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La lesion isquémica
en el trasplante de 6rganos

El trasplante de un dérgano entre un donante y un receptor impli-
ca siempre un perfodo mds o menos largo de isquemia, que es el
tiempo que transcurre desde el pinzamiento de los vasos sangui-
neos del érgano en el donante hasta la revascularizacién del mis-
mo una vez implantado en el receptor. La deprivacién de sangre,
es decir, de oxigeno y metabolitos a un érgano tiene siempre unas
consecuencias negativas en el funcionalismo posterior del mis-
mo: es lo que se conoce como lesidn isquémica o de isquemia-
reperfusion (LIR). La preservacién de los érganos intenta paliar
y tratar esta LIR. El principio bsico es la hipotermia del 6rgano,
que disminuird los requerimientos energéticos celulares al mini-
mo, alargando su viabilidad. El reto de mejorar la preservacién de
los 6rganos para trasplante es trascendental para que la funcién
inmediata de los mismos sea excelente y se evite la pérdida de
injertos, pacientes y recursos. En el presente nimero se publican
dos articulos de revisién sobre este tema. El primero incide en los
progresos en el conocimiento de los mecanismos implicados en
la LIR, que nos permitird bloquear esta reaccién inflamatoria de
manera similar a como tratamos actualmente el rechazo inmu-
nolégico de los érganos trasplantados. El segundo aborda la pre-
servacién hepdtica mediante una perfusién normotérmica san-
guinea ex situ, que puede ser un método revolucionario si se con-
siguen vencer las dificultades técnicas y logisticas que supone
mantener un érgano en las condiciones mds fisioldgicas posibles,
es decir, perfundiéndolo con sangre oxigenada y con nutrientes a
una temperatura normal. Con este método se evitan todas las
consecuencias negativas inducidas por la hipotermia y el cese del
metabolismo aerobio celular. Los resultados preliminares obteni-
dos con este método son muy esperanzadores. Estos avances son
imprescindibles para poder paliar el problema mds grave del tras-
plante de drganos en la actualidad, la falta de 6rganos, ya que
permitirdn ampliar las fuentes de donantes aprovechando drga-
nos subdptimos o de donantes a corazén parado.
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dio, procesos vasculocerebrales
agudos, shock de cualquier etiolo-
gla, etc.) o de la cirugfa (reseccién
hepética, cirugfa extracorpdrea,
trasplante de érganos sdlidos, etc.).
En el rifidn, las consecuencias del
dafo de la isquemia-reperfusién se
manifiestan principalmente como
un fracaso renal agudo o una mala
funcién del rifién tras el aconteci-
miento isquémico.

En su libro The works of John Hun-
ter, publicado en Londres en 1835,
Hunter realizaba sus comentarios
sobre los principios de la cirugfa y
afirmaba: “Blood... appears to carry
life to every part of the body, for whe-
never the whole or a part is deprived

of fresh blood it very soon dies” (la

Progresos en el conocimiento
de los mecanismos
inflamatorios implicados

en la isquemia-reperfusion

en trasplante de 6érganos

Es cada vez mas evidente que en la etiopatogenia del
fracaso renal agudo se produce una compleja cascada de
mecanismos inflamatorios con consecuencias tanto
agudas como cronicas. El interés en los mediadores no
tradicionales del fracaso renal agudo, tales como las vias
inflamatorias y los eventos microvasculares, ha generado

nuevos paradigmas y lineas de investigacion.

En las fases iniciales de la isquemia-reperfusion renal
se producen cambios hemodindmicos microvascula-
res caracterizados por con-
gestién y enlentecimiento
de las células rojas, junto
con plaquetas y leucocitos.
El bloqueo de las interaccio-
nes leucocito-endotelio ha
mostrado una proteccién
significativa frente al dafio
por isquemia renal en modelos experimentales. Sin
embargo, los experimentos centrados en el papel de
los neutréfilos en el fracaso renal agudo han ofreci-
do resultados modestos, a pesar de las expectativas.
Estudios recientes han demostrado que las células T
son mediadores directos del dafio isquémico, por lo
menos en el terreno experimental.

Las células T CD4+, a través tanto de la via del
IFN-y como de las moléculas coestimuladoras,
parecen ser moduladores importantes en el fraca-
so renal agudo, en cuyo mecanismo también se ha
implicado recientemente a las células B. A pesar
de que la presencia de macréfagos en el tejido
isquémico esté bien definida, se sabe poco sobre la
participacién real de los macréfagos en la lesidn.
Finalmente, las células residentes del rifidén tam-
bién contribuyen en la patogenia de esta inflama-
cién asf como en la posterior reparacién, pero
cémo y hasta qué punto estdn involucradas no
estd totalmente definido. Las nuevas herramientas
para modular las células inflamatorias, particular-
mente los leucocitos mononucleares, constituyen
una promesa para los futuros ensayos clinicos en el
fracaso renal agudo.

La isquemia de un drgano tras la interrupcién del
flujo de sangre y la posterior reperfusién es un pro-
ceso perjudicial que estd presente en multiples
facetas de la medicina (infarto agudo de miocar-

Los leucocitos mononucleares
constituyen una promesa para
los futuros ensayos clinicos en

el fracaso renal agudo.

sangre... parece que lleva la vida a
cada parte del cuerpo, ya que
cuando el total o una parte se
encuentra privada de sangre fresca, muy pronto
muere). Esta frase nos confirma que el fenémeno
de la isquemia ya era cono-
cido de muy antiguo en
medicina. Sin embargo, a
pesar de los avances en las
estrategias preventivas y las
medidas de soporte, esta
enfermedad contintia aso-
cidndose con una alta pre-
valencia de morbilidad y mortalidad.

REPERCUSIONES

En la clinica de trasplante de érganos sélidos de
donante caddver, la isquemia es un hecho absolu-
tamente inevitable e inherente a toda la logistica
del procedimiento. Sin embargo, el enfoque e
importancia que se le da en cada uno de los érga-
nos es ligeramente diferente.

En el caso del corazén o en el de higado, se inten-
tan acortar al mdximo los tiempos de preservacién.
A pesar del impulso que supuso la introduccién de
la solucién de Belzer en el programa de trasplante
hepdtico en la década de 1980, la sugerencia de
que estas soluciones permitirfan afrontar preserva-
ciones de hasta 24 horas nunca fue totalmente
aceptada. Por el contrario, los equipos quirtirgicos
siguen programando el implante con tiempos de
preservacién cortos por miedo al fracaso primario
del érgano o por temor a aumentar la morbimor-
talidad.

En trasplante renal, en cambio, a lo largo de su
historia no ha habido ninguna modificacién sensi-
ble en lo que respecta a la duracién de los tiempos
de preservacién. El sentimiento comin es que la
didlisis permite el soporte vital del paciente durante
la no-funcién del érgano y que la histocompatibili-
dad sigue siendo crucial. Algunos avances en el



conocimiento de la historia natural del trasplante,
sin embargo, nos dan argumentos en contra. La
mala evolucién a largo plazo de los injertos que han
sufrido dafio isquémico grave en el peritrasplante
nos indica que la isquemia no es un proceso gratui-
to. Por otro lado, el trasplante renal de vivo, que en
estos momentos estd de nuevo en creciente apogeo,
ya que permite acortar las listas de espera, aporta
algunos argumentos interesantes. Asi, se sabe que
los resultados a largo plazo
del trasplante renal de vivo
son mejores y que en gran
medida dependen de la
seleccién de un donante
Sptimo, pero también del
acortamiento del tiempo de
preservacién. También, en el
trasplante de vivo nos hemos
desplazado al donante no emparentado cuya histo-
compatibilidad puede ser menor que en los cldsicos
donantes familiares, en los que se exigfa una alta
compatibilidad. Los resultados con estos donantes
no emparentados son claramente esperanzadores.
Esto nos indica nuevamente que la seleccién del
donante, la programabilidad del proceso y el acorta-
miento del tiempo de preservacion son elementos
de vital importancia en la evolucién de un aloinjer-
to renal.

LA ISQUEMIA-REPERFUSION

ES UN ESTADO INFLAMATORIO

En los dltimos afios, cada vez se dispone de mayor
informacién que evidencia que los mecanismos
patogenéticos celulares y moleculares de la isque-
mia-reperfusién se asemejan a una enfermedad
inflamatoria aguda. Asi, en el dafio isquémico renal,
la respuesta que se produce resulta en activacién y
dafno del endotelio, aumento de la adhesién entre
célula endotelial y leucocito, atrapamiento de poli-
morfonucleares y compromiso en el flujo sanguineo
microvascular. Estas interacciones entre el endotelio
y el leucocito se evidencian en mayor medida en la
médula externa, no en el cértex, por la mayor con-
gestion vascular que tipicamente se aprecia en dicha
regién del rifién.

