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.- INTRODUCCION

A.- EVOLUCION HISTORICA

La historia del trasplante hepédtico (TH) comienza en los
afios cincuenta, con los ©primeros intentos de TH heterotdpico
y ortotdépico en animales (Welch, 1955). El primer trasplante
hepdtico en el ser humano lo realizdé el Dr. T. E. Starzl en
1963 en Estados Unidos (Starzl y cols., 1963; 1964). Durante
los siguientes afios, los malos resultados obtenidos motivaron
que este método terapéutico se aplicara en muy pPoOCOS Casos.
A lo largo de los siguientes 20 afios el TH se considerd més
un procedimiento en fase de investigacidén que una alternativa
terapéutica real. A partir de 1la década de los ochenta,
gracias a la introduccién de la ciclosporina A como
tratamiento inmunosupresor, el TH empezd a practicarse en un
nuimero creciente de pacientes, en mas Centros vy con unos
resultados cada vez mejores. En 1980 la supervivencia a los
seis meses del TH era del 30-45%; actualmente es de

alrededor del 80% al afo.



SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE

TRAS EL TRASPLANTE HEPATICO
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Figura 1.- Supervivencia de los pacientes tras un TH en

Espana. Datos del Registro Espafiol de TH.

En el Hospital General Universitario Gregorio Marafién el
Programa de TH se puso en marcha en el afio 1990. Desde
entonces realizamos una media de 40 trasplantes al afio con
resultados comparables al resto de equipos trasplantadores

(Calleja y cols., 1995).
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Figura 2.- Numero de trasplantes hepaticos realizados en el

Hospital Gregorio Marafion.

Asi, a lo largo de los afios, las indicaciones del TH se
han 1ido ampliando progresivamente de forma que en la
actualidad constituye un medio terapéutico bien establecido
en los pacientes con enfermedades hepatobiliares progresivas
e 1rreversibles. Sin embargo, el numero de enfermos con
hepatopatias potencialmente trasplantables supera con creces
al numero de higados procedentes de donantes de &6rganos. La

probabilidad de gque un paciente se trasplante en Espafia
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estando en lista de espera ha pasado del 61.7% en 1998 al
54.8% en 2000; el porcentaje de mortalidad en lista de espera
empeora del 6.9 al 7.6% en esos afios (Datos tomados de la
Organizacidén Nacional de Trasplantes: www.msc.es/ont). Por
esta razdbdn, para conseguir una adecuada seleccidén de los

candidatos se deben tener en cuenta dos objetivos:

a) Que los enfermos incluidos se beneficien realmente
del trasplante
b) Que no se incluyan pacientes en los que 1las

expectativas de éxito sean escasas.

Por ello en la seleccién de pacientes candidatos a TH
hay que considerar tres puntos: el tipo de enfermedad
hepatica susceptible de este tratamiento, el momento
evolutivo de la hepatopatia vy la posible existencia de

contraindicaciones.

B.- INDICACIONES DEL TRASPLANTE HEPATICO

Las hepatopatias que actualmente son objeto de TH con
mayor frecuencia aparecen recogidas en la Tabla 1. No
obstante hay que insistir en que el numero de enfermedades

que se consideran tributarias de TH aumenta constantemente de
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forma que la lista abarcaria la préactica totalidad de 1las
enfermedades con afectacidén hepdtica grave e irreversible.
Ahora bien, pese al incremento constante en las donaciones,
éstas resultan cada vez méds insuficientes debido al aumento
proporcionalmente mayor de potenciales receptores. Por ello
es necesario disponer de una gestién lo mas racional posible
de los oérganos disponibles. La Sociedad Americana para el
Estudio de las Enfermedades Hepéticas y la Sociedad Americana
de Trasplante han celebrado una reunidén de consenso para
establecer 1los criterios que debe cumplir un determinado
paciente para ser incluido en la lista de espera de
trasplante hepdtico en ese pais (Lucey y cols., 1997). De
acuerdo con estos criterios se recomienda indicar el
trasplante en los pacientes en los que se prevea unha
probabilidad de mortalidad sin el trasplante mayor o igual al
10% en un afilo, independientemente de 1la etiologia de 1la
hepatopatia. Se podrian incluir también pacientes con mayor
esperanza de vida pero que por problemas asociados a su
enfermedad sufran una calidad de wvida pésima (como en el

caso del prurito incoercible en la cirrosis biliar primaria).



Tabla 1.- Indicaciones del TH

A) ENFERMEDADES CRONICAS

1.- Hepatopatia colestatica

Cirrosis biliar primaria
Colangitis esclerosante primaria
Atresia de vias biliares

Enfermedad de Caroli

2.- Hepatopatias de predominio hepatocelular

Cirrosis criptogenética

Cirrosis posthepatitis

Cirrosis alcohélica

Trastornos congénitos o metabdlicos:
Enfermedad de Wilson

Hemocromatosis

Porfiria cuténea tarda

Déficit de a-l-antitripsina
Glucogenosis

Tirosinemia

3.- Hepatopatias de etiologia vascular

Budd-Chiari

B) TUMORES HEPATICOS

Hepatocarcinoma

Colangiocarcinoma

C) INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA GRAVE

Hepatitis virica

Hepatitis tdéxico-medicamentosa

13
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C.- CONTRAINDICACIONES DEL TH

Tan importante como conocer las indicaciones es decidir
cuando no se debe realizar el TH. Esta necesidad es més
acuciante que en otro tipo de tratamientos, porque la
disponibilidad de oérganos es limitada: el implante de un
injerto en un paciente con pocas posibilidades de
supervivencia supone privar a otra persona de esta opcidn en

ese momento, de manera que puede fallecer mientras espera.

En el TH se producen dos situaciones fisiopatoldgicas de
gran interés que estudiaremos detalladamente a continuacién y
que son las alteraciones hemodindmicas (especialmente el
Sindrome de Reperfusidén) y la lesidn ocasionada en el injerto
por la isquemia y posterior reperfusidén (Lesidén de isquemia-

reperfusidn) .
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D.- ALTERACIONES HEMODINAMICAS DEL TRASPLANTE HEPATICO

Al plantear la realizacidén de un TH, hay que asumir que
se van a producir profundas alteraciones que atafien
especialmente a la situacidén hemodindmica, aunque también al
metabolismo, la coagulacidén y con frecuencia a la funcidn
pulmonar y renal. Ademds en estos pacientes muchas funciones
vitales se encuentran previamente dafiadas por la
insuficiencia hepatica. La hepatopatia avanzada se
caracteriza por un estado circulatorio hiperdinédmico, con un
gasto cardiaco elevado y unas resistencias sistémicas bajas
(Schirier y cols., 1994). El1 grado de alteracién de estas
variables guarda relacidén con la intensidad de la
insuficiencia hepédtica (Sherlock, 1990). La hipdtesis méas
aceptada establece que la vasodilatacién arterial es el
fenémeno central y afecta especialmente al &rea esplécnica.
Su causa parece ser la liberacidén a la circulacidén general de
diversas sustancias vasodilatadoras (Arroyo y Gines, 1992).
Ademés, la respuesta a los vasoconstrictores enddgenos
disminuye vy el sistema nervioso simpadtico se deteriora
progresivamente. Se ha empleado el término "miocardiopatia
cirrética", para designar la alteracidén cardiaca gque puede
afectar a los pacientes con cirrosis de etiologia tanto

alcohdélica como no alcohdélica. En estos casos la funcidén ven-
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tricular parece normal, pero cuando se producen situaciones

de estrés no responde adecuadamente (Ma y Lee, 1996).

