Control vascular aferente-eferente:

El fundamento de esta técnica, descrita por Lotart-Jacob para la hepatectomia
derecha, consiste en el control y ligadura de los elementos vasculares de la
porcion hepatica a extirpar antes de iniciar la transeccion del parénquima. Su
principal ventaja es la reduccion de la hemorragia intraoperatoria y que durante
la seccion hepatica es evidente en la superficie hepatica el limite de reseccion.
Su principal inconveniente es la dificultad en el control de las venas

suprahepaticas y los riesgos derivados de su lesion.

Control vascular sin interferencia aferente-ni eferente:

Esta técnica fue descrita por Ton That Tung y Nguyen Duong Quang. Se
realiza la transeccion del parénquima hepético sin seccionar los elementos
vasculares previamente. Inicialmente se realizaba sin ninguna maniobra de
oclusion, con lo que era necesaria una extremada rapidez; actualmente se
utiliza maniobra de Pringle. Los pediculos portales y suprahepaticos se
controlan intrahepaticamente. Presenta la ventaja de no estar influenciada por

posibles variaciones anatdmicas; sin embargo la hemorragia suele ser mayor.

Control vascular aferente-no eferente:

Descrita inicialmente por Bismuth, intenta combinar las dos anteriores.
Inicialmente se realiza una diseccion de los elementos portales que son
pinzados y no ligados y posteriormente se realiza la transeccion del
parénquima con la ligadura intrahepatica de los elementos portales y

suprahepaticos.
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1.4.- FISIOPATOLOGIA DE LA LESION HEPATICA POR ISQUEMIA
REPERFUSION

La lesion por isquemia-reperfusion (IR) se define como el fendmeno durante el cual el dafio
celular en un o6rgano, causada por la hipoxia, se exacerba paraddjicamente después de la

restauracion del aporte de oxigeno®®.

El dafio hepatico por isquemia-reperfusion es una complicacion frecuente e importante tras las
resecciones mayores en las que se produce una reduccién completa del flujo sanguineo
mediante maniobras de clampaje, en el trasplante hepatico o cuando se producen situaciones
que originan hipoxia sisttmica o que implican un bajo flujo sanguineo que dan como
resultado una insuficiente perfusion hepatica. Esta compromete la funcion hepética y aumenta
la morbilidad postoperatoria, la mortalidad, el tiempo de recuperacion y los resultados

globales de la cirugia®’.

Como consecuencia de la hipoxia, se altera la funcién de la cadena respiratoria mitocondrial y
se reducen las enzimas mitocondriales, por lo que se produce la inhibicién del proceso de
fosforilacion oxidativa con la subsiguiente reduccién de la sintesis de ATP. Esta reduccion
del ATP celular ocasiona alteraciones en el transporte de iones a través de la membrana. La
inhibicion del ATP-asa Na'K" provoca la entrada de sodio intracelular y se acumula en la
célula, con el correspondiente edema celular y muerte. Ademas se produce un aumento en el
calcio citosélico, lo que provoca la activacion de las fosfolipasas de la membrana celular y se
produce la degradacion de los fosfolipidos. El calcio intracelular estd estrechamente
implicado en el desarrollo de la lesidn isquémica y se considera de crucial importancia en la
evolucidn del dafio irreversible. Este aumento de calcio desempefia un importante papel en la
produccion de radicales libres y oxigeno consecutivos a la reperfusion, mediante la activacion

de la xantina oxidoreductasa.

En la fisiopatologia de la lesion por IR esta implicada una compleja red de mecanismos

intrahepaticos y extrahepaticos.
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1.4.1.- Fases del dafio hepético secundario a isquemia-reperfusion.

1.4.1.1.- Fase precoz o aguda: Comprende en el tiempo las primeras tres a
seis horas después de la reperfusion. Esta asociada a la activacion de las células
de Kupffer con produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Esta
activacion se lleva a cabo por la accién previa de componentes activados del
sistema del complemento, el reclutamiento y la activacion de los linfocitos T
CD4" (Fig.9)> **.
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Figura 9. Fase precoz del dafio por isquemia-reprerfusion

1.4.1.2.- Fase tardia o subaguda: Se caracteriza por infiltracion masiva de
neutrdfilos, alcanza su maximo a las 18-24 horas de la reperfusion. En esta
fase, las citoquinas proinflamatorias, principalmente el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), las interleuquinas (IL-6 e IL-1), quimioquinas y factores
del complemento liberados durante la reperfusion precoz son los responsables
del reclutamiento de Polimorfonucleares (PMN). Estos neutréfilos activados
liberan ERO y proteasas, causantes ambos del estrés oxidativo y de la lesion

hepatocelular que se produce en esta fase de la lesion por reperfusion, que
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supera en gravedad a la fase precoz **%. El

secuestro de polimorfonucleares
(PMN) es tan acusado que la reduccion aguda de su recuento periférico se ha
propuesto como marcador intraoperatorio precoz de la lesion por reperfusion

del injerto hepatico (Fig. 10)*.
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Figura 10. Fase tardia del dafio por isquemia-reperfusion

1.4.2.-Factores que participan en el dafio hepatico secundario a isquemia-

reperfusion

1.4.2.1.-Lesion hepatica inducida por el factor de necrosis tumoral:

En el higado el TNF-a desempefia un papel dual, ya que no solo actia como un
mediador de muerte celular, sino que también induce proliferacion hepatocitaria y
regeneracion hepética®. Después de la I-R hepatica, las células de Kupffer
ganarian ERO, las que a su vez activarian la Jun N- Terminal Kinase (JNK) y

aumentaria la secrecion de varias quimioquinas y citoquiinas incluyendo el TNF-a.
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Este a su vez activa los receptores de TNF de los hepatocitos para inducir a la INK
y a las cinasas de | k B y la produccion de mas ERO. Mientras que las ERO y la
JNK' producen la muerte celular de los hepatocitos, la activacion de las cinasas de

| k B favorecen la infiltracion leucocitaria del higado®.

Recientes estudios orientan a que la hiperproduccion hepatica de TNF esta
asociada al cambio en el flujo sanguineo a traves del lecho vascular, méas que a la
isquemia o a la reperfusion en si mismas. Ademas, este incremento en el TNF-a se
ha visto asociado a una mejora transitoria en la funcion hepética e indicaria que la
disfuncion hepatica secundaria a la reperfusion se deberia a mecanismos
moleculares alternativos, probablemente la generacién de ERO®. Por tanto, a pesar
de la abundancia de resultados experimentales al respecto, el verdadero papel del

TNF-a en la lesion hepatica por I-R permanece aun por definirse.

1.4.2.2.-Especies reactivas de oxigeno. El 6xido nitrico:

Aunque el O ; es la molécula més importante para el mantenimiento de la vida, es
también la fuente principal para la formacion de radicales libres debido a su alta
disponibilidad. Los radicales biol6gicamente relevantes son el anion superéxido, el
radical hidrdxilo y el 6xido nitrico (NO). En condiciones normales alrededor del 1-

3% del O, que se metaboliza en la mitocondria se convierte en anién superéxido.

Otras especies son intermedias en el metabolismo de O, y del NO pero no son
radicales, ya que no contienen electrones desapareados. Estas especies intermedias
junto con los radicales libres se denominan, respectivamente, ERO y especies

reactivas de nitrogeno (ERN).

Los ejemplos mas representativos de ERO no radicales son el perdxido de
hidrogeno y el acido hipocloroso. En el caso de ERN, el no radical mas
representativo es el peroxinitrito. Las ERO y las ERN son la causa de la lesion
hepatica inducida por I-R, al menos en parte, con concomitante consumo de

antioxidantes end6genos®®.
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Bajo condiciones de estrés oxidativo, la mitocondria es el principal lugar de
produccion de grandes cantidades de superoxido. Este estrés puede conducir, en su
fase final, a la formacidén de poros de permeabilidad transitoria mitocondrial y

provocar la rotura de la membrana mitocondrial y la muerte celular®.

El sistema Xantina-oxidasa (XO) se considera una de las mayores fuentes de
generacion de ERO tras lesion por I-R y es muy abundante tanto en el higado
como en el intestino. Durante la fase hipoxica de la I-R se acumula hipoxantina
debido a la deplecion del ATP, ya que disminuye el nivel total de energia. En un
proceso paralelo, la hipoxia activa las enzimas proteoliticas que convierten a la
xantinadeshidrogenasa en XO. Los crecientes niveles de XO oxidan la hipoxantina
a urato una vez que se recupera el flujo sanguineo en la fase de reperfusion. En

esta reaccion molecular, el O, se transforma en radicales superéxidos®’.

En la lesion hepética por I-R las ERO han demostrado ser una de las principales
causantes a través de las siguientes acciones: EI aumento de la expresion de genes
proinflamatorios (TNF-a, IL-1, IL-8 0 moléculas de adhesion celular); la induccion
de los factores de transcripcion (factor nuclear Kappa-B y activador de la proteina
-1); la lesion celular directa mediante oxidacion y degradacion proteica; la
induccion directa y regulacion de la muerte celular, tanto apoptdtica como
necrotica; la inactivacion de antiproteasas; la induccién de genes protectores del
estrés en los hepatocitos; y la formacion de mediadores implicados en la regulacion
del flujo sanguineo sinusoidal y de la regeneracién hepética®.

El NO se forma a partir de L-arginina por la accién de la nitrogeno sintetasa
(NOS). Incluye una forma inducible que se expresa principalmente bajo
condiciones patoldgicas (iNOS) y dos contitutivas, la eNOS y la nNOS que se
expresan en el endotelio y en el sistema nervioso respectivamente. EI NO cumple
multiples funciones fisiologicas y patologicas como mediador intra e intercelular
en procesos de inmunomodulacion, neurotransmision y regulacion del tono
vascular®®. La induccién de iNOS puede tener tanto efectos téxicos como
protectores. Los efectos dependen del tipo de agresion, el nivel y la duracion de la
expresion de iNOS vy la produccién simultanea de anién superéxido®. En la I-R
hepatica la produccion de iINOS comienza una hora despues de la reperfusion
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aumentando su actividad hasta cinco horas después. Estudios en ratas han
demostrado que la inhibicidn de iNOS podria prevenir la lesion hepatica por I-R lo
que demuestra su implicacion en este dafio hepatico, pero por otra parte hay
estudios que contradicen esta afirmacion considerandolo un factor beneficioso o

sin efecto alguno "™,

1.4.2.3.- Cambios en la microcirculacion:

Habitualmente el flujo vascular a un d&rgano isquémico no se restablece
completamente después de liberar una oclusion vascular. Los cambios que ocurren
en la microcirculacion durante la isquemia y posterior reperfusion inicial del tejido
provoca areas que no se perfunden, aun después del restablecimiento del flujo al
organo, conocido como fenémeno no-reflow. Estos cambios incluyen aumento del
volumen celular con protrusion al lumen de los vasos, adherencia de los leucocitos
al endotelio, agregacion plaquetaria, acumulacién del fluido intracelular y

vasoconstriccion’?.

El defecto en la microcirculacion es el fendmeno inicial que llevara al no-reflow,
con la liberacidn de citoquinas proinflamatorias, formacion de tapones sinusoidales
con neutréfilos y otras células, e induccion de un estado de estrés oxidativo. Este
fendmeno parece estar mediado por la lesion del endotelio sinusoidal y desbalance
entre las moléculas vasodilatadoras y vasoconstrictoras, como endotelina (ET) y

NO que se producen en el proceso de I-R".

1.4.2.4.-Papel de los linfocitos en el dafio hepatico por isquemia-reperfusion:

Se calcula que el higado humano contiene alrededor de 10™ linfocitos, que se
encuentran tanto dispersos entre los hepatocitos como en los tractos portales.
Existe evidencia de un papel patogénico de estos linfocitos pasajeros en la lesion
por reperfusion tras la isquemia fria. Sin embargo, no esta claro el papel de los

linfocitos residentes frente a los linfocitos periféricos ni la interrelacion entre estos.
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En el afio 1997, Zwacka describe que la fase aguda se inicia con la activacion
previa de los linfocitos T CD4", y que este hecho es el que pone en marcha toda la
sucesion de acontecimientos que se producen en esta primera etapa lesional y que a
su vez desencadena la subsiguiente fase subaguda. Describen como el estimulo de
la lesion por I-R produciria la activacion de los linfocitos T CD4" residentes en el
higado. Estos segregan una serie de citocinas, tales como interferon gamma (INF-
yv), factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrdéfagos (GM-CSF) que tanto directa como indirectamente
activarian los neutréfilos para infiltrar el higado™. El estimulo de la I-R podria
activar directamente las células de Kupffer dentro del higado, que a su vez
activarian a las células T CD4" a través de las citocinas secretadas y, por tanto,
existiria una activacion reciproca entre las células de Kupffer y los linfocitos T
CD4" durante la I-R hepética’.

Clasicamente los linfocitos T CD4" se han diferenciado funcionalmente en células
Th1 (que produce INF-y, lifotoxina y TNF-a) y Th2 ( que produce IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10 e IL-13). Posteriormente se ha afiadido a estas subpoblaciones una nueva
denominada Th17, con efectos sobre la infiltracién de PMN. Esta subpoblacién
se ha implicado sobre todo en la defensa de superficies epiteliales frente a
patdgenos y desempefia presumiblemente un papel secundario en la lesion hepética
por reperfusion. Existen datos que indican que un patron inflamatorio de
predominio Thl incrementa la lesién por reperfusion, mientras que el patrén Th2
muestra un efecto protector frente a ésta; es pues el equilibrio Th1/Th2 el que

determina en gran medida las consecuencias de la I-R"".
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1.5.- PREACONDICIONAMIENTO ISQUEMICO DEL HIGADO

El preacondicionamiento isquemico (PI) es una estrategia quirdrgica que protege a los tejidos
frente a la lesion de I-R. Consiste en la aplicacion de breves periodos de isquemia-
reperfusion antes de que el 6rgano sea sometido a una I-R mas prolongada.

Este fendmeno fue descrito por primera vez en el corazon en 1986 por Murry’®, sin embargo
no fue hasta 2000 que Clavien publico el primer estudio no aleatorizado que demostraba su
efecto protector en el higado humano™. La aplicacion del PI difiere entre los distintos
organos, de modo que el efecto protector se consigue tras la aplicacién de diferentes ciclos de
I-R. De este modo, mientras que en el corazén se aplican varios ciclos de I-R, el efecto
protector del Pl en el higado se consigue mediante la aplicacion de un unico ciclo de 10
minutos de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusién, sin que la adicion de nuevos

periodos proporcione més proteccion®.

1.5.1.- Etapas de proteccién del preacondicionamiento isquémico:

El P1 ofrece dos tipos de proteccion, que difieren en el tiempo al que tienen lugar y en
los mecanismos responsables de la proteccion. Por esta razon, distinguimos entre fase

inicial y tardia (Fig. 11).

Fase inicial: Tiene lugar minutos después de la reperfusion y se prolonga 2-3
horas. Los efectos beneficiosos de esta fase del Pl son independientes de la

sintesis de nuevas proteinas y son mucho mas potentes que los de la fase tardia.
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Fase tardia: Comienza tras 12-24 horas del inicio de la reperfusion, se
prolonga 2-3 dias y sus efectos beneficiosos son dependientes de la modulacion
de la expresion de genes y la sintesis de nuevas proteinas. Pese a que en el
higado el comportamiento es similar, la ventana de proteccion tardia no esta

completamente definida®.
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Figura 11. Proteccion bifésica inducida por el PI.

1.5.2.- Mecanismos moleculares del preacondicionamiento isquémico.

Se postula que se trataria de una secuencia de acontecimientos en la que una sefial
desencadenaria un mensaje intracelular y la posterior amplificacion de los mecanismos
encaminados a la proteccion. En el eje de esta secuencia apareceria el NO y la
adenosina como moléculas fundamentales para luego promover la activacion de

maultiples sefiales celulares.
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Papel del éxido nitrico: Los trastornos de la microcirculacién y la ausencia de
perfusion sinusoidal son dos hechos bien documentados que contribuyen a la
lesion por IR, el factor determinante de esto es la liberacion de potentes
sustancias vasoconstrictoras, entre las que destacan las endotelinas®®. A los
pocos minutos de realizar el Pl en el higado, se libera adenosina al espacio
extracelular. La adenosina activa la forma constitutiva endotelial de la enzima
(eNOS) y aparece el NO, tanto en situaciones de isquemia normotérmica como
de hipotermia relacionada con el trasplante hepatico. En esta situacion se ha
comprobado una mejoria en la oxigenacion tisular y en la microcirculacion del
higado. Por otra parte, el Pl también se ha mostrado eficaz para inhibir la
produccién de las endotelinas, hecho que también ayuda a la mejoria de la

microcirculacion® &,

Papel de la adenosina: La generacion de NO en el Pl se produce por la
liberacion de adenosina. Se sabe que esta adenosina activa sélo los receptores
de adenosina A,. Este hecho se puso de manifiesto cuando se demostr6 que los
efectos protectores del Pl desaperecian al administrar antagonistas selectivos
de los receptores de adenosina A, mientras se mantenian cuando se
administraban antagonistas de los receptores de adenosina A;*. La ventana de
efectividad del Pl estd determinada por dos factores: una concentracion de
adenosina lo suficientemente grande para inducir la generacién de NO
mediante la activacion de los receptores de adenosina A,, junto con una baja

concentracion de xantina para evitar sus efectos perjudiciales®.

Vias de sefializacion molecular: La activacion de los receptores de adenosina
A, estimula la actividad de varias cinasas intracelulares, tales como la
proteinquinasa C (PKC), la proteincinasa de activacion mitogénica (MAPK) y
su variante MAPK p38. Este hecho se ha demostrado en modelos de PI
hepatico y se ha podido establecer que de su activacion depende la

fosforilacion de moléculas efectoras como la tirosincinasa y las MAPK
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(Fig.12). Todo ello conlleva un aumento de la tolerancia de los hepatocitos y

las células endoteliales a la lesion isquémica®®.

Preacondicionamiento

isquémico
— PKC
A
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Proteccion hepatica

Figura 12. Vias de sefializacion por las que el Pl confiere proteccion contra la
lesion por I-R hepatica.

Tras la activacion de la PKC, se puede inducir otros factores de transcripcion,
como el factor de necrosis kappa beta, que serian la causa principal de los
efectos protectores de la fase tardia del Pl. Estos factores de transcripcion
modulan la expresion de determinados genes y dan lugar a la sintesis de
proteinas como las proteinas de shock térmico (HSP) que se han propuesto
como causa del efecto protector del PI®’. En el higado, el PI se asocia a la
sintesis de varias formas inducibles de HSP, esta induccion reduce la union
nuclear de factores de transcripcion proinflamatorios e incrementa la capacidad
antioxidante de las células. De este modo se contribuye a la disminucién de la
formacion de FNT-a y la atenuacion de la respuesta inflamatoria en los

higados preacondicionados. También se ha propuesto que el Pl podria
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disminuir la transcripcion de genes, como los c-fos y c-jun, implicados en el
desarrollo de la lesionpor isquemia-reperfusion (LIR) hepéatica. Ademas de
todas estas vias de sefializacion celular, algunos trabajos indican que el Pl
puede inducir la liberacion de una pequefia cantidad de ERO y de TNF-a que

también podrian contribuir a su efecto protector®™-#’,

Influencia del estrés oxidativo: El Pl es una estrategia muy efectiva para
prevenir el estrés oxidativo que la LIR conlleva. Su accion incide en el sistema
xantina-oxidasa (XOD)/xantina-deshidrogenasa (XDH), que es, sin duda, la
fuente principal de ERO que se generan en el proceso de isquemia-reperfusion
hepética. Asi pues, por una parte limita la acumulacion de xantina y, por otra,
reduce la conversion de la XDH a XOD durante la isquemia®. También se ha
propuesto que el Pl ejerce una accién protectora adicional preservando el

estado redox mitocondrial®.

Preservacion del metabolismo energético: EI Pl preserva el metabolismo
energético durante la isquemia reduciendo el consumo de ATP vy la
acumulacién de lactato. Este efecto estda mediado por un aumento de la

actividad de la MAPK que ocurre durante el Pl y es independiente del NO.

Proteccion tardia en 6rganos extrahepaticos: Los beneficios del Pl no se
limitan sélo al higado, ya que se ha demostrado que también reduce la lesion
por IR en 6rganos extrahepaticos como el pulmon. Esta proteccion se debe a
gue el NO producido durante el periodo del Pl inhibe la produccion, a partir de
las células de Kuffer, del TNFa. Ello conlleva una disminucion de la
concentracion de esta citocina proinflamatoria en el torrente sanguineo y una
menor inflamacion pulmonar, que conlleva una reduccion de la expresion de P-

83, 91

selectina y de la adhesién e infiltracion de neutroéfilos . En el efecto
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protector de Pl en los pulmones también se debe tener en cuenta la modulacion
que se ejerce en el sistema xantina/ SOD al prevenir la generacion de ERO.

Implicacion en la regeneracion hepética: ElI Pl también presenta un efecto
promotor de la regeneracion hepética tras la reseccion o el trasplante a traves
de la regulacion al alza de citocinas tales como TNFa e IL 6, varias proteinas

de choque térmico y la regulacion a la baja de TGF-p%.

1.5.3.- Implicaciones clinicas del preacondicionamiento isquémico.

Los traumatismos, el trasplante y la reseccion hepéatica pueden dar lugar a una
privacion prolongada de oxigeno al tejido con la conversion del metabolismo celular a
vias anaerobicas. La reperfusion y en consecuencia la restauracion de entrega de
oxigeno conduce a la lesion hepatica. EI primer intento clinico para minimizar la
lesién isquémica durante la reseccion hepatica se llevo a cabo mediante la interrupcion
de largos intervalos de isquemia con periodos cortos de reperfusion descrita por
Makuuchi en 1987%. A Clavien y col. les cabe el honor de ser los primeros autores
que demostraron la utilidad del Pl en una serie de 24 pacientes sometidos a
hepatectomia’®. En los pacientes a los que se les aplicé el PI (10 minutos de isquemia,
seguidos de 10 minutos de reperfusion) antes de la oclusién hepatica, se observo una
disminucion significativa de la concentracion plasmatica de ALT en comparacion con
el grupo de pacientes no preacondicionados. También se observé una marcada
reduccion de la muerte celular por apoptosis de las células endoteliales hepéticas. Tres
afios mas tarde, en 2003, ese mismo grupo de investigacion realiz6 un estudio mas
extenso que confirmé que la proteccion inducida por el P1 fue mayor en pacientes con
edad menor de 60 afios y en higados que presentaban una esteatosis superior al 25%.
Otros trabajos posteriores han confirmado la utilidad del Pl en las resecciones
hepaticas™. Chouker y col. han puesto de manifiesto que, en las condiciones

empleadas con Clavien y col, el Pl mejora ademas la estabilidad hemodinamica tras la
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reperfusién. Esos mismos autores, en otro estudio, han demostrado que el PI reduce la
activacion de neutrofilos asociada a la maniobra de Pringle. Los beneficios del Pl
también se conservan cuando son precisos tiempos de isquemia prolongados

(superiores a 30 minutos) o cuando se aplica en higados cirroticos.

En el ambito del trasplante los trabajos también apuntan en un sentido positivo.
Azoulay y col. en un estudio con algunas limitaciones, concluye que el PI aumenta la
tolerancia del injerto a la isquemia, aunque tiene efectos adversos en la recuperacion
de la funcién hepética (fallo primario del injerto)®. El estudio de Jassem y col. y
posteriormente de Franchello y col. concluyen que en el trasplante el PI es una técnica

eficaz en la reduccién del dafio hepatocelular™.

El higado es el unico 6rgano capaz de regenerarse y conseguir una funcion hepatica
similar a la inicial después de una reseccion, que en la mayoria de las ocasiones se
realiza en condiciones de isquemia-reperfusion. Esta regeneracion hepética esta
controlada por una compleja interrelacion del metabolismo celular, las citocinas y los
factores de crecimiento, elementos todos ellos modulados por el PIl. Asi existen
trabajos como el de Gomez y col en 2007 que demuestran este beneficio del Pl para la

regeneracion hepética®.