A principios de la década de 1970, cuando se des-
cribié el edema endotelial y el estrechamiento de la
luz del vaso sanguineo como signos inequivocos de
dafio postisquémico, surgié el conocimiento de que
las células endoteliales eran la diana del dafio postis-
quémico. Recientemente se han descrito evidencias
de disfuncién endotelial en el cértex en estudios que
demuestran flujo retrégrado a través de los capilares
peritubulares durante la reperfusién, junto a un
compromiso transitorio de la permeabilidad de
estos capilares. Si se inyectan células endoteliales de
cordén umbilical o células embridnicas que expre-
sen 6xido nitrico sintetasa por via endovenosa, las
células se implantan en el rifién y se produce una
proteccién funcional parcial. Ademds, con isque-

Los mecanismos patogenéticos
celulares y moleculares de la
isquemia-reperfusién se
asemejan a una enfermedad
inflamatoria aguda.

mias muy mantenidas, los capilares peritubulares
sufren un dafio permanente con una reduccion cla-
ra del nimero de microvasos en la banda interna de
la médula externa, que se asocia a fibrosis tubuloin-
tersticial y alteraciones de la capacidad de concen-
tracién.

Aparte del dafio celular endotelial, tras la isquemia-
reperfusion se regulan las moléculas de adhesién para
promover las interacciones endotelio-leucocito.
Entre estas moléculas se
incluyen integrinas, selecti-
nas y moléculas de la super-
familia de las inmunoglobu-
linas, tales como ICAM-1,
VCAM vy P-selectina. Asf,
se ha demostrado el papel
de ICAM-1 en el dafio
renal en experimentos con
anticuerpos especificos que protegieron del dafio
isquémico. También los rifiones de ratones knockout
para ICAM-1 estdn protegidos frente a la isquemia.
La sobreexpresién de estas moléculas y el edema de
las células endoteliales asociado potencia las interac-
ciones con los leucocitos y las plaquetas, conducien-
do a una obstruccién mecdnica de los pequefios
Vvasos.

Existen diversos mecanismos por los que los leuco-
citos potencian el dafio isquémico. Asi, los leucoci-
tos se activan por diversos mediadores inflamato-
rios, tales como citocinas, radicales libres de oxige-
no y eicosanoides que inducen la sobreexpresién de
moléculas de adhesién en la superficie de los leuco-
citos que se unen a los contrarreceptores en el endo-
telio activado. Asimismo, algunas de estas quimioci-
nas, activadas por los radicales libres y por citocinas
proinflamatorias como IL-1 y TNF-a, reclutan
otros leucocitos del torrente circulatorio. Los leuco-
citos secuestrados en el rifidn potencian el dafio
local, generando mds radicales libres de oxigeno y
eicosanoides y ampliando la inflamacién y el tono
vascular. La activacién de las vias de la coagulacién,
incluyendo el complemento, puede ampliar el dafio.

CELULAS INFLAMATORIAS

EN EL DANO ISQUEMICO

Muy recientemente se han ido perfilando diversos
subgrupos de leucocitos que participan en este com-
plejo proceso inflamatorio. Se conoce que, precoz-
mente tras la isquemia, hay un incremento local de
mieloperoxidasa, que se origina de los macréfagos
pero también de los polimorfonucleares. Aunque se
sabe que si se previene la acumulacién de neutréfi-
los se mejora el dafio tisular, no estd claro que estos
modelos de deplecién sean capaces de discernir la
participacién de los neutréfilos frente a los linfoci-
tos T y los macréfagos. Hay, sin embargo, un con-
senso general que admite que en fases iniciales hay
un predominio de los polimorfonucleares, pero en
etapas mds tardfas predominan los macréfagos y
especialmente las células T. Asi, si se utlilizan ratones



PERSPECTIVAS DE FUTURO

Todavia no esta del todo claro hasta qué punto las alteraciones celulares agudas
pueden persistir y afectar la funcion del 6rgano a largo plazo. Actualmente, estos
efectos a largo plazo en el trasplante renal clinico tienen un gran interés. Tras
extraer los rifiones del donante, éstos presentan rapidamente signos de isque-
mia a pesar de que se efectie un enfriamiento adecuado o de la utilizacién de
soluciones de preservacion cada vez mas sofisticadas. EI mayor problema de
este dafno isquémico es que la reaccion oxidativa e inflamatoria que se produce
desencadena la respuesta aloinmune y favorece la aparicion de episodios de
rechazo agudo.

Se han probado diversas estrategias para prevenir el dafo de isquemia-reperfu-
sion y mejorar la funcién renal inmediata. La mayoria de los estudios actuales se
basan en el principio de que esta respuesta inflamatoria postisquémica existe.
Asi, se han demostrado efectos beneficiosos o por lo menos prometedores
mediante la inhibicidén de la expresién de las moléculas de adhesion, reduccién
de la activacién de las células endoteliales o de la prevencién de la adhesion de
leucocitos. Sin embargo, no esta claro si estos efectos agudos pueden alterar la
funcion renal del injerto a largo plazo o si el dafio por isquemia-reperfusion real-
mente tiene un papel claro en el desarrollo de nefropatia crénica del aloinjerto.

knockour CD4/CD8 se demuestra un efecto protec-
tor frente a la isquemia, lo que evidencia el impor-
tante papel del linfocito T.
Asimismo, el bloqueo de la coestimulacién CD28-B7
protege frente a la isquemia renal en ratas e inhibe
significativamente la infiltracién de células T y
macréfagos, asi como su activacién in situ. Se sabe
que B7-1 desempefia un papel central en la interac-
cién leucocito-endotelio en los vasa recta ascendentes y
conduce a las alteraciones
funcionales tras la isque-

mejorfa del dafio de necrosis tubular o de la infiltra-
cién de neutréfilos cuando se compara con ratones
de cepas salvajes. Estos ratones tienen, sin embargo,
un aumento en la poblacién de células T nazural
killer, que expresan CD28. Asi, es posible que toda-
via se pueda producir interaccién CD28/B7-1 a
nivel de vasa recta, con lo que se perderfa la protec-
cién funcional.

PREVENCION DEL DANO INFLAMATORIO
AGUDO Y CAMBIOS A LARGO PLAZO

Se cree que la célula T CD4+
es la que organiza la respuesta
celular inflamatoria

mia. Utilizando anticuer-
pos anti B7-1 se bloquea
la adherencia de células

El dafio por isquemia-reperfusién habitualmente
se resuelve con restauracién de la funcién del érga-
no. Sin embargo, después de esta recuperacién ini-

que expresan CD-28 a las
células endoteliales que
expresan B7-1 en estas
vénulas poscapilares, lo cual se asocia con una menor
congestién vascular postisquémica.

Finalmente, los estudios mds actuales en modelos
knockout de CD4 y de CD8 nos indican que la
célula T CD4+, y no la CD8+, es la principal efecto-
ra del dafio por isquemia-reperfusién. El progresi-
vo conocimiento de la participacién de esta célula,
que se cree que es la que organiza la respuesta celu-
lar inflamatoria postisquémica, nos desvelard los
mecanismos iniciales de la interaccién entre el
fenémeno inflamatorio y la respuesta inmune en el
campo de la alogenicidad.

Sin embargo, algunos autores han cuestionado el rol
de la célula T en estos procesos. Asf, se sabe que
ratones deficientes en RAG-1 (recombination-acti-
vating gene) que carecen de células B y T, y no pro-
ducen inmunoglobulinas o proteinas del receptor de
la célula T, no estdn protegidos del fracaso renal
agudo debido a isquemia. Tampoco se observa

postisquémica.

cial y tras un periodo de relativa quiescencia, en
ocasiones aparece proteinuria junto a dafio morfo-
l6gico como glomeruloesclerosis, obliteracién arte-
rial y fibrosis intersticial. Estos fenémenos se acom-
pafian de una reexpresién de moléculas de adhesidn,
infiltracién progresiva de macréfagos y los media-
dores que se segregan, especialmente IL-1, TNF-a,
TGF-B e iNOS. Asi{ mismo, la liberacién de
MCP-1 atrae nuevas oleadas de células infiltrantes.
La presencia de macréfagos en el tejido renal cldsi-
camente se ha relacionado con la patogenia del dafio
morfolégico crénico. Sin embargo, algunas eviden-
cias recientes cuestionan este efecto y, por el contra-
rio, relacionan a los macréfagos con un efecto bene-
ficioso en este proceso inflamatorio crénico.