- D.1 REPERFUSION DEL INJERTO

El escenario cardio-circulatorio, vya considerablemente
perturbado antes de la intervencidn, se complica
frecuentemente con la hemorragia, en ocasiones masiva. A esta
situacién se suma la reperfusidédn del injerto, que amenaza la

estabilidad hemodinémica.

En cualquier circunstancia, la hemodindmica se rige por
dos principios fisiolbdégicos elementales: el primero es la Ley
de Ohm aplicada a la hemodindmica, segtn la cual la presidn
arterial media (PAM) depende del equilibrio entre los indices
cardiaco (IC) y de resistencias vasculares sistémicas (IRVS),
expresada como PAM = IC x IRVS. El segundo es el principio de
Frank-Starling, por el que el IC, expresién de la funcidn
ventricular sistdélica, depende de la precarga. La aplicacidn
de ambos principios resulta esencial para interpretar vy
tratar adecuadamente los sUbitos cambios hemodinédmicos que

surgen en el TH.
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En los momentos iniciales de la revascularizacién del
injerto sobrevienen los cambios hemodindmicos mas acentuados
del TH. Se distinguen por la disminucién de las resistencias
sistémicas y de la PAM, asi como por el aumento del IC
(Webster y cols., 1994). Las presiones cardiacas de llenado
varian segln los casos, pero suelen aumentar. Ademds pueden
desencadenarse diversas disrritmias. Cuando el cuadro
adquiere una especial magnitud se denomina sindrome de
reperfusidén (SPR). Se denomina SPR60 a la caida de la PAM por
debajo de 60 mm Hg durante més de 1 minuto y que se produce
durante los primeros 5 minutos tras la reperfusién (Millis y
cols., 1997). La mayoria de los autores cifra la incidencia

del SPR en torno al 30% en los pacientes adultos.

- D.1.A Génesis del SPR

E1l SPR se ha vinculado tradicionalmente a cinco
factores: el paciente, el cardiocirculatorio, el reflejo, el

quirtrgico y el metabdlico.

Factor paciente

Los pacientes que precisan un TH no sbélo sufren una
enfermedad hepédtica avanzada, sino que ésta suele repercutir

sobre la mayor parte de los dérganos y especialmente sobre el
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sistema cardiovascular. La existencia de ascitis refractaria
al tratamiento se acompafia de un déficit importante de agua
corporal, especialmente intracelular. Esto repercute en la
tolerancia hemodindmica a los cambios que se producen en la

reperfusidén del injerto (Crawford y cols., 1993).

El grado de disfuncidén cardiovascular en estos pacientes
es muy variable. Se ha valorado esta alteracidén midiendo 1la
capacidad de respuesta vasoconstrictora en respuesta a la
disminucidén de la precarga por el clampaje de cava, y se ha
demostrado que se relaciona con la incidencia de SPR (Garutti

y cols., 1997).

Factor cardiocirculatorio

En un estudio de Aggarwall, los pacientes con SPR se
caracterizaron por su escaso aumento del gasto cardiaco en la
reperfusién. Ademds se ha comprobado también una disminucidn
mayor de las resistencias sistémicas en los pacientes con SPR

(Aggarwall y cols., 1989a; Zetlaoui y cols., 1989).

Estudiando la reperfusidn con ecocardiograma
transesofdgico, se ha observado una sobredistensién del

ventriculo derecho causada por exceso de volumen de llenado,
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disfuncién diastdélica ventricular vy a menudo por la
embolizacién de aire o codgulos provenientes de los wvasos

hepaticos o del injerto (Ellis y cols., 1989).

Todos estos factores pueden intervenir en el

comportamiento hemodinamico de los pacientes con SPR.

En general se acepta que la hipotensién del SPR es
consecuencia de una vasodilatacién intensa y subita que se
desencadena al pasar la sangre portal a través del injerto
hacia la circulacién general (Aggarwall y cols., 1987; 1993).
En algunos casos el gasto aumenta lo suficiente para mantener
la PAM. En el SPR, aungque también puede aumentar el IC, no 1lo
hace 1lo suficiente para compensar la vasodilatacidén y se

produce la hipotensién.

Factor reflejo

La llegada de sangre que ha bafiado el injerto al corazédn
puede desencadenar el relejo de Bezold-Jarisch provocando una
disminucién de la frecuencia cardiaca (FC) y de la PAM. Este
reflejo se ha repetido experimentalmente inyectando
depolarizantes quimicos como el potasio directamente en la

auricula derecha (Estrin y cols., 1989; Brems y cols., 1993).
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No obstante, con este reflejo la FC y la PAM disminuyen en la

misma proporcidn, lo que no ocurre en el SPR.

Dependiendo del llenado auricular podria actuar también
el reflejo de Baimbridge, que produce un aumento de la FC

cuando aumenta el retorno venoso.

Factor quirdrgico

Determinadas maniobras quirutrgicas pueden cambiar la
situacién hemodindmica inmediatamente previa a la reperfusidn
y durante la misma. Se ha considerado que la derivacidén de
sangre del territorio portal al sistémico durante la fase
anhepatica (es decir, durante el clampaje de porta), podria
atenuar la hipotensién de la reperfusidén al mantener una
mejor estabilidad hemodinédmica. Sin embargo cuando se empezd
a hacer el TH sin derivacidén veno-venosa externa femoro-
porto-axilar se demostrd gque no sé6lo no parece proteger
(Jugan y cols.,1992), sino que en alguna serie aumenta la

incidencia de SPR (Sabaté y cols., 1993).

La técnica de preservacidédn de la cava inferior tampoco

evita el SPR (Sabaté y cols., 1995). Ademés, cuando se asocia
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a una derivacidén venosa externa del territorio portal, puede

favorecerlo (Camprubi y cols., 1995).

Factor metabdélico

La sangre proveniente del injerto en la reperfusidn es
tipicamente fria, rica en hidrogeniones y en potasio. Estos
tres factores son 1los que se emplean para inducir una
depresidén miocédrdica extrema hasta la parada en la cirugia
cardiaca, y podrian actuar de esta manera en el TH (De Wolf,
1991). Se han relacionado los cambios del potasio y 1la
temperatura con la disminucién de la frecuencia cardiaca,

pero no con la hipotensidén (Donica y cols., 1993).

Durante 1la diseccidén y la fase anhepdtica suele ser
necesario transfundir sangre vy sus derivados al paciente.
Como éstos se conservan anticoagulados con citrato, se puede
producir una disminucidén del calcio idbnico en el paciente, 1lo
que ocasionaria una depresidén cardiovascular (Marquez vy
cols., 1986). Por el mismo mecanismo puede disminuir el
magnesio idénico, aunque no se ha podido relacionar la
hipomagnesemia con la aparicién de arritmias en la

reperfusién (Diaz y cols., 1996).
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El injerto hepdtico sufre alteraciones metabdlicas en el
donante (frecuentemente hipotenso) y especialmente durante el
tiempo que permanece frio e isquémico y finalmente al
producirse la reperfusidén. Por este motivo se ha investigado
la posible liberacién de diversas sustancias gque podrian
favorecer la aparicidén del SPR. Entre ellas se han estudiado
prostaciclina PGI, vy tromboxano TXA, (Aggarwall vy cols.,
1989Db), endotoxinas (Blanot y cols., 1995), factor de
necrosis tumoral (Acosta y cols., 1994), péptido intestinal
vasoactivo (McNicol y cols., 1993), factor natriurético
humano (Piccini y cols., 1995) vy sustancias antioxidantes
(Goode y cols., 1994, El1-Din y cols., 1995). Aungue muchas de
ellas varian durante la reperfusidn, no ha podido

establecerse una relacidén clara con el SPR.