Los datos experimentales y la experiencia clinica inicial hacen suponer que el PI es
una estrategia Util para mejorar la tolerancia del higado a la LIR. Sin embargo las
revisiones sistematicas publicadas hasta la fecha concluyen que en la actualidad no
existen suficientes pruebas para sugerir un efecto protector del Pl, y no observan
diferencias al compararlo con un clampaje intermitente, recomendando este segundo

en pacientes mayores de 65 afios*? %.
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1.6.- DEL HIGADO AL HEPATOCITO.

El higado ademas de ser un drgano con una capacidad de regeneracion altisima, participa en
una amplia gama de funciones tales como la detoxificacion de farmacos, el metabolismo de
lipidos y carbohidratos, la sintesis proteica o la homeostasis. Por ello el modelo “in vitro” de
cultivo de hepatocitos representa un sistema muy util en la investigacion tanto de las
funciones hepaticas basicas como de sus distintas areas de aplicacion. Aunque el cultivo “in
vitro” de hepatocitos es el modelo mas cercano al higado “in vivo”, presenta ciertos
inconvenientes: los hepatocitos son fenotipicamente inestables; tienen una vida limitada;
existe una gran variabilidad interdonador cuando el origen es humano; etc. A pesar de ello su
desarrollo ha tenido una contribucion sustancial a la comprensién de la biologia, bioquimica y
fisiologia del higado normal y enfermo, asi como en diversas aplicaciones tales como el
metabolismo de los xenobidticos, la toxicologia, la virologia, la parasitologia y la terapia

celular.

En estos ultimos 40 afios se han realizado mdaltiples ensayos con hepatocitos aislados de
higados humanos y de diferentes especies animales que tratan de aclarar las funciones del
hepatocito y sus aplicaciones en diversos campos. Los articulos y libros publicados hasta la
fecha ya han cubierto muchos de estos temas, sin embargo se siguen realizando estudios para
el progreso y la mejora del aislamiento, cultivo, caracterizacion, criopreservacion y aplicacion

de esta célula.

1.6.1.- Aplicaciones del cultivo de hepatocitos

Los hepatocitos en un medio de cultivo, con unas condiciones quimicas definidas,
expresan la mayoria de las funciones bioquimicas tipicas hepaticas. Estas caracteristicas
han permitido el uso de estas celulas en mdltiples aplicaciones, entre las que se

encuentran:
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1.6.1.1.- Estudio de la hepatogénesis:

Durante los ultimos 15 afios los hepatocitos aislados han sido ampliamente
utilizados para el estudio de la regulacion de los genes especificos del higado.
Los cultivos primarios han sido muy Utiles para la comprension de la funcion
especifica de estos genes, asi como del papel que los factores ambientales
tienen en su regulacion. Asi, se han identificado varias familias de factores de
transcripcion que regulan la expresion de estos genes, entre ellas destacan:
aquellas que contienen homeodominio como el Factor nuclear hepatico
(HNF)la y el HNFI1B, implicados en la sintesis y almacenamiento de
carbonohidratos y lipidos, en la desintoxicacion y en la sintesis de proteinas del
suero entre otras®’; familia de proteinas de hélice-bucle-hélice entre las que se
encuentran HNF 3 a, f y Q también Ilamados FOX A 1,2y3; miembros de la
familia de receptores nucleares (HNF4, COUP-TFII, LRH1, FXRa y PXR)
implicados por ejemplo en la diferenciacion funcional de los hepatocitos, la
formacion del epitelio polarizado hepatico y en los contactos célula-célula®®; la
familia de factores C/EBP, que contiene el dominio de cremallera de leucina; y

la proteina de homeodominio HNF6% 1.

1.6.1.2.- Estudio de la expresion y regulacion de las funciones hepéticas:

Los modelos “in vitro” con células hepaticas han proporcionado condiciones
experimentales 6ptimas para el estudio de las funciones hepaticas. La mayoria
de ellos obtienen su beneficio a partir del desarrollo de nuevas tecnologias tales
como el silenciamiento del ARN o el disefio de modelos “in vitro” de

patologias hepaticas.

El analisis del comportamiento del hepatocito en cultivo, ha permitido
encontrar una fuerte correlacion entre los niveles altos de expresion de
proteinas muy especificas como la enzima aldolasa B en la via de la glicélisis,

la transferrina en la actividad de la sintesis de proteinas y la CYP3A4 en la
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funcién de desintoxicacion, definiendo asi una firma genémica caracteristica en

el proceso de diferenciacion hepatica™".

A partir de los modelos “in vitro” se ha demostrado la regulacion del
metabolismo hepético por la insulina a través del mediador SREBP1c'®.
También han sido utilizados en la comprension del papel de los principales
receptores nucleares sobre la regulacion de diversas funciones fisioldgicas.
Funciones que se pueden alterar en gran medida después de la activacion de
estos receptores por diversos xenobidticos y moléculas endégenas’®. Estos
receptores, particularmente Ahr, PXR y CAR, son ahora reconocidos como el
control de vias que regulan el metabolismo lipidico, la inflamacion, y la

homeostasis de la glucosa, los &cidos biliares, las hormonas y las vitaminas.

Otra aplicacion principal de las células hepéticas son los modelos in vitro de
sepsis creados para el tratamiento con citoquinas proinflamatorias. Asi, se han
utilizado para demostrar los efectos directos de citoquinas en el metabolismo
del glucdgeno y evaluar los efectos de varias catecolaminas que se utilizan para
tratar a los pacientes de sepsis’® '®. Los avances mas recientes se basan
principalmente en la identificacion de mecanismos de regulacion de las vias
metabolicas por hormonas, medicamentos o por otros productos quimicos

enddgenos.

1.6.1.3.- Estudios de la toxicidad y metabolismo de los farmacos:

Los hepatocitos “in vitro” son el modelo que mejor refleja el metabolismo de
los farmacos si lo comparamos con el higado “in vivo”. No existen diferencias
en cuanto al metabolismo de determinados farmacos al comparar los

hepatocitos “in vitro” y la funcion hepatica “in vivo” del mismo paciente.

Al igual que sucede en el higado “in vivo”, existe gran variedad interindividual
en las actividades del citocromo P450 hepéatico (CYP) de los hepatocitos
aislados. A pesar de ello, se ha constatado que los hepatocitos humanos
reproducen los procesos llevados a cabo por las isoenzimas CYP hepaticos y

67



M€ Nieves Sdnchez Fuentes 1. INTRODUCCION

ademéas expresan enzimas de conjugacion (fase 2) similares al higado

humano®.

Una de las formas més habituales para evaluar el grado de conservacién de la
capacidad biotransformadora de xenobioticos de los hepatocitos es determinar
su capacidad oxidativa, mediante la medicion de la actividad de 7-
etoxicumarina o-deetilasa (ECOD), que es una isoenzima representativa de la
actividad de varias isoenzimas del P450, y la testosterona-6-p hidroxilasa, que
representa la actividad del isoenzima CYP3A4 (la enzima CYP maés abundante
en el higado humano). Por todo ello se considera que los hepatocitos humanos
aislados pueden ser una buena herramienta para predecir el perfil metabolico

de un farmaco en el hombre® 7,

1.6.1.4.- Estudios de la produccién y secrecién de bilis

La formacion de bilis desempefia un papel central en la digestién y la

eliminacién de numerosos compuestos enddgenos y exdgenos.

El cultivo primario de hepatocitos adultos retiene expresion tanto de los
transportadores sinusoidales como canaliculares. Sin embargo, en ocasiones

tiene una menor expresion de los mismos.

Hoy en dia, los hepatocitos cultivados con la configuracion de sandwich de
colageno se aceptan como la herramienta “in vitro” mas potente para
determinar el nivel de transporte de drogas en los hepatocitos

y de la secrecion de estas en la bilis*® 1%,

Este modelo se ha utilizado recientemente para el analisis de las caracteristicas
de transporte hepatobiliar de nucledsidos, analizando las proteinas
transmembrana que facilitan el transporte hidr6fobo de los mismos a través de
las membranas celulares. También se ha empleado en el estudio del efecto de
los xenobiotiocos en el transporte de bilis, asi se ha demostrado, entre otras
cosas, que farmacos antirretrovirales como el ritonavir o saquinavir inhiben el

transporte de taurocolato*'® .
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1.6.1.5.- Aplicaciones en virologia y parasitologia.

En los ultimos 40 afios se ha avanzado considerablemente en la comprension
de la biologia del hepatocito y el higado en enfermedades causadas por agentes
bioldgicos (virus y paréasitos), asi como en el desarrollo de terapias frente a
estas enfermedades gracias al uso intensivo de modelos de cultivo de

hepatocitos humanos.

El higado es susceptible de varios virus, esencialmente del virus de hepatitis B
y C (VHB, VHC). Los cultivos de hepatocitos se han empleado ampliamente

para la investigacion del proceso de infeccion y replicacion viral 2.

La etapa hepética del ciclo de la vida del Plasmodium falciparum es un paso
obligado en la infeccion natural de la malaria. Los esporozoitos forman una
forma exo-eritrocitica que aumenta de tamario y finalmente libera 20000-30000
merozoitos a la sangre. El aislamiento y cultivo de hepatocitos humanos se
considera un valioso modelo para la investigacion del desarrollo de la forma
exo-eritrocitica, asi como para evaluar farmacos que puedan interferir con estos

procesos™® 14,

1.6.1.6.- Terapia celular hepatica o trasplante de hepatocitos:

Actualmente existe un gran numero de afectaciones hepaticas para las cuales el
unico tratamiento efectivo existente es el trasplante de 6rgano ortotdpico. La
terapia celular se considera actualmente una estrategia terapéutica de
vanguardia complementaria al trasplante hepéatico de 6rgano sélido. Las
ventajas objetivas que presenta el trasplante celular hepatico (TCH) frente al
trasplante de érgano lo convierten en una alternativa muy atractiva: La terapia
celular hepética podria ir encaminada a mantener las funciones hepaticas
durante el periodo puente hasta la obtencion de un oOrgano adecuado;
conseguiria la regeneracion hepatica en el caso de fallo hepatico fulminante
con la consiguiente recuperacion de la funcion del 6rgano; se trata de un

método poco invasivo que puede efectuarse de manera semiprogramada,
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gracias al mantenimiento de las células criopreservadas; permite tratar a varios
receptores a partir de un Unico donante; y la manipulacion génica ex vivo

seguido del trasplante autologo haria innecesaria la terapia inmunosupresora.

Pese a que en el momento actual el THC no constituye una opcion terapéutica
definitiva, es aplicable a pacientes con insuficiencia hepatica aguda, con
intencion de sustituir o servir de puente al THO y a pacientes pediatricos con
errores congenitos del metabolismo en los que el enzima deficitario se expresa

en el hepatocito™®.

El TCH se trata de utilizar las células adultas totalmente diferenciadas (los
hepatocitos) sobre la base de la capacidad del hepatocito trasplantado para
desarrollar todas las funciones del higado sano y la gran capacidad de
regeneracion que posee el higado. Los hepatocitos trasplantados, tras adherirse
y atravesar el endotelio del sinusoide, se disponen y proliferan a su alrededor.
La integracién completa en el higado con conexiones al arbol biliar se consigue
en 3-7 dias, y a partir de este momento, estos hepatocitos son capaces de

proliferar.

Bésicamente la realizacion del TCH consta de tres fases: el aislamiento de los
hepatocitos de los higados rechazados para trasplante de 6rgano solido, la
preparacion de las suspensiones celulares y el implante del mismo en el
receptor, que se efectla habitualmente mediante infusion en la vena porta o la

arteria esplénica.

Se considera que una masa celular que representa el 5-10% de masa hepatica
total es capaz de restaurar la funcion metabdlica del higado. A pesar de que no
exista un consenso formal, la mayoria de los autores sugieren que la masa de
células para corregir un defecto enzimatico Unico, es probablemente menor que
la que se necesita para el tratamiento de la enfermedad cronica o la

insuficiencia hepatica aguda®™®.

La cantidad de células que pueden ser
trasplantadas en el higado se ve limitada por el efecto de la hipertension portal,
sin embargo, la realizacién de infusiones celulares repetidas permite aumentar

el nimero total de hepatocitos trasplantados.
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En 1976 se llevo a cabo el primer TCH en animales con una metabolopatia,
considerando que trasportar células capaces de aportar el enzima deficitario
puede ser una forma eficaz de tratamiento'*’. Posteriormente, Sutherland y col.
llevaron a cabo TCH en un modelo de ratas con fallo hepéatico agudo,
demostrando que la infusién de los hepatocitos podia proporcionar un soporte

metabdlico que permitia la recuperacién de la necrosis hepatica inducida*®.

Hasta 1992 y 1998 no se publicaron los primeros TCH en adultos con cirrosis
hepatica y en una nifia de 10 afios con una enfermedad de Criggler-Najjar tipo |
respectivamente™® '?°. Desde entonces muchas han sido las investigaciones
realizadas en este campo. Las observaciones clinicas han demostrado la
seguridad del procedimiento y de los pacientes sometidos a TCH, sin embargo,
la mayoria de las publicaciones hacen referencia a casos clinicos sin
unanimidad de criterios respecto a las indicaciones, metodologia,
criopreservacion celular o valoracion de la respuesta, por lo que los resultados

no pueden considerarse concluyentes.

1.6.2.- Aislamiento del hepatocito

Los intentos iniciales para aislar células parenquimatosas mediante métodos
mecénicos 6 utilizando agentes quelantes como el citrato o el EDTA para retirar los
iones de Ca®* y K*, que consolidan las uniones intercelulares, y diferentes enzimas
como tripsina, lisozima y pepsina, resultaron poco acertados al obtener muy bajos

niveles de rendimiento, viabilidad y funcionalidad celular.

La introduccién de las enzimas colagenasa e hialuronidasa consiguié un gran avance
en la preparacion de hepatocitos intactos de rata adulta. En 1969, Berry y Friend**
establecieron una técnica de perfusion de higado de rata “in situ” con una disolucién
de colagenasa que permitia obtener un alto rendimiento de hepatocitos viables.

2122

Posteriormente Seglen en 197 modificé la técnica al desarrollar un proceso en dos

etapas: La primera definida como pre-perfusién, utilizaba una disolucién tampdén sin
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Ca®* que facilitaba la ruptura de los complejos de union intercelulares. La segunda
etapa de perfusion con una disolucion de colagenasa en un tampdn suplementado con
Ca®*, necesario para activar a la enzima que digiere la matriz de colageno del tejido
hepatico, facilitaba la separacion de los hepatocitos. Esta técnica de perfusion
adaptada al tejido hepatico humano ha permitido el desarrollo de sistemas de cultivo
de hepatocito que ofrecen modelos “in vitro” muy utiles para diferentes
investigaciones. Asi, tan solo un afio después Bissell y col. describieron el cultivo de

123

hepatocitos en ratas™°, y serian Guguen-Guillouzo y col. en 1982 los primeros en

llevar a cabo el cultivo de hepatocitos empleando higado de humano adulto*®.

Actualmente la perfusion enzimatica con colagenasa sigue siendo el método elegido
en el aislamiento de hepatocito, permitiendo obtener hepatocitos adultos viables

funcionalmente activos.

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

de tiempo dichas células es la criopreservacion®? 1%,

Los hepatocitos pueden ser criopreservados y posteriormente cultivados, manteniendo
caracteristicas ultraestructurales y funcionales muy similares a las de las células recién

aisladas®?’

. Mantenidos a -4° conservan su viabilidad durante 24 horas, y congelados a
-20°C, -80°C 6 — 196°C mantienen su viabilidad durante periodos prolongados de
tiempo. Durante la primera semana, la viabilidad de los hepatocitos es independiente
de la temperatura de congelacion. Un mes después sélo son viables las células

congeladas a -196°C*%.

La criopreservacién permite tener un banco de células, y proporciona flexibilidad a la
hora del momento de la realizacion del TCH, ademés de ofrecer otras ventajas como
son la posibilidad de poder realizar tests microbioldgicos exhaustivos y controles de
calidad del hepatocito. Frente a esto, el hepatocito aislado fresco presenta

generalmente una mayor viabilidad y se injerta mejor que el criopreservado®.

72



M€ Nieves Sdnchez Fuentes 1. INTRODUCCION

El éxito, tanto de la terapia celular como de los estudios de metabolismo y toxicidad
de farmacos, esta condicionado por la disponibilidad de células hepéticas viables y

funcionales en numero y calidad funcional suficiente.

1.6.2.1.- Fuentes de hepatocitos: Lo ideal seria disponer de hepatocitos
capaces de proliferar en cultivo, pero que conservasen al mismo tiempo la
expresion de funciones diferenciadas del hepatocito de forma estable y
prolongada. Solamente asi podria constituir una fuente inagotable de células.
Sin embargo, hoy por hoy, todavia no se ha conseguido inducir la proliferacion

de los hepatocitos humanos adultos en cultivo.

Actualmente los hepatocitos que vamos a emplear tanto para el trasplante como
para el resto de aplicaciones, se obtienen a partir de 6rganos descartados para
trasplante (por arteriosclerosis, esteatosis, trauma hepético, fibrosis hepética o
isquemia prolongada), del tejido hepatico resultante de los procedimientos de
reduccion hepatica o biparticiones para trasplante infantil, de resecciones
hepéticas por diversas patologias, de biopsias tomadas durante intervenciones
quirargicas o de donantes en asistolia con menos de 40 minutos de isquemia

caliente!*>1%,

El aumento de demanda de hepatocitos ha motivado el desarrollo de nuevos
modelos que puedan constituir una alternativa a los hepatocitos humanos,
mediante diferentes aproximaciones experimentales. Se ha contemplado el uso
de lineas celulares derivadas de los hepatoblastomas naturales, como las
células HepG2. Sin embargo, aunque su disponibilidad es ilimitada, su
aplicacion en la clinica es muy escasa, no sélo por su condicion tumoral, sino
por el hecho de la alteracion de su fenotipo con la pérdida de funciones
hepéticas clave, lo que las incapacita para devolver al higado su funcionalidad
hepatica normal**® *3, La inmortalizacién de los hepatocitos humanos es otra
opcidn que se ha abordado utilizando distintas estrategias. Los procedimientos
usados con mayor frecuencia son la transfeccién de los hepatocitos con

vectores de expresién que contienen el antigeno SV40 LT y el hTERT®* 13
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(subunidad activa de las telomerasas humanas). Sin embargo, a pesar de los
avances las células no manifiestan todos los rasgos fenotipicos deseables y
presentan el riesgo de generar tumores, por lo que no constituyen una
alternativa real a los hepatocitos maduros. Otra posibilidad, no exenta de
dificultades, es la utilizacion de hepatocitos de otras especies para
xenotrasplante celular, lo que obviaria el obstaculo de la falta de hepatocitos
humanos. A pesar de las limitaciones que presenta por el riesgo de transmision
de zoonosis y la inmunogenicidad, existen estudios en modelos animales que
han demostrado que el xenotrasplante de hepatocitos puede corregir el fallo

hepético y prolongar la supervivencia con una inmunosupresion adecuada®*

135

Se han utilizado también hepatocitos fetales y células troncales fetales en
modelos animales con insuficiencia hepatica o enfermedades metabdlicas, pero
no se ha demostrado todavia si estas células son capaces de restaurar la funcion
hepética normal*®. Otra estrategia empleada consiste en la utilizacién de las
Ilamadas células ovales del higado y de las células hepéticas troncales, que
parecen tener la capacidad de proliferar y diferenciarse en hepatocitos
maduros. No obstante, por el momento no existe una forma eficiente para
purificarlas y conseguir un ndmero suficiente de ellas, para que puedan

sustituir a los hepatocitos maduros™”.

Finalmente, despierta gran interés las investigaciones realizadas en los ultimos
afios sobre la obtenciébn de hepatocitos derivados de progenitoras
pluripotentes, procedentes de células madre embrionarias humanas (hES),
células madre pluripotentes inducidas (IPS) y células madre de origen

mesenquimal (MSC) 23814,

Las hES son células que derivan del embrion en el estadio de blastocisto. Son
capaces de crecer indefinidamente ““in vitro” y mantener su pluripotencialidad,
pudiéndose diferenciar a todos los tipos celulares. Sin embargo, las hES
plantean problemas éticos y legales que imposibilitan su uso actual. Por su
parte las IPS son células somaticas reprogramadas a células pluripotenciales,

que pueden ser diferenciadas como las hES hacia hepatocitos. Constituyen una
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opcion terapéutica muy prometedora y en combinacion con la terapia génica
podrian ser de gran utilidad. Sin embargo, los problemas de seguridad
cuestionan su uso, planteando criticas en especial por el riesgo de neoplasia e
inmunogenicidad. Por ultimo la obtencion de las MSC procedentes de tejido
adiposo 0 médula dsea, es sencilla y no presenta problemas de tipo ético o
inmunorreactivo, ya que se trata de tejido autégeno. El tejido adiposo es rico en
este tipo de células y su obtencion es mas facil que desde la médula 0Osea, sin
embargo, la necesidad de manipulacion para obtenerlas las convierte en la
categoria de medicamento, siendo complejo su empleo. Hasta hoy en ninguna
de ellas se ha conseguido alcanzar el fenotipo completo de la célula hepéatica

por lo que no es posible su uso en la practica clinica™*® %,

Ante la escasez de 6rganos y de células para el trasplante o los estudios “in vitro”, se
necesita que las células obtenidas sean viables y posean un mejor rendimiento y
calidad funcional. Por ello es importante tanto la realizacion metddica del proceso de
aislamiento como un buen conocimiento de los factores tanto externos como del

propio 6rgano que pueden contribuir a la calidad del aislamiento.

1.6.2.2.- Factores que influyen en la viabilidad del hepatocito “in vitro”: El
aumento de la demanda de hepatocitos aislados para sus diferentes
aplicaciones, sumado a las limitadas fuentes existentes para su utilizacion,
hacen que sea imprescindible un buen conocimiento de los factores
dependientes, tanto del donante como del proceso de aislamiento que influyen
en el nimero y funcionalidad de las células aisladas, con el fin de maximizar la

disponibilidad de los hepatocitos.

Hasta la fecha disponemos de un escaso nimero de publicaciones. Ademas son
trabajos heterogéneos y con un nimero limitado de aislamientos, lo que nos
aporta unos indicios sobre las caracteristicas ideales sin poder extraer

conclusiones definitivas.
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1.6.2.2.1.- Factores dependientes del donante:

Donante cadaver: Existen pocos trabajos que comparen la
viabilidad del aislamiento entre higados tomados de paciente
vivo y donante cadaver. En el trabajo de Lloyd y col.**
muestran mejores resultados en donantes vivos, sin resultados
significativos, siendo la tesis publicada en Valencia por la Dra.
Martinez la Unica que muestra resultados significativos en este
punto, mostrando un descenso de la viabilidad y el rendimiento

celular al emplear donante cadaver *.

Edad del donante: Aunque parece que puede existir una
influencia negativa de la edad en la calidad del aislamiento, no
existen datos concluyentes. Mientras algunos autores muestran
en sus resultados que los donantes mayores de 60 afios
presentan menos viabilidad'*, otros tienen que ascender esta
edad hasta los 80 para obtener un descenso significativo en el

144 Ademas existen estudios

rendimiento y la viabilidad celular
como el de Richert y col. que no consideran la edad del donante

un factor significativo en la calidad del cultivo celular*®.

Esteatosis hepatica: La mayoria de autores concluyen sus
estudios considerando a la esteatosis hepatica un factor negativo
en el éxito del aislamiento de hepatocitos. En cuanto al grado de

esteatosis, el equipo de Bhogal y col'*®

refiere que los pacientes
con un nivel de esteatosis leve tienen una mayor tasa de éxito de
aislamiento, que aquellos con un nivel de esteatosis moderada-

severa (70% vs 20%).
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Los hepatocitos esteatosicos tienen mayores niveles de EROS
intracelulares y son por tanto potencialmente méas susceptibles a
los dafios. El trabajo de Sagias y col.**® sugiere que la adicién de
N-acetilcisteina durante la perfusion de las soluciones de
digestion,  puede mejorar el rendimiento celular en el

aislamiento de hepatocitos de higados esteatosicos.