Joan Torras
Servicio de Nefrologia
Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelona



ANALISIS DE LA
PROBLEMATICA ACTUAL

El trasplante de higado se ha con-
vertido en la eleccién mds adecua-
da para el tratamiento de pacientes
que padecen fallo hepdtico o que
necesitan la sustitucién de este
érgano por otras razones, siendo la
tinica respuesta terapéutica que la
medicina puede ofrecer hoy en
dfa, con garantias de superviven-
cia, para estos enfermos.

La restauracién de los tejidos del

Perfusion normotérmica
hepatica ex situ

En este articulo, el autor introduce el concepto del
innovador método de preservaciéon normotérmica
hepatica ex situ y explica sus ventajas sobre otros
métodos de preservacion de 6rganos, unas ventajas que
podrian convertirlo, en unos afnos, en una técnica de
primera linea para la conservacion de érganos destinados

cuerpo humano ha sido uno de
los afanes m4s tenaces en la histo-
ria de la Humanidad. Como en otras dreas de la
ciencia, los conocimientos médicos de cada perfo-
do han condicionado las diferentes estrategias uti-
lizadas para alcanzar este objetivo. Por eso, no ha
sido hasta bien entrado el siglo XX cuando con-
vergieron los diferentes aspectos cientificos y téc-
nicos que procuraron un sustrato favorable para el
desarrollo del trasplante de tejidos y érganos, tal y
como se practica en la actualidad. De este modo,
suscribimos las palabras que pronuncié William P.
Longmire, Jr. cuando afirmdé, en su presentacién
en la UCLA en marzo de 1999: “El trasplante de
érganos debe considerarse, ciertamente, uno de
los avances mds importantes acaecidos en medici-
na durante el siglo XX”.

En Espafia, segun datos facilitados por la ONT en
2003, en los dltimos siete
afios (1996-2003) la lista de
espera de pacientes pen-
dientes de acceder a un tras-
plante de higado ha aumen-
tado un 42%, pasando de
1.164 a unos 2.000 pacientes.
Sin embargo, la tasa de dona-
cién se ha estabilizado en los
tltimos cuatro afios en alrede-
dor de 34 pmp (n=1.250),
permitiendo cubrir sélo de
forma parcial las necesidades de los pacientes en lista
de espera. Asi, a pesar de los 1.037 trasplantes que se
realizaron ese mismo afio, s6lo un 52% de los pacien-
tes en lista de espera accedieron al trasplante, 196 (casi
un 20%) han sido excluidos por una u otra razén y
172 (casi un 10%) fallecieron. Paralelamente, en el
mismo perfodo 1996-2003 se ha incrementado la
edad media de los donantes, que pasd, aproxima-
damente, de 40 a 50 afios.

Existe, pues, una clara desproporcién entre la
oferta de higados viables para el trasplante y las
necesidades reales que el trasplante hepdtico
demanda hoy en dfa, y es ello lo que ha provoca-
do que las defunciones de pacientes en espera de
recibir un trasplante de higado se incrementasen
hasta alcanzar casi un 10% (n=163) en 2003. De
la misma manera, la indicacién de trasplante

marginales”.

Los métodos clisicos de
conservaciéon han demostrado
ser incapaces de mantener

la viabilidad de los érganos
procedentes de los
denominados “donantes

al trasplante.

hepdtico se ha situado en 46,9 pmp, mientras que
la tasa de trasplante hepdtico se ha estabilizado en
24,3 pmp.

Los higados desestimados para ser utilizados en
trasplante clinico han pasado, en dicho perfodo, de
147 a 264. En 2003, cerca del 90% de estos 264
érganos desechados, es decir, 237 drganos, se
encontraban en la categorfa de higado patoldgico, y
166 de estos higados (60%) presentaban dafio
hepdtico previo a la extraccién reversible por estea-
tosis hepdtica; esto significa que estos dérganos
podrian haberse recuperado si se hubiera utilizado
un método de preservacién hepdtica eficaz, como es
el caso de la perfusién normotérmica o normoter-
mia dindmica. A estos érganos debemos sumar los
higados desestimados provenientes de donantes
marginales, como donantes
a corazén parado, que fue-
ron 49 en 2003, y que tam-
bién podrian haberse utili-
zado si se hubieran recupe-
rado mediante una técnica
de este tipo.
Recientemente, la United
Network for Organ Sharing
(UNOS) ha manifestado
una vez mds su preocupa-
cién en relacién con la
necesidad de incrementar el poo/ de érganos dona-
dos, que se ha estabilizado en 5.000 al afio en los
tltimos cinco afios, mientras que, por el contra-
rio, la lista de espera de trasplante hepdtico sigue
creciendo, y actualmente ya ha superado los
18.000 pacientes.

Teniendo en cuenta todo ello, nuestro equipo se ha
cuestionado la idoneidad de otras posibles vias de
conservacién de érganos que permitieran reducir
el gran porcentaje de injertos que se malogran
durante el periodo de preservacién. El equipo ha
descartado la preservacion fria como método ideal
para cubrir las necesidades actuales de trasplante
hepdtico, porque este procedimiento conlleva un
dafio inherente por isquemia tisular, un dafio que,
ciertamente, puede aminorarse reduciendo la tem-
peratura y, por tanto, la actividad. Pero también lo



ha desechado porque este procedimiento no es lo
suficientemente eficaz para poder recuperar un
gran ndmero de drganos, a diferencia de otros
métodos de preservacién, como es precisamente el
caso de la perfusién normotérmica. Puede afir-
marse que, en general, los métodos cldsicos de
conservacién abocan al dafio por isquemia y han
demostrado ser incapaces de mantener la viabili-
dad de los 6rganos procedentes de los denomina-
dos “donantes marginales”.

ESCASEZ DE ORGANOS

Y DONANTES MARGINALES

El trasplante de 6rganos ha significado un gran
avance en diferentes campos de la medicina, pero
su propio éxito ha redundado en una gran amplia-
cién de sus indicaciones y, consecuentemente, en
una mayor demanda, desequilibrando cada vez
mds la proporcién entre la oferta y la demanda de
Srganos, siempre a favor de la primera.

Esta situacién ha propiciado que en los dltimos
afios surgiera un renovado interés, verificable en
diferentes campos de inves-
tigacién, por conseguir un
incremento del nimero de
6rganos viables para su apli-
cacién clinica en el tras-
plante. Como resultado de
este esfuerzo investigador se
han desarrollado diversos
tipos de técnicas o de trasplante cuya utilizacidn,
en conjunto, ha permitido compensar parcial-
mente la desproporcién antes mencionada. Entre
estas técnicas o tipos de trasplante puede incluirse
la utilizacién de injertos parciales (por ejemplo,
hemihigados) procedentes de donantes vivos,
genéticamente relacionados o no; el split o injerto
de porciones de un mismo drgano que se tras-
plantan de manera independiente en varios recep-
tores, y el denominado trasplante en domind, en la
que el mismo drgano es sucesivamente trasplanta-
do en dos o mds pacientes, un procedimiento que
se ha utilizado con éxito en el trasplante hepdtico
y cardfaco.

Posteriormente, y con el fin de incrementar este
pool de érganos, los criterios para considerar a un
donante apto como fuente de érganos viables para
trasplante clinico se fueron ampliando, conforme
las mejoras experimentadas en la técnica y la far-
macologia lo fueron permitiendo. Es asi como
cobré forma el concepto de donante marginal,
que se define como un donante no éptimo al que
puede recurrirse en casos de mayor necesidad y
con el cual se estdn obteniendo buenos resultados.
Es importante recordar que no todos los higados
provenientes de caddver, como ocurre en los 4rga-
nos extral{dos a un donante marginal, son capaces
de mantener su funcionalidad tras superar el perfo-
do de preservacién frfa, un contratiempo que se
presenta caracteristicamente en el higado graso y

La perfusién normotérmica

por isquemia-reperfusién

en el donante a corazén parado. Ademds, muchos
de los érganos que podrian trasplantarse pierden
su disponibilidad debido al limite temporal que
impone el método de preservacién fria. A conse-
cuencia de todo ello existe un gran ndmero de
érganos donados, cerca del 15% de las donaciones,
que podrian ser potencialmente utilizados en tras-
plante clinico y que desgraciadamente se malogran
por el uso de un método de preservacién inade-
cuado, como es la perfusién hipotérmica, pero que
podrian ser aprovechados si se utilizase la perfu-
sién normotérmica, un método novedoso con el
que se evita el dafio por isquemia-reperfusién e
hipotermia.