Un factor que podria estar implicado en la
vasodilatacién que caracteriza la reperfusidén es el o6xido
nitrico (NO). En algunos trabajos se han analizado las
alteraciones de la via del NO en el TH, pero sin buscar
posibles relaciones con el SPR. Si se ha sugerido una posible
implicacidn del déficit de arginina (ARG) (aminoé&cido
necesario para la sintesis del NO), con el aumento de las
presiones pulmonares que ocurre frecuentemente en la

reperfusién (Langle y cols., 1994; 1995; Roth y cols., 1994).
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En un trabajo realizado en TH en ratas se comprobd un
aumento significativo de nitritos/nitratos en el lavado del
injerto después de conservarlo en solucién de Wisconsin, 1lo
que sugiere un aumento de la actividad de la NOS durante la

isquemia fria (Moshage y cols., 1995).

Todos estos datos nos han llevado a estudiar 1la posible
relacién entre las alteraciones de la sintesis del NO y el

SPR.
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E.- LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA

Una vez estudiadas las alteraciones hemodindmicas
caracteristicas del TH y especialmente el SPR, analizamos
otra entidad fisiopatoldgica que es la lesidn por isquemia-

reperfusién.

E.1.- CONCEPTO

Se llama lesidén por isquemia-reperfusidn (IR) al
deterioro que se produce en los tejidos al someterse a un
periodo de isquemia, reanudadndose después la perfusidédn. Este
tipo de lesiédn es una fuente importante de morbilidad vy
mortalidad en varias enfermedades, como el infarto de
miocardio, enfermedades vasculares cerebrales o periféricas y

los trasplantes de érganos (Fan y cols., 1999).

En el campo del TH 1la 1lesiétn IR se produce por
interaccidén de wvarios mecanismos y provoca grados variables

de disfuncidén del injerto (Henderson, 1999).

Hay que tener en cuenta que, ademéds de la 1lesidén IR,
durante el TH concurren otros factores capaces de daflar por

si mismos o de potenciar aquella lesidn:
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- Factores que actuan en el donante.
- Preservacién hasta el implante.
- Variables en la técnica quirurgica y factores gue

acttan en el receptor tras la reperfusidn.

- Factores que actuan en el donante.

Antes de la extraccién del higado del donante se pueden
producir situaciones de hipotensién, anemia o disminucidédn del
flujo portal por vasoconstrictores, gque hacen méds susceptible
a la lesidén IR a este dérgano (Henderson, 1999). Por supuesto
se rechazan los higados muy lesionados o con enfermedad
evidente, pero la desproporcidn entre los abundantes
pacientes en lista de espera y el nuUmero restringido de
donantes obliga a emplear en ocasiones los llamados "higados
subdéptimos". Un ejemplo de ello es la esteatosis, en la que
aumenta la susceptibilidad a la lesién IR (Hui y cols., 1995)

y la incidencia de disfuncidén (Adam y cols., 1991).

- Preservacién hasta el implante

La fase de preservacidédn tiene una importancia capital,

determinando, por 1lo menos en parte, el prondstico del
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paciente. Los injertos se conservan en Situacidén de
hipotermia para disminuir los procesos metabdlicos y retrasar
la extensidén de 1las lesiones isquémicas. El1 higado del

A\Y

donante se enfria in situ” perfundiendo la solucidén de
preservacién a 4°C a través de la vena porta, de la arteria
hepatica, o de ambas simultadneamente. Tras la hepatectomia se
mantiene el injerto sumergido en solucidén de preservacidédn a
4°C hasta que se implanta en el receptor. Después de la
anastomosis de la cava, el higado se lava a través de la
porta con sangre para prevenir especialmente el paso masivo
de potasio (presente en grandes cantidades en la solucidn de
preservacidn) a la circulacién del receptor en la
revascularizaciédn. Desde que se introduce el injerto en el
abdomen para realizar las suturas vasculares, la temperatura

excede de 4°, lo que puede aumentar la lesidén, denominandose

tiempo de isquemia caliente a este periodo.

- Variables en la técnica quirurgica y factores que

actian en el receptor tras la reperfusidn.

Cirugia: pueden influir factores como los defectos en
las suturas gque ocasionen estenosis de la porta, la cava
superior o la arteria hepéatica, reduciendo por ello el flujo.

La gravedad de la 1lesiétn IR podria tener relacidén con 1la
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duracién de la cirugia, con episodios de hipotensién

intraoperatoria y con el grado de isquemia esplacnica.

El mantenimiento del o&6rgano en isquemia fria produce
cambios ultraestructurales gque aumentan con el tiempo de
almacenamiento. Entre ellos se han descrito: ampliacidédn de
las fenestraciones endoteliales, vacuolizacidén de las células
endoteliales sinusoidales vy retraccién de los procesos
celulares (Caldwell-Kenkel 'y cols., 1991). En Dbiopsias
tomadas de higados humanos durante el TH se observan signos
de activacidén de las células endoteliales sinusoidales y de

Kupffer desde el final de la preservacidédn y se hacen més

evidentes tras la reperfusién (Carles y cols., 1994). También
se suele observar apoptosis en biopsias tras la
revascularizacién (Borghi-Scoazec 'y cols., 1997) . La
gravedad de la lesidén IR también se relaciona con la

duracidén de la cirugia, los episodios de hipotensidén y el
grado de isquemia esplécnica. Varios de estos factores son
controlables, pero el aumento de la necesidad de higados por
incremento de los posibles receptores obliga a usar injertos
subdbéptimos como los esteatdsicos, plantear la posibilidad de
los donantes a corazdédn parado, etc., que son mas susceptibles

a la lesidén IR.
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E.2.- FISIOPATOLOGIA DE LA LESION IR

La lesidén hepéatica tras la reperfusidén se produce por
interaccién de diferentes mecanismos complejos. En los
momentos iniciales de la reperfusidédn se deteriora 1la
microcirculacidén por edema de las células endoteliales
(Vollmar vy cols., 1994), wvasoconstriccidén (Marzi y cols.,
1994), atrapamiento de leucocitos (Jaeschke y cols., 1990;
Yadav y cols., 1998), activacién del complemento (Marzi vy
cols., 1990; Tomasdottir. y cols., 1993), activacidén de las
células de Kupffer (Southard y cols., 1987) y de linfocitos T
(Zwacka \ cols., 1997; Jaeschke y Farhood, 1991),
coagulopatia sinusoidal (Caldwel-Kenkel y cols., 1989, Arai y
cols., 1996) vy agregacién de plaguetas en los sinusoides
(Cywes y cols., 1993). La isquemia provoca un fallo en el
transporte activo transmembrana, que a su vez desencadena el
edema de las células endoteliales y de Kupffer (Vollmar vy
cols., 1994). La alteracidén de 1la relacidén entre el o6éxido
nitrico y la endotelina (ET) produce la vasoconstriccién
(Scommotau 'y cols., 1999). Todas estas circunstancias
estrechan la luz de los sinusoides disminuyendo la velocidad
de circulacién de los leucocitos, que se adhieren a la pared

vascular entorpeciendo todavia més el flujo (Vollmar y cols.,
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1996). De esta manera la hipoxia por isquemia se prolonga
tras la reperfusidén del injerto (Figura 3). A su vez la
hipoxia activa los neutrdéfilos y las células de Kupffer, que
producen citoquinas inflamatorias (Colletti y cols., 1996) vy
radicales libres (Shirasugi y cols., 1997), que agravan la

lesidén hepéatica.