Fibrosis hepatica: La fibrosis se desarrolla en respuesta a
muchos tipos de enfermedades hepéticas cronicas. Esta
estrechamente vinculada con la inflamacion y la muerte celular,
por lo que no es de extrafiar que los hepatocitos aislados de
higados fibrdticos tengan una viabilidad significativamente
menor. Entre otros, el estudio de Serene et al. encontré una
disminucion significativa del rendimiento y viabilidad del
aislamiento en aquellos higados que presentaban fibrosis

septal'*’.

Patologia de base: El origen de malignidad o benignidad de la
patologia que obliga a realizar la reseccion hepatica, es otro de
los factores que puede influir en la calidad del aislamiento y
cultivo de los hepatocitos. Asi grupos como el de Vondran y
col. afirman que los hepatocitos aislados de donantes
intervenidos por patologia benigna, presentan mayor viabilidad
y rendimiento que aquellos donantes que son intervenidos por

una patologia de origen oncolégico™**™".

Todo esto tiene una explicacion logica. En higados con
patologia benigna, el parénquima hepéatico circundante no
afectado conserva su funcion normal y por ello seré de alto valor
para el aislamiento de hepatocitos. Sin embargo, en los tumores

malignos primarios como el hepatocarcinoma o el
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colangiocarcinoma, la inflamacion crénica, la cirrosis y un
complejo patron de estimulos como el producido por citoquinas
o factores de crecimiento producen una alteracion en todo el
parénquima hepatico, disminuyendo la calidad del tejido para el
cultivo celular. El tejido hepético circundante a tumores
secundarios a menudo no presenta cambios, lo que resulta en un
aumento del rendimiento celular en comparacion con los

tumores primarios™**,

Parametros analiticos: Entre las multiples variables analiticas
estudiadas por los diferentes grupos de trabajo, quizas los mas
analizados y los que en mas ocasiones han mostrado una
influencia en la calidad del aislamiento son los niveles de
bilirrubina y la actividad de las enzimas GOT y GGT en el

SUero.

Los niveles elevados de bilirrubina y GGT son indicadores
conocidos de la lesion de hepatocitos. Los estudios “in vitro”
han demostrado que niveles altos en el donante de ambos
compuestos disminuyen la viabilidad de los hepatocitos

aislados™*" 148,

El aumento de la actividad de GOT provoca una disminucion
significativa del rendimiento celular. Esto podria ser debido a
que los niveles altos de GOT se consideran un marcador de
diagnostico para una serie de enfermedades, que pueden afectar
a la microcirculacion o al aumento de los depdsitos de colageno,
tales como la enfermedad alcoholica avanzada u otras

enfermedades hepéticas crénicas con fibrosis significativa™*’*°,

La creatinina, la urea, la glucemia, el nivel de hemoglobina, la
actividad de protombina o el indice de Quick son otras de las

variables analiticas que han mostrado influencia en la viabilidad
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y el rendimiento del cultivo de hepatocitos. Sin embargo, los
datos publicados sobre ellas son escasos y heterogéneos por lo

que no podemos extraer conclusiones significativas'*.

Tratamiento quimioterapico: En este punto existen resultados
contradictorios entre los diferentes estudios. Asi, en el trabajo

de Hewes y col.**

no encontraron que la quimioterapia anterior
afectase en el rendimiento medio del aislamiento de los
hepatocitos humanos. Por el contrario, el estudio de Lee y col.
entre otros, muestra un incremento significativo en el
rendimiento celular en los que no fueron tratados previamente
con quimioterapia**’. Las diferencias pueden ser debidas a la
generalizacion de las terapias quimioterapicas, sin tener en
cuenta el tipo especifico de tratamiento que ha llevado cada

paciente.

1.6.2.2.2.- Factores dependientes de la intervencién y la toma de la

muestra.

Tiempos de isquemia: El tejido hepéatico puede ser sometido a
dos tipos de procesos de isquemia: Isquemia caliente que se
considera aquella que se produce durante la intervencion
quirargica, al realizar el clampaje del pediculo portal, evitando
asi una excesiva perdida sanguinea, e Isquemia fria que es la
que se produce desde el momento de extraccion de la pieza

hasta el inicio del cultivo.

Isquemia caliente: la influencia de ésta en la viabilidad y el
rendimiento del aislamiento ha mostrado resultados

heterogéneos en los diferentes trabajos. En 2002 Alexandre y
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col.™ demostraron un menor rendimiento del aislamiento en
tejido hepéatico de donantes sometidos a clampaje,
independientemente de si éste habia sido continuo o
intermitente. Ademas detectaron un descenso en el rendimiento
cuando el tiempo de isquemia era superior a 30 minutos. En
2004, Richert y col.'* sélo encontraron un descenso en el
rendimiento cuando se realizaba un clampaje intermitente de
acuerdo a la técnica francesa (7-40 minutos on, 5-15 minutos
off), sin encontrar ese descenso cuando se empleaba clampaje
continuo o intermitente de acuerdo a la técnica del Reino Unido
(10 minutos on, 5 minutos off). En el 2010 Kawahara y col.**
demostraron mediante analisis multivariante la influencia
negativa de la isquemia caliente en la viabilidad celular tras el
aislamiento. Por contra, trabajos como el de Lloyd y col.** no

demuestran dicha influencia.

Isquemia fria: Parece légico que el tiempo de isquemia fria sea
un factor que produzca una disminucion significativa tanto en la
viabalilidad como en el rendimiento celular del aislamiento.
Pero en este punto quizas es mas importante determinar cual es
el tiempo mé&ximo en que puede ser sometida la pieza a isquemia
fria, sin que esto suponga un empeoramiento de la calidad del

cultivo.

Alexandrova y col.'*® en 2005 comprobaron que los donantes
con tiempo de isquemia fria inferiores a 10 horas presentaban
mayor viabilidad en el aislamiento, por contra el descenso en la
viabilidad celular tras el aislamiento era evidente en aquellos

con tiempo de isquemia fria superiores a 20 horas.

El trabajo de Richert y col.** en 2004 muestra que un tiempo de
isquemia fria inferior a 5 horas no influye en el rendimiento de

células viables. Asi, recomiendan que el tiempo transcurrido
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desde la extraccion de la muestra hasta la realizacion del
aislamiento, no debe superar esas 5 horas.

Tamafio de la muestra: Alexandre y col.*®

mostraron que el
porcentaje de tejido no digerido tras el proceso de aislamiento
aumentaba significativamente cuando el tamafio de la muestra
hepéatica estaba por encima de 101 g. Posteriormente otros
estudios como el de Richert y col. han comprobado un descenso
en el rendimiento en aquellas piezas mayores de 150 g,
recomendando el uso de biopsias con un tamafio comprendido
entre 50 y 100 g**. Seguir estas recomendaciones no siempre es
posible ya que las muestras recogidas de las resecciones
hepéticas debe cumplir unas normas éticas para no alterar un
correcto estudio anatomopatolégico de la pieza, obteniendo asi

en muchas ocasiones muestras con tamafo inferior a 50 g.

1.6.3.-Valoracién de la viabilidad y funcionalidad del hepatocito.

Tras la realizacion del aislamiento y el cultivo de los hepatocitos, se precisan controles

de calidad con el fin de obtener células en nimero y con funcionalidad suficiente para

ser empleados en las diferentes aplicaciones. Entre estos test, quizas la determinacion

de la viabilidad y el recuento celular son los mas empleados, aunque los test

funcionales nos permiten comprobar también la calidad funcional de los mismos.

1.6.3.1.- Viabilidad: Su resultado se refiere al porcentaje de células vivas

con respecto al nimero total de células aisladas.
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La mayoria de los autores determinan la viabilidad mediante el test de

147-154

exclusion del azul tripan , que mide la integridad de la membrana

celular. Las células vivas no captan el azul tripan, mientras que las células

muertas son permeables al colorante y se tifien de azul.

Se calcula el porcentaje de viabilidad mediante la siguiente formula:

% viabilidad celular = media n° de células vivas x100

media n° total de células(vivas + muertas)

A nivel practico, se considera que un aislamiento de hepatocitos humanos
es aceptable cuando la viabilidad celular tras el aislamiento es superior al
60%. Cifras de viabilidad inferiores indican aislamientos deficientes y mala
calidad de las células para ser usadas posteriormente o criopreservadas,
para su uso tanto experimental como clinico. Aislamientos con viabilidades

por encima del 75% se consideran de calidad.

1.6.3.2.- Rendimiento celular: Para valorar el rendimiento celular del
aislamiento suele emplearse el mismo método que en la valoracion de la
viabilidad, pero en este caso no determinamos el porcentaje de células

vivas, sino el nimero total de células vivas obtenidas por gramo de tejido.

El rendimiento se determina como:

NUmero de células vivas obtenidas/ gr de tejido x 10°.
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1.6.3.3.- Tests de funcionalidad:

Los hepatocitos aislados conservan sus caracteristicas ultraestructurales y
su capacidad metabolica. Si bien la obtencion de una viabilidad celular
mayor del 60% se considera suficiente para considerar un aislamiento de
calidad, existen criterios adicionales que nos permiten determinar las
capacidades metabdlicas y de adhesién del mismo. Estos nos ayudan a
conseguir una estimacion mas real de la calidad de los hepatocitos.

Se utilizan numerosos métodos que permiten determinar la calidad en la
que se encuentra el hepatocito, relacionadas con sus caracteristicas
especificas funcionales como es la produccién de proteinas especificas de
higado, como la albimina, la sintesis de urea, la induccién/inhibicion del
citocromo P-450, la sintesis de glucogeno, la sintesis de lipoproteina o la
secrecion de bilis. Para realizar una primera aproximacion es suficiente con
determinar uno o dos parametros, dependiendo ademas, la eleccion del
parametro a estudio de los objetivos de la investigacion, por ejemplo, para
comprobar si se ha producido dafio en la membrana celular se mide la
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa, o para valorar el dafio
mitocondrial se determina la produccion de ATP, etc. Sin embargo, para
estudios previos puede resultar suficiente analizar la produccion del
producto final de una ruta metabolica como puede ser la produccién de urea
a partir de amonio para estimar el efecto que causa un compuesto sobre los

6

hepatocitos™® o estudiar la produccién de albimina ya que éste es un

producto especifico del hepatocito facil de analizar.

Test de Adhesién: La adhesion de los hepatocitos al sustrato de cultivo
es un proceso activo que requiere la preservacién de receptores de
membrana y componentes de la matriz extracelular. No todos los
hepatocitos aislados son capaces de unirse a la superficie de cultivo. La
eficiencia de fijacién se puede utilizar como un indicador de la calidad

celular. Siendo este dato particularmente relevante en el trasplante de
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hepatocitos, donde las células tienen que adherirse al sinusoide hepatico
como parte del proceso de injertacion™’.

Esta se puede determinar mediante contaje directo del ndmero total de
células adheridas a placa, o bien mediante técnicas indirectas como la
determinacion de la proteina adherida con respecto a la proteina total

125

sembrada™, o la determinacién del porcentaje de DNA de las células

adheridas con respecto al DNA de las células totales sembradas™’.

Determinacion de urea: La urea se forma dentro del ciclo de la urea 'y
representa el principal producto final de la desintoxicacién de amoniaco
del higado. Esta funcion hepatica es esencial para la eliminacién del
amoniaco generado a partir del catabolismo proteico y también para la
utilizacion de la mayoria de los aminoacidos para la glucogénesis. Suele
expresarse como nanomoles de urea por minuto y por millén de células

viables™’.

Su sintesis es producida exclusivamente por el higado e involucra
reacciones citosélicas y mitocondriales por lo que es un buen indicador
del rendimiento hepético y del grado de preservacion mitocondrial. La
produccion de urea por los hepatocitos en cultivo se usa en muchos
estudios como marcador de funcionalidad ya que es una prueba sencilla

que permite estimar el estado del hepatocito.

Determinacion de albamina: La albumina representa la proteina
cuantitativamente mas importante en suero Yy es sintetizada
exclusivamente por el higado. La produccion de albumina in vitro por
los hepatocitos es comparable a la que se produce por el higado humano
por lo que constituye un marcador de funcion hepatica importante. Su
presencia refleja la capacidad que tiene el higado para sintetizar

proteinas, y su tasa de sintesis se ve alterada en procesos fisioldgicos
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como la regeneracion hepatica o la inflamacién o por la acciéon de

algunos farmacos'®%.

Los niveles de albumina pueden indicar si los hepatocitos han sufrido
algun tipo de dafio durante el proceso de optimizacion del cultivo por lo

que su cuantificacion se emplea como marcador del dafio celular.

Su determinacion suele realizarse mediante test de ELISA con

anticuerpos especificos anti-albumina humana.

Determinacion de glucosa: El uso de compuestos sobre el cultivo de
hepatocitos también puede afectar al metabolismo de los carbohidratos
por lo que la determinacién de glucosa también puede servir para
establecer si la capacidad funcional del hepatocito estd afectada. Los
hepatocitos tienen la habilidad de producir glucosa a partir de lactato,
aminoacido, glicerol y otros azlUcares. Este proceso requiere ATP,
cuando hay xenobi6ticos toxicos en el medio puede resultar dafiado. En
ausencia de glucdgeno, la glucosa producida por las células es liberada
al medio y sirve como indicador de la capacidad gluconeogénica de las

células™’.

Actividad MTT: Esta técnica fue desarrollada por Mosmann en 1983'%
y modificada por Francois Denizot y Rita Lang en 1986™°. Se basa en
la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan),

permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células.

Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazan producido.
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Funcion del citocromo P450: El citocromo P 450 es el principal
responsable de la biotransformacion de los xenobidticos metabolizados
en el higado siendo un elemento clave en el metabolismo de farmacos
por lo que el conocimiento de las enzimas responsables en el
metabolismo de farmacos resulta clave para entender las variaciones
existentes entre humanos'®. La evaluacion de la funcién de
metabolizacion de farmacos, mediada por enzimas del citocromo P450
parece ser de especial interés de cara al uso clinico de los hepatocitos
para trasplante, en el que los beneficiarios van a recibir gran cantidad de
farmacos. EI aumento del uso del cultivo de hepatocitos con este fin y la
aparicion de métodos de analisis menos complicados ha aumentado el
empleo de este tipo de test para valorar la calidad funcional del

hepatocito’®.

Los hepatocitos humanos en cultivo muestran los niveles de P450
involucrados en el metabolismo de farmacos y reflejan si los
hepatocitos reproducen un comportamiento normal. Su determinacién
resulta especialmente Util en estudios de metabolismo de farmacos sin
embargo, no se suele utilizar en pruebas de screening por su mayor

complejidad analitica.
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La realizacion de clampajes vasculares durante la cirugia hepatica es un recurso
muy importante y habitual, ya que evita el sangrado masivo durante las resecciones

mayores, permitiendo asi realizar intervenciones con mayor seguridad.

Si bien el sangrado durante la cirugia hepéatica es un factor que conlleva
importantes consecuencias en la morbi-mortalidad postoperatoria, la isquemia provocada

por el clampaje no esta exenta de complicaciones.

Las consecuencias del dafio por isquemia-reperfusion, asi como el tiempo y el tipo
de clampaje han sido analizadas en estudios anteriores, pero en la mayoria de ellos, el
dafio hepético se ha evaluado Unicamente mediante la determinacién analitica de la
funcionalidad hepética postoperatoria en los pacientes sometidos a cirugia hepatica. Estos
pacientes poseen mdultiples factores, independientes de la isquemia, que van a afectar
también la funcionalidad hepética, entre ellas el sangrado, el nimero de segmentos
hepéticos resecados, la patologia hepética previa, el tratamiento neoadyuvante con
farmacos quimioterapicos o complicaciones postoperatorias como la anemia o la sepsis.
Consideramos que todos estos factores han podido influir en la interpretacion de los

resultados obtenidos en estos estudios previos.

Por ello, en el presente trabajo se propone abordar la evaluacion del dafio por
isquemia-reperfuciéon tras clampaje a través de la determinacion de la viabilidad y
funcionalidad de los hepatocitos aislados de la muestra hepatica y cultivados “in vitro”,
evitando asi la influencia sobre los resultados de variables como las complicaciones
postoperatorias, la anemia o el remanente hepatico tras la cirugia; considerandolo un
método mas exacto para la valorar el efecto del clampaje en el hepatocito y, por ende, en

la funcionalidad hepaética.
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Las hipdtesis para la realizacion del presente trabajo fueron las siguientes:

3.1.- El dafio hepético por isquemia-reperfusion provoca un descenso en la viabilidad
de los hepatocitos aislados de muestras de tejido hepatico sometido a clampaje, asi
como en el rendimiento celular de dicho aislamiento (nimero de hepatocitos viables
aislados por gramo de tejido) y en la funcionalidad hepatica de los hepatocitos aislados

y cultivados “in vitro”.

3.2.- El tiempo total de clampaje influye en el descenso de la viabilidad y
funcionalidad de los hepatocitos aislados, asi como en el rendimiento del aislamiento.

A mayor tiempo de clampaje el dafio sobre los hepatocitos sera mayor.

3.3.- El nimero de clampajes influye en el descenso de la viabilidad y funcionalidad
de los hepatocitos aislados, asi como en el rendimiento del aislamiento. A mayor

numero de clampaje el dafio sobre los hepatocitos sera mayor.

3.4.- Las muestras de tejido sometidas a clampaje intermitente rendiran mayor nimero
de hepatocitos y con mayor viabilidad y funcionalidad que las muestras sometidas a

clampaje continuo.

3.4.- Existen otros factores dependientes de las caracteristicas del donante de la
muestra hepatica o del procedimiento quirdrgico practicado que influyen en la
viabilidad y funcionalidad de los hepatocitos aislados de dicha muestra, asi como en el

rendimiento celular del aislamiento e independientes de la isquemia hepatica.
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4.1.- Objetivo Principal:

DETERMINAR LA INLUENCIA DE LA ISQUEMIA CALIENTE PRODUCIDA EN EL
HIGADO DURANTE LAS MANIOBRAS DE CLAMPAJE VASCULAR EN LA
RESECCION HEPATICA, SOBRE LA VIABILIDAD Y FUNCIONALIDAD “IN VITRO”
DE LOS HEPATOCITOS AISLADOS DEL TEJIDO RESECADO, ASI COMO SOBRE EL
RENDIMIENTO CELULAR DE DICHO AISLAMIENTO.

4.2.- Para alcanzar el objetivo principal, el estudio contempla la consecucion de los

siguientes objetivos secundarios:

- Determinar la existencia de diferencias en la viabilidad de los hepatocitos aislados, el
rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad hepética de los hepatocitos aislados y

cultivados “in vitro” entre pacientes sometidos y no sometidos a clampaje vascular.

- Evaluar la existencia de diferencias en la viabilidad de los hepatocitos aislados, el
rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad hepatica de los hepatocitos aislados y
cultivados “in vitro” entre pacientes sometidos a clampaje continuo y pacientes sometidos a

clampaje intermitente.

- Determinar la influencia del tiempo total de clampaje sobre la viabilidad de los
hepatocitos aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad hepética de los

hepatocitos aislados y cultivados “in vitro”.

- Analizar en los pacientes sometidos a clampaje, si el nimero de clampajes o el
tiempo maximo de cada uno de ellos tiene influencia sobre la viabilidad de los hepatocitos
aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad hepética de los hepatocitos

aislados y cultivados “in vitro”.

- Identificar otras variables asociadas tanto al paciente donante de la muestra como al

procedimiento, que influyen en el resultado del aislamiento del hepatocito.
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5.1.- Disefio experimental del estudio.

Se realiz6 un estudio transversal, observacional y prospectivo, en el que se analizo el
rendimiento celular del aislamiento, asi como la viabilidad y funcionalidad de los hepatocitos
aislados a partir de muestras de tejido hepatico obtenidas de pacientes sometidos a reseccion
hepatica por diversas indicaciones, teniendo en cuenta en cada caso los tiempos de isquemia
por clampaje y el ndimero de clampajes a los que habian sido sometidos durante el

procedimiento quirdrgico.

Todos los pacientes fueron intervenidos por el equipo de Cirugia
hepatibiliopancreatica del H.U. Miguel Servet de Zaragoza, dirigido por el Dr. Serrablo en un
periodo comprendido entre Noviembre de 2008 y julio de 2013, amplidndose el periodo de
recogida de datos hasta febrero de 2015. En todos ellos se realizd la misma técnica de

clampaje, determinando en el protocolo quirargico los tiempos de isquemia en minutos.

De cada paciente se obtuvo una muestra del tejido resecado sobre la que se aislaron los
hepatocitos por el método en dos pasos de digestion por colagenasa™® y se determiné en los
mismos la viabilidad, el rendimiento celular del aislamiento y tras su cultivo “in vitro” su

funcionalidad.

Todas las muestras fueron aisladas y analizadas por el equipo de la Dra. Estela
Solanas, dirigido por la Dra. Trinidad Serrano, dentro del grupo de Patologia Digestiva del 1S
Aragon, coordinado por el Dr. Angel Lanas, aportando asi una homogeneidad en la técnica

del proceso tanto quirdrgico como de aislamiento.

Posteriormente se realizd una revisién de la historia clinica de los pacientes,

completando los datos referentes a los antecedentes del donante de cada muestra.
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5.2.- Poblacién a estudio:

Todas las muestras estudiadas se obtuvieron de pacientes pertenecientes al Sistema Publico de
Sanidad, Salud de Aragon, seleccionados de forma aleatoria desde la lista de espera de la
Unidad de Cirugia Hepatobiliopancreatica del Hospital Universitario Miguel Servet de

Zaragoza.

5.2.1.- Criterios de inclusién:

- Pacientes sometidos a cirugia de reseccidn hepatica

- Edad mayor o igual a 18 afios

- Segmento hepatico resecado de suficiente tamafio para realizar la toma de
una muestra de tejido sano y libre de tumor, respetando un margen de

seguridad que evitase alterar el estudio anatomopatoldgico de la pieza.

5.2.2.- Criterios de exclusion:

- Edad < 18 afios

- Proceso infeccioso agudo en actividad

- Serologia positiva para VHB, VHC, VIH. (El fin de excluir pacientes con
VIH+ es mantener la seguridad del equipo durante el procesamiento de la
muestra)

- Enfermedad hepética avanzada (Cirrosis con Child B-C).

- Negacion del paciente.

5.2.3.- Tamaio muestral:

Se decidid incorporar al estudio todos los pacientes que cumplieran los

criterios de seleccion durante el periodo de tiempo comprendido entre noviembre de

2008 y julio de 2013.
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5.3.- Desarrollo del estudio:

5.3.1.- Técnica quirurgica.

El paciente se coloco en posicion de decubito supino, preparando un campo operatorio
desde mamilas a pubis. En general se realizd una laparotomia subcostal derecha
ampliada, su prolongacion medial permite un mejor acceso a los segmentos superiores

hepéticos. En algunas ocasiones se empled la incision en J propuesta por Makuuchi?®.

Se comenzd la cirugia con una liberacidn hepatica, realizando la seccion del ligamento
redondo y del ligamento suspensorio hasta la cara anterior de la vena cava inferior,
abriendo el espacio celular limitado por la separacién de las dos hojas del ligamento.
Asi queda liberado el I6bulo hepatico izquierdo, se continué con la seccion de los

ligamentos triangulares que permiten completar la liberacion hepatica.

La ecografia intraoperatoria fue el siguiente paso en la intervencion, con el fin de
localizar la situacion exacta de las lesiones a tratar y determinar su relacion con los

ejes vasculares.

Una vez determinada la localizacién de las lesiones y decidido el tipo de reseccion que

se iba a realizar se procedio a preparar los clampajes vasculares.

En todos nuestros pacientes se realizd una exclusién vascular total con preservacion
del flujo de la vena cava inferior por considerarla una técnica segura, bien tolerada y

facilmente reproducible.

Para ello se realizéd un doble clampaje tanto del pediculo hepéatico con sus ramas
arteriales y portales como de las venas suprahepaticas.