EL LIMITE DE LA ISQUEMIA FRIA

Durante el intervalo comprendido entre la extrac-
cién del donante y el trasplante, en que el érgano
extraido se encuentra fuera del organismo, se pue-
den emplear diversos métodos de preservacidn,
aunque el mds comun es la preservacién hipotér-
mica, con frio estdtico (0-4 °C), en la que se
emplea la solucién de Wis-
consin (UW) como fluido
de preservacién a baja tem-
peratura. Se estima que el
enfriamiento reduce la acti-
vidad metabdlica de forma
tal que por cada diez gra-
dos centigrados menos se
consigue reducir la actividad metabélica en una
proporcién de entre 1,5 a 2 veces, considerdndose
una reduccidén estdndar la de 12 veces (Belzer ez 4/,
1988).

Existen evidencias de que este enfriamiento no se
produce de forma instantdnea ni tan rdpidamente
como se pensaba. Asi, la actividad celular, aunque
reducida, no queda anulada en su totalidad, y el
dafio hepdtico resultante de la isquemia tisular ocu-
rre inevitablemente. Este ineludible dafio es direc-
tamente proporcional al tiempo empleado en la
preservacién, observdndose que periodos superiores
a 18 horas se asocian con una elevada incidencia de
fallo funcional hepdtico tras el trasplante.

El creciente interés en la busqueda de nuevas vias
de preservacién ha propiciado el desarrollo de
importantes trabajos sobre el conocimiento fisio-
patoldgico de la isquemia fria y caliente, as{ como
del dafio originado durante la reperfusién. En
1990, Howard ez a/ realizaron una serie de traba-
jos en los que demostraron la limitacién temporal
de la preservacién hipotérmica hepdtica con solu-
cién UW. Posteriormente, Adam et 2/ demostra-
ron claramente la correlacidn que existe entre el
tiempo de isquemia fria y la supervivencia posto-
peratoria del paciente. Por su parte, Clavien et a/
consideraron que la disfuncién primaria, presente
en el 2-23% de los trasplantes hepdticos, es la
mayor causa de muerte en el trasplante. Final-
mente, Howard ez a/ destacaron la relacién entre

evita el dafo

e hipotermia.



el dafio grave del higado que ocurre durante la
preservacién del érgano y el incremento de los
episodios de rechazo hepdtico.

Actualmente se sabe que, a nivel celular, durante
el perfodo de preservacién con hipotermia estdti-
ca se activa un metabolismo anaerobio que emplea
como fuente de energia la glicélisis ldctica, un
método ineficaz para mantener la carga celular.
Esto produce un descenso del pH intracelular y
un actimulo de 4cido ldctico que tiende a produ-
cir la activacién de enzimas proteoliticas intrace-
lulares y lleva a la destruccién de la célula. Por
otro lado, la ausencia de O: a nivel mitocondrial
redunda en una imposibilidad de recargar las uni-
dades de alta energfa mediante la fosforilacién
oxidativa e imposibilita el funcionamiento de dis-
tintas estructuras celulares, como las bombas de
membrana ATP-dependientes. Esto provoca suce-
sivamente una inundacién de moléculas de
Na-H>O y Ca intracelulares, un edema celular y
nuevamente la activacién de enzimas proteoliticas
que concluirdn con la destruccién celular. Otro
problema asociado es la acumulacién de produc-
tos metabdlicos de ADP y AMP que serdn reduci-
dos a hipoxantina, una molécula que al iniciarse la
reperfusién constituird el substrato para la forma-
cién de radicales libres, dadores de electrones que
resultan letales durante el periodo de reperfusidn.
Ademis, este fendmeno, que antes de iniciarse la
reperfusién quedaba limitado al érgano, a partir
del inicio de este periodo se extenderd al resto del
organismo, conforme todos los mediadores de la
inflamacién acumulados en la célula ingresen en
la circulacién sanguinea. Todos estos mecanismos,
de manera conjunta, acabardn provocando, en
mayor o menor medida, la destruccién del érga-
no, comprometiendo su viabilidad. As{ pues, este
compromiso celular planteard, en la mayoria de
los casos, la necrosis del érgano trasplantado y la
necesidad perentoria de que el paciente se someta
a un nuevo trasplante; pero en otros casos tam-
bién puede resultar fatal para el propio paciente.

SOLUCIONES PARCIALES A LA ISQUEMIA
FRIA CON HIPOTERMIA ESTATICA

Se han desarrollado diferentes estrategias para
contrarrestar las limitaciones de la isquemia fria y,
aunque los logros han sido parciales, se han con-
seguido algunas mejoras. Asi, la perfusién hipo-
térmica ha podido sido ser utilizada con éxito, por
ejemplo, en la preservacién de rifiones provenien-
tes de donantes a corazén parado. Eso si, siempre
es aconsejable poder determinar la funcionalidad
del érgano mediante marcadores de viabilidad
tales como la glutatién S-transferasa, asi como los
pardmetros de resistencia y caudal que se aprecian
en el circuito durante la perfusién del érgano.
Otras estrategias desarrolladas para mejorar este
método involucran a los aditivos que se afiaden a
las soluciones de preservacién con el fin de evitar

el fendmeno nocivo de isquemia-reperfusién: tal
es el caso de la superoxidodismutasa y el del alo-
purinol, que actdan disminuyendo el poo/ de radi-
cales libres durante la reperfusién. Otros produc-
tos, como los llamados lazaroides, que inhiben la
lipoperoxidacién, asi como los antagonistas del
calcio y los inhibidores de la apoptosis, también
han resultado de relativa utilidad. Asimismo,
recientemente se ha demostrado la gran eficacia
que poseen ciertos potentes inhibidores de la
inflamacién, como los inhibidores calcineurini-
cos, cuando son perfundidos conjuntamente con
la solucién de preservacion.

Cabe sefialar que en trabajos experimentales en
porcinos realizados dltimamente se ha demostra-
do que los higados preservados durante 72 horas
mediante perfusién normotérmica también man-
tienen una funcién hepdtica estable, con niveles
enzimdticos normales y conservando de forma
auténoma la homeostasis dcido-base del medio.
Este avance ha sido posible gracias al desarrollo de
circuitos de bypass que no necesitan anticoagulan-
te, lo que permite mantener el érgano en tempe-
raturas normales y sortear as{ la necesidad de
enfriarlo antes de la extraccién. Este hecho podria
representar una ventaja en la préctica del trasplan-
te, porque evitarfa el dafio por hipotermia inhe-
rente a este método de preservacién de érganos.
Desgraciadamente, a pesar de todos los esfuerzos
realizados y los avances obtenidos, la preservacién
hipotérmica sigue asocidndose a la pérdida de un
gran nimero de érganos, por otra parte tan nece-
sitados.

UNA NUEVA RESPUESTA:

LA PERFUSION NORMOTERMICA

La preservacién ex vivo de un érgano a tempera-
tura corporal mediante una mdquina de perfusién
no es un concepto nuevo. Ya en 1812, Jean César
Le Gallois, fisiélogo francés, dejé claramente esta-
blecida la base racional de este método: “...si se
pudiera sustituir el corazén por un sistema de
inyeccién ... de sangre arterial, de procedencia
natural o constituida artificialmente, ...podria
conseguirse mantener viva, con facilidad y por
tiempo indefinido, cualquier parte del cuerpo, sin
duda alguna”. Desde entonces han ido surgiendo
distintos problemas técnicos que, de una u otra
manera, han dificultado y retrasado su aplicacién
clinica, pero a medida que se han ido introdu-
ciendo mejoras en las técnicas y materiales usados
y se ha ido avanzando en el conocimiento fisiol4-
gico de la isquemia-reperfusién, se han ido supe-
rando estos obstdculos.

La perfusién normotérmica, que ya ha sido utili-
zada con diferentes grados de éxito como soporte
auxiliar en pacientes con fallo hepdtico (“perfu-
sién aislada del higado”) y ha sido descrita en los
recientes estudios de aplicacién clinica de D. C.
Borie et al; se utiliza, ademds, en la preservacién
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del 6rgano a transplantar, mejorando su calidad y
permitiendo su implante después de un perfodo
de mantenimiento artificial. Asimismo, ya en la

década de 1970, Belzer habia trabajado, obtenien-
do un éxito moderado, en la perfusién de rganos
ex vivo en modelo renal canino como método de
preservacién. Uno de los problemas con los que
toparon estas experiencias es el hecho de que
requiriesen el empleo de un perfusor no sangui-
neo (solucién CPP-plasma crioprecipitado y Bel-
zer-MPS). Pero probablemente, el mayor obstdcu-
lo era la falta de utilizacién de un oxigenador, lo
que alteraba el ritmo fisiolégico del érgano, obli-
gdndolo a reducir su metabolismo conduciéndolo
a una situacién de hipotermia.