Fallo del transporte activo
transmembrana

Conversion de adenosina en inosina __
por adenosina desaminasa

Adenosina endo 0 exégena

Bosentan
{(antagonista
receptores ET)

Aumento de NO

Disminucion de produccion de NO

por disminucién de O ,tNADPH Aumento de ET

L-ARG por isquemia
FEK409
(donante de NO)

Figura 3.- Causas del deterioro de [la microcirculacion
durante el inicio de la reperfusion (flechas) y métodos para
mejorar el flujo (puntos). Tomado de Serracino-Inglott vy

cols., 2001.
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Como veremos mas adelante, la valoracién de la funcidn
del injerto es un problema todavia no resuelto, especialmente
en cuanto a los criterios diagndésticos. En todo caso se
define la malfuncidén primaria (MFP) como el deterioro de la
funcién del injerto que es incompatible con la supervivencia
del receptor y que no se debe a complicaciones
postoperatorias como seria la trombosis vascular o el rechazo
agudo. Su frecuencia es variable (2-23%) dependiendo de los
criterios diagnbésticos empleados (Forster vy cols., 1989a,
1989%b; Shaw y cols., 1985; Greig y cols., 1989; Wall y cols.,
1990). La ONT cifra actualmente en un 9,6% la incidencia de
malfuncidén primaria en los TH realizados en Espafia (Quinta

Memoria de resultados del Registro Espafiol de Trasplante

Hepatico 1984-2001). Los problemas de funcidén del injerto
pueden responder a varios factores: enfermedad hepética
previa, hipotensién prolongada, administracidén de

vasoconstrictores al donante, tiempo de isquemia prolongada y
otros. En general se asume que no hay una relacidén directa
entre los datos clinicos ni bioldbgicos del donante y la
supervivencia del injerto o del receptor (Wall y cols., 1990;
Makowka y cols., 1987; Todo y cols., 1989a; 1989b). Algunos
datos histolégicos del higado parecen tener mayor valor
predictivo: la esteatosis masiva (de més de 2/3 de 1los

hepatocitos) y la degeneracidén hidrdépica de los hepatocitos
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en las biopsias extraidas antes de la hepatectomia en el
donante, se asocian estrechamente con MFP (Todo y cols.,

1989%a; D’'Allesandro y cols., 1991).

El diagnéstico de MFP se hace habitualmente tras 24-48
h. de fallo Thepatocelular grave con deterioro de 1la
conciencia, sangrado por coagulopatia y escasa produccidédn de
bilis. Las pruebas de laboratorio en ese momento incluyen
cifras altas de transaminasas en sangre, hipoglucemia,
coagulopatia grave, hipercaliemia, acidosis metabdlica vy
fallo renal (Greig y cols., 1989; Moncorgé y cols., 1989). En
el estudio histoldégico se encuentran lesiones necrdticas
inducidas por coagulaciédn, especialmente en la zona
centrolobulillar, aunque se pueden extender al higado entero
en casos graves (Snover y cols., 1984; Demetris y cols.,
1985). Uno de los problemas de la MFP es que los criterios
diagndésticos no se han estandarizado. Se han propuesto dos
tipos de «criterios: muerte del receptor o necesidad de

retrasplante urgente (que depende del protocolo de cada

Centro) (Todo vy cols., 1989%a), o criterios «clinicos vy
bioldégicos (Markowka vy cols., 1987). El1 grupo de Toronto
(Greig y cols., 1989) clasifica la funcidén precoz del injerto

en cuatro categorias dependiendo de las cifras de alanina

aminotransferasas (AST), produccidédn de Dbilis vy datos de



32

coagulacidén en las primeras 72 h postrasplante (Tabla 2). Las
alteraciones del grado de conciencia no se tienen en cuenta
porque en los casos de mala funcidén frecuentemente se precisa
ventilacidén mecénica vy la analgesia vy sedacidén que se
administran interfieren en este dato. Este grupo considera
MFP a los casos con funcidén III o IV, aunque esta definicidn
sobrestima su incidencia porque algunos injertos de funcidn

III se recuperan y sobreviven los receptores.

Tabla 2.- Clasificacion de la funcidon precoz del injerto

segun el grupo de Toronto (Greig y cols., 1989)

FUNCION 1 FUNCION 11 FUNCION 111 |FUNCION 1V
AST en <1000 >1000 >2500 >2500
sangre U/I1
Produccion >40 >40 <40 0
bilis ml/dia
Coagulopatia Leve y Leve y Moderada Grave
mejora mejora

La tasa de mortalidad debida a la MFP es del 70 al 80%
(Forster y cols., 198%a; Greig y cols., 1989). Los mejores
criterios predictivos de este desenlace son: bilirrubina vy

transaminasas (especialmente AST) muy altas vy mantenidas,
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Factor V disminuido y baja produccidén de bilis (Forster vy

cols., 1989%9a; 1989b).

Se han estudiado otros test para la deteccidn precoz de
la MFP, como la capacidad de eliminacién de galactosa vy
cafeina o el aclaramiento de aminodcidos y lactato, pero los
resultados son discutibles (Nagel y cols., 1990; Svensson y

cols., 1989).

E.2.A.- FACTORES ENDOGENOS IMPLICADOS EN LA LESION IR

Entre los factores que pueden influir en la lesidén IR se

han estudiado 1los siguientes: citogquinas (especialmente el
factor de necrosis tumoral-a y la interleukina-1), células de
Kupffer, neutréfilos, sustancias antioxidantes, factor
nuclear kB, adenosina, endotelina y 6xido nitrico. En este

trabajo nos interesa especialmente éste UGltimo.

E.2_.A.1.- Oxido nitrico

Durante la investigacién del mecanismo de accidén de 1la
acetil-colina (ACh) sobre las células endoteliales, Furchgott
postuldé que la ACh debia su efecto vasodilatador a la acciédn

sobre los receptores muscarinicos de las células del
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endotelio, estimulando la liberacién de una o varias
sustancias que actuarian sobre las células del musculo liso
vascular, activando los mecanismos de relajacidén. Esta
sustancia o conjunto de sustancias vasodilatadoras no
identificadas y producidas en el endotelio se denominaron
Factor Relajante Derivado del Endotelio (EDRF) (Furchgott,
1981) . Cuando se despojaban del endotelio las preparaciones
vasculares, desaparecia la accidén relajante de 1la ACh e

incluso ésta llegaba a producir una contraccién.

La caracterizacién del EDRF como 6xido nitrico fue un
proceso lento que se 1nicié con la descripcidédn de las
caracteristicas de esta sustancia. Se comprobd que el EDRF
tenia una vida media biolbdgica muy corta (cinco a seis
segundos) en soluciones salinas fisioldgicas oxigenadas
(Rubanyi y cols., 1985; Grygleweski vy cols., 1986a). Su
accién se inhibia con sustancias que generasen radicales 057,
(Moncada, 1986). También se inhibia su accibén con la
hemoglobina (que contiene Fe?') y con las condiciones de
hiperoxia (Grygleweski vy cols., 1986b; Rubanyi vy cols.,
1986). El1 efecto del EDRF sobre el musculo liso se debe a la
estimulacién de un enzima citosdlico, la guanilato ciclasa
soluble. La activacién de este enzima produce un incremento

de la concentraciédn de guanosin-3’-5’'-monofosfato ciclico
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(GMPc) en el interior de la célula, fosforilacidén de
proteinas por la protein kinasa GMPc-dependiente e inhibicidn
del aparato contractil. El1 efecto relajante del EDRF
desaparecia en presencia de azul de metileno, al ser éste un

inhibidor de la guanilato ciclasa (Martin y cols., 1985).