Se practicé una maniobra de Pringle tomando en bloque la totalidad de la triada del
pediculo hepatico. Para su correcta realizacion se accedid a la cara posterior del hilio,
a través del hiato de Winslow, realizando la apertura del epiplon menor. Esta maniobra

no precisa de una diseccion excesiva del tejido celuloadiposo, ya que la preservacion
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de éste protege las estructuras del trauma (Fig.13). Con esta técnica se consigue un
control eficaz del flujo aferente hepatico.

Figura 13: Maniobra de Pringle

El flujo eferente del higado se controlé con el clampaje de las venas suprahepaticas,
sin interrumpir la circulacién en la vena cava. Puede realizarse de forma total
(ocluyendo la triada portal y todas las venas suprahepaticas) 0 como en nuestro caso,
de forma parcial, ocluyendo Unicamente vasos en algunos de los I6bulos. Para su
aplicacion se deben disecar las venas suprahepéticas, derecha por un lado y
habitualmente el tronco comdn de la media y la izquierda por otro (Fig. 14). Esta
técnica disminuye los trastornos hemodinamicos que aparecen en la exclusion vascular

total.
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Figura 14: Clampayje selectivo de las venas suprahepaticas

Ambos clampajes se realizaron utilizando un torniquete de Rummel al considerarlo

méas comodo y menos traumatico que una pinza de clampaje.

Se continud la cirugia realizando la reseccion del segmento hepético indicado en cada
paciente, empleando para ello disector monopolar Tissuelink y disector ultrasénico

Cavitron para la transeccion del parénquima y el sellado de los pequefios vasos (Fig.
15).

Figura 15: Reseccion hepética
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En el protocolo quirurgico quedd anotado la realizacion o no de tiempos de isquemia,
y en caso de realizarse se especificaron también los tiempos que se realizaron

contabilizados en minutos.

5.3.2.- Obtencion de la muestra.

Tras haberse completado la reseccion del segmento hepatico indicado en cada caso, y
estando ya este aislado del resto de parénquima, se realizaba por parte del cirujano una
seccion de una muestra de tejido hepatico macroscopicamente sano en la zona mas
alejada a la lesion motivo de la intervencion, con el fin de evitar tanto las
interferencias en el estudio anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica como la

existencia de tejido maligno en la muestra a aislar.

Siempre que fue posible la muestra hepatica se correspondié a una cufia de tejido
rodeada de cépsula de Glisson en todas sus caras excepto en la de la superficie de
corte. Intentando obtener la muestra de tejido de mayor tamafio posible sin que ello

altere el estudio clinico correcto de la lesién resecada.

Las muestras hepaticas se conservaron en solucion de Wisconsin fria a 4°C (ViaSpan,
BristolIMyer Squibb Pharma Ltd; Madrid; Espafia) desde su reseccion en quir6fano

hasta su aislamiento. Siendo siempre este lapso de tiempo inferior a 30 minutos.

5.3.3.- Aislamiento de hepatocitos.

Se sigui6 el método de aislamiento de hepatocitos por digestion en dos pasos con
colagenasa de muestras de tejido obtenido de resecciones hepaticas descrito por Strom

164
| 16

y col.*®*, en 1982, con las modificaciones descritas por Solanas y col.** en 2015.

Una vez en el laboratorio si la muestra presentaba vascularizacion visible se dejaba tal
cual, pero cuando no la presentaba se cortaba sobre la superficie de corte hasta
conseguir dejar visibles vasos suficientes para la perfusion. Posteriormente la muestra

era pesada y los vasos visibles de mayor calibre (de 2 a 4) eran canulados con
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Abocaths de 20G, asegurando que la irrigacion a través de las canulas llegaba a la
mayor parte del volumen del tejido (mas de 2/3).

Para fijar las canulas y evitar que las soluciones se extravasaran y facilitar la perfusion
de las mismas por todo el tejido hepatico, las superficies de la muestra no cubiertas por
Cépsula de Glisson se cubrieron con pegamento (SuperGlue 3®, Loctite) (Vons et al.
1990; LeCluyse, pers comm). Cada muestra se perfundié con 2 soluciones buffer
mantenidas en bafio a temperatura constante de 37°C: la primera de ellas (solucion de
lavado) 300 ml de solucién Krebs-Ringer sin calcio (Sigma-Aldrich, St Luois, MO),
conteniendo EGTA 0,5mM y Nitro-L-Arginina-metil éster 1nM vy la segunda de ellas
(solucién de digestion) 100 ml de solucion Krebs-Ringer con CaCl, a una
concentracion 5mM y 0,05 % de colagenasa (0,25 Unidades de Digestion de
Colageno/litro; C-5138, Sigma-Aldrich, St Luois, MO). Ambas soluciones se
perfundian a una velocidad de 40 ml/min/canula. La primera de ellas (solucion de
lavado) sin recirculacién (hasta que se agotaba el volumen) y la segunda (solucién de
digestion) se mantenia con un sistema de recirculacion constante durante 60 minutos a

37°C, hasta que se objetivaba que el tejido se encontraba digerido por completo.

Todos los pasos se realizaron bajo condiciones estériles y a una temperatura constante
de 37°C.

El tejido hepatico resultante ya digerido con la colagenasa se separd del tejido
conectivo restante no digerido mediante inmersién y separacion mecénica en una
solucion de Krebs-Ringer mantenida en hielo y posterior filtrado de la solucién a
través de cuatro capas de gasa estéril. La solucion filtrada conteniendo los hepatocitos
aislados se centrifugaba a baja velocidad (50 x g; 4°C), el pellet resultante se
suspendié en medio Williams E (WEM) frio (Lonza, Verviers, Bégica). El proceso de
centrifugado y lavado se repitio tres veces mas. El pellet final resultante se suspendio
en un volumen conocido fijo de medio de cultivo celular compuesto por Ham’s F-
12/WEM (1:1, v/v) suplementado con un 2% de suero fetal de ternera (SFT), un 0,1%
de fraccion V de albumina de suero bovino, insulina 10nM, 25 ug/ml de transferrina,
bicarbonato sédico 26 mM, etanolamina 66.8 uM, acido linoléico 7.2 uM, glucosa 7
mM, &cido ascérbico 0.62 mM, L-glutamina 2 mM, N-Nitro-L-Arginina metil éster

0.64 mM, penicilina 100 U7ml, anfotericina B 100 ug/ml (todo adquirido en Sigma-
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Aldrich, excepto el SFT vy la solucion antibidtico/antimicético que fue adquirido en
Lonza).

Sobre la solucién celular resultante se determind la viabilidad celular, se conto el
numero de hepatocitos obtenidos y en 33 de los aislamientos los hepatocitos fueron
cultivados en el medio anteriormente mencionado sobre placas de cultivo celular de 96
pocillos colagenizadas 16 horas tras las cuales, se determiné la adhesién celular en 25
muestras, la actividad MTT en 33, la secrecion de urea en 19 y la produccion de

alblmina en 19.

5.3.4.- Determinacién de viabilidad, rendimiento celular y pruebas de

funcionalidad de los hepatocitos.

Viabilidad celular:

Sobre una alicuota (50ul) de la suspension final de los hepatocitos aislados de cada
muestra se determind la viabilidad y se realizd el contaje celular mediante el test de
exclusion del azul de tripan en cdmara de Neubauer mejorada (Fig. 16). Este colorante
es excluido por las células viables, que mantienen su membrana integra y tifie de azul
los nucleos de las células con membrana dafiada. Para ello a la alicuota de 50 ul se le
afiadian 50 pl de solucion de Trypan Blue (Sigma-Aldrich, St Luois, MO), se
homogenizaba la mezcla resultante y después se depositaban 10ul de la misma en cada

una de las dos reticulas de la cAmara de Neubauer del hemocitémetro (Fig. 17).
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Fig. 16. Camaras de Neubauer mejoradas, en la inferior se puede apreciar la suspension

celular con Trypan Blue en sedas reticuladas
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Fig. 17. Reticula de cAmara de Neubauer mejorada. Las células a contar en cada una de las
dos reticulas corresponden a 4 cuadrados identificados con la letra “L”, correspondientes con

las cuatro esquinas de la reticula.

El contaje se realiz6 bajo microscopio invertido de contraste de fases con objetivo 20
X. Se cuentan como células viable aquellas células redondeadas y brillantes mientras
que se contabilizan como muertas las tefiidas de azul. Se hace la media de células
vivas y muertas de los 8 cuadrados y se multiplica por el factor de dilucion (x10000)
correspondiente a la inversa del volumen de cada cuadrado de la reticula (1 x 10 ml),
por el factor de dilucion de la suspension en el Trypan Blue (x2) y por aquella dilucion
necesaria para poder tener la suspension celular dentro de los limites de contaje de la

camara (>25 y <100 células por cuadricula).
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El nimero de células vivas por ml de suspension celular se calcul6 segun la siguiente

formula:

N° de células vivas /ml de suspension celular = media de células vivas de las 8
cuadriculas x 2 (factor de dilucion del Trypan Blue) x 10000 (inversa del volumen de

la cuadricula) x la dilucion de la suspension celular

El nimero de células muertas se calculé de la misma manera pero teniendo en cuenta

la media de células muertas.

El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 mediante la siguiente formula:

% viabilidad celular = media n° de células vivas x100

media n° total de células(vivas + muertas)

Rendimiento celular del aislamiento:

Para valorar el rendimiento celular de cada aislamiento (nimero de hepatocitos
viables/ g de tejido hepatico aislado) se empled el mismo método que en la valoracién
de la viabilidad, pero en este caso no determinamos el porcentaje de células vivas, sino
el nimero total de células vivas (nimero de células vivas/ml de suspension celular x

ml de suspension celular obtenida en el aislamiento) obtenidas por gramo de tejido.

El rendimiento se determind siguiendo la siguiente formula:

Rendimiento celular = ((células vivas/ml de suspension) x (ml de

suspension celular final)) / gr de tejido aislado.
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Pruebas funcionales:

Para todas las pruebas de funcionalidad, las células fueron sembradas a una densidad

de 300000 hepatocitos viables/ml de medio de cultivo, en placas de 96 pocillos pre-

cubiertas con colageno tipo | (Biocoat™, BD Bioscience, Bélgica), con 100ul de

suspension celular por pocillo (30000 células vivas/pocillo) y cultivadas en un

incubador a 37°C en una atmdsfera de un 5% de CO, y 95% de aire durante 16 horas

(“overnight”).

Actividad mitocondrial de la deshidrogenasa (MTT): La MTT de los

hepatocitos en cultivo se realizd utilizando un método basado en la

reduccién de sal de bromuro de 3-(4,5- dimetil tiazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazolio en cristales insolubles de formazan de color violeta. Para ello,
tras 16 horas en cultivo, se retird el medio y las células se incubaron con
reactivo MTT (500 pg/ml; Sigma-Aldrich) en medio de cultivo libre de
suero (sin SFT y suplementado con dexametasona 10nM). Tras 4 horas de
cultivo con el reactivo en incubador a 37°C y una atmdsfera de un 5% de
CO, y 95% de aire, se elimind el sobrenadante resultante, y los cristales de
formazan formados en cada pocillo se disolvieron con 200 ml de DMSO.
Tras la homogenizacion del contenido de cada pocillo en un agitador de
placas durante 5 minutos, se leyd la absorbancia a 570 y 630 nm en un
lector de placas (Synergy HTX- Bio Tek). El valor de MTT de cada pocillo
se obtuvo restando al valor de absorbancia medido a 570 nm el valor de
referencia a 620 nm. En cada aislamiento se determind la MTT en 8

pocillos distintos y se realiz6 la media.

Adhesion celular: para calcular la adhesién, se determind la proteina de las

células adheridas a placa y la total de las células sembradas. La proteina
total, se determind sobre un pellet, recogido el dia del aislamiento
correspondiente a 30000 células, en el que se encontraban los hepatocitos,
vivos y muertos, que se centrifugd a 60 g durante 5 minutos a 4°C. El pellet
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resultante se lavo 2 veces con PBS y finalmente se mezcld con una
solucién de Triton al 2% en PBS para lisar las membranas celulares. El
lisado celular se guardd -30 °C en triton al 2% en PBS hasta su analisis
posterior.

Para determinar la proteina adherida de cada aislamiento sobre 8 pocillos
de siembra y tras 16 horas de cultivo, se elimind el medio de incubacion en
el que se encontraban los hepatocitos, se lavaron las células adheridas a
placa dos veces con PBS con calcio y magnesio y se lisaron las células con
Triton al 2% en PBS para disolver la proteina. Se recogio el sobrenadante y
se guardo a -30° C hasta su andlisis. Sobre los lisados celulares (del pellet
celular y de las células adheridas tras el cultivo) se determind la cantidad de
proteina total y la adherida respectivamente, usando el kit comercial
Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Sigma-Aldrich). En €l se
dispone de una solucion de é&cido Bicinconinico (BCA) que contiene
carbonato de sodio, tartrato sodico y bicarbonato de sodio en NaOH 0,1 N
y una solucion de 4% de sulfato de cobre (I1) pentahidratado. El ensayo se
basa en la conversion de los iones clpricos (Cu++), presentes en los
enlaces peptidicos y en los residuos cisteina, cistina, tirosina,y triptéfano, a
iones cuprosos (Cu+) bajo condiciones alcalinas. La cantidad de iones
capricos reducidos es funcion de la cantidad de proteina presente en la
muestra.

Para esta determinacién se utiliz6 una placa multipocillo en el que se
analizaron las muestras, los estandares y el control (triton al 2 % en PBS)
por duplicado. Los reactivos se mezclaron en las proporciones indicadas en
el protocolo. Tras dejar incubar 30 minutos a 37 °C se leyd en un lector de
placas (Synergy HT, Biotek) a 562 nm. La absorbancia resultante es
directamente proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucion.
De forma que la cantidad de proteinas se calculé por extrapolacion a la
curva standard. La proteina adherida se calcul6 como la media de los 8
pocillos sembrados a tal fin.

El porcentaje de adhesion celular se calculo como el porcentaje de la

proteina adherida con respecto a la proteina total.
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Determinacidn de secrecion de albdmina: Como uno de los indicadores de

funcion de los hepatocitos se determino la produccion de albumina. Para
ello, se recogieron los sobrenadantes “pool” de 8 pocillos tras 16 horas de
cultivo y se guardaron a -30° C hasta su determinacion. El contenido de
albimina de los sobrenadantes se determind mediante el ensayo
inmunoabsorbente unido a enzima tipo sandwich, conocido como ELISA,
se utilizé el kit comercial Human Albumin Elisa Quantitation Set
(Laboratorios Bethyl, USA). Primero se incubd el anticuerpo, en la placa
multipocillos, diluido con tampdn de recubrimiento (0,05M de carbonato-
bicarbonato pH 9.6) durante una hora, tras lavar con solucién de lavado 5
veces (Tris 50 mM, NaCl 0,14 M, 0,05% Tween 20, pH 8.0) se afiadieron a
cada pocillo 200 pg de solucién de posrecubrimiento (Tris 50 mM, NaCl
0,14 M, 1% BSA, pH 8.0).

Las muestras desconocidas, el blanco (medio de cultivo) y los estandares
utilizados fueron diluidos apropiadamente en diluyente de muestra (Tris 50
mM, NaCl 0,14 M, 1% BSA, 0,05% Tween 20) y se afiadieron a los
pocillos por duplicado. Tras una incubacién de una hora a temperatura
ambiente fueron combinados con peroxidasa unida a un anticuerpo
policlonal anti-cabra frente a albimina humana. Después de una incubacion
de 20 minutos en oscuridad se par6 la reaccion con H,SO4 2M y se
midieron los resultados en un lector de placas a 450 nm. La cuantificacion
de albumina se determind por extrapolacién en una curva estandar de

cuatro parametros, 4PL.

Determinacién de secrecion de urea: Para cada aislamiento, se analizaron

las muestras tomadas del sobrenadante del cultivo tras 16 horas, “pool” de
8 pocillos. Los sobrenadantes se guardaron a -20° C hasta su analisis en
contenido en urea. La sintesis de urea en el medio se midio

colorimétricamente usando el kit comercial Quantichrom TM urea assay kit
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(Bioassays systems, USA). El principio se basa en la hidrolisis de urea a
amonio y didxido de carbono por la ureasa.

H2N-CO-NH; + H,0 uﬁa’Z NH3z + CO,

En una placa multipocillo se analizaron las muestras, los estandares y el
blanco (medio de cultivo) por duplicado. El estandar a distintas
concentraciones sirvio para realizar una curva patron en el que se
extrapolaron los resultados obtenidos por el lector de placas. Muestras,
estandares y blanco se incubaron con 200 ul de reactivo de trabajo 30
minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacion se leyeron a 520 nm en
un lector de placas. La intensidad del color es directamente proporcional a

la concentracion de urea que hay en la muestra.

5.4.- Recogida de variables.

Se recogieron los datos de un total de 38 variables, de las cuales 30 fueron obtenidos a través
de la historia clinica del paciente y 8 a partir de la base de datos desarrollada por el equipo del
laboratorio de aislamiento celular. Todas ellas fueron recogidas en una base de datos
Microsoft Office Excel 2003 para su posterior analisis estadistico.

Las variables incluidas en el estudio fueron las siguientes.

- Datos de filiacién del paciente:

1. Numero de aislamiento.

2. Edad. Se refiere a la edad del paciente (afios) en el momento en el
que fue sometido a la intervencion quirdrgica. Variable cuantitativa

continua.
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3.

Sexo. Variable cualitativa dicotdmica (hombre/mujer).

- Caracteristicas clinicas y antecedentes patoldgicos del paciente:

Antecedentes oncoldgicos. Se refiere a la existencia de patologia
oncologica relacionada o no con la enfermedad hepatica causante de

la cirugia. Variable cualitativa dicotomica (Si/No).

Tipo de antecedente oncoldgico. Se refiere al tipo de enfermedad
oncologica que ha sufrido el paciente, relacionado o no con la
enfermedad hepética causante de la cirugia. Variable cualitativa

nominal.

Antecedente de patologia hepética. Se refiere a enfermedades o
agresiones hepaticas previas, independientes de la patologia actual

que causa la cirugia. Variable cualitativa dicotomica (Si/No).

Tipo de antecedente hepético. Se refiere a la patologia hepatica
sufrida por el paciente antes de la cirugia como alcoholismo,
esteatosis, cirrosis, hepatectomia previa.... Variable cualitativa

nominal.

Cirrosis. Se refiere a la existencia de cirrosis hepéatica previa a la
cirugia. Esta variable se determind segun la existencia de hallazgos
histoloégicos compatibles con cirrosis en estudios preoperatorios o
en el analisis anatomopatoldgico de la propia pieza quirdrgica de la
cual se extrajo la muestra. Variable cualitativa dicotomica (Si/ No).

Grado de cirrosis en caso de existencia de cirrosis. Esta variable se
determino realizando una valoracién Child en los pacientes que
presentaban hallazgos histolégicos de cirrosis. Variable cualitativa
ordinal (Child A/ Child B/Child C).
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10. Esteatosis. Se refiere a la existencia de esteatosis hepatica previa a
la cirugia. Esta variable se determind con la revision tanto de
pruebas de imagen preoperatoria asi como de los hallazgos
histologicos en el analisis anatomopatoldgico de la pieza de la que

se extrajo la muestra. Variable cualitativa dicotdmica (Si/No).

11. Grado de esteatosis hepética previa a la cirugia. Se considero6
esteatosis leve cuando estaban afectados menos del 33% de
hepatocitos, moderada entre 33-66% Yy grave mas del 66%. Variable

cualitativa ordinal (leve/ moderada/ grave).

- Determinaciones analiticas previas a la cirugia.

Se recogieron los datos analiticos de los pacientes, incluyendo analiticas de
hasta un mes previo a la cirugia. En caso de la existencia de méas de una
analitica se selecciono la realizada méas proxima al dia de la cirugia. Todas

ellas son variables cuantitativas continuas.

12. AST en suero (Aspartato aminotransferasa).

13. ALT en suero (Alanina aminotransferasa).

14. GGT en suero (Gamma glutamil transpeptidasa).
15. Fostatasa alcalina en suero.

16. Bilirrubina total en suero.

17. Actividad de Protombina.

18. Hemoglobina.

19. Hematocrito.
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Tabla 2. Valores analiticos estandar en la poblacion

Unidades de Medicion | Valores de referencia
AST U/L 0-35
ALT U/L 0-35
GGT U/L 0-38
Fostatasa alcalina u/L 30-120
Bilirrubina mg/dL 0.30-1.20
Actividad de % 80-120
Protombina
Hemoglobina g/dL 12.2-16.5
Hematocrito % 36.0-48.0

- Datos relacionados con la enfermedad hepética causante de la cirugia.

20. Origen oncologico de la enfermedad hepéatica. Se refiere a la
existencia de enfermedad oncoldégica en el estudio
anatomopatolégico de la lesiébn hepéatica resecada. Variable
cualitativa dicotomica. (Si/ No).

21. Etiologia de la enfermedad hepatica. Se refiere a la etiologia
confirmada de la lesion hepatica resecada tras el estudio

anatomopatoldgico de la lesion. Variable cualitativa nominal.

22. Tratamiento quimioterdpico previo a la cirugia. Se refiere a los
pacientes que han sido sometidos a un tratamiento quimioterapico
independientemente del momento en el que se realiz6. Variable

cualitativa dicotomica. (Si/ No).

23. Tiempo desde la quimioterapia. Se refiere al nUmero de meses que
transcurrieron desde el fin de la quimioterapia hasta la cirugia.

Variable cuantitativa continua.
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24. Farmacos quimioterapicos administrados. Se refiere a los tipos de
farmacos que se emplearon como parte del tratamiento oncoldgico.

Variable cualitativa nominal.

25. Oxaliplatino. Se refiere a los pacientes en los que se empled
oxaliplatino como parte del tratamiento quimioterapico. Variable

cualitativa dicotomica. ( Si/No)

- Datos relacionados con la técnica de clampaje quirdrgico.

26. Clampaje vascular. Se refiere a si el paciente ha sido sometido o no
a clampaje vascular. Variable cualitativa dicotomica. (Si/No).

27. Tipo de clampaje realizado. Variable cualitativa dicotomica.

(Continuo / Intermitente).

28. Numero total de clampajes. Se refiere al nimero de veces que se ha

realizado clampaje. Variable cuantitativa discreta.

29. Tiempo maximo de clampaje. Se refiere al tiempo méaximo de
clampaje entre todos los clampajes que ha sufrido un paciente.

Variable cuantitativa continua.

30. Tiempo total de clampaje. Se refiere a la suma de todos los
clampajes que se realizan en un paciente. Variable cuantitativa

continua.

- Datos relacionados con el aislamiento celular

31. Viabilidad celular. Se refiere al porcentaje de viabilidad celular

obtenido tras el aislamiento. Variable cuantitativa continua.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

5.5.- Andlisis estadistico.

Viabilidad > de 65. Se refiere a la respuesta de si el aislamiento ha
obtenido una viabilidad superior a 65%. Variable cualitativa

dicotémica (Si/No).

Viabilidad > de 75. Se refiere a la respuesta de si el aislamiento ha
obtenido una viabilidad superior a 75%. Variable cualitativa
dicotomica (Si/No).

Rendimiento celular. Se refiere a la determinacion de rendimiento

celular obtenido en cada aislamiento. Variable cuantitativa continua.

Adhesion celular. Se refiere a la determinacion de adhesién celular
obtenida en el cultivo de las células de cada aislamiento. Variable

cuantitativa continua.

MTT. Se refiere a la determinacion de MTT obtenida en el cultivo

de las células de cada aislamiento. Variable cuantitativa continua.

Albumina. Se refiere a la determinacién de albumina obtenida en el
cultivo de las células de cada aislamiento. Variable cuantitativa

continua.

Urea. Se refiere a la determinacion de urea obtenida en el cultivo de

las células de cada aislamiento. Variable cuantitativa continua.