En otros trabajos en preservacién de OSrganos
mediante perfusién sanguinea se utilizaron oxige-
nadores, como ocurrié en las experiencias de
Brettschneider junto a Starzl, en Denver. Convie-
ne sefialar que las deficiencias de los oxigenadores
de esa época requerian que la perfusion se realiza-
ra de forma hiperbdrica, pues sélo con altas pre-
siones se podfa garantizar una correcta oxigena-
cién sanguinea; por ello, los oxigenadores de
aquella época, que de por si eran muy volumino-
sos, debfan acoplarse a una cdmara hiperbdrica, lo
que convertia a este conjunto de artilugios en una
maquinaria exageradamente grande, pesada y de
poca maniobrabilidad.

En realidad, sélo recientemente ha tenido lugar la
convergencia entre los avances habidos en los
conocimientos sobre isquemia-reperfusién y en el
desarrollo técnico, que en conjunto han propor-
cionando el marco necesario para poder mantener
un drgano funcionante en condiciones fisiolégicas
ex vivo.

Sin dudas, la gran ventaja que ofrece la perfusién
normotérmica es que, a diferencia de la preserva-
cién hipotérmica, permite mantener el metabolis-
mo aerobio fisioldgico proporcionando, mediante
la propia perfusidn, el sustrato alimenticio y el O2
necesarios para la célula. Légicamente, mante-
niendo el metabolismo fisiolégico celular, se con-
sigue prolongar el lapso de tiempo mdximo que
puede permanecer viable un érgano fuera del
organismo, pudiéndose con este método superar-
se las 72 horas. Ademds, la conservacién de la acti-
vidad durante el periodo de preservacién reduce al
minimo la formacién de productos sustrato de la
formacién de radicales libres que ocurre durante
la reperfusién.

Merece la pena destacar que, si la perfusién nor-
motérmica se lleva a cabo inmediatamente des-
pués de la extraccién del érgano, entonces tam-
bién puede conseguirse la restauracién del meta-
bolismo fisioldgico celular. Este fendmeno, que es
posible incluso cuando el 6rgano ha sufrido un
insulto isquémico, como sucede en los 6rganos
provenientes de donantes a corazén parado, se
constata por la rdpida normalizacién de los nive-
les energéticos celulares de ATP y el aclaramiento
de los metabolitos nocivos generados durante el
periodo de isquemia-reperfusién.



CONCLUSIONES

La preservacion normotérmica constituye un innovador método para conservar
temporalmente los érganos ex situ, que puede tener muchas aplicaciones clini-
cas. Como es logico, se requiere aun un gran esfuerzo y mucha experiencia para
poder establecer sus indicaciones. En el campo del trasplante, se ha demostra-
do eficaz y superior a los métodos mas tradicionales, como la preservacion hipo-
térmica.

La primera ventaja que ofrece la preservacion normotérmica es que el 6rgano se
conserva metabdélicamente activo, por lo que se puede mantener viable durante
mas tiempo y evaluar mejor antes de ser trasplantado. Ello generara un menor
numero de incidencias graves en la reperfusion y a largo plazo.

Otra ventaja destacable es que permite la restauracion de un mayor numero de
6rganos que han sufrido dafio antes de ser extraidos (higado graso, 6érganos pro-
cedentes de donante a corazén parado), y ello podria redundar, teéricamente, en
un mejor aprovechamiento de los 6rganos procedentes de donantes marginales
y subdptimos y colaborar en una reduccion de la lista de espera.

Como contrapartida, este método de preservacion de érganos requiere la parti-
cipacion de un equipo de expertos para su puesta en marcha y una monitoriza-
cién continua por parte de personal entrenado, lo que supone unos limites en su
aplicacién clinica.

Se puede afirmar que gracias al desarrollo reciente técnico y racional, actual-
mente se dan las circunstancias que permiten considerar la “normotermia dina-
mica”, en tanto que método de preservacion de érganos, como una realidad que
responde a las necesidades del trasplante del siglo XXI. Sin embargo, para que
esto se traduzca en una realidad en la practica clinica, es necesario que previa-
mente se valide la viabilidad de los 6rganos asi preservados tras el trasplante y
que se encuentre la solucién a diversas cuestiones, como el desarrollo de un sis-
tema de perfusion ex situ sencillo, portatil, eficaz y polivalente.

NUESTRA EXPERIENCIA

EN PERFUSION NORMOTERMICA - .
Se han conseguido grandes avances en el campo Produccion de factor V
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ANTECEDENTES HISTORICOS

El trasplante hepdtico es en la actualidad la dnica
solucién eficaz para un gran nimero de patologfas
hepdticas tanto agudas como crénicas, muchas de
las cuales no tenfan solucién hasta que se estanda-
rizé la cirugfa del trasplante. Espafia es uno de los
paises con mayor tasa de donaciones a escala mun-
dial; adn asi, la demanda de 6érganos para trasplan-
tar supera en gran medida la oferta de injertos
hepdticos. Es por lo tanto muy importante optimi-
zar en todo lo posible los recursos en este sentido;
por una parte, aumentando el nimero de injertos
vélidos para ser trasplantados (aprovechando érga-
nos que en la actualidad se desechan para el tras-
plante, como pueden ser los higados grasos o los
procedentes de donantes de edad avanzada), y por
otra, evitando en la medida de lo posible recurrir al
retrasplante. El hecho de realizar un retrasplante
implica por un lado una disminucién significativa
del éxito del trasplante y por otro, desaprovechar
un Srgano, lo que viene a agravar el problema de la
falta de injertos para trasplantar.

Una de las causas principales de retrasplante es el
fallo primario del injerto, que la mayor parte de las
veces es debido al sindrome de isquemia-reperfu-
sién (I/R). Durante la operacién quirtrgica de tras-
plante, todo injerto hepdtico estd sometido al sin-
drome de I/R: la isquemia comienza al perfundir el
Srgano con solucién de preservacion para su alma-
cenamiento y la reperfusion, cuando se restablece el
flujo sanguineo en el receptor. Por tanto, todos los
injertos hepdticos se ven afectados por el sindrome
de I/R, con lo cual toda estrategia encaminada a
disminuir este dafio serfa @ priori una estrategia
vélida para reducir el nimero de retrasplantes. Ade-

lelamente, durante este proceso se
produce una modificacién de la enzima xantina
deshidrogenasa (XDH) en su isoforma xantina oxi-
dasa (XOD). Ambas isoformas catalizan la conver-
sién de xantina e hipoxantina en 4cido drico; la
diferencia entre ambas es que la forma oxidasa uti-
liza como aceptor de electrones el oxigeno, dando
lugar a la produccién de RLO, que son responsa-
bles de parte de la lesién por I/R.
Al comenzar la reperfusidn, la sangre llega nueva-
mente al érgano isquémico, y con ella, el oxigeno.
Durante el periodo de isquemia se ha acumulado
xantina y XOD; al aparecer de nuevo el oxigeno, la
XOD ya dispone del cofactor para poder catalizar
el paso de xantina a 4cido drico, produciendo RLO
como subproductos. Estos RLO provocardn direc-
tamente una lesién hepdtica. Ademds, una vez
comenzada la reperfusién, la xantina y la XOD
pueden ser liberadas a la circulacién general y llegar
a otros érganos, como por ejemplo el pulmén.
En 1986, Murry ¢t al. describieron por primera vez
el llamado “precondicionamiento isquémico”
(PCI). Con el corazén como érgano de estudio,
descubrieron que breves periodos de isquemia-
reperfusién previos a una isquemia prolongada dis-
minufan de forma efectiva el dafio por I/R. Tras la
publicacién de estos resultados, la eficacia de esta
estrategia quirdrgica se ha probado con éxito en
piel, musculo e higado. En el caso del higado, se ha
demostrado que la aplicacién de PCI es eficaz fren-
te a la I/R caliente (en el caso de las resecciones
hepdticas) y frfa (aplicado al campo del trasplante
hepdtico). Al comenzar este estudio se sabia que el
PCI protegia frente a la I/R asociada al trasplante
hepdtico en un modelo de trasplante en rata utili-
zando unos tiempos de isquemia muy largos,



mucho mayores que los utilizados en la prdctica cli-
nica; no obstante, se desconocfa si este mecanismo
era capaz de proteger de la lesién hepdtica a tiem-
pos de isquemia frfa mds cortos (como los utiliza-
dos normalmente en la prictica clinica), y tampoco
se sabfa nada sobre los mecanismos implicados en
esta proteccién, ni el efecto del PCI sobre la lesién
pulmonar asociada al trasplante hepdtico.