El EDRF se caracterizé finalmente como NO. Los primeros
que sugirieron que el EDRF podria ser NO fueron los grupos de
Furchgott e Ignarro. Ambos hicieron esta sugerencia de forma
independiente con dos comunicaciones presentadas
simultdneamente en el XXX Congreso Internacional de Ciencias
Fisioldégicas en 1986 (Ignarro vy <cols., 1988; Furchgott,

1988) .

Desde su descripcidén se ha prestado una gran atencidén a
este gas formado por una molécula pequefia y difusible,
descubriendo que Jjuega un importante papel en varios procesos
fisiolégicos en casi todos los tejidos. Ademds su &area de
influencia es marcadamente amplia, incluyendo la regulacidn
del tono vascular, neurotransmisidén, mecanismos de defensa
antimicrobianos y modulacién de la reaccidédn inmunitaria (Hon

y cols., 2002).



36

BIOSINTESIS DEL OXIDO NITRICO

El enzima encargado de la sintesis de NO se denomina NO
sintasa (NOS) (Moncada y cols., 1991; Nathan, 1992). La NOS
cataliza la oxidacién de L-arginina a L-citrulina liberando
NO. La NOS es una hemoproteina que ademéds del sustrato
requiere oxigeno (Leone y cols., 1991), calmodulina y otros
cofactores: dinucledtido de nicotinamida, adenina
monofosfato, NADPH (Palmer y Moncada, 1989; Knowles y cols.,
1994), flavin adenina dinucledtido (FAD) , flavin

mononucledtido (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH;).

Se han descrito en los mamiferos tres isoformas de 1la
NOS codificadas por diferentes genes (Knowles y cols., 1994;
Griffith y Stuehr, 1995). La nomenclatura inicial de la NOS
reflejé la observacidédn inicial de que la sintesis no se
producia en células inflamatorias no activadas, pero que
podia inducirse por inmunoactivacién, lo que llevd a llamar
a esta isoforma NOS inducible (iNOS). En contraste se
describidé una NOS presente en situacidén normal en algunas
células, por lo que se le aplicé el nombre de NOS
constitutiva (cNOS) (neuronal nNOS, endotelial eNOS) .
Actualmente se sabe que algunas situaciones (estrés

hemodindmico, lesidén neuronal) pueden inducir la expresidn
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genética de la eNOS vy la nNOS. También la iNOS puede
funcionar <como una enzima constitutiva en condiciones
fisiolégicas en algunas células (Guo y cols., 1995). Por
ello se aconseja emplear una nomenclatura que identifique
mas claramente la isoforma por el tejido de origen de la

proteina y el cADN (Michel y Feron, 1997).

La nNOS se purificé inicialmente a partir de tejido
nervioso. Hoy sabemos que se encuentra en otros tejidos vy

especialmente en mUsculo esquelético.

La iNOS se purificéd originalmente de macréfagos
inmunoactivados, ©pero posteriormente se ha descrito en
multitud de células: miocitos tanto cardiacos como

vasculares, células de la glia, etc.

La eNOS fue la 0Gltima isoforma que se aisld en
mamiferos. Se purificdé inicialmente a partir de endotelio
vascular, pero también se encuentra en miocitos cardiacos,

plaquetas, células del hipocampo, etc.

Los genes para las isoformas de la NOS se denominan en

el orden en que se fueron aislando vy caracterizando, de
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manera que los genes humanos que codifican la nNOS, la iNOS vy

la eNOS se llaman NOS1, NOS2 y NOS3 respectivamente.

Hay gue tener en cuenta que la misma isoforma puede
jugar un papel bioldgico enteramente distinto dependiendo de
en qué tejido se exprese. Por ejemplo, el mRNA de la nNOS
genera proteinas estructuralmente diferentes cuando el enzima
se expresa en neuronas, de las que produce cuando se expresa
en musculo esquelético (Silvagno y cols., 1996). Otro ejemplo
de la regqulacidédn especifica en cada tejido es que la eNOS se
asocia a diferentes isoformas de la caveolina dependiendo de
que se encuentre en células endoteliales o en miocitos

cardiacos.

A pesar de las diferencias citadas, las distintas
isoformas de la NOS tienen importantes similitudes
bioquimicas. La secuencia de aminoacidos que compone las
tres isoformas en humanos es idéntica en un 55%, con una
mayor coincidencia en la secuencia especialmente en las
regiones de la proteina relacionadas con la catalisis
(Michel y cols., 1995). El esquema de catdlisis en las tres
NOS es similar, con una oxidacién de los cinco electrones
del terminal nitrdégeno-guanidina del amindcido L-arginina

para formar NO y L-citrulina, en una reaccidén compleja que
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incluye oxigeno molecular y NADPH como cosustratos y otros
cofactores redox como el grupo hemo, tioles reducidos, FAD,
FMN vy BH,. La sintesis de NO por las tres isoformas depende
de la unién del enzima a la calmodulina, proteina ubicua que
regula el calcio. La eNOS y la nNOS necesitan un incremento
de la concentracidén de calcio intracelular para unirse a la
calmodulina y asi activarse totalmente. En cambio la iNOS
posee una afinidad extremadamente alta por 1la calmodulina
incluso con las concentraciones bajas de calcio tipicas de
las células en reposo. Por este motivo la actividad

intracelular de la eNOS y la nNOS se modula estrechamente por

cambios temporales de la concentracidédn de calcio idénico,
mientras que la actividad de la 1iNOS en células
inmunoactivadas no se regula de esta forma (Nathan y cols.,
1994).

Se ha descrito que también se puede formar NO
independientemente de la NOS por reduccidén de nitritos en
condiciones de acidosis y en un ambiente reductor (Zweier vy

cols., 1999).
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- Localizacidén de la NOS

El NO lleva a cabo diferentes tareas en las células en
las que se sintetiza y ademés interactta con las células
vecinas. En estas interacciones el NO puede estabilizarse o
degradarse, lo que sugiere que la localizacidén de la NOS debe
repercutir sobre el papel del NO sintetizado. Casi todas las
estructuras intracelulares se han postulado como localizacidn
de la NOS, desde el ntcleo a la membrana. No hay evidencias
de que ninguna de las isoformas de NOS se localice en el
nuacleo, aunque si hay datos sugerentes en estudios
inmunohistoquimicos, documentando efectos del NO sobre 1la
transcripcién génica (Buchwalow vy cols., 1997). La mayor
parte de la nNOS en neuronas se asocia al reticulo
endopléasmico rugoso (Xia y <cols., 1996). La NOS en las
mitocondrias parece tener un papel regulador de la
fosforilacién oxidativa (Michel y cols., 1997). Estd claro
que la nNOS del misculo esquelético se asocia al sarcolema a
través del citoesqueleto (Michel y cols., 1997). También se
ha descrito NOS (especialmente la isoforma endotelial) en la
membrana plasmadtica y en las caveolas, principalmente en las
células endoteliales vy los miocitos cardiacos (Parton vy

cols., 1994; Couet y cols., 1997).
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- Regulacidédn transcripcional

Un factor comln entre varios mediadores de la lesidén IR
hepdtica es su regulacidén transcripcional. En este sentido la
factor nuclear «B (NF-kB) es importante al regular la
transcripcidén de la forma inducible de la NOS (Hur y cols.,
1999), de las <citoquinas (Ej. TNFa), quimioquinas (Ej.
proteina epitelial 78 activadora de los neutrdédfilos) y de

moléculas de adhesidén (Ej. Molécula de adhesidédn intercelular-

1 (ICAM-1)) (Ghosh y cols., 1998).