Se realiz6 en primer lugar un analisis descriptivo de las variables a estudio. Para variables

cualitativas se aportan fre

cuencias relativas y absolutas. Para variables cuantitativas se aporta

media y error estandar (EE) o el intervalo de confianza al 95% (IC95%), y la mediana junto

con los valores maximos y minimos.
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Para analizar la relacion entre las variables a estudio, se realizd un andlisis bivariante,
correlacion de Pearson o Spearman para evaluar relacion lineal entre dos variables
cuantitativas continuas. El coeficiente de correlacion puede tomar valores entre -1 y 1,
indicando el 0 nula correlacion entre las variables. Se aplico el test de Chi-Cuadrado para
mostrar la relacion entre variables cualitativas, y fue sustituido por el test exacto de Fisher
cuando no se cumplieron los criterios de aplicacion.

Para comparar medias entre grupos independientes se utilizo el test U Mann-Whitney para
dos grupos y el test de Kruskall Wallis cuando la variable tenia mas categorias. Para analizar

normalidad de las variables, se utiliz6 el Test de Komolgorov-Smirnov.

Con el objetivo de valorar la influencia de diversas variables sobre la viabilidad, rendimiento
y funcionalidad “in vitro” del hepatocito aislado, se llevan a cabo una serie de modelos
predictivos basados en anélisis de regresion. Se considera, como variable de medida de la
validez, la capacidad explicativa del modelo (R?). R* puede tomar valores entre 0 y 1. Se

utiliza la prueba de Hosmer-Lemeshow para analizar la bondad de ajuste del modelo.
Regresion lineal multiple:

Variables resultado: Se consideran las variables continuas de viabilidad,

rendimiento y funcionalidad “in vitro” del hepatocito aislado.

Variables independientes: Se consideran las variables asociadas tanto al

donante como al procedimiento quirdrgico estadisticamente significativas en el

analisis bivariante.

Se establecio el nivel de significacion estadistica para un p valor menor a 0,05.

Para toda la investigacion se ha utilizado el programa estadistico SPSS v22.0 (licencia Universidad de

Zaragoza).
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5.6.- Consideraciones éticas.

Todos los pacientes fueron informados previamente a la cirugia de las caracteristicas del
estudio, detallando en cada caso el método de extraccion de la muestra y los fines de la

realizacion del mismo (Anexo 1).

Todas las muestras fueron obtenidas y procesadas de acuerdo a las normas establecidas y tras

aprobacion por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon.

Se realiz6 un protocolo de recogida, asi como un consentimiento informado especifico para el

estudio que aceptaron y firmaron todos los participantes del mismo (Anexo 2).
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6.1.- Caracteristicas basales de la poblacién a estudio.

6.1.1.- Datos demogréficos.

Dentro del presente estudio se han incluido un total de 67 pacientes, cuya edad media

fue de 62 + 1,6 afios, con un rango de edades entre los 27 y 81 afios.

La distribucion de la poblacion segun la edad se muestra en la figura 18.
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Fig. 18- Distribucion de la poblacion por edad.

En cuanto a la distribucion de la poblacion segin el sexo, 43 pacientes fueron hombres

(64,2%) y 24 fueron mujeres (35,8%).

Todos los pacientes pertenecen a la comunidad Auténoma de Aragon y han sido tratados por

el sistema publico Salud Aragén.
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6.1.2.- Variables relacionadas con las caracteristicas clinicas y los antecedentes

patoldgicos del donante.

Entre los antecedentes patoldgicos de los pacientes analizados, 47 de ellos, un 70,1%
del total habian presentado patologia oncoldgica relacionada o no con la enfermedad
hepatica que indicd la cirugia. El adenocarcinoma colorrectal fue la estirpe oncoldgica
maés frecuente, sufrida por el 49,3% de los pacientes (Fig.19).

Figura 19.- Distribucién de antecedentes oncoldgicos

En cuanto a los antecedentes relacionados con patologia hepatica, sélo afectaron a 13
de los 67 donantes (19,4%). Ocho pacientes habian sido sometidos a resecciones
hepaticas previas, un paciente presentd hepatitis A, uno higado azul y un altimo

paciente presentaba enolismo cronico.

Tan s6lo un paciente presentaba cirrosis previo a la cirugia (hay que tener en cuenta
que la cirrosis fue considerada criterio de exclusion en sus grados Child B y C). Por lo
que no fue posible realizar el analisis de la influencia de esta variable en la viabilidad,

rendimiento y funcionalidad de los hepatocitos “in vitro”.

En cuanto a la presencia de esteatosis hepatica se presentd en 7 de los 67 pacientes
(10,4%), de ellos tres presentaban un grado leve y los otros cuatro se clasificaban

como un grado moderado.
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6.1.3.- Variables analiticas.

Se incluyeron en el estudio un total de ocho determinaciones analiticas, las cuales

fueron analizadas en los tiempos preoperatorias.

En la tabla 3 mostramos la distribucion de los valores analiticos medios obtenidos en
los donantes previo a la cirugia, asi como los valores estandar aceptados para la

poblacién general.

Tabla 3.- Determinaciones analiticas preoperatorias

Mediana Min-Max Media EE* ;a:;);is;é r::clis;

AST 23,5 14-347 36,4 6,03 0-35 U/L

ALT 21,0 4-512 40,5 8,97 0-35 U/L

GGT 51,5 13-1721 105,6 33,06 0-38 U/L

FA 94,0 32-1555 139,6 29,75 30-120 U/L

Bilirrubina 0,7 0,3-8,3 1,06 0,17 0,3-1,2 mg/dL

Act. Protombina 100,0 36-148 100,4 2,04 80-120 %
HB 13,7 9,5-17,1 13,6 0,20 12,2-16,5 g/dL

HTO 40,7 27,6-48,5 40,4 0,59 36-48 %

*EE= error estandar de la media
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6.1.4.- Variables relacionadas con la enfermedad hepatica causante de la cirugia.

Se revisaron los estudios anatomopatoldgico de todas las piezas hepaticas resecadas, entre
las que se localizaron trece estirpes etiologicas diferentes, de las cuales el 82% eran de
origen oncologico. En la tabla 4 se muestra una descripcion detallada del origen

etiologico de las patologias por las que los pacientes fueron sometidos a la reseccion

hepatica.
Tabla 4.- Distribucion etioldgica de las lesiones hepaticas.
Etiologia N° de pacientes %
Metastasis Carcinoma Colorrectal 35 52,3%
Colangiocarcinoma 7 10,5%
Hidatidosis 6 9%
Metastasis de origen diferente al Ca colorrectal 5 7,5%
Hemangioma 4 6%
Hepatocarcinoma 4 6%
Ca. Vesicula 4 6%
Adenoma 1 1,5%
Cistoadenoma 1 1,5%

Entre los donantes con etiologia oncoldgica tan sélo 27 recibieron tratamiento
quimioterapico previo a la cirugia. Por lo tanto, el 40,3% de todas las piezas fueron
sometidas a tratamiento quimioterapico previo al aislamiento. El tiempo medio desde
la administracion del tratamiento adyuvante hasta la toma de la muestra fue de 6,17+

1,7 meses, con un rango de entre 1 y 24 meses.

120



M€ Nieves Sdnchez Fuentes 6. RESULTADOS

Entre los diferentes esquemas quimioterdpicos que recibieron los donantes, se
determind de forma concreta, en cuales de ellos se habia empleado oxaliplatino, por
los efectos hepaticos nocivos que este provoca. De los 27 pacientes, 23 (34,3%)
recibieron tratamiento quimioterapico con oxaliplatino asociado o no a otros
tratamientos y en los otros cuatro pacientes restantes que recibieron tratamiento
adyuvante, no conocemos la terapia quimioterapica empleada por lo que no podemos

determinar si fueron o no sometidos a este farmaco.

6.1.5.- Variables relacionadas con la técnica de clampaje.

La maniobra de clampaje vascular se realizo en 43 de los 67 pacientes, un 64,2% del
total. De estos 43 clampajes, en un 17,9% (12 de 43) se realiz6 un clampaje continuo.

En los 31 pacientes restantes (46,3%) se realizaron clampajes intermitentes.

La media de clampajes realizados en los donantes fue de 1,5 + 0,2, con un rango que
incluye desde 0 a 6 clampajes. En la figura 20 se describe la distribucion del numero

de clampajes al que fueron sometidas las muestras a estudio.
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Fig. 20. Distribucion del nimero de clampajes
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Analizando de forma conjunta los clampajes continuos e intermitentes, la media de
tiempo total de clampaje ascendid a 23,6 + 2,9 minutos, con un rango de entre 0 y 84
minutos; mientras que el tiempo méaximo de isquemia al que fue sometido un paciente
en un solo clampaje present6 una media de 11,3 + 1,1 minutos, con un rango de entre

0 y 33 minutos.

6.1.6.- Variables relacionadas con el aislamiento celular.
Se obtuvieron un total de 67 muestras, con un peso medio de 12,9 + 0,9 g.

Las variables elegidas para determinar el grado de afectacion de la isquemia en las
muestras hepéticas fueron la viabilidad y el rendimiento celular. En 60 de las 67
muestras (89,5%) se consiguid determinar la viabilidad del hepatocito, reduciendo esta

cifraa 53 (79%) en las determinaciones del rendimiento celular.

Las pruebas de funcionalidad hepética (adhesion celular a placa, actividad MTT y
produccion de albumina y urea), precisan de técnicas mas complicadas por lo que no
pudieron ser realizadas en todas las muestras, a pesar de ello se recogieron sus
determinaciones como datos suplementarios que reforzasen nuestros resultados. La n

en estos casos se limita a 25, 33, 19 y 19 respectivamente.

En la tabla 5 mostramos los valores medios obtenidos en las variables relacionadas

con el aislamiento y cultivo celular.

En nuestro estudio se han tomado dos puntos de corte de viabilidad. Clasificamos
como aislamientos de calidad aceptable aquellos que presentan un porcentaje de
viabilidad superior a 65 %, y aislamiento de buena calidad cuando este porcentaje

supera el 75%.

De los 67 cultivos realizados, el 86,7% (52 de 60) tuvieron niveles de viabilidad
superior al 65% y el 31,7% (19 de 60) presentaron una viabilidad superior al 75%.
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Tabla 5.- Resultados medios en viabilidad, rendimiento y funcionalidad hepatica.

N Mﬁ:'a Min-Max ~ Media  EE*
Viabilidad (%) 60 71,4 53,5-89,1 71,7 09
Rendimiento (10° celula/g tejido) 53 2,0 0,3-16,1 2.9 0,3
Adhesion (%) 25 80,7 48,5-96,9 78,1 2,2
MTT (Abs) 33 08 0,2-1,7 0.7 01
AlbUmina (ug de alb/ mg prot adh) 19 4,6 1,1-16,3 6,5 1,1
Urea (mg urea/ mg prot. Adh) 19 3258,5 1577,9-11633,1 4475,1 644,9

*EE=error estandar
Abs= Absorbancia. Alb= Albimina. Prot = proteina. Adh= Adheridas.

6.2.- Anélisis de los objetivos especificos propuestos.

6.2.1.- Andlisis del efecto del clampaje vascular sobre la viabilidad, el
rendimiento celular tras el aislamiento y la funcionalidad de los hepatocitos

aislados “in vitro”.

El analisis de los datos muestra una clara diferencia entre los valores medios de
rendimiento celular tras el aislamiento (Fig. 21), segin los donantes hayan sido
sometidos 0 no a clampaje celular, con un descenso del rendimiento medio en los que
si fueron sometidos a clampaje, pero estas diferencias no son estadisicamnte

significativas (p=0,057).

En cuanto a la viabilidad celular tras el aislamiento, si se encuentran diferencias
significativas (Fig. 22). Las muestras hepéticas de pacientes no sometidos a clampaje
presentaron un valor medio superior que los de las muestras de pacientes sometidos a

clampaje (p=0,026).

En las pruebas funcionales no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios segln los pacientes hayan sido sometidos 0 no a clampaje

vascular.
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En la tabla 6 se muestra la influencia del clampaje sobre las variables a estudio.
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Figura 21. Comparacion de los niveles medios de rendimiento entre clampaje si y
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Fig. 22. Comparacion de los niveles medios de viabilidad entre clampaje si y clampaje

no.
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Tabla 6. Influencia del clampaje en la viabilidad, rendimiento y funcionalidad

hepética.
CLAMPAJE Mediana Min-Max Media EE p valor*

Viabilidad No 74,5 66,6-89,1 74,6 1,2 0,026
Si 69,6 53,5-85,3 70,3 1,2

Rendimiento  No 3,7 0,8-16,1 4,1 0,9 0,057
Si 1,7 0,3-8,7 2,3 0,2

Adhesion No 81,9 69-89,1 79,5 2,6 0,883
Si 80,3 48,5-96,9 77,5 2,9

MTT No 0,6 0,2-1 0,6 0,1 0,832
Si 0,7 0,2-1,7 0,7 0,0

Alblimina No 41 2,3-9,3 54 0,9 0,967
Si 4.1 1,1-16,3 7,1 16

Urea No 3269,0 2391,6-5615,1  3655,5 449.8 0,967
Si 3167,2 1577,9-11633,1 49532 9781

*Test de U de Mann Whitney para la comparacion de medias.

El analisis estadistico demuestra que el 100% de los pacientes no sometidos a
clampaje tienen viabilidad mayor de 65% (aislamiento de calidad aceptable), en
cambio, entre los pacientes sometidos a clampaje, tan s6lo el 80% presentan
viabilidades mayores del 65% (Fig.23). Considerandose esta diferencia

estadisticamente significativas (p=0,043).

En cuanto a la viabilidad mayor de 75% (aislamientos de calidad buena), el 45% de
los pacientes no sometidos a clampaje presentaron una viabilidad >75%, frente a solo
el 25% de los pacientes sometidos a clampaje (Fig.24), si bien, en este caso las

diferencias no resultaron estadisticamente significativas (p=0,146).
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Fig. 23. Influencia del clampaje en las muestras con viabilidad > 65 %
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Fig. 24. Influencia del clampaje en las muestras con viabilidad >75%
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6.2.2.- Andlisis del efecto del tipo de clampaje, continuo o intermitente, sobre la
viabilidad y el rendimiento celular tras el aislamiento y la funcionalidad de los

hepatocitos aislados “in vitro”.

El andlisis de los resultados muestra que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios referentes a la viabilidad y rendimiento celular
tras el aislamiento segun los pacientes hayan sido sometidos a clampaje continuo o

intermitente.

En relacién a la funcionalidad, si se observan diferencias en la actividad MTT de los
hepatocitos aislados cultivados “in vitro”, obteniendo un valor medio superior en los
pacientes con clampaje intermitente (p=0,006) (Fig.25). El resto de pardmetros de

funcionalidad tampoco muestran diferencias significativas en este punto.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la comparacion de medias entre

tipos de clampaje, continuo o intermitente.
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Fig. 25. Influencia del tipo de clampaje en los niveles medios de MTT
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Tabla 7.- Influencia del tipo de clampaje en la viabilidad, rendimiento y

funcionalidad hepatica “in vitro”

CLAMPAJE Mediana Min-Max Media EE  pvalor*
Viabilidad  Continuo 69,8 53,5-83,7 70,0 3,0 0,788
Intermitente 69,2 58,6-85,3 70,4 1,2
Rendimiento Continuo 1,7 0,6-5,9 2,7 0,6 0,541
Intermitente 1,7 0,3-8,7 2,1 0,3
Adhesion Continuo 79,9 66,9-87,1 77,8 3,6 1,000
Intermitente 80,6 48,5-96,9 77,4 3.8
MTT Continuo 0,3 0,2-0,8 0,3 0,0 0,006
Intermitente 0,7 0,2-1,7 0,8 0,0
Albimina  Continuo 41 3,7-4,6 4,1 0,4 1,000
Intermitente 6,1 1,1-16,3 7,7 1,9
Urea Continuo 2872,4 2486,4-3258,5 2872,4  386,0 0,758

Intermitente 4012,0 1577,9-11633,1  5369,3 1133,3

* Test de U de Mann-whitney

El anélisis de los datos muestra que el tipo de clampaje no esta relacionado con que las
células obtenidas de las muestras del tejido resecado presenten una viabilidad mayor
de 65 o0 de 75%.

La viabilidad fue superior a 65% (aislamientos de calidad aceptable) en el 72,2% de
los paciente sometidos a clampaje continuo y en el 82,8% de los pacientes sometidos a
clampaje intermitente (p=0,660). La viabilidad fue superior a 75% (aislamientos de
calidad buena) en el 36,4% de los pacientes con clampaje continuo y en el 20,7% de
los pacientes sometidos a clampaje intermitente (p=0,418). En ninguno de los dos

casos se obtuvieron resultados estadisticamente significativos.
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6.2.3.- Influencia del tiempo total de clampaje en el donante de la muestra sobre
la viabilidad y el rendimiento celular tras el aislamiento y la funcionalidad de los

hepatocitos “in vitro”.

Al realizar el anélisis de correlacion se observa una relacion lineal negativa, baja pero
estadisticamente significativa, entre el tiempo de clampaje y la viabilidad y el
rendimiento celular tras el aislamiento, de forma que a medida que aumenta el tiempo

de clampaje, van disminuyendo ambos parametros.

En cuanto a las variables de funcionalidad, no existe una relacion lineal

estadisticamente significativa con el tiempo total de clampaje.

En la tabla 8 se muestra el coeficiente de correlacion de Spearman asi como el p valor

asociado a cada una de las relaciones evaluadas.

Tabla 8. Influencia del tiempo total de clampaje en la viabilidad, rendimiento y

funcionalidad hepatica “in vitro”

TIEMPO TOTAL
Coeficiente de Correlacion p valor*

Viabilidad -0.332 0,010
Rendimiento -0,309 0,024
Adhesion -0,178 0,395
MTT 0,288 0,105
Albumina 0,265 0,274
Urea 0,248 0,307

*Coeficiente de correlacion de Spearman
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Los modelos de regresion lineal univariante que se muestran a continuacion (Tabla9'y

10) indican que:

- Al aumentar el tiempo total de clampaje en una unidad, la viabilidad
disminuye en 0,081 unidades.
- Al aumentar el tiempo total de clampaje en una unidad, el rendimiento

disminuye en 0,035 unidades.

Tabla 9. Modelo de regresion lineal univariante viabilidad-tiempo total de clampaje

B IC 95% B P
To TOTAL 0,081 -0,158-(-0,004) 0,039
Constante 73,760 71,146-76,375 0,000

Viabilidad = 73,76 — 0,08* T° Total

Tabla 10. Modelo de regresion lineal univariante Rendimiento-tiempo total de clampaje

B IC95% B p
T°TOTAL -0,035 -0,066-(-0,005) 0,023
Constante 3,798 2,750-4,846 0,000

Rendimiento = 3,80 — 0,04 * T° Total
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No existen diferencias significativas en cuanto al tiempo medio total (p=0,214) entre

los pacientes con viabilidad superior a 65% y los que no alcanzan esta cifra. Si se

observan diferencias significativas entre los pacientes con viabilidad mayor de 75% y

menor que ésta en cuanto al tiempo medio total (p=0,026). En la Figura 26 se muestra

la relacion entre los pacientes con viabilidad superior a 65 y 75% y los tiempos de

clampaje total medio al que estuvieron sometidos.
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Figura 26.- Media + EE del tiempo total en los aislamientos con viabilidad

superior y noa65y 75%.

Estudios previos han considerado los 30 minutos de clampaje el tiempo a partir del

cual se producen consecuencias en la viabilidad de los hepatocitos aislados. En nuestro

estudio, a partir de 30 minutos se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos, de forma que los pacientes que superan este tiempo tienen una

viabilidad media de 69,2% frente a una viabilidad de 73,2% de los que no lo superan

(p=0,017) (Fig.27).
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Figura 27. Influencia del tiempo total de clampaje >30min en la viabilidad.

También observamos diferencias significativas en la viabilidad para los puntos de
corte de 20 minutos (p=0,014) o 10 minutos (p=0,048). Cabe destacar que por la
distribucion de nuestros datos, el punto de corte 6ptimo a considerar son 15 minutos,
mediana del tiempo total en nuestra poblacion (Fig.28). Los pacientes con tiempo total
superior a 15 minutos tienen una viabilidad media de 69,7% frente al 74,0% de los que
el tiempo total es inferior (p=0,008) (Fig.29).
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Figura 28. Distribucion del tiempo total en nuestra poblacion.
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Figura 29. Influencia del tiempo total de clampaje >15min en la viabilidad.

6.2.4.- Analisis en los pacientes sometidos a clampaje intermitente, de la
influencia del nimero de clampajes o el tiempo maximo de cada uno de ellos
sobre la viabilidad y el rendimiento celular tras el aislamiento y la funcionalidad

de los hepatocitos aislados “in vitro”.

Al realizar el analisis valorando la relacion entre el nimero de clampajes y el tiempo
de estos en los pacientes sometidos a clampaje intermitente, tan sélo se observa
relacion lineal positiva estadisticamente significativa entre el nimero de clampajes y
los niveles de albumina, de forma que al aumentar el nimero de clampajes aumenta el
nivel de albumina producida por los hepatocitos en cultivo.

En las tablas 11 y 12 se aporta el coeficiente de correlacion de Spearman asi como el p
valor asociado al estudio de la relacion entre el “numero de clampajes” y el “tiempo

maximo” con las variables de viabilidad, rendimiento y funcionalidad hepética.
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Tabla 11. Relacion lineal entre el nimero de clampajes y las variables a estudio.

N° de CLAMPAJES
Coeficiente de Correlacion p valor*

Viabilidad -0,091 0,640
Rendimiento -0,071 0,724
Adhesion -0,167 0,587
MTT 0,085 0,753
Albimina 0,642 0,045
Urea 0,591 0,072

Tabla 12. Relacion lineal entre el tiempo maximo de clampaje y las principales
variables a estudio.

T° MAXIMO
Coeficiente de Correlacion p valor*

Viabilidad -0,113 0,560
Rendimiento -0,305 0,122
Adhesion -0,166 0,587
MTT 0,201 0,456
Albldmina 0,277 0,456
Urea 0,240 0,504

134



M€ Nieves Sdnchez Fuentes 6. RESULTADOS

Tras los resultados obtenidos se realiz6 un modelo de regresion lineal para valorar la
influencia del tiempo maximo de clampaje sobre los niveles de albdmina. Se
comprueba que al aumentar el tiempo maximo de clampaje en una unidad, la albimina

aumenta en 0.609 unidades, pero sin significacion estadistica (p=0.378).

A continuacion, se muestra un analisis realizado de los pacientes segln presentaran o
no viabilidad superior a 65 y 75%, relacionandolo con el nimero de clampajes v el
tiempo maximo de estos. En este caso incluimos para el analisis la N total del estudio

y no solo aquellos que fueron sometidos a clampaje intermitente.

No existen diferencias significativas en cuanto al numero medio de clampajes
(p=0,335) entre los pacientes con viabilidad superior a 65% (aislamientos de calidad
aceptable) y los que no, pero si en cuanto al tiempo medio maximo (p=0,021), siendo
este mayor en los pacientes con viabilidad inferior a 65% (Fig. 30 y 31).

Al realizar la misma comparacion pero valorando pacientes que obtuvieron o no
viabilidad superior a 75% (aislamientos de calidad buena), si existen diferencias
significativas en cuanto al nimero medio de clampajes (p=0,043), siendo mayor en los
pacientes con viabilidad inferior a 75%. La diferencia de medias no es significativa en

cuanto al tiempo maximo (p=0,085) (Fig. 30 y 31).
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Figura 30. Influencia del tiempo maximo de clampaje (media + EE) en

asilamientos con viabilidad superioronoa 65y 67%
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Figura 31. Influencia del niamero de clampajes (media + EE) en los aislamientos

con viabilidad superior o no a 65y 75%
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6.2.5. Analisis del efecto de las variables derivadas del donante asi como del
procedimiento (diferentes a la isquemia por clampaje) sobre la viabilidad y
rendimiento celular tras el aislamiento y la capacidad funcional de los hepatocitos

aislados.

6.2.5.1. Edad
Valorando la relacion lineal entre las variables resultado de viabilidad, rendimiento y
funcionalidad hepatica, la edad del paciente no muestra relacion estadisticamente

significativa con ninguna de ellas (Tabla 13).