Considerando todos estos precedentes, la hipStesis
general de este trabajo fue investigar si el PCI podia
modular la acumulacién de xantina y la conversién
de XDH en XOD durante el periodo de isquemia
y, de esta manera, proteger de la lesién hepdtica y
pulmonar asociada al trasplante hepdtico.

MATERIAL Y METODOS

Para investigar esta hipdtesis, nos planteamos varios
objetivos. El primer objetivo fue investigar si el PCI
isquémico era capaz de proteger de la lesion hepdti-
ca y pulmonar asociada al trasplante hepdtico. Para
llevar a cabo este objetivo se realizaron los siguien-
tes grupos experimentales, utilizando un modelo
experimental de trasplante hepdtico ortotépico (los
animales de experimentacién utilizados fueron ratas
macho de la cepa Sprague Dawley):

1. Grupo Sham: los animales fueron sometidos a
laparotomfa.

2. Grupo trasplante: los animales se sometieron a
un trasplante ortotépico de higado; el higado fue
preservado durante 8 horas a 4 °C en solucién de
preservacion, y a las 24 horas de la intervencién
quirdrgica se recogieron muestras de sangre y de
tejido hepdtico y pulmonar.

3. Grupo PCI: igual que el grupo anterior pero
con previa induccién de PCI isquémico consisten-
te en 10 minutos de isquemia y 10 minutos de
reperfusién hepdtica previos a la isquemia frfa.

Al final de la reperfusién se tomaron muestras de
plasma y tejido pulmonar. La lesidén hepdtica se
evalué mediante la determinacién de transamina-
sas en plasma. El dafio pulmonar se evalué
mediante la determinacién de la acumulacién de
neutréfilos (acitividad MPO), el estrés oxidativo
(nivel de MDA) y el edema en tejido hepdtico. Asi-
mismo, se realizaron andlisis histoldgicos de higa-
do y pulmén.

El segundo objetivo fue evaluar si el PCI podia
modular la acumulacién de xantina y la conversién
XDH en XOD durante el perfodo de isquemia
frfa. Para llevar a cabo este objetivo se formaron
tres grupos experimentales, llevados a cabo en un
modelo de isquemia fria hepdtica en rata:

4. Grupo control: se perfundié el higado con solu-
cién de preservacién a 4 °C e inmediatamente se
tomaron muestras de tejido hepdtico.

5. Grupo de isquemia: se perfundié el higado con
solucién de preservacién a 4 °C y se mantuvo
sumergido en ésta a 4 °C durante 8 horas; al final
de este tiempo, se recogieron muestras de tejido
hepdtico.

Lesidn por I/R asociada
al trasplante hepatico

ISQUEMIA
REPERFUSION
= [ EIEDG  XiEal
| lnu.-u:m
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6. Grupo de PCI e isquemia: igual que el anterior,
pero sometiendo al higado a un PCI consistente en
10 minutos de isquemia y 10 minutos de reperfu-
sién, previos a la perfusién del érgano.

Para comprobar si este fenédmeno era dependiente
o no del tiempo de isquemia utilizado, se repitie-
ron estos grupos sometiendo a los higados a un
periodo de isquemia fria de 16 horas. Al final del
periodo de isquemia fria se recogieron muestras de
tejido hepdtico en las que se determiné la acumu-
lacién de xantina y la actividad XDH/XOD.

El siguiente paso fue evaluar el papel del sistema
xantina/XOD en la generacién de lesién hepdtica
y pulmonar asociada al trasplante hepdtico. Para
llevar a cabo este objetivo se realizaron los siguien-
tes grupos experimentales:

7. Grupo alopurinol: igual que el grupo 2 pero con
administracién de alopurinol (inhibidor de XOD)
al comenzar la reperfusién.

8. Grupo PCI + xantina/XOD: igual que el grupo 3
mds administracién de xantina/XOD al comienzo
de la reperfusién.

Estos grupos experimentales se realizaron también
en condiciones de 16 h de isquemia frfa y 6 horas
de reperfusién, para comprobar si el efecto del sis-
tema xantina/XOD es dependiente o no del tiem-
po de isquemia frfa.

Otra parte del trabajo consistié en evaluar el efec-
to del PCI sobre la lesién hepdtica y pulmonar aso-
ciada al trasplante hepdtico utilizando como solu-
cién de preservacién la solucidn de la Universidad
de Wisconsin, que en su composicién contiene
sustancias que mejoran la preservacién tales como
antioxidantes (entre ellos, alopurinol). En todos
los experimentos expuestos hasta el momento se
habfa utilizado solucién de Euro Collins (EC)
como solucién de preservacién.

£d
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Anélisis histolégico Fio2)

Andlisis histolégico hepatico (A y B) y pulmonar (C y D) de los gru-
pos de trasplante (a la izquierda de la imagen) y PCI (a la derecha de
la imagen). Se observa una mayor lesion en los grupos de trasplante
(necrosis de hepatocitos en higado e infiltracién neutrofilica en pul-
mon) con respecto a los grupos de PCI.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El PCI reduce la lesién hepdtica y pulmonar aso-
ciada al trasplante hepdtico. Los niveles de transa-
minasas y el dafio histoldgico se redujeron significati-
vamente en el grupo de PCI con respecto al grupo de
trasplante; estos resultados indicaron que el PCI pro-
tegfa de la lesién hepdtica a tiempos de isquemia fria
como los utilizados en la prictica clinica. Con respec-
to a la lesién pulmonar, tanto los pardmetros bioqui-
micos de lesién (infiltracién de neutréfilos, estrés oxi-
dativo y edema) como el andlisis histolégico mostra-
ron una disminucién significativa de la lesién pulmo-
nar en el grupo de PCI con respecto al grupo tras-
plante, mostrando también la proteccién de esta estra-
tegia frente a la lesién pulmonar asociada al trasplan-
te hepdtico (figura 1).

El PCI modula la acumulacién de xantina y la
conversién de XDH en XOD durante el periodo
de isquemia fria. Tal y como se esperaba, al evaluar
la acumulacién de xantina en los grupos sometidos
a isquemia fria, éstos mostraron una acumulacién
de xantina con respecto al grupo control; en cam-
bio, al someter al higado a un PCI previo, esta acu-
mulacién disminuyd significativamente. En cuanto
a la XDH/XOD, la actividad total de la enzima no
varié en los tres grupos realizados. En cambio, la
proporcién de XOD (forma productora de RLO)
fue significativamente mayor en el grupo de isque-
mia con respecto al grupo control. Cuando se apli-
¢6 un PCI previo, la proporcién de XOD fue simi-
lar a la del grupo control. Estos resultados fueron
similares al someter al higado tanto a 8 como a 16

horas de isquemia frfa. Este experimento demostré
que el PCI isquémico era capaz de disminuir la acu-
mulacién de xantina y la conversién de XDH en
XOD durante el periodo de isquemia.

Papel de la xantina y de XOD sobre la lesién
hepdtica y pulmonar asociada al trasplante hepd-
tico. El grupo al que se habfa administrado alopuri-
nol (inhibidor de XOD) resulté en la disminucién
significativa de la lesién hepdtica y del estrés oxida-
tivo hepdtico al trasplante hepdtico; por lo tanto, el
alopurinol emulé el efecto del PCI. En cambio, al
administrar xantina/XOD en el grupo en el que pre-
viamente se habfa inducido un PCI se revirtieron los
efectos beneficiosos de este mecanismo quirdrgico
sobre la lesién hepdtica y el estrés oxidativo hepdtico
asociados al trasplante hepdtico, de forma que estos
pardmetros de lesién fueron similares a los encontrados
en el grupo de trasplante. Estos resultados se encontra-
ron en ambas condiciones de isquemia y reperfusién,
lo que demuestra que este fenémeno es independiente
del tiempo de isquemia frfa utlizado. Los resultados
obtenidos en el andlisis histolégico corroboraron estos
resultados bioquimicos (figura 2)

Paralelamente a los resultados obtenidos con respecto
a la lesién y estrés oxidativo hepdtico, la lesién pul-
monar mostré un comportamiento similar en estos
grupos de estudio. De esta forma, el grupo al que se
le habfa administrado el inhibidor de XOD mostré
una reduccién de la lesién pulmonar, evaluada
mediante la infiltracién de neutrdfilos, el estrés oxi-
dativo y el edema pulmonar; mientras que en el gru-
po de PCI al que se le administré xantina/XOD se
observé una reversién de la proteccién ejercida por el
PCI. Estos resultados se encontraron en ambas con-
diciones de isquemia y reperfusién, lo que demuestra
que este fendmeno es independiente del tempo de
isquemia frfa utilizado. Los resultados obtenidos en el
andlisis histolégico corroboraron estos resultados bio-
quimicos de lesién pulmonar y fueron similares a los
del grupo de trasplante (figura 2).