El NF-kB transmite seflales a la maquinaria de
transcripcién del nucleo al unirse a regiones reguladoras kB
del ADN. Esta accidén se requla estrechamente por medio de
proteinas inhibidoras I-kB. Cuando se produce un estrés
oxidativo las I-kB se defosforilan y se degradan, permitiendo
la traslocacién del NF-kB al ntcleo (Ghosh y cols., 1998). Se
ha demostrado que el perdéxido de hidrdégeno, gue es una

importante fuente de radicales 1libres y que se produce

abundantemente durante la IR hepética (McCord, 1985), activa

el NF-xB (Li y cols., 1997).
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Algunos experimentos con modelos de IR hepatica en rata
y ratédn han demostrado que la unién del NF-kB aumenta
marcadamente 30 a 60 min. tras la reperfusidén y disminuye 4 a
5 horas después ((Hur y cols., 1999; Yoshidome y cols., 1999;
Bell y cols., 1997). Esto produce un aumento en la expresién
del mARN para la iNOs (Hur y cols., 1999), el TNFa (Yoshidome
y cols., 1999) y el ICAM-1 (Yoshidome y cols., 1999; Bell vy
cols., 1997). En un modelo de rata se consiguidé la inhibicidn

de la unidén del NF-kB con el antioxidante N-acetilcisteina,

lo gque sugiere gque la activacién del NF-kB durante la IR
hepadtica puede estar mediada por los radicales libres de

oxigeno (Hur y cols., 1999).

FUNCION DEL NO

El NO actta habitualmente activando la guanilato ciclasa
soluble al unirse al hierro del grupo hemo, lo que aumenta la
concentracién de GMPc (Schmidt y cols., 1993). También puede
unirse al hierro de grupos no hemo, especialmente al grupo
sulfuro-hierro de wvarios enzimas, alterando su actividad.
Entre dichos enzimas se encuentran los del ciclo
respiratorio, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y de la

sintesis del ADN (Nathan, 1992). Indirectamente el NO se
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combina con los aniones superdxido formando peroxinitrito,
que es altamente reactivo y se relaciona con la peroxidacién
de los lipidos y la nitrosilacién de los residuos tirosina en

las proteinas.

El NO cumple varias funciones, entre las que estédn la
regulacién local del flujo de sangre como EDRF ( Palmer vy
cols., 1987), inhibicién de la agregacidén plaquetaria
(Furlong vy cols., 1987) vy atenuacién de 1la adhesién de
neutréfilos (Lefer y cols., 1991; Kurose y cols., 1994). Por
otra parte el NO puede aceptar electrones, ya Jgue posee un
electrdn no apareado, por lo que funciona como un atrapador
natural de aniones superdéxido (Gryglewski vy cols., 1986b;
Rubanyi y cols., 1986). Esta funcidén se considera protectora
en la IR, pero el NO también posee un efecto citotdxico por
inhibir la respiracidén mitocondrial (Stuehr y cols., 1989;
Hibbs y cols., 1988). Por otra parte, el NO se convierte en
peroxinitrito al reaccionar con superdxido y el peroxinitrito
inicia la peroxidacién de los lipidos y causa nitrosilaciédn
de las proteinas (Beckman y cols., 1990; Haddad y cols.,
1994). Estéd claro gue el NO puede comportarse como protector
y como téxico dependiendo de las circunstancias que se

analicen (Wang y cols., 2002; Hon y cols., 2002).
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ANTAGONISTAS DEL SISTEMA DEL NO

Los inhibidores de la NOS se han estudiado extensamente.
Entre los inhibidores naturales conocidos en mamiferos vy
entre ellos en humanos, se encuentran la NG-monometil-IL-
arginina (MMA) vy la NG,NG-dimetil-L-arginina en su forma
asimétrica (ADMA) (Leiper 'y Vallance, 1999). También se
produce naturalmente la forma simétrica de la dimetil-
arginina (SDMA), pero ésta no inhibe la NOS. La estructura de
estos compuestos se observa en la Figura 4. Las proteina-
arginina N-metiltransferasas catalizan la metilacién del
nitrégeno guanidinico de 1la arginina para producir estos
derivados, que se liberan al citoplasma por proteolisis
(Vallance, 2001). Especialmente la ADMA se ha detectado en
plasma de animales y de pacientes con hipercolesterolemia,
insuficiencia renal, ateroesclerosis, hipertensidén y en otras

entidades.

Los inhibidores de la NOS, incluso en bajas
concentraciones, pueden producir efectos sustanciales en el
aparato cardiovascular, especialmente cuando se mantienen en
el tiempo. En parte ésto puede suceder porque las

metilargininas entran en las células endoteliales por
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transporte activo vy pueden alcanzar concentraciones

intracelulares altas (Bogle y cols., 1995).

CH, CH, CH, (:|H3 CH,
|
NH  NH, NH NH NH N NH
\,/ \/ \/ N/
i N . .
I I | I
CH, CF CF CF
CL CH, CF CF
CL CL CF CF
CL CL CH CH
N}{ \COOH N}{ \COOH NH, COOH NH, COOH
ARGININA L-NMMA ADMA SDMA

Figura 4.- Estructura de la L-arginina y sus derivados
enddgenos metilados. NG-monometil-L-arginina (LNMMA), NG-NG-

dimetil-arginina asimétrica (ADMA) y simétrica (SDMA).

En wvasos humanos, la MMA 1 pM causa més de un 20% de
inhibicién de 1la wvasodilatacidén inducida por bradigquinina
(MacAllister y cols., 1994). En pacientes en shock séptico la

infusién de MMA para conseguir una concentracidén plasmatica
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de 5 puM produce una aumento de las resistencias periféricas
superior al 70% y aumenta la PAM un 10-15% (Petros y cols.,
1994). La ADMA también produce efectos bioldgicos a bajas
concentraciones: 10 uM aumentan un 15% la PAM en cobayos

(Vallance y cols., 1992).

Estos efectos también se han estudiado en pacientes
cirréticos con ascitis descompensada, comprobando que se
produce un aumento de la PAM con inhibidores de la NOS. Con
dosis de 3 mg/Kg de MMA aumenta la tensidédn por aumento de las
resistencias, aunque disminuye el gasto cardiaco y el flujo

sanguineo hepatico (Saphr y cols., 2002).

E.2.B.- NO Y LESION IR

En el higado se encuentra la NOS en los hepatocitos, las
células de Kupffer vy las células endoteliales. Hay dos
isoformas mayoritarias de la NOS en el higado: la eNOS y la
iNOS. La nNOS también se ha descrito en el higado, pero
restringida a las terminaciones nerviosas encontradas en
grandes vasos (Hon y cols., 2002). La eNOS se expresa como
constitutiva y su actividad depende del cCa't y de 1la
calmodulina (Vasquez-Vivar y cols., 1998). En cambio, la

iNOS se expresa en macrdéfagos (incluidas células de Kupffer),
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hepatocitos y neutrdéfilos en el higado y responde a estimulos
extracelulares como las citoquinas y al lipopolisacarido
dando lugar a niveles de NO mucho mayores que los producidos

por la via de la eNOS

La lesién IR es un cuadro importante que se produce en
el TH, pudiendo ocasionar una malfuncidén primaria que obligue
a un retrasplante urgente. La fisiopatologia de este sindrome
se basa en la generacidén de derivados reactivos del oxigeno,
en la liberacién de citoquinas inflamatorias vy en 1las
alteraciones de la microcirculacidén. Como el NO influye en
estas situaciones se ha generado una gran cantidad de

trabajos de investigacidén sobre su relacidén con la lesidn IR.