Tabla 13.- Influencia de la edad en la viabilidad, el rendimiento celular y la

funcionalidad hepatica “in vitro”.

EDAD
Coeficiente de Correlacion p valor*

Viabilidad -0,129 0,327
Rendimiento -0,117 0,404
Adhesidn -0,229 0,271
MTT -0,195 0,277
Albimina 0,296 0,219
Urea 0,319 0,183

*Coeficiente de correlacion de Spearman
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6.2.5.2. Sexo

La variable sexo del paciente tan solo presentd diferencias significativas en la variable
MTT, observandose niveles de actividad MTT significativamente mayores en las
muestras de donantes hombres que en las de donantes mujeres. En la tabla 14 se
muestran los estadisticos descriptivos por sexo y las diferencias entre sus medias.

Tabla 14. Influencia del sexo en la viabilidad, el rendimiento celular y la

funcionalidad de los hepatocitos “in vitro”.

SEXO Mediana Min-Max Media EE p valor*

Viabilidad Hombre 69,9 53,3-89,1 70,7 1,2 0,085
Mujer 74,4 61,7-83,7 73,6 1.2

Rendimiento Hombre 19 0,3-8,7 2,3 0,3 0,211
Mujer 3,7 0,6-16,1 3,8 0,8

Adhesion Hombre 79 48,5-96,9 76,6 2,4 0,197
Mujer 84,7 69,0-95,9 84,1 46

MTT Hombre 0,8 0,2-1,7 0,7 0,0 0,033
Mujer 0,3 0,2-0,9 0,4 0,1

Albumina Hombre 50 1,6-16,3 7,0 1,2 0,219
Mujer 3,1 1,1-7,9 4,0 2,0

Urea Hombre 3256,0 1577,9-11633,1  4626,1 746,0 0,823
Mujer 3269,0 2125,2-3669,1 3669,7 1027,1

*Test de U de Mann Whitney
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6.2.5.3. Variables analiticas del paciente

Valorando la relacion lineal entre las variables resultado de viabilidad y funcionalidad
hepatica con las variables analiticas determinadas en muestras sanguineas de los

pacientes donantes previamente a la cirugia, no se observa relacion alguna entre ellas.

Solo se observa relacion estadisticamente significativa entre los niveles preoperatorios
de GGT del paciente y el rendimiento celular del aislamiento (Fig.32). Esta es una
relacion moderada negativa, de forma que al aumentar el nivel de GGT disminuye el

rendimiento celular del aislamiento.

En cuanto a las pruebas funcionales la determinacion de produccion de albumina por
el hepatocito presenta una relacion lineal negativa con los niveles de bilirrubina
preoperatoria del pacientes, sin llegar a ser este resultado estadisticamente

significativo.

En la tabla 15 se muestra el coeficiente de correlacién y el p valor para cada una de las

relaciones estudiadas.

Rendimiento

Figura 32. Relacion lineal entre GGT y Rendimiento celular.
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Tabla 15. Relacion lineal entre las determinaciones analiticas preoperatorias y las

principales variables a estudio.

Viabilidad | Rendimiento | Adhesion| MTT | Albumina | Urea

AST Coef. Correlac. 0,1 -0,195 -0,063 | 0,009 | -0,223 | -0,268
P valor 0,469 0,184 0,782 | 0,962 0,390 0,298

ALT Coef. Correlac. -0,082 -0,124 -0,112 {0,109 -0,323 -0,162
P valor 0,545 0,390 0,603 | 0,553 0,192 0,520

GGT Coef. Correlac. -0,218 -0,517 -0,298 | 0,193 -0,005 | -0,251
P valor 0,151 0,001 0,262 | 0,378 0,989 0,457

FA Coef. Correlac. 0,188 -0,212 0,338 |-0,023| -0,359 [ -0,547
P valor 0,222 0,207 0,217 | 0,918 0,309 0,102

Bilirrubina  Coef. Correlac. 0,007 -0,082 -0,303 |-0,035( -0,575 | -0,258
P valor 0,961 0,600 0,222 | 0,866 0,050 0,418

Act. Coef. Correlac. 0,148 0,009 0,140 |-0,113| -0,146 | -0,049
Protombina  p valor 0,269 0,952 0,505 |[0,5531| 0552 | 0,841
HB Coef. Correlac. 0,015 0,211 0,169 0,144 -0,280 -0,306
P valor 0,908 0,133 0,418 | 0,425 0,246 0,202

HTO Coef. Correlac. -0,072 0,213 0,202 0,214 -0,083 -0,148
P valor 0,590 0,130 0,334 |0,231 0,734 0,544

6.2.5.4. Etiologia oncoldgica.

Al analizar la influencia de la etiologia oncolégica de las muestras obtenidas se observa que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios referentes a
viabilidad, rendimiento celular y funcionalidad hepatica segun los pacientes hayan sido

sometidos a la reseccion hepatica por patologias de origen benigno o maligno.

En la tabla 16 se recogen los resultados relacionados con la etiologia de origen oncolégico.
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Tabla 16. Influencia del origen oncoldgico con la viabilidad, rendimiento y funcionalidad

del hepatocito “in vitro”.

ETIOL. ONCOLOGICA | Mediana Min-Max Media EE p valor*

Viabilidad No 76,2 62,5-83,7 74,6 1,7 0,090
Si 70,46 53,5-89,1 70,9 1,07

Rendimiento No 3,4 0,6-5,9 2,9 0,4 0,432
Si 1,76 0,3-16,1 2,8 0,4

Adhesion No 85,9 80,0-91,4 85,8 2,3 0,075
Si 77,3 48,5-96,9 76,6 2,4

MTT No 0,4 0,2-0,9 0,4 0,1 0,152
Si 0,7 0,2-1,7 0,7 0,0

Albumina No 4,5 1,1-7,9 4,5 3,4 0,425
Si 4,6 1,6 16,3 1,17

Urea No 3870,1 2125,2-5615,1 3870,1 1744 0,690
Si 3258,5 1577,9-11633,1 4546,3 705

*Test de U de Mann-Whitney

Sin embargo, de forma estadisticamente significativa (p=0,016), el 23,4% de los pacientes con
lesion de origen oncoldgico presentan en el tejido aislado una viabilidad celular mayor del
75% (aislamientos de calidad buena) frente al 61.5% de los pacientes con lesién de origen no
oncologico. El porcentaje de pacientes que presentan valores de viabilidad celular superior a
65% (aislamientos de calidad aceptable) también es superior en los donantes con etiologia no
oncoldgica, pero en este caso los resultados no son estadisticamente significativos (Figura
33).
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Figura 33. Influencia de la etiologia oncoldgica en el porcentaje de viabilidad > de 65 y
75%

6.2.5.5. Quimioterapia.

Al analizar las diferencias en la viabilidad y rendimiento celular entre los pacientes sometidos
a tratamiento quimioterapico y los que no lo recibieron, se observan mayores valores medios
en los pacientes no sometidos a quimioterapia, si bien estas diferencias no resultan

estadisticamente significativas (p=0,051).

En cuanto a la funcionalidad hepética, tan s6lo se observan diferencias estadisticamente
significativas (p=0,014) en los valores medios de actividad MTT, de forma que se observa
una mayor actividad MTT en los hepatocitos obtenidos de pacientes que recibieron

tratamiento quimioterapico (Fig.34). En la tabla 17 se muestran todos los resultados de este

analisis.
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Tabla 17.- Influencia del tratamiento quimioterépico en la viabilidad, rendimiento y

funcionalidad del hepatocito “in vitro”

QUIMIOTERAPIA Mediana Min-Max Media EE p valor*

Viabilidad No 73,8 53,5-83,7 72,8 1,1 0,051
Si 69,1 54,5-89,1 70,3 14

Rendimiento No 2,5 0,3-16,1 3,4 0,5 0,112
Si 1,7 0,9-5,8 2,0 0,2

Adhesion No 82,3 48,5-96,9 78,1 3,9 0,532
Si 77,3 65,6-95,9 78,1 2,3

MTT No 0,5 0,2-1,0 0,5 0,0 0,014
Si 0,9 0,2-1,7 0,8 0,0

Albumina No 3,4 1,1-13,7 4,6 1,4 0,069
Si 6,1 2,3-16,3 7,9 14

Urea No 29147 1577,9-11633,1 4055,1 1164,5 0,238
Si 3430,5 2407,2-9001,4 4780,5 761,9

*Test de U de Mann-Whitney

1.0

MTT

Chunmioterapia

Figura 34. Influencia del tratamiento con quimioterapia en los niveles medios de MTT
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Tampoco existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los valores medios
referentes a viabilidad y rendimiento celular segln los pacientes hayan recibido tratamiento
con oxaliplatino o no. En cuanto a las pruebas funcionales, la MTT continua siendo la Unica
variable que muestra una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos de
pacientes, de manera que los hepatocitos de pacientes tratados con oxaliplatino mostraron una
actividad MTT media superior a los hepatocitos de aquellos pacientes que no recibieron

tratamiento con oxaliplatino (p=0,009) (Tabla 18).

Tabla 18.- Influencia de el tratamiento con oxaliplatino en la viabilidad, rendimiento y

funcionalidad del hepatocito “in vitro”

OXALIPLATINO Mediana Min-Max Media EE p valor*

Viabilidad No 73,0 53,5-83,7 72,3 11 0,165
Si 69,0 54,5-89,1 70,7 18

Rendimiento No 2,5 0,3-16,1 3,2 0,5 0,205
Si 1,7 0,9-5,8 2,0 0,3

Adhesion No 82,3 48,5-96,9 78,4 3,6 0,437
Si 76,3 65,6-95,9 77,7 2,6

MTT No 0,5 0,2-1,1 0,5 0,7 0,009
Si 0,8 0,3-1,7 0,8 0,1

Albumina No 3,4 1,1-13,7 4,6 15 0,075
Si 6,1 2,3-16,3 7,9 15

Urea No 2914,7  1577,9-11633,1  4055,1 1164,5 0,310
Si 3430,5 2407,2-9001,4 4780,5 761,9

*Test de U de Mann-Whitney

Analizando de forma especifica las muestras segun alcancen o no porcentajes de viabilidad
superior a 65 y 75%, se observa que el porcentaje de muestras que alcanzan estos niveles es
inferior en el grupo de donantes tratados con oxaliplatinos, comparado con el de los donantes

gue no recibieron este tratamiento, aunque sin llegar a la significacién estadistica (Fig. 35).
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Figura 35.- Influencia del tratamiento con oxaliplatino en la viabilidad superior a 65y
75 %
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La cirugia de reseccidn hepatica ha protagonizado grandes avances en lo Gltimos treinta afios,
considerandose en la actualidad la técnica de eleccion en gran numero de lesiones hepaticas

de etiologia tanto benigna como maligna’.

La maniobra de clampaje vascular aporta un mejor control del sangrado quirdrgico con un
descenso de las pérdidas hemaéticas del paciente y con ello una mejoria en la morbimortalidad
postoperatoria. A pesar de que su uso se remonta a principios del Siglo XX cuando Pringle? la
describe para el control del sangrado en los traumas hepaticos, es en los ultimos 30 afios
cuando las diferentes técnicas de clampaje vascular se han convertido en una practica habitual
durante la cirugia de reseccion hepética.

Las publicaciones sobre el tema se han sucedido durante este tiempo. El estudio del dafio

57, 165

hepatico por isquemia-reperfusion , el analisis del tiempo maximo de isquemia que puede

167

tolerar el parénquima hepatico™® 7 los tipos de clampaje’® o la utilidad del

preacondicionamiento han sido los puntos analizados con mayor interés.

La mayoria de estas publicaciones se basan en revisiones con un numero limitado de
pacientes y con gran heterogeneidad entre ellas en cuanto al tipo de clampaje y al tiempo de
isquemia, pero existen algunas revisiones sistematicas que intentan sacar conclusiones de los

datos publicados.

El equipo de revisores de Cochrane publica en 2007 y 2009 ' dos revisiones con el
objetivo de analizar las ventajas y desventajas del uso de clampaje durante la cirugia hepatica
y las diferentes técnicas existentes para su realizacion. La revisiones concluyen diciendo que
la maniobra de oclusion intermitente parece segura en la cirugia de reseccién hepatica, aunque
no puede ser recomendada de forma rutinaria y consideran la maniobra de Pringle como la
técnica que posee mas evidencias para ser empleada en la aplicacion clinica. Estas
conclusiones se basan, como hemos comentado, en estudios con un ndmero limitado de
pacientes y con un uso heterogéneo del tipo de clampaje, lo que no permite obtener
conclusiones definitivas y el propio revisor comenta la necesidad de realizar nuevos estudios

aleatorizados.

Mas recientes son las revisiones de trabajos que intentan determinar si el clampaje de un solo

hemihigado es menos perjudicial para el paciente que el clampaje del pediculo hepatico
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completo. Asi, en 2011, Wang y col.*®® publican un meta-analisis a proposito del tema en el
que concluyen que la oclusion vascular de un hemihigado, a pesar de presentar menos lesion
hepatica durante el postoperatorio, no ofrece beneficios satisfactorios en la morbimortalidad

de los pacientes sometidos a reseccién hepatica.

En todos estos trabajos, el andlisis de los resultados se valora teniendo en cuenta los
determinantes analiticos de funcionalidad hepéatica de los pacientes durante el periodo
postoperatorio. A pesar de que los resultados de estos estudios han propuesto unas pautas
aceptables en la practica clinica diaria. Es dificil obtener a través de ellos conclusiones
especificas del dafio del hepatocito por el proceso de isquemia-reperfusion, ya que hay que
tener en cuenta que la funcionalidad hepética postoperatoria del paciente va a estar
influenciada por otros determinantes como el tamafio del remanente hepatico, la anemia
postoperatoria, la situacion basal de los pacientes, la hepatitis toxica por exceso de farmacos

que el paciente puede sufrir o la aparicion de complicaciones de la propia cirugia.

Los hepatocitos aislados tanto frescos como criopreservados, son células viables y presentan
un amplio numero de funciones hepaticas especificas “in vitro”. Son un recurso empleado a
diario en el estudio de funciones y enfermedades hepaticas, desempefian un papel clave para
estudios farmacotoxicolégicos y son la base de la terapia celular hepatica’™ *"2. El uso del
hepatocito para estos fines estd condicionado por la disponibilidad de células hepaticas
viables. El aumento en la demanda de hepatocitos ha llevado a la publicacion de estudios que
intentan determinar las caracteristicas tanto del donante de la muestra como del proceso de
reseccion de la misma que pueden influir en el aislamiento, con el fin de maximizar la
disponibilidad de células hepéticas, empleando muestras de mayor calidad. Estos trabajos se
basan en el hecho de que el comportamiento del hepatocito en el aislamiento celular a partir
de una muestra hepatica va a ser un reflejo del comportamiento del resto de hepatocitos de un
paciente en su propio organismo, de forma que tanto las caracteristicas del donante como las
agresiones a las que haya sido sometido ese tejido hepatico durante la cirugia van a influir de
forma directa en la calidad del hepatocito aislado.

El fin de nuestro trabajo es analizar los efectos de la isquemia caliente producida en el higado
durante las maniobras de clampaje vascular en la reseccion hepatica, sobre la viabilidad y
funcionalidad “in vitro” de los hepatocitos aislados del tejido resecado, asi como sobre el

rendimiento celular de los mismos. Para ello se han analizado un total de 67 muestras
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hepaticas, obtenidas todas ellas de cirugias de reseccion realizadas por un mismo cirujano,
empleando en todos los casos la misma técnica de clampaje y determinando en todos ellos el
numero y tiempo de los mismos. Ademas todas las muestras fueron analizadas por el mismo
equipo investigador, cuyo laboratorio se encuentra localizado en el edificio del hospital en el
que se realizaron las extracciones, facilitando asi la recogida de las muestras, y asegurando un

tiempo de isquemia fria inferior a 30 minutos en todos los casos.

Hasta el momento, los estudios publicados sobre el efecto de la isquemia caliente en la
viabilidad, el rendimiento y la funcionalidad de los hepatocitos aislados, son escasos y
heterogéneos. La mayoria de ellos se han realizado, como ya hemos comentado, con el fin de
obtener las caracteristicas de la muestra hepatica que presenta mejor calidad para el
aislamiento, tomando la isquemia como una variable mas, sin realizar un estudio especifico de
caracteristicas como el nimero de clampajes, el tiempo o tipo de los mismos y no teniendo
presente la importancia de la homogeneidad de la técnica realizada por los diferentes

cirujanos que obtuvieron la muestra*®**’.

La mayoria de estos trabajos basan sus resultados en la determinacion de la viabilidad y el
rendimiento celular de los aislamientos, siendo muy escasos los que incluyen ademas pruebas

de funcionalidad del hepatocito “in vitro” en su valoracion.

7.1.- Validez del disefio del estudio:

Previo a la discusion de los resultados obtenidos en cada uno de los objetivos del estudio,

consideramos importante discutir la validez del disefio del estudio empleado.

El objetivo de nuestro estudio fue demostrar la influencia del dafio por isquemia-reperfusion
en la viabilidad de los hepatocitos aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la
funcionalidad hepética de los hepatocitos aislados y cultivados “in vitro”. Como ya se ha
mencionado previamente, para adecuar nuestros resultados a estos objetivos propusimos un

disefio especifico para el mismo.

Se aceptaron tan s6lo muestras hepaticas resultantes de resecciones quirdrgicas por diferentes

patologias, evitando muestras de higados rechazados para trasplante y aquellas de donantes
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cadaver. También se rechazaron pacientes con patologia hepética crénica, con el fin de evitar
factores que influyeran de forma negativa en nuestros resultados. Se aceptaron tan sélo
muestras obtenidas de intervenciones quirurgicas realizadas por un mismo cirujano,
asegurando asi una misma técnica quirdrgica y un uso uniforme de las maniobras de
clampaje. Los datos referentes al tiempo y nimero de clampajes fueron detallados por el
propio cirujano en el protocolo quirdrgico, evitando pérdidas o errores en la recogida de los
mismos. Todas las muestras fueron aisladas y analizadas por un Unico equipo investigador,
manteniendo de esta manera una homogeneidad tanto en las técnicas de aislamiento y cultivo

“in vitro” de hepatocitos, como de las técnicas analiticas empleadas.

El tamafio muestral de nuestro estudio (n=67) fue limitado por tratarse de un trabajo
experimental prospectivo. Hasta 2014, todos los trabajos publicados con el fin de analizar las
variables que influyen en la calidad del aislamiento y cultivo de hepatocitos, presentaban un
tamafio muestral pequefio, con un nimero que oscilaba entre 10 y 149 donantes. Es en este

afio cuando Lee y col.**’

publican el trabajo mas numeroso hasta la fecha, con 1034 muestras
analizadas. Este elevado nimero de muestras les permitié obtener un mayor nimero de

variables que de forma significativa influian en la calidad de los aislamientos realizados.

Hoy en dia ninguno de los trabajos publicados con el fin de analizar la viabilidad, el
rendimiento y la funcionalidad de los hepatocitos aislados ha sido disefiado de forma
especifica para determinar el dafio por isquemia-reperfusion durante la maniobra de clampaje
quirdrgico, por lo que a pesar de que en muchas ocasiones presentan resultados en este punto,

quizas su disefio muestre errores que influyan de forma negativa en sus resultados.

La mayoria de trabajos que incluyen la variable isquemia caliente, sélo valoran la existencia o
no de clampaje vascular, sin tener en cuenta el tiempo de clampaje, ni la maniobra que se
empled para dicho fin. Asi trabajos como el de Lee y col.*’, el mas numeroso hasta la fecha
con un total de 1034 muestras, solo analiza la variable isquemia caliente en 602 de ellas y tan
solo recogen entre sus variables la existencia de isquemia caliente y el tiempo total de la
misma, sin tener en cuenta el tipo de clampaje de los diferentes grupos quirdrgicos que
aportan muestras ni el esquema de clampaje continuo o intermitente que éstos realizaron.
Situaciones similares a ésta ocurren en otras publicaciones como las de Martinez'* o

Kawahara y col.™*.
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El trabajo de Vondran y col.* presenta una uniformidad quirdrgica similar a la de nuestro
estudio, todas sus muestras provienen de resecciones hepéticas y todas ellas realizadas por un
mismo equipo quirargico. Ademas excluyen también donantes con enfermedad hepética
cronica y describen de forma clara en sus resultados el tipo de clampaje empleado y el tiempo
del mismo. Sin embargo, al analizar los datos de forma detallada, tan sélo se realiz6 clampaje
vascular en 6 pacientes y en todos ellos se emple6d clampaje continuo. De esta forma los
autores no pudieron comparar la influencia del uso de clampaje continuo e intermitente,
ademas el numero limitado de muestras sometidas a clampaje no les permitié obtener

resultados sobre la influencia de la isquemia caliente en los aislamientos.

El trabajo de Lloyd y col.**

también nos aporta unos datos claros en cuanto al tipo de
maniobra de clampaje empleado, asi como el tiempo de la misma. Analizaron 67 muestras a
partir de las cuales presentan resultados sobre la isquemia caliente, describen una maniobra
homogénea de clampaje en los pacientes que fueron sometidos a isquemia, empleando la
maniobra de Pringle en la cual alternan 10 minutos de clampaje con 5 de reperfusion. Como

ocurre en el trabajo de Vondran y col™*

, el empleo de una sola técnica de clampaje no les
permitio comparar la influencia del uso de clampaje continuo e intermitente. Pero ademas este
trabajo presenta otros factores que afectan a los resultados obtenidos: incluye entre sus
muestras donantes de resecciones hepaticas asi como de donantes multiorganicos y entre los
donantes de resecciones hepéticas una elevada proporcion son por resecciones realizadas en
centros localizados lejos del laboratorio de aislamiento, lo que provoca en muchos casos

tiempos de isquemia fria que superan los 200 minutos.

Quizas el trabajo con un mejor disefio para comparar sus resultados con los obtenidos en
nuestro estudio es el publicado por Alexandre y col.*®®. En él incluyen tan solo muestras
resultantes de resecciones hepaticas, ademas describen de forma detallada el tiempo de
clampaje, asi como el empleo de clampaje continuo e intermitente y los tiempos especificos
en cada caso. Sin embargo, este estudio no aporta datos sobre el nimero de clampajes
realizados ni de la técnica empleada. Tampoco se da constancia de si los pacientes fueron

intervenidos por un Gnico o diferentes cirujanos.

Ritcher y col.* en su trabajo intentan comparar los resultados obtenidos por los grupos de
Lloyd y de Alexandre, incluyendo asi entre sus datos muestras analizadas en las dos

publicaciones. Esto lo convierte en el Gnico trabajo que nos aporta conclusiones en cuanto a la
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influencia del uso de diferentes estrategias de clampaje, sin embargo, ademas del tipo de
clampaje hay muchos otros detalles tanto del donante de la muestra como de la técnica

realizada en el aislamiento que difieren en estos trabajos.

Podemos considerar que el disefio del estudio es el Unico hasta la fecha que permite estudiar
de forma fiable el efecto del clampaje continuo e intermitente, considerando los tiempos y el
namero de clampajes. Ademas la homogeneidad de la técnica empleada permite disminuir al
méaximo la variabilidad debida a otros factores diferentes a los estudiados. En vista a los
estudios realizados hasta la fecha en la literatura, el disefio permite ver cosas que otros
estudios no permiten. Tambien debemos considerar que la falta de estudios con un disefio
como el empleado en nuestro caso, hace que los resultados obtenidos por nuestro grupo no

puedan ser directamente contrastados con dichos estudios.

7.2.- Validez de los aislamientos realizados.

Consideramos un punto importante previo a realizar una discusion de los resultados

obtenidos, el analizar la idoneidad de los aislamientos realizados por nuestro equipo.

En nuestro trabajo todos las muestras fueron procesadas por un mismo equipo investigador
empleando en todos ello una técnica uniforme tanto para el aislamiento y el cultivo de los
hepatocitos como para la determinacion de los factores de viabilidad, rendimiento celular y
funcionalidad del hepatocito “in vitro”. Esto es una préctica habitual en la mayoria de los
trabajos publicados, obteniendo todos ellos sus resultados a partir de procesos realizados por
un dnico equipo investigador. Tan so6lo algunas publicaciones puntuales como la de Ritcher y
col.™ incluyen en sus estudios aislamientos de diferentes grupos de trabajo con
procedimientos similares pero no idénticos, lo que compromete la obtencion de resultados

concluyentes al introducir una fuente mas de variabilidad.