Los resultados expuestos hasta el momento confir-
maban la hipétesis inicial: el PCI isquémico dismi-
nuye la acumulacién de xantina y la conversién de
XDH en XOD. Este hecho provoca la proteccién
frente a la lesion hepdtica y pulmonar asociada al
trasplante hepdtico.

La proteccién del PCI sobre la lesiéon hepdtica y
pulmonar asociada al trasplante hepdtico es
independiente de la solucién de preservacién
utilizada. Todos los experimentos expuestos hasta
el momento fueron realizados utilizando como
solucién de preservacién solucién de Euro Collins
(EC). Esta solucién no se utiliza como solucién de
preservacién hepdtica en la actualidad, ya que hay
otras soluciones que han demostrado resultados
mucho mejores en la preservacién hepdtica. Nor-
malmente, en trasplante hepdtico se utiliza como
solucién de preservacién la solucién de la Universi-



5000 AST
* *0
= i
S 2500 *+
*+
7§ e £ 8 38
& é E g
£
3
47 MDA hepatico
*0
*
3
B
H
E 27
5 o+
£
c
1
T E E B 8
2 3
& $ 2 §
[
10.0 | MPO pulmonar s
b *0
7.5
*
B
(=3
o 5.07
E
5 + *+
2.5
0.0 £ « « a Q
] - 1 S o
= he E
] g E E
5
o

AST: lesién hepatica a 8 h de isquemia y 24 h de
reperfusion en los grupos de trasplante, PCI, admi-
nistracion de alopurinol y PCl mas xantina/XOD;
esta grafica es representativa de AST y ALT y de
ambas condiciones experimentales (8 h de isque-
mia—24 h de reperfusiéon y 16 h de isquemia—6 h de
reperfusion).

MDA hepatico: estrés oxidativo hepatico en los
grupos de trasplante, PCI, administracién de alopu-
rinol y PCl mas xantina/XOD; esta grafica es repre-
sentativa de ambas condiciones experimentales.
MPO pulmonar: dafio pulmonar en los grupos de
trasplante, PCI, administracion de alopurinol y PCI
mas xantina/XOD; esta gréfica es representativa de
infiltracion de neutrdfilos, estrés oxidativo y edema
pulmonar en ambas condiciones experimentales.

dad de Wisconsin (UW). Esta solucién lleva en su
composicién sustancias que mejoran la preserva-
cién, como por ejemplo alopurinol. En un princi-

pio se eligié la solucién de EC para este trabajo
porque se querfa demostrar si el PCI protegfa fren-
te a la lesién hepdtica y pulmonar asociada al tras-
plante hepdtico, si el sistema xantina/XOD estaba
implicado en esta proteccién, y si la composicién
de esta solucién no incluye sustancias que puedan
enmascarar estos efectos, como podria ser el alopu-
rinol u otros antioxidantes presentes en la solucién
de UW.

Al realizar este experimento, con solucién de UW
como solucién de preservacidn, los resultados obte-
nidos mostraron, tal y como se esperaba, una dis-
minucién del dafio hepdtico asociado al trasplante
en el grupo en el que se utilizé solucién de UW
frente al que se utilizé solucién de EC. En cambio,
los grupos de PCI no mostraron diferencias al uti-
lizar una y otra solucién de preservacién. Estos
resultados indican que la proteccién ofrecida por el
PCI frente a la lesién hepdtica es independiente de
la solucién de preservacién utilizada. Con respecto
a la proteccidn frente al dafio pulmonar asociado al
trasplante hepdtico, la utilizacién de solucién de
UW no mostré mejora con respecto a la utilizacién
de la solucién de EC. El PCI protegié de igual for-
ma al utilizar ambas soluciones, lo que corrobora la
independencia de esta estrategia quirtrgica con res-
pecto a la solucién de preservacion utilizada.

COMENTARIO

El PCI se anuncia como una estrategia muy eficaz
a la hora de proteger al higado frente a la lesién por
isquemia-reperfusién. Este trabajo se enmarca den-
tro de una investigacién activa en este campo, tan-
to en isquemia frfa como en isquemia caliente.
Desde la publicacién de este trabajo, ya hace mds
de dos afios, se han publicado mds trabajos conti-
nuando estas investigaciones en revistas internacio-
nales. De esta forma, se ha demostrado que el PCI
es también capaz de proteger y mejorar el sindrome
de I/R, tanto en isquemia caliente como isquemia
fria, en higados esteatdsicos, que son mucho mds
sensibles a esta patologfa. Este hecho apunta a la
extensién del ndmero de injertos hepdticos suscep-
tibles de ser trasplantados, ya que donantes que
hasta ahora se desechaban podrian, gracias al PCI,
ser considerados aptos. También se ha demostrado
que el PCI mejora la regeneracién hepdtica, hecho
que podria ser aplicado a la mejora de las reseccio-
nes hepdticas y al trasplante hepdtico de donante
vivo. En el dmbito clinico ya existen también resul-
tados publicados en isquemia caliente que demues-
tran la eficacia del PCI frente a la I/R en reseccio-
nes hepdticas. No obstante, todavia son necesarias
muchas investigaciones para comprender los meca-
nismos de actuacién de esta estrategia quirtrgica.

Leticia Fernandez
Departamento de Patologia Experimental

Instituto de Investigaciones Biomédicas August Pi i Sunyer, Barcelona
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III Congreso Internacional de actuar de forma favorable en

estos pacientes. Un estudio intere-
sante fue el presentado por la Uni-

de I n m u nosu preSié n versidad de UCLA sobre los facto-

Del 8 al 11 de diciembre se celebrd
en San Diego, California, el Ill Con-
greso Internacional de Inmunosu-
presién. La reunion, presidida por el
Prof. R. Busuttil, de la Universidad
de UCLA, Los Angeles, y el Prof. P.
Neuhaus, de la Universidad Clinic
Charité de Berlin, conté con un
amplio comité organizador.

En este articulo, el autor resefa los
moderadores mas interesantes que
se presentan en este evento.

Este congreso, dedicado {ntegramente a inmuno-
supresién abarcando todos los 6rganos sélidos,
conté con sesiones plenarias dedicadas fundamen-
talmente al 4rea de investigacién y sesiones gene-
rales, dividas por drganos, donde se presentaron
las comunicaciones seleccionadas en las 4reas de
investigacién, ensayos clinicos, ciencia bdsica o
aplicacién clinica. También se presentaron un
ndmero importante de pdsteres que fueron discu-
tidos en varias sesiones; cabe destacar, asimismo,
las sesiones de actualizacién y las de controversias.
Una de las conferencias interesantes, que corrid a
cargo del Dr. S. Knechtle, fue la titulada “Estrate-
gias de precondicionamiento”. El Dr. Knechtle
hizo hincapié en el papel de los linfocitos en la
respuesta inmune y la importancia de los firmacos
que producen la deplecién de los mismos. Uno de
ellos, Campah-1H, se ha usado en trasplante renal
reduciendo la tasa de rechazo agudo, fundamen-
talmente en pacientes con alto riesgo, como los
pacientes con necrosis tubular aguda inicial que
requieren didlisis postrasplante. Ademds, esta
deplecién de linfocitos permite minimizar la utili-
zacién de anticalcineurinico en el mantenimiento.
Otro de los temas relevantes fue el de la inmuno-
supresién en los receptores de trasplante hepdtico
con infeccién crénica por virus de la hepatitis C
(VHC). Una de las sesiones estuvo dedicada inte-
gramente a este tema. De forma cldsica, las pautas
inmunosupresoras sin esteroides o en las que los
esteroides se utilizaban a dosis bajas o se retiraban
rdpidamente parecian tener un efecto beneficioso
sobre la recurrencia viral. Recientemente, en tra-
bajos presentados en este congreso, se ha visto que
pautas inmunosupresoras con dosis bajas de pred-
nisona durante un largo periodo de tiempo tienen
un efecto protector frente a la recurrencia viral.
Los esteroides disminuyen la fibrosis, lo que pue-