En general, en la experimentacidn animal, la
potenciacién de la via del NO mejora la viabilidad de 1los

injertos hepaticos (Inglott y Mathie, 2000):

1.- La administracién de L-ARG antes de la IR disminuye

las lesiones observadas en las biopsias, la liberacidén de

transaminasas (indice de citolisis) (Higa vy ~cols., 2000;
Uhlmann y cols., 1998; 2000; Koeppel y cols., 1997; Jones y
cols., 1996; Calabrese y cols., 1997; Galen y cols., 1999;

Shimamura y cols., 1999; Cottart y cols., 1999; Nilsson y
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cols., 2001; Yagnik y cols., 2002) y en algunos estudios
mejora la supervivencia de los animales de experimentacidn

(Calabrese y cols., 1997; Shimamura y cols., 1999).

2.- La administracidén de donadores de NO, como el FK409
(Ohmori y cols., 1998), el nitroprusiato (Nilsson y cols.,
2001) y la spermina NONOate (Peralta y cols., 2001) antes de
la reperfusidn del injerto también mejoran la
microcirculacidén en la reperfusidén y reducen la citolisis. E1
V-PYRRO/NO (Op-vinil l1-[pirrolidin-1-yl]diazen-1-ium-1,2-
diolato) que libera selectivamente NO en los hepatocitos al
ser metabolizado por el citocromo P450, también mejora la
funciédn hepatica tras el TH en cerdos (Ricciardi y cols.,

2001) .

3.- Por otra parte la administracién exdbgena de
inhibidores de la NOS, en general, deteriora la viabilidad de

los injertos:

a) Con L-NNA (N°-nitro-L-arginina) aumenta la lesién
endotelial, disminuye el flujo hepadtico en la reperfusidén
(Kobayashi y cols., 1995) y aumenta la citolisis (Cottart vy
cols., 1999). Sé6lo en el trabajo de Nilsson y cols. (2001) no

cambia la lesidén al anadir este inhibidor.
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b) Con L-NAME (L-arginina nitro metiléster, inhibidor
preferente de la eNOS, pero también de 1la iNOS), los
resultados son contradictorios: en algunos estudios empeora
la perfusién (Koeppel y cols., 1997; Peralta y cols., 2001),
aumenta la citolisis (Koken y cols., 1999; Peralta y cols.,
2001) y aumentan los datos de lesién de IR (Liu y cols.,
2000; Yagnik y cols., 2002). Sin embargo, en el trabajo de
Higa y cols. (2000) la infusién de L-NAME no cambia ningtn
dato de lesién. Incluso en el trabajo de Ozakyol y cols.
(2000) (rata, isquemia hepatica caliente de 30 min., L NAME
50 mg/Kg), basicamente igual al de Liu y cols. (2000) (rata,
isquemia hepéatica caliente de 30 min., L NAME 10 mg/Kg) el

LNAME claramente disminuye la lesidn.

c) Con MMA se comprueba un aumento de la mortalidad del

animal (Isobe y cols., 1999).

d) Con aminoguanidina (inhibidor preferente de la iNOS),
no cambia la lesidén IR (Cottart y cols., 1999), o se consigue
una disminucién de la lesién (Isobe y cols., 1999). Con L-N°-
(1-imino-etil)lisina (L-NIL), aumenta ligeramente la
concentracién de transaminasas y la apoptosis en el injerto

(Yagnik y cols., 2002)
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De todos estos datos deducimos gque en los modelos
animales las variables relacionadas con la especie animal, el
tiempo de isquemia, que ésta sea caliente o fria, el tipo de
inhibidor administrado, al igual que la dosis y posiblemente,
el momento de su administracién, hacen que los resultados
cambien notablemente, llegando incluso a parecer

contradictorios.

En la Tabla 3 se resume la bibliografia publicada sobre

la influencia de la NOS y sus variaciones sobre la lesidén IR.



Tabla 3.- Bibliografia sobre lesion IR y NOS.

o1

ANIMAL MODELO DE ISQUEMIA Y | L-ARG OTROS CITA
TIEMPO
Rata Caliente 60 Protege de dafio por LNNA LNNA aumenta lesion Kobayashi 1995
endotelial y disminuye
flujo
Rata Bajo flujo-reperf sin sangre Protege de IR LNAME evita la Jones 1996
proteccion por ARG
Rata Caliente 70’ Mejor  perfusion ~ menos [ LNAME peor perfusion Koeppel 1997
leucocitos
Cerdos Caliente 120’ Menor lesién bioquim. e histol. Calabrese 1997
Mas supervivencia
Rata Caliente 30’ LNAME aumento citolisis Koken 1999
Perro Caliente 2h Mejora biogquim. e histol. [ FK409 mejora como Shimamura 1999
Aumenta supervivencia ARG, pero con
hipotension
Rata Caliente 45’ Menor lesion LNNA aumenta citolisis [ Aminoguanidina  sin | Cottart 1999
cambios IR
Cerdo Caliente 2h Nitro-LARG ~ aumenta | Aminoguanidina Isobe 1999
mortalidad disminuye lesion
Rata Caliente 30’ LNAME aumenta la Liu 2000
lesion IR
Rata Fria 60' Ligera disminucién lesion LNAME no cambia Higa 2000
lesion
Rata Caliente 30" Mejora flujp y disminuye Uhimann 2000
citolisis
Rata Caliente 30’ LNAME clara Ozakyol 2000
disminucién lesion IR
Rata Células sinusoidales aisladas en [ NO protege de lesion por Qishi 2001
frio isquemia fria
Rata Isquemia fria 18 h Mejora lesion IR L-NAME aumenta | L-NIL aumenta | Yagnik , 2002
necrosis transaminasas y

apoptosis
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NO Y LESION IR EN HUMANOS

En humanos el proceso de IR es diferente de los modelos
animales porque, aparte de posibles diferencias de especie,
el higado se conserva en isquemia fria una media de 8 horas
en solucién de Wisconsin. Esta situacidén podria inducir la
iNOS como ocurre en la isquemia hepédtica caliente transitoria
(Sugawara y cols., 1998), aunque en otros trabajos no se
demuestra una expresién de la iNOS por la isquemia (Smith vy

cols., 1997).

Langle y cols. (1994, 1995) estudiaron la via de la
sintesis del NO en 10 TH en humanos, demostrando una gran
disminucién de la ARG plasmdtica desde 10 seg. tras la
reperfusidén, disminucidn gue se mantenia més de 24 h.
Analizaron también la arginasa, que aumentd de 18+13 IU/L a
2384+1456 IU/L inmediatamente tras la reperfusidn.
Simultidneamente la medida de nitritos (NO2) disminuydé al
50%. En cambio la concentracidén de nitratos (NO37) no cambid.
Es decir que se libera gran cantidad de arginasa del injerto,
lo que causa una disminucidén de la ARG. Ademds disminuyen los
nitritos, lo que podria significar wuna disminucidén de la
produccidén de NO tras la reperfusidn en humanos (Langle vy

cols., 1994; 1995; Roth y cols., 1994).
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Sin embargo Esteban y cols. (1995) mostraron que la
produccién de NO2° y NO3~ durante el TH humano aumenta
alcanzando el maximo 60 min. tras la reperfusidn, pero sodlo
en los casos con lesién hepédtica por la isgquemia. En los
casos sin lesidén por isquemia nitritos % nitratos
permanecieron estables durante el TH e incluso disminuyeron
a partir de las tres horas de 1la reperfusién. Ademés
constataron una correlacién significativa (aunque con un
factor de correlacidén bajo r=0.45) entre la concentracidn de
NO27/NO3" y el gasto cardiaco. También demostraron una
correlacidédn entre la concentracidén de NO2 /NO3~ y las minimas
resistencias sistémicas tras la reperfusidén (r=0.69) en los
casos con lesidén isquémica. Es decir, gque parece haber una
relacién entre el aumento de los metabolitos del NO y 1la
presencia de una lesidédn isquémica del injerto. En los casos
sin lesidén no varia la concentracidén de metabolitos del NO
durante las primeras tres horas de la reperfusidén y después

de ellas disminuye.