En cuanto a la técnica para el asilamiento, la perfusion de colagenasa en dos pasos fue la
empleada por nuestro grupo, asi como por la mayoria de grupos estudiados. Incluyendo todos

ellos pequefias modificaciones en el proceso. Tan s6lo en el trabajo de Baccarani y col.® n

0
mantiene una técnica comun al del resto de publicaciones, realizando su proceso en base al

empleo de una perfusién de colagenasa en cuatro tiempos.
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7.2.1- Viabilidad

En los estudios publicados, las cifras obtenidas en la viabilidad de los aislamientos
oscilan entre el 60 y el 91%'>'" cifras similares a las obtenidas en nuestro trabajo,

con una viabilidad media de 71,7 + 7,2%.

Al analizar los trabajos que se han publicado con el fin de valorar los factores que
influyen en la calidad del hepatocito, observamos cifras de viabilidad media muy

114" muestran una viabilidad

similares a las obtenidas por nuestro grupo, asi Lee y co
media de 78,6% y Vondran y col.™" de 70,3%. Tan sélo trabajos como el de Bhogal y
col.™ en el que se incluyen higados de donantes cirréticos, pendientes de trasplante,
presentan cifras de viabilidad media muy inferior con porcentajes que descienden

hasta el 40%.

La viabilidad es el pardmetro mas relevante a la hora de determinar la calidad de un
aislamiento. A pesar de que se considera aceptable el obtener un porcentaje de
viabilidad por encima del 50%, existe un consenso aceptado por la mayoria de grupos
en el que no se aceptan viabilidades inferiores a 70% para la criopreservacion, ya que
esta disminuye al menos un 20% tras la descongelacién, de manera que tras la misma

se convertiria en cultivos no viables!****®,

Teniendo en cuenta esta premisa, al realizar el andlisis de los resultados en nuestro
trabajo, hemos tomado dos puntos de corte de viabilidad: Viabilidad superior al 65%
considerando el aislamiento como aceptable y  viabilidad superior a 75%
considerandolo en este caso aislamiento de buena calidad. Esto nos ha permitido
realizar un anélisis especifico de las variables en los aislamientos que conseguian

viabilidades de calidad aceptable o buena.

7.2.2.- Rendimiento

El rendimiento del aislamiento celular se considera importante, sin embargo no es un

factor tan decisivo como la viabilidad en el momento de seleccionar un buen donante
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de hepatocitos. Ademas sus resultados son muy variables por lo que no es posible
establecer una cifra como punto de corte 6ptimo para el TCH.

Al analizar el rendimiento del aislamiento, observamos la existencia de una gran
variabilidad entre los grupos. Publicaciones como la de Martinez y col.*** o VVondran y
col.™" presentan rendimientos muy elevados con cifras de 12,03 x 10° cels. /g y 18,7 x
10° cels. /g respectivamente. Sin embargo los rendimientos de otras publicaciones

|24 .13 reducen estas cifras a 5,4 x 10° cels. /g

como la de Lloyd y col.”™ y Alexandre y co
y 4 x 10°cels. /g.
En nuestro estudio se obtuvieron niveles bajos de rendimiento en comparacion con el

resto de grupos con unos valores medios de 2,9 x 10° cels. /g.

7.2.3.- Pruebas funcionales.

Si bien unos resultados aceptables en los parametros de viabilidad y rendimiento son
suficientes para considerar un aislamiento de calidad, la realizacion de pruebas
funcionales nos aporta una vision mas real sobre la calidad funcional del hepatocito.
Son muy pocos los trabajos publicados con el fin de analizar los factores que influyen
en la calidad del aislamiento y cultivo del hepatocito que incluyan pruebas funcionales
en el andlisis de sus resultados, ademas los parametros de funcionalidad empleados
diferentes entre los distintos grupos. Asi, el trabajo publicado por Martinez Blasco*
en 2012, incluye en sus resultados las variables actividad ECOD vy testosterona-6-3
hidroxilasa como parametros indicadores de funcionalidad hepética, mientras otros
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trabajos como el de VVondran y co emplean la determinacién de proteinas totales y

la produccion de urea y albdmina con este mismo fin.

Las pruebas sobre la actividad del citocromo P450 y la determinacion de las enzimas
responsables en el metabolismo de farmacos, como las que analiza el grupo de
Martinez Blascon? son especialmente (tiles en estudios de metabolismo de farmacos
0 en el &mbito clinico del hepatocito dedicado a trasplante, en el que los beneficiarios
van a recibir gran cantidad de farmacos. Sin embargo, no suelen utilizarse en pruebas

de screening como la que proponemos en nuestro estudio.
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La produccion de urea por el hepatocito en cultivo es un buen indicador del
rendimiento hepéatico y del grado de preservacion mitocondrial, trabajos como el
nuestro, o como el de Vondran y col.™ lo incluyen entre sus variables al considerarlo

un buen marcador de funcionalidad ya que sirve para estimar el estado del hepatocito.

La determinacion de produccién de albdmina por el hepatocito fue otra de las pruebas

1™ y que también incluimos en

funcionales empledadas en el equipo de Vondran y co
nuestro estudio. Su presencia refleja la capacidad que tiene el higado para sintetizar
proteinas, ademas sus niveles pueden indicar si los hepatocitos han sufrido algun tipo
de dafio durante la isquemia de reperfusién debida a la cirugia, por lo que

consideramos que su cuantificacién es muy util como marcador de dafio celular.

Ademas de las determinaciones de produccion de albumina y urea, en nuestro trabajo
también se realizd la determinacién de la adhesion celular a placa y la actividad de
MTT. El primero es un buen indicador de la calidad de las suspensiones celulares,

siendo el segundo un buen método para medir la supervivencia y proliferacion celular.

Existen dos limitaciones importantes a la hora de emplear las pruebas funcionales en
el analisis de la calidad funcional del hepatocito. La primera es que son pruebas que
aumentan la dificultad técnica del procedimiento y los costes del mismo, lo que
conlleva que en estudios como el nuestro no pueda ser realizada en todas las muestras,
obteniendo una “n” de menor tamafio en estas determinaciones y probablemente
dificultando la obtencion de resultados significativos. La segunda limitacién es la gran
variabilidad interindividual entre donantes, ya que dependen de muchos otros factores
como el tipo de alimentacion o el estado nutricional'*’, lo que dificulta la extraccion

de resultados concluyentes cuando el nimero de resecciones es reducido o limitante.
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7.3.- Estudio de los factores que influyen en la viabilidad, rendimiento y funcionalidad

del hepatocito “in vitro”

Con el fin de extraer conclusiones claras de los resultados obtenidos en base a los objetivos de

nuestro estudio, realizamos un analisis detallado de los diferentes puntos del mismo:

7.3.1.- Influencia del uso de clampaje vascular en la viabilidad de los hepatocitos
aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad hepatica de los

hepatocitos aislados y cultivados “in vitro”.

En el presente estudio la isquemia caliente que se produce al realizar la maniobra de
clampaje vascular durante la cirugia de reseccion hepatica, provocd un dafio por
isquemia-reperfusion en el hepatocito que conllevé un descenso significativo en la

viabilidad del aislamiento.

El clampaje supuso un descenso significativo del porcentaje de viabilidad obtenida en
los aislamientos, de manera que a partir de todos las muestras que no habian sido
sometidas a clampaje se obtuvieron aislamientos de calidad al menos aceptable
(viabilidad >65%), mientras que un 20% de las muestras que si fueron sometidas a las
maniobras de clampaje los aislamientos resultaron de calidad no aceptable (viabilidad
<65%). En cuanto a los aislamientos de calidad buena (viabilidad >75%) éstos se
dieron en un 45% de las muestras que no fueron sometidas a clampaje, descendiendo
esta cifra al 25% cuando los aislamientos se obtenian de muestras que si habian sido
sometidas, si bien en esta ocasion las diferencias no llegaron a ser estadisticamente

significativas.

El empleo del clampaje vascular no influy6é de forma significativa en el rendimiento
celular del aislamiento. Sin embargo, los resultados muestran un rendimiento celular
medio claramente inferior en los aislameintos obtenidos de muestras de donantes que
fueron sometidos a clampaje frente a las obtenidas de donantes no sometidos a
clampaje y aunque, las diferencias no alcanzan la significacion estadistica si se
observa una tendencia (p=0,057). Seguramente, un mayor tamafio muestral nos

permitiria obtener resultados significativos en este punto.
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En cuanto a las pruebas funcionales, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios de ninguno de los cuatro parametros

funcionales analizados.

Las maniobras de clampaje son una variable constante en los trabajos publicados a la
hora de identificar aquellas muestras hepéticas que conllevan un aislamiento y cultivo

1.1 muestran resultados similares a los

de calidad. Trabajos como el de Alexandre y co
obtenidos en nuestra serie, con un descenso de la viabilidad y el rendimiento celular en
los pacientes sometidos a clampaje. En el trabajo de Lee et al**’, el mas numeroso
publicado hasta la fecha (N=1034), la isquemia caliente se estudié en 602 pacientes
con un descenso significativo en el rendimiento celular de aquellas muestras cuyos
donantes fueron sometidos a clampaje, en este caso el descenso de la viabilidad no fue

significativo.

También existen estudios que contradicen nuestros resultados, asi Vondran y col.™

consideran que la isquemia caliente no es una variable influyente en el rendimiento
celular ni en la viabilidad del aislamiento, si bien, a pesar de ser un estudio con un
disefio adecuado y con una técnica quirdrgica estandarizada, tan solo se realizd
clampaje en 6 de las 50 muestras analizadas por lo que sus resultados con respecto a

este punto son poco concluyentes.

El trabajo de Martinez**? publicado en 2012 es el Gnico que incluye pruebas
funcionales a la hora de analizar la influencia de la isquemia caliente en la calidad del
cultivo. Al igual que en nuestro estudio, el tiempo de isquemia caliente tampoco

influy6 significativamente en la funcionalidad del hepatocito.

En la tabla 19 mostramos un resumen de los resultados obtenidos por los diferentes
grupos en cuanto a la influencia de la isquemia caliente en la viabilidad y

funcionalidad de los hepatocitos aislados, asi como en el rendimiento del aislamiento.
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Tabla 19. Comparacion de los resultados publicados sobre la influencia del
clampaje vascular en la viabilidad y el rendimiento celular y los obtenidos en el

presente estudio.

Afio N Viabilidad ~ Rendimiento I ruebas
funcionales
Leey col.* 2014 602 No Si* -
Martinez y col.*? 2012 136 No Si** No
Vondran y col.™ 2007 50 No No -
Lloyd y col.** 2004 67 No No -
Alexandre y col.™ | 2002 149 Si Si*** -
Presente estudio 2015 667 Sixx** No No
*p= 0.00068
**0=0,003
*xx=0,009

Ademés de estos estudios, cabe destacar el realizado por Kawahara y col.™* en 2010
en el que con el fin de valorar la calidad de los hepatocitos aislados previo a la
realizacion de un trasplante celular, ademéas de determinar el rendimiento celular del
aislamiento y la viabilidad de los hepatocitos, propone un estudio experimental
empleando un modelo de ratdn de transplante de hepatocitos humanos, de manera que
consideran el indice de proliferacion de los hepatocitos humanos injertados en este
modelo de ratbn como un pardmetro mas en la determinacion de la calidad del
hepatocito. Tras analizar los datos el autor concluye que la isquemia caliente es un
parametro que influye de forma significativa tanto en el porcentaje de viabilidad de los

aislamientos como en la tasa de éxito de los trasplantes realizados.
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7.3.2.- Influencia de la técnica de clampaje (continuo-intermitente) en la
viabilidad de los hepatocitos aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la

funcionalidad hepatica de los hepatocitos aislados y cultivados “in vitro” .

7% considera la oclusion

La revisién publicada por el grupo Cochrane en 200
intermitente de la triada portal como la técnica con mayor nimero de evidencias
publicadas en cuanto a la seguridad de su uso y su efectividad en la proteccion del

sangrado quirdrgico, considerandola asi la técnica de eleccion en la practica clinica.

Los resultados obtenidos en este estudio no muestran diferencias significativas en la
viabilidad de los hepatocitos aislados ni en el rendimiento celular del aislamiento al
comparar las muestras de donante sometidos a clampaje continuo o intermitente.
Analizando de forma detallada los datos de nuestro estudio, el tiempo de isquemia
entre los pacientes sometidos a clampaje continuo e intermitente no presenta una
distribucion homogénea. Entre los donantes sometidos a clampaje continuo en ningln
caso el tiempo total excedié los 30 minutos, sin embargo, en aquellos en los que el
clampaje fue intermitente presentaron tiempos de isquemia de entre 20 y 84 minutos.
Asi podemos considerar que la gran variabilidad de tiempos dentro del clampaje
intermitente dificult6 la obtencion de resultados estadisticamente significativos en la

viabilidad y el rendimiento celular.

En cuanto a las pruebas de funcionalidad hepatica si que se observan diferencias
significativas en el parametro MTT, obteniendo valores superiores en las muestras
sometidas a clampaje intermitente, en comparacién con aquellas que fueron sometidas
a clampaje continuo, considerandolo asi un factor protector en la calidad funcional del
hepatocito. Hasta la fecha ningln trabajo habia presentado resultados significativos en
cuanto a la influencia del tipo de clampaje en las diferentes pruebas de funcionalidad

hepaética.

Los trabajos publicados muestran resultados contradictorios sobre el efecto del uso de
clampaje continuo o intermitente sobre la viabilidad y rendimiento celular o la

funcionalidad hepatica, al contrario de lo que sucede en la mayoria de indicaciones
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sobre el uso de clampaje en la préactica clinica, donde se recomienda el empleo

1.1 en el

intermitente del mismo. En los estudios publicados por Wagenssveld y co
2000 y posteriormente por Alexandre y col.™ en 2002, indican que el empleo de
clampaje intermitente es mas perjudicial para el tejido hepatico que el uso de clampaje

145
l.

continuo. Posteriormente, en 2004, Ritcher y co realizaron un andlisis especifico

de esta variable. En su trabajo incluyeron 58 de los 170 pacientes pertenecientes al

estudio francés publicado por Alexandre et al'™

en el 2003, y los 72 pacientes del
estudio de Lloyd y col.**! en 2004 en el Reino Unido. En el estudio francés se realiz6
clampaje continuo e intermitente. Entre los clampajes intermitentes el tiempo de
clampado fue variable, oscilando de 7-40 minutos, con un tiempo de reperfusion entre
5y 15 minutos. En el estudio del Reino Unido se realizd en todos los pacientes un
clampaje intermitente con 10 minutos de clampaje y 5 de reperfusion. A la hora de
analizar la influencia del clampado continuo en comparacion del intermitente Ritcher
y col. concluyeron que en estos pacientes la realizacion del clampaje intermitente
presenta diferencias significativas en el rendimiento del cultivo s6lo en aquellos casos
en los que el clampaje se habia realizado segun la técnica francesa y no cuando se
realiz6 siguiendo las indicaciones del grupo del Reino Unido, es decir, 10 minutos
clampado y 5 perfundido. Ante los resultados obtenidos, los autores sugieren que el
dafio celular no parece estar relacionado s6lo por la vasoconstriccion post-isquemia
causada por la interrupcion del suministro de sangre y oxigeno como sugieren
Uhlmann y col.}”® y Wagensveld y col.*”® en sus trabajos, sino también por el tiempo

de isquemia per se, como ya sugirieron Lloyd y col.**! previamente.

Quizés en parte el autor tenga razon al considerar los tiempos de isquemia como parte
de la causa que provocé una diferencia en sus resultados, sin embargo los resultados
obtenidos por nuestro grupo en cuanto a las diferencias en la funcionalidad hepética
segun el empleo de los distintos tipos de clampaje abre una puerta al estudio en
profundidad de este tema, pudiendo llegar a demostrarse en un analisis futuro con un
mayor nimero de muestras el factor protector del clampaje intermitente en el dafio por

isquemia-reperfusion.
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7.3.3.- Influencia del tiempo total de clampaje sobre la viabilidad de los
hepatocitos aislados, el rendimiento celular del aislamiento y la funcionalidad

hepatica de los hepatocitos aislados y cultivados “in vitro”.

Durante mucho tiempo se temi6 que la isquemia caliente, al privar de oxigeno a los
hepatocitos podia provocar dafio celular e insuficiencia hepatica postoperatoria. Esta
afirmacion ha sido debatida por mdaltiples estudios que han demostrado con sus
resultados que el higado sano y el higado cirrético pueden soportar hasta 120 minutos
y 30 minutos de isquemia caliente respectivamente sin que se produzcan alteraciones
significativas™’ ™",

En nuestro estudio el tiempo total de clampaje influyé de forma significativa en el
aislamiento, de manera que a medida que aumentaba el tiempo de clampaje se
producia un descenso tanto de la viabilidad de los hepatocitos aislados como del

rendimiento celular del aislamiento.

Como se ha comentado con anterioridad, en nuestro trabajo hemos considerados
aislamientos de buena calidad a aquellos que presentaron una viabilidad > 75%. Pues
bien, al analizar de forma especifica los aislamientos que obtuvieron estos resultados,
el tiempo medio de isquemia total en ellos fue significativamente inferior al que
presentaron los pacientes con viabilidades menores del 75%. Por lo que podemos
considerar que los aislamientos de buena calidad provienen de muestras que fueron

sometidas a menores tiempos de isquemia.

Por contra, cuando se analizé la influencia del tiempo total en los pardmetros de
funcionalidad hepética, no se encontrd efecto significativo del tiempo total de

clampaje sobre ninguno de los parametros analizados.

Los resultados obtenidos estan en concordancia con los obtenidos en otros estudios
previos. Alexandre y col.”® en 2002 ya relataban la existencia de una correlacién
negativa entre la duracion de la isquemia y el porcentaje de viabilidad del aislamiento.
Consideraban que los pacientes sometidos a un tiempo total de isquemia superior a 30

minutos presentaban una disminucion significativa de la viabilidad. En cuanto al
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rendimiento, a pesar de observar también datos que sugerian la presencia de esa
correlacion negativa, no obtuvieron resultados estadisticamente significativos.
Posteriormente trabajos maés recientes como el de Martinez'* en 2012 han
corroborado estos resultados, situando también el punto de inflexion en los 30

minutos.

El trabajo de Kawahara y col.®®*

en modelo de ratdon de trasplante de hepatocitos
humanos, muestra resultados similares. Mostrando una correlacion negativa entre el
tiempo total de isquemia caliente y la viabilidad del aislamiento. Ademas también
demuestra la existencia de esta correlacion negativa del tiempo de isquemia caliente

con la tasa de éxito del trasplante de hepatocitos humanos en el raton.

Analizamos también el tiempo de isquemia total a partir del cual el aislamiento va a
presentar una disminucion significativa de la viabilidad. A pesar de que apoyamos las
conclusiones publicadas por Martinez y Alexandre al considerar que los pacientes
sometidos a un clampaje superior a 30 minutos presentan viabilidades
significativamente inferiores a los que fueron sometidos a clampajes inferiores a 30
minutos. En nuestro trabajo se ha demostrado que tiempos de clampaje total inferiores
a 30 minutos también van a provocar un descenso en el porcentaje de viabilidad,
situando en nuestro caso el punto de referencia los 15 minutos, de manera que los
pacientes sometidos a un tiempo de clampaje superior a 15 minutos presentan dafio
hepatico por isquemia-reperfusion que se ve reflejado con un descenso significativo de

la viabilidad celular en los aislamientos.
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7.3.4.- Influencia del nimero de clampajes o el tiempo méximo de cada uno de
ellos sobre la viabilidad de los hepatocitos aislados, el rendimiento celular del
aislamiento y la funcionalidad hepatica de los hepatocitos aislados y cultivados

“in vitro”

Hasta la fecha no se han publicado trabajos que estudien de forma especifica el efecto
del tiempo maximo de clampaje o el nimero total de los mismos sobre la viabilidad y
el rendimiento celular de los aislamientos y la funcionalidad hepética de los
hepatocitos aislados.

En nuestro estudio el tiempo méximo de clampaje no influy6 de forma significativa en
la viabilidad de los hepatocitos, el rendimiento celular ni la funcionalidad hepética de
los hepatocitos aislados, sin embargo, al analizar de forma especifica los aislamientos
que fueron considerados como aceptables por alcanzar cifras de viabilidad superior al
65%, el tiempo méximo medio en estos, fue significativamente inferior en

comparacion con aquellos aislamientos que no superaron el 65% de viabilidad.

El nimero total de clampajes, tampoco influy6 de forma significativa en la viabilidad
de los hepatocitos ni en el rendimiento celular del aislamiento. En cuanto a las pruebas
funcionales, tan sélo la albdmina mostré un ligero, pero significativo aumento de sus
niveles al aumentar el nimero de clampajes, si bien este dato se extrae del analisis de

tan s6lo 10 muestras por lo que no podemos tomarlo como un resultado concluyente.

En este caso, al analizar de forma especifica los aislamientos que fueron catalogados
como buenos por presentar cifras de viabilidad superiores al 75%, se observé que el
nimero medio de clampajes realizados en los donantes de las muestras de estos
aislamientos fue significativamente inferior al que presentaban los donantes de

aislamientos con viabilidad inferior al 75%.

Tras estos resultados podemos considerar que el nimero de clampajes y el tiempo
méaximo de estos, influyd de forma significativa en la capacidad de obtencion de

aislamientos de calidad buena y aceptable. Siendo probable que un aumento en el
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tamafo muestral de nuestro estudio nos permitiera obtener una influencia directa entre

estos factores y las variables de calidad del aislamiento.

Como ya se ha comentado, hasta hoy no existen trabajos que analicen estas dos

variables de forma especifica, si bien en el trabajo de Ritcher y col.**

174

que comparan
pacientes del grupo francés de Alexandre™ y del grupo del Reino Unido de Lloyd'*,
se observaron diferencias significativas entre el uso de diferentes patrones de
clampaje, de forma que el uso de un clampaje con tiempos méaximos menores como el
que empled el grupo de Lloyd, no presentd diferencias significativas con los pacientes
que no precisaron clampaje, mientras en el uso de clampaje segun la maniobra del
grupo de Alexandre en el que se usaron tiempos mas largos de isquemia, estas

diferencias si que estuvieron presentes, y de forma significativa.

Asi podemos considerar que a pesar de que precisamos de estudios mas especificos y
con mayor nimero de pacientes, los diferentes esquemas de clampaje parecen influir
sobre la viabilidad y el rendimiento celular del aislamiento de hepatocitos humanos y

la funcionalidad de los mismos.
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7.3.5.- Variables asociadas tanto al paciente donante de la muestra como al
procedimiento, que influyen en el resultado del aislamiento del hepatocito.

7.3.5.1.- Edad.

En nuestro estudio la edad del donante de la muestra hepatica no influyé en la
viabilidad de los hepatocitos ni en el rendimiento celular. Tampoco influyé en
los resultados de ninguno de los parametros analizados de funcionalidad
hepética. Por lo tanto, consideramos que la edad del paciente no afecta a la

calidad final del aislamiento celular.

La edad del donante es una variable constante en el estudio de los factores que
influyen en la calidad del aislamiento hepético, pero los resultados publicados
hasta la fecha son muy variables. Blanco y col.’® en 2000 y posteriormente

1.2y Martinez'*

Richert y co en 2004 y 2012 respectivamente, presentan
resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio, al no encontrar relacién
significativa entre la edad y los pardmetros que analizan para determinar la

calidad del aislamiento.