res operatorios y perioperatorios
que influyen sobre la recidiva del VHC realizado
en un grupo de 307 trasplantes VHC+. El examen
multivariado mostré que el aumento en la edad de
los donantes, donantes con mds de cinco dfas de
estancia hospitalaria, tiempo de isquemia caliente
superior a 45 minutos y receptores urgentes eran
factores predictores independientes de recidiva
temprana.
Otro estudio de interés fue el del Dr. O’Grady, que
presentd los resultados a 3 afios del estudio multi-
céntrico prospectivo aleatorizado donde se compa-
raba la eficacia y seguridad de tacrolimus frente a
ciclosporina neoral en un grupo de receptores de
trasplante hepdtico. Los resultados a 3 afios ratifi-
can los resultados a 6 meses—1 afio ya publicados,
en los que tacrolimus presenta un mayor beneficio
como inmunosupresor principal en los receptores
de trasplante hepdtico. Sin embargo, los resultados
no mostraron diferencias en relacién a la pérdida
de injertos por recidiva del VHC.
Otro destacable estudio fue el presentado por el
Dr. Evaristo Varo, en el que han participado doce
centros de trasplante hepdtico espafioles con el
objetivo de evaluar la eficacia en la prevencién del
rechazo agudo en receptores de un primer tras-
plante hepdtico de un régimen libre de esteroides
en comparacién con un tratamiento estdndar.
Fueron incluidos 154 pacientes; el grupo A reci-
bié daclizumab, tacrolimus y MMF (2 g/dfa),
mientras que el grupo B recibié tacrolimus y este-
roides en pauta cldsica descendente. Los esteroides
deberian ser retirados entre los 3 y 6 meses pos-
trasplante. Lo mds destacable de los resultados es
que la incidencia de rechazo agudo fue menor en
el primer grupo frente al segundo (grupo A: 8,6%;
grupo B: 28,1%, p=0,003).
Finalmente, cabe destacar la conferencia de Dra.
Kelly, del Children’s Hospital HHS Trust, Bir-
mingham, quien comentd la buena tolerancia de
los nifios con la inmunosupresién a largo plazo.
Histéricamente, la mayorfa de ellos eran inmuno-
suprimidos con ciclosporina como inmunosupre-
sor basal. También present$ datos en los que se
mostraba que los trasplantados de rifién o corazén
recibfan una inmunosupresién mds elevada que
los nifios con un trasplante hepdtico. En la actua-
lidad, los regimenes libres de esteroides cada vez
son mds comunes en la prictica diaria.

Ramén Charco
Consultor Cirugia Hepatica y Trasplante
INDiM. Hospital Clinic i Provincial, Barcelona
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Adjudicacion Becas de la FCT para la investigacion-2005

* “Deteccién y estudio de nuevos marcadores moleculares de rechazo: la proteincinasa Parl/Emkl,
un regulador de la polarizacién linfocitaria”
Violeta Beltrdn Sdnchez

* “Interaccién de calcineurina con su inhibidor endégeno calcipresina 1: andlisis estructural
para el disefio de nuevos fdrmacos”
Anna Aubareda Rodriguez

* “Caracterizacién inmunolégica de receptores de un trasplante hepdtico tolerantes a su injerto”

Isabel Puig-Pey Comas

* “Andlisis de la variabilidad genética del VHC y su respuesta al tratamiento antiviral antes
y después del trasplante hepdtico”
José Antonio Carrién Rodriguez

Adjudicacién Premio a la mejor ponencia sobre trasplante—2004

ftulo de la ponencia: “Ischemic preaconditioning during donor procurement in orthotopic liver trans-
Titulo de | g g
plantation. Preliminary results of a prospective and randomised trial”
Premiado: A. Amador Marchante

irurgia Hepatica i Trasplantament, Institu inic de Malalaties Digestives i Metaboliques, Hospita
Cirurgia Hepat Trasplant t, Institut Clinic de Malalaties Digest Metaboliq Hospital
Clinic i Provincial, Barcelona

Adjudicacién Premio de la FCT al mejor articulo publicado
sobre trasplante-2004

Titulo del articulo: “Tim-3 inhibits T helper type 1-mediated auto and alloimmune responses and pro-
motes immunological tolerance”

Premiado: Alberto Sdnchez Fueyo

Division of Immunology. Beth Isracl Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, Boston, EEUU
Publicacién: Nature Immunology, noviembre 2003
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Nueva legislacion europea para células y tejidos de origen humano

A mediados del afio 2003, en la legis-
lacién europea empezaron a produ-
cirse cambios muy importantes, que
se han mantenido durante el 2004,
relacionados con la obtencién y auto-
rizacién de tejidos y células de origen
humano. Los primeros cambios legis-
lativos se iniciaron en junio del 2003
con la publicacién de los anexos de la
Directiva sobre medicamentos de uso
humano (DC 2003/63), en los cuales
se incluyd la terapia celular somdtica,
es decir, los cultivos celulares, en el
apartado de “Terapias avanzadas’.
Con esta inclusién de la Directiva
del Medicamento, cualquier tipo de
cultivo celular de origen humano
para ser aplicado en humanos pasa a
considerarse y a tener el mismo trato
que un medicamento. Esta directiva
se transpuso de manera muy rdpida a
la legislacién espafiola y el dia 12 de
diciembre de 2003 fue publicada en
el BOE nim. 297 (Orden SCO
3461/2003). Posteriormente, el 7 de
febrero de 2004 se publicé el RD
223/2004 por el que se regulan los

ensayos clinicos con medicamentos
¥, por tanto, los ensayos clinicos con
células de origen humano. Con este
RD, cualquier ensayo clinico que
quiera ponerse en marcha con células
de origen humano ha de ser autoriza-
do por la Agencia de Evaluacién del
Medicamento (AEM) de Madrid.
Cuando haya finalizado la fase de
ensayo clinico, el cultivo celular ensa-
yado tendrd que ser aprobado por la
AEM para su distribucién como
medicamento. Finalmente, el 31 de
marzo de 2004 se publicd la Directi-
va Comunitaria 2004/23, destinada
a establecer normas de calidad y
seguridad para la donacién, obten-
cién, evaluacién, preservacién, pro-
cesamiento, almacenaje y distribu-
cién de células y tejidos humanos,
que todavia no ha sido transpuesta y
que, cuando lo esté, sustituird al RD
411/96. Ahora, con la actual legisla-
cién, nos encontramos con que todo
lo que hace referencia a los cultivos
celulares destinados a ser distribui-
dos y utilizados en humanos ten-

drd una doble vertiente de control.
Por una parte, la AEM debe auto-
rizar los ensayos clinicos a realizar
y, cuando éstos hayan finalizado,
tendrd que autorizar el propio cul-
tivo celular/medicamento para su
distribucién y aplicacién en huma-
nos. Por otra parte, todo lo relativo
a las normas de calidad y seguridad
en la donacién, obtencién y evalua-
cién del tejido extraido para obtener
células, o las propias células obteni-
das, deberd estar controlado por los
organismos sanitarios competentes
de las comunidades auténomas
(CCAA). Si la transposicién de la
Directiva 2004/23 sigue las nor-
mas del actual RD 411/96, la
implantacién, aplicacién o infu-
sién del cultivo y el seguimiento
de paciente también serdn respon-
sabilidad de las CCAA. Respecto
a los tejidos tradicionales, no se
prevén grandes cambios, ya que
actualmente es de aplicacién el
RD 411/96 y la DC 2004/23 lo

serd cuando se transponga.

Comparacion de la actividad de donacién y trasplante 2002-2004
Datos acumulados interanualmente hasta noviembre

Periodo Periodo
12/02-11/03 12/03-11/04
n %© n %

Negativas familiares® 73 21,2 65 18,1
Negativas judiciales? 11,4 121
Donantes validos 237 253
Trasplantes
Renales 418 436
Hepaticos 231 205
Cardiacos 45 52
Pulmonares 23 32
Pancreaticos 24 13

Variacion
(%)

75
-1

6,8

43

-11,3
15,6
39,1

-45,8

W El porcentaje esta calculado sobre el total de entrevistas familiares realizadas en el periodo.
@El porcentaje esta calculado sobre el total de donantes judiciales del periodo.
®Debido a los cambios en el sistema de informacién, el nimero de entrevistas y de donantes judiciales correspondien-
tes al afio 2002 se ha calculado en base a estimaciones.
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