Entre los trabajos que presentan resultados significativos en este punto todos
consideran la edad como un factor negativo para la calidad del aislamiento, sin
embargo estos trabajos no siguen un patron uniforme a la hora de analizar la
edad de los donantes. Vondran y col.*®* compararon donantes con edades
superiores a 50 afios, observando en éstos un descenso significativo en el
rendimiento celular. Al analizar sus resultados, los autores concluyeron que en
su grupo de pacientes resecados la edad estaba relacionada con la etiologia del
tumor aislado, de forma que los pacientes de menor edad presentaban lesiones
benignas, por lo que consideraron que sus resultados no permitian concluir que

.13 también

la edad por si misma afectara el rendimiento celular. Bhogal y co
mostraron un descenso significativo de la viabilidad en donantes de mayor
edad, pero en este caso las diferencias aparecieron cuando la edad del donante

144
l.

era superior a los 60 afios. Bonora-Centelles y co por su parte, debieron

ascender la edad de los pacientes a 80 afios para conseguir un descenso
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significativo, reflejandose el descenso en este caso tanto en la viabilidad de los

hepatocitos como en el rendimiento celular.

Obtenemos resultados méas concluyentes en los trabajos publicados por

Kawahara y col.*

en el que afirmaron la existencia de una correlacion
negativa de la edad del donante con la viabilidad del aislamiento y con la tasa
de éxito de trasplante en ratones transplantados con hepatocitos humanos. Y

1147 con 1034 muestras en las

también en la reciente publicacion de Lee y co
que obtuvieron un descenso significativo tanto de la viabilidad de los
hepatocitos como del rendimiento celular en aquellas muestras de tejido

resecado pertenecientes a los pacientes de mayor edad.

Pese a los resultados obtenidos en este estudio y en vista de los resultados de
otros estudios, la edad del donante de la muestra hepética es un factor que
parece influir en la calidad final del cultivo de hepatocitos. Probablemente la
falta de significacion en nuestro estudio asi como en otros estudios publicados

se deba a las limitaciones en el tamafio muestral empleado.

7.3.5.2.- Sexo

El sexo no se considera un pardmetro que influya en la calidad final del
aislamiento del hepatocito, asi en nuestro estudio, al igual que en la mayoria de
estudios publicados no existe influencia del sexo en la viabilidad de los

hepatocitos aislados ni en el rendimiento celular del aislamiento™* %,

Si encontramos diferencias significativas en la actividad de MTT entre los dos
sexos, de manera que las muestras obtenidas de donantes varones presentaron
niveles superiores de MTT que las que fueron obtenidas de donantes mujeres,

lo que reflejaba un mayor nivel de actividad mitocondrial en éstos.

El trabajo de Martinez'*?

también encontrd diferencias significativas entre
sexos al analizar las pruebas de funcionalidad hepatica, pero en este caso con
resultados contradictorios. Determinaron una mayor actividad de la enzima

testosterona-6-f hidroxilasa en las muestras de donante mujer, sin embargo, al
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incluir la actividad ECOD en el andlisis multivariante, observaron un aumento
significativo de la actividad de la misma en las muestras de donantes varones.
Los autores no encontraron una explicacion logica a estos resultados,
considerandolos una consecuencia de la gran variabilidad interindividual en
cuanto a la actividad enzimatica, y a la dependencia de ésta de muchos otros

factores como el tipo de alimentacion o el estado nutricional'*’.

7.3.5.3.- Parametros analiticos

Entre las maltiples variables analiticas estudiadas por los diferentes grupos de
trabajo, quizas los mas analizados y los que en mas ocasiones han mostrado
una influencia en la calidad de las células aisladas son los niveles de bilirrubina

y la actividad de las enzimas GOT y GGT en suero™’ %,

De las variables analizadas por nuestro equipo (AST, ALT, GGT, fosfatasa
alcalina, bilirrubina total, actividad de protombina, hemoglobina y
hematocrito) tan sélo los niveles de GGT en sangre preoperatoria mostraron
influencias significativas en la calidad del aislamiento, observandose una
relacion negativa con el rendimiento celular, de manera que al aumentar los
nieves de GGT del donante de la muestra, disminuy6 el rendimiento celular del
aislamiento. En cuanto a los resultados en la viabilidad y funcionalidad de los
hepatocitos ninguna de las variables analizadas presentaron diferencias

significativas.

Alexandre y col.™, ya en 2002, publicaron resultados similares, con un
descenso en el rendimiento celular de las muestras con niveles altos de GGT.
Vondran y col.*** en 2008, ademés de observar un descenso significativo de la
viabilidad en los pacientes con GGT elevada, encontraron también una
afectacion significativa de la funcionalidad de las células aisladas en estos
pacientes, al observarse un descenso en el contenido total de proteinas totales y
en la sintesis de albdmina en los hepatocitos procedentes de las muestras de

donantes que presentaban niveles elevados de GGT. Existe una explicacion
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l6gica para estos resultados, ya que un nivel de GGT elevado en suero es un
conocido marcador de dafio hepatico causado por factores tales como cirrosis,

hepatitis o el abuso crénico de alcohol.

La existencia de colestasis en las determinaciones analiticas preoperatorias es
otro punto de interés analizado por los diferentes grupos. Mientras Richert y
col.** muestraron resultados similares a los de nuestro trabajo, al no encontrar
influencias entre el nivel de colestasis de los pacientes y la calidad final del
aislamiento, Alexandre y col.*®® describen un menor crecimiento del cultivo,
aunque en sus resultados las diferencias no alcanzan la significacioon
estadistica. Es en el trabajo de Vondran y col.™ donde si se observa un
descenso significativo en la viabilidad del aislamiento, pero este descenso s6lo
se produce cuando los pacientes presentan un perfil analitico de colestasis
severa. En nuestro estudio tan s6lo 8 pacientes presentaron signos de colostasis
en las analiticas preoperatorias, por lo que probablemente este bajo nimero de
pacientes con colestasis pudo hacer que no se observase su efecto negativo a

nivel de la viabilidad y funcionalidad del hepatocito.

Por su parte Lee y col.™*” en su trabajo, quizas por el hecho de presentar un
ndmero mucho mayor de muestras analizadas, encuentran influencias
significativas en un mayor ndmero de perfiles analiticos. Asi consideran que
los niveles elevados de fosfatasa alcalina, GOT, GPT, GGT, bilirrubina total y
tiempo parcial de tromboplastina provocan un descenso significativo en el
rendimiento celular. Y la viabilidad desciende de forma significativa en
muestras de donantes con niveles elevados de GOT, GPT, GGT vy bilirrubina
total. Estos resultados se obtienen del andlisis univariable de los mismos. Al
realizar el analisis multivariante, tan sélo los niveles elevados de GOT
producen un descenso significativo del rendimiento celular, quedando los
niveles de GGT y de bilirrubina total como los parametros analiticos

influyentes en la viabilidad del aislamiento.

En cuanto al resto de pardmetros analiticos estudiados por los diferentes grupos

no existen datos concluyentes. Aunque cabe destacar los resultados obtenidos

2

por el equipo de Martinez'** al observar un descenso significativo de la
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actividad ECOD vy testosterona-6-f3 hidroxilasa del aislamiento en los cultivos
de muestras de donantes con niveles elevados de hematocrito. La explicacion
que encuentran los autores a estos resultados fue que a mayores cifras de
hematocrito, existe mayor cantidad de oxigeno en sangre, lo cual llevaria a
pensar que para obtener la misma actividad enzimatica “in vivo”, podria ser
suficiente una menor cantidad de enzima, de tal modo que un nivel sostenido de
hematocrito elevado podria conducir a una menor sintesis del enzima, y por tanto,
al determinar la actividad del enzima “in vitro”, al haber menor cantidad de
enzima, la actividad también es menor. Si bien es un argumento interesante, en la

actualidad no existen datos en la literatura que permitan aceptar esta afirmacion.

7.3.5.4.- Fibrosis hepética

La fibrosis hepética se desarrolla en respuesta a muchos tipos de enfermedades
hepéaticas cronicas. Su desarrollo esta estrechamente vinculada con la
inflamacion y la muerte celular, por lo que no es de extrafiar que los
hepatocitos aislados de higados fibréticos tengan una viabilidad

significativamente menor.

En nuestro estudio no se ha podido realizar un andlisis adecuado de esta
variable, ya que uno de los criterios de exclusion del mismo fue la existencia
de cirrosis moderada o severa (Child B y C). Esta premisa ha limitado a un solo
paciente el nimero de muestras que presentan cirrosis hepética en el analisis

histoldgico de las piezas. Muchas otras publicaciones como los trabajos de

|.145 |.151

Ritcher y co 0 Vondran y col.™" tampoco aportan resultados significativos

al considerar también la cirrosis como criterio de exclusion.

Serene y col si incluyeron en su estudio pacientes con cirrosis hepatica
encontrando en sus resultados una disminucion significativa tanto del
rendimiento como de la viabilidad del aislamiento en aquellos higados que

presentaban fibrosis septal*’.
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Bhogal y col.™® en 2010 realizaron un estudio especifico de este punto,
valorando la funcionalidad de hepatocitos aislados de muestras de higados
enfermos frente muestras de higados sanos. Su estudio mostraba que los
hepatocitos aislados de tejido hepatico enfermo estaban sometidos a un
microambiente hipdxico cronico, que conllevaba una mayor produccion de
ROS en respuesta a esa situacion de hipoxia/ reoxigenacion, induciendo asi la
apoptosis del propio hepatocito. Los autores en vista a los datos obtenidos
concluyeron que existian importantes diferencias funcionales y metabdlicas
entre los hepatocitos aislados de higados normales y los hepatocitos aislados de
higados con enfermedad en fase terminal.

Este mismo grupo en 2011, tras aceptar la fibrosis hepética por enfermedad
hepatica como un claro factor negativo en la calidad del aislamiento de
hepatocitos, y realizaron un posterior estudio comparando la viabilidad y
rendimiento celular y funcionalidad de los hepatocitos de higados de todo tipo:
muestras hepaticas normales, muestras de resecciones hepaticas (tumores
benignos y tumores malignos) y muestras de higados cirroticos. Entre los
higados cirréticos diferenciaron las enfermedades que lo habian provocado, asi
los clasificaron en: Higados de pacientes con enfermedad hepética alcoholica;
cirrosis biliar; colangitis esclerosante primaria y otras enfermedades hepaticas
en fase terminal (fibrosis quistica, hepatitis autoinmune...). Tras el analisis de
los resultados los autores concluyeron que la obtencion de aislamientos viables
a partir de higados cirréticos era posible aunque con un descenso importante de
la tasa de éxito de los aislamientos. Ademas, al analizar de forma especifica
las diferentes enfermedades, observaron que las muestras de higados con
cirrosis de origen alcoholico presentaban rendimientos celulares y niveles de
produccion de albdmina significativamente mas bajos que el resto de las
muestras de higados cirréticos, mientras que las muestras procedentes de
higados con cirrosis biliar presentaban una mayor tasa de éxito del aislamiento
de hepatocitos humanos que el resto de muestras cirréticas, con mayores

rendimiento y mayores niveles de produccién de albimina y urea'**.
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7.3.5.5.- Esteatosis hepética.

A la hora de analizar las alteraciones histoldgicas de las muestras hepaticas que
pueden influir en los resultados del aislamiento, la esteatosis hepatica es la méas

repetida entre los diferentes grupos.

En nuestro estudio no hemos observado que la existencia de esteatosis hepatica
influya significativamente en la viabilidad, rendimiento o funcionalidad del
aislamiento, si bien hay que tener en cuenta que tan solo 7 de los 67 pacientes
presentaban signos de esteatosis hepatica en el analisis histopatoldgico, lo que
no permite obtener resultados concluyentes de los datos recogidos en este

punto.

Los hepatocitos esteatdsicos tienen mayores niveles de especies reactivas de
oxigeno intracelulares y son por tanto potencialmente mas susceptibles a los
dafios, lo que justificaria los resultados obtenidos por la mayoria de autores
como Vondran y col.’ o Lee y col.**, quienes observan una clara influencia
negativa de la esteatosis hepatica en la viabilidad de sus aislamientos. Tan s6lo
el estudio de Lloyd y col.™ muestra resultados contradictorios en este punto,
considerando la presencia de esteatosis como un factor con influencia positiva
en la viabilidad del aislamiento. La determinacion subjetiva de la esteatosis en
este grupo, a través de una estimacion visual de la misma, podria explicar las

diferencias encontradas en sus resultados.

Alexandrova y col.™®

en 2005 “publican un articulo en el que proponen un
procedimiento de rutina para el aislamiento de hepatocitos a partir de 6rganos
de donantes rechazados para trasplante, entre los que se incluyen muestras de
higados esteatdsicos. Sus resultados muestran que las muestras obtenidas a
partir de odrganos que presentan niveles de esteatosis severa derivan
generalmente en aislamientos fallidos, concluyendo que no es econémicamente

viable el uso de higados con esteatosis severa para aislamiento de hepatocitos.

I 146

Trabajos posteriores como el de Sagias y co proponen de nuevo el uso de

estos higados para el aislamiento de hepatocitos, buscando maniobras que
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consigan aumentar el rendimiento de los mismos. Tras su estudio los autores
sugieren que la adicion de N-acetilcisteina durante la perfusion de las
soluciones de digestion, puede mejorar el rendimiento celular en el aislamiento

de hepatocitos de higados esteatdsicos.

7.3.5.6.- Etiologia oncoldgica

Parece l6gico pensar que las muestras obtenidas de higados con enfermedades
oncoldgicas presenten peores resultados de viabilidad y rendimiento celular, asi
como de funcionalidad de los hepatocitos aislados, sin embargo todavia no se

han obtenido resultados concluyentes que lo confirmen.

En nuestro trabajo no se observaron diferencias significativas en la viabilidad,
rendimiento ni funcionalidad de los hepatocitos entre las muestras de pacientes
con etiologia hepatica benigna o maligna. Sin embargo, al analizar de forma
especifica los considerados como aislamientos de buena calidad (viabilidad >
75%), el porcentaje de muestras con lesiones de origen oncolédgico fue
significativamente inferior al que presentaron las muestras con lesiones de
origen benigno, de manera que mientras la mayor parte de las muestras
benignas dieron origen a aislamientos de buena calidad, en las muestras de
higados oncologicos menos de una cuarta parte consiguieron alcanzar esta

calidad en el aislamiento.

Entre los estudios publicados en la literatura encontramos diferentes resultados.
Asi, estudios como los Lee y col.**’ y Kawahara y col.™* no evidencian que la
etiologia oncoldgica de la lesion que indica la reseccidn hepatica previa a la
obtencion de la muestra, sea un factor que influya en la viabilidad y

rendimiento celular ni en la funcionalidad de los hepatocitos aislados.

Por el contrario, estudios como el de Vondran y col.™®!. muestran que los
hepatocitos aislados de donantes intervenidos por patologia benigna, presentan
mayor viabilidad y rendimiento que aquellos donantes que son intervenidos por

una patologia de origen oncoldgico.
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Es facil obtener una explicacion légica al hecho de que el origen de la
patologia hepética influya en los resultados del aislamiento ya que en los
higados con patologia benigna, el parénquima hepatico circundante no afectado
conserva su funcion normal y por ello seré de alto valor para el aislamiento de
hepatocitos. Sin embargo, en los tumores malignos primarios como el
hepatocarcinoma o el colangiocarcinoma, la inflamacion cronica, la cirrosis y
un complejo patrén de estimulos como el producido por citoquinas o factores
de crecimiento producen una alteracion en todo el parénguima hepatico,
disminuyendo la calidad del tejido para el aislamiento de hepatocitos. El tejido
hepatico circundante a tumores secundarios a menudo no presenta cambios, lo
que resulta en un aumento del rendimiento celular en comparacién con los

tumores primarios.

7.3.5.7.- Tratamiento quimioterapico.

Como en la mayoria de trabajos, las metastasis hepaticas de carcinoma
colorrectal fueron la causa mas frecuente de reseccidon hepética en nuestros
donantes. Este hecho hace que el nimero de muestras sometidas a tratamiento
quimioterapico en los meses previos a la toma de la misma fuese elevado. Al
analizar las diferencias en la viabilidad y rendimiento celular entre los
pacientes sometidos a tratamiento quimioterapico y los que no lo recibieron, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo estas
diferencias significativas si se ven reflejadas en las pruebas funcionales de
nuestros aislamientos, de forma que los hepatocitos aislados de pacientes
sometidos a tratamiento quimioterapico presentaron niveles medios de MTT

significativamente superiores a los de los pacientes que no los recibieron.

En 2006, Hewes y col.**®

publican un trabajo con el objetivo de analizar la
influencia de la quimioterapia en la viabilidad y funcionalidad de los
hepatocitos. Para ello analizan 47 muestras de higados con metastasis
colorrectal. Tras analizar sus resultados los autores no encuentran diferencias

significativas entre los aislamientos sometidos 0 no a quimioterapia antes de la
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reseccion. Tampoco observan diferencias en la actividad del citocromo P450 ni
de las enzimas de fase II.

Trabajos posteriores han mostrado resultados contradictorios, asi el trabajo de
Martinez'*> muestra una influencia negativa del uso de quimioterapicos
preoperatorios en la viabilidad del aislamiento, mientras otros estudios como el

de Lee y col.*’

obtienen un aumento significativo del rendimiento celular en
estos pacientes. Los autores proponen las siguientes explicaciones a los
resultados obtenidos. Mientras que Lee y col. consideran que el uso de
quimioterapicos produce una reduccion de las proteinas de la matriz
extracelular, como el colageno, permitiendo una digestién mas completa de la
pieza de higado con colagenasa y por tanto provocando asi un aumento en el
rendimiento del aislamiento de hepatocitos. Martinez explica sus resultados por
la afectacion del dafio hepatico demostrado al utilizar determinados agentes
quimioterapicos, como son la esteatohepatitis o el dafio sinusoidal del

irinotecan y el oxaliplatino respectivamente.

Probablemente, las diferencias encontradas pueden ser debidas a la
generalizacion de las terapias quimioterdpicas, sin tener en cuenta el tipo
especifico de tratamiento que ha llevado cada paciente. Con el fin de analizar
de forma especifica la afectacion de ciertos quimioterapicos en nuestro estudio
se analiz6 de forma especifica a los pacientes que habian sido sometidos a
oxaliplatino o irinotecan, estos quimioterapicos fueron elegidos al existir
estudios en la literatura que demuestran el dafio hepatico que ambos
provocan'®® En el caso del irinotecam no fue posible la realizacién de su
analisis ya que ninguno de nuestros donantes recibid su tratamiento, en cuanto
al oxaliplatino, tras el analisis de los datos no se observo influencia
significativa del mismo sobre la viabilidad o el rendimiento celular de los

aislamientos.
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7.4.- Limitaciones del estudio

7.4.1.- Tamafno muestral

La principal limitacion de nuestro estudio, al igual que en la mayoria de
estudios publicados es el tamafio muestral.

La mayoria de trabajos experimentales presentan un numero de muestras
reducidas. En nuestro caso, el limitar las muestras a aquellas procedentes de
resecciones hepaticas realizadas por un Unico equipo quirdrgico y el hecho de
excluir entre nuestros pacientes a portadores de VHC, VHB y enfermos de
cirrosis Child B y C, ha limitado el nimero de muestras a 67, a pesar de

ampliar el tiempo de recogida de las mismas a 5 afios.

7.4.2.- Limitacién de las pruebas funcionales.

Al inicio del trabajo se incluyeron las pruebas funcionales como variables a
determinar en todas las muestras, sin embargo las dificultades técnicas para la
realizacion de las mismas y su elevado coste no permitié que fuesen analizadas
en todos los casos. La actividad de MTT es la que se realizdé de forma mas
numerosa llegando al 50% de las muestras obtenidas (n=33). Esta sea quizas la
causa de que sea la variable de funcionalidad de la que se han obtenido un

mayor numero de resultados significativos.

7.4.3.- Variables sin capacidad de analisis.

Entre las variables independientes de la isquemia que influyen en la calidad del
aislamiento y cultivo de hepatocito, existen algunas que tras la realizacion de la

recogida de datos se observd un numero minimo o una distribucién
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heterogénea de las mismas no siendo posible la realizacion del andlisis

estadistico.

Asi son el caso de la cirrosis hepatica, presente en un solo paciente o de la
esteatosis hepatica con tres pacientes con afectacion leve y cuatro con

afectacion moderada.

A pesar de las limitaciones, el trabajo tiene validez y nos ha permitido alcanzar los
objetivos planteados. Sin embargo, teniendo en cuenta que la principal limitacion es el
limitado tamafio muetral, consideramos que éste estudio ha sido como un primer paso,
proponiéndonos como siguiente objetivo una ampliacién del nimero de muestras que

nos permita confirmar los resultados obtenidos.
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1. Larealizacion de clampaje vascular durante la cirugia de reseccion hepatica
provoca un descenso significativo de la viabilidad de los hepatocitos

aislados del tejido resecado.

2. Un tiempo de clampaje total superior a 15 minutos provoca un descenso
significativo de la viabilidad celular del aislamiento de los hepatocitos

aislados del tejido resecado

3. El incremento del tiempo total de clampaje por encima de los 15 minutos
provoca un descenso significativo tanto de la viabilidad como del
rendimiento celular en el aislamiento de los hepatocitos del tejido resecado.

4. La discontinuidad del clampaje durante la reseccion hepatica no mejora la
viabilidad de los hepatocitos aislados de las muestras resecadas ni el
numero de células viables obtenidas por g de tejido, si bien la actividad
MTT de los hepatocitos aislados es significativamente superior para
aquellas muestras de pacientes sometidos a clamapaje intermitente, que

para aquellas de pacientes sometidos a clampaje continuo

5. Las muetras obtenidas de donantes sometidos a un menor nimero de
clampajes y a un menor tiempo méaximo de los mismos dan lugar a un
mayor namero de aislamientos con viabilidades celulares superiores al 65 y
75%.

6. Los niveles elevados de GGT preoperatoria del paciente provocan un
descenso en el rendimiento celular del aislamiento de los hepatocitos del
tejido resecado, siendo ésta la Unica variable de las estudiadas diferente al
uso de clampaje vascular que influye de forma significativa en la calidad de

los hepatocitos aislados de resecciones hepaticas.
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==GOBIERNO S I d
==DE ARAGON diu
Departamento de Salud y Consumo s SEVICIO ar agonés

el de salud

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

El Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, esta llevando a cabo estudios
que tienen como finalidad optimizar el trasplante de células hepaticas. La persona encargada
de dicho estudio es la Dra. Trinidad Serrano, hepatéloga del Servicio de Digestivo. El estudio
se realiza en animales de experimentacion, pero se precisa la obtencion de células hepéticas
humanas. Estas células hepaticas se aislan de pequefios fragmentos de tejido hepatico
obtenido en resecciones hepaticas quirargicas o de higados donados para trasplante hepatico
gue una vez extraidos no han podido ser utilizados por diversas causas. La obtencién de estas
muestras no supondrd en ningun caso la modificacién de la intervencion quirtrgica ni el
incremento del riesgo de la misma. La colaboracion con este estudio es absolutamente
voluntaria, por lo que puede negarse sin que de ello se derive ninguna repercusion sobre su
atencion sanitaria. Los datos obtenidos en el analisis del material tisular asi como los datos
clinicos que se manejen (edad, sexo y consumo de alcohol o farmacos) serdn mantenidos en
absoluta confidencialidad. Cada muestra obtenida seré codificada sin que en ningin momento
figure el cdédigo junto con los datos que identifican al paciente.

Le animamos a que si usted no estd seguro, consulte esta informacion y la aceptacién en la

participacion del estudio, con sus familiares o con su médico habitual.

Zaragozaa ......... de.iiiiiiiii, 20

Consentimiento informado estudio

Version fecha
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==gosEmo salud

Departamento de Salud y Consumo I SCTVICIO aragonés
Dl de salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y 0, ettt e e (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido informacion suficiente sobre el estudio.

He hablado CoN:........coviiiicc e (nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria y presto libremente mi conformidad para participar en
el estudio.

Firma del participante 0 familiar: ...........cccoooiiiiiiiiniiiiie

FECha: .o
He explicado la naturaleza y el propdsito del estudio al paciente mencionado.

Firma del investigador: ...........cccoeviviveieeiene e,

FECNa: oo

Consentimiento informado estudio

Versién , fecha
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