Toannidis y cols. (1995) también midieron nitratos en
plasma de 32 pacientes tras un TH, encontrando que la

concentracidn de nitrato aumentd unos dias tras el
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trasplante, pero sbélo en los pacientes que desarrollaron

infeccidén o rechazo.

En un trabajo realizado en 15 pacientes midiendo
concentracién de transaminasas y derivados del NO en plasma
durante el TH, los datos clinicos evolucionaron normalmente,
aumentando las transaminasas tras la reperfusiodn y
normalizdndose en unos dias. En cambio el NO aumentd vy
permanecidé asi incluso 15 dias después (Zanaro y cols.,

2001) .

M4ds recientemente se han estudiado 13 TH en humanos
midiendo nitritos y nitratos en plasma, sin encontrar

variaciones durante el trasplante (Battista y cols., 2002).

En resumen, en el TH humano, la escasa bibliografia

existente indica:

- No parece producirse una induccidén de la iNOS durante
la isquemia.

- Se libera gran cantidad de arginasa del injerto.

- La medida de los metabolitos del NO tras 1la

reperfusién es muy variable dependiendo de las
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series, el método de determinacidén y posiblemente del

grado de lesidén del injerto durante la isquemia.

La medida de los

reperfusidén parece
hemodinadmica tras

lesidén del injerto.

metabolitos
relacionarse

reperfusidn

del NO tras la
con la situacidn

en los casos con
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las variaciones de la sintesis del NO pueden Jjugar un
importante papel en el TH humano, pero los datos hasta ahora

son discrepantes e incompletos.

En primer lugar la vasodilatacidén brusca que se describe
inmediatamente tras la reperfusidén podria estar relacionada

con un aumento de la sintesis del NO.

En segundo lugar, pero mads importante por su mayor
repercusién clinica, la lesidén de isquemia reperfusidn en la
experimentacién animal parece reducirse al potenciar la
produccidn del NO, llegando incluso a aumentar la
supervivencia de los ejemplares estudiados. La escasa
literatura sobre humanos apunta a una posible coincidencia
entre la lesidén del injerto y el aumento de la sintesis de

NO.
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11.- OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo fue el estudio del papel
del Sistema del NO en el trasplante hepdtico, para lo gue nos

planteamos los siguientes objetivos:

1.- Estudiar si en el injerto hepédtico se produce la
induccién de 1la iNOS durante la IR mediante el andlisis
directo en en las Dbiopsias hepaticas y la medida de los
productos de degradacidn (nitritos y nitratos) en el lavado

del injerto durante la reperfusidn.

2.- Analizar si el 1lavado del injerto tras la IR es
capaz de alterar la via de la sintesis del NO mediante dos
biocensayos: en cultivos primarios de macrdfagos peritoneales
de ratdén (para estudiar la iNOS) y en anillos de aorta de

conejo (para analizar la eNOS).

3.- En el caso de demostrar alteraciones de la via de la
sintesis del NO, identificar los factores implicados y 1los

mecanismos moleculares que se ven afectados.
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4 .- Analizar posibles relaciones entre las alteraciones
de 1la sintesis del NO vy la hipotensidén en el receptor

(Sindrome de reperfusidn) .

5.- Analizar la relacidn entre las alteraciones de 1la

sintesis del NO y el grado de funcidén del injerto.
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111.- PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

111.A.- PACIENTES

I11_A.1.- Criterios de inclusién y exclusion

Realizamos un estudio longitudinal, prospectivo
observacional en un total de 77 pacientes sometidos a
Trasplante Hepatico en el Hospital General Universitario
Gregorio Marafdn, desde el afio 1997 a la actualidad (Tabla

4) .

El estudio se dividié en dos fases. En la primera
analizamos las muestras vy datos de los primeros 20
pacientes que dieron su consentimiento para el estudio,
obtenidos consecutivamente durante el afio 1997.
Posteriormente se estudiaron otros 57 pacientes sometidos a

TH seleccionando aquellos con peor funcidn del injerto.
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Tabla 4.- Resumen de las caracteristicas de los pacientes

estudiados (media # desviacion estandar (DS) o n(%)).-

CARACTERISTICAS n (%) MEDIA = DS
Edad (afios) 50 + 11
Sexo
Hombre 62 (80.5)
Mujer 15 (19.5)
Diagnéstico
Carcinoma Hepatocelular + cirrosis 2 (2.6)
Cirrosis alcohdlica 29 (37.7)
Cirrosis post-hepatitis 26 (33.7)
Cirrosis biliar primaria 6 (7.8)
Colangitis esclerosante 1 (1.3)
Malfuncidén primaria del injerto 1 (1.3)
Hepatitis aguda fulminante 7 (9.1)
Trombosis arterial 3 (3.9)
Rechazo crdnico del injerto 2 (2.6)
Trasplante 71 (92.2)
Re-trasplante 6 (7.8)
Clase Child-Pugh (Pacientes
cirrdéticos)
A 3 (5.2)
B 27 (47.3)
c 27 (47.3)
Tiempo de isquemia (min.) 515 + 171




Pacientes, material y métodos 61

Fueron criterios de exclusidn: 1) Hipertensidn
pulmonar (presidn pulmonar media mayor de 25 mm Hg con
presidén de enclavamiento pulmonar menor de 16 mm Hg),
porque la situacidn hemodinamica requiere la
administracidn de farmacos especificos, incluido NO
inhalado, que podrian artefactar los resultados analiticos.
2) El sangrado +vascular intenso en la reperfusidn
(transfusidén de mads de 2 concentrados de hematies en 1los
primeros 5 minutos), que impide el diagnéstico correcto de
SPR. 3) La necesidad de administrar inotropos o
vasoconstrictores antes de 1la reperfusidén del injerto.
También se excluyeron del estudio los casos en los que se
emplearon injertos considerados subdptimos por presentar

datos de esteatosis.

111.B.- ANIMALES

Se trabajd con conejos blancos adultos Nueva Zelanda,
ratas macho Albino Wistar de tres meses y ratones macho

adultos.

Se cumplieron el Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo
(BOE del 18) y la Orden del 13 de Octubre de 1989 (BOE del
18) sobre protecciédn de los animales wutilizados para
experimentacidn. La manipulacidén de animales se realizd

cumpliendo la Guia para el cuidado y uso de animales de
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laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de

los Estados Unidos (NIH Publication N° 85-23, revisada en

1985) .

111.C.- MATERIAL

111.C.1.- Aparatos

- Quirodfano

Respirador Drager modelo Cicero.

Monitor Kontron modelo Kolormon 7250 con registradora
continua.

Monitor para la determinacidén del gasto cardiaco y de
la saturacidén en sangre venosa mixta: Continuous cardiac
output/S02 computer de Abbott.

Bombas volumétricas de infusidén IVAC modelo 598.

- Laboratorio

Balanza de ©precisgsidén y granatarios de Sartorius,
modelos 1203 MP y 1207 MP-2 vy pHmetros de Radiometer
Copenhagen, modelo 52.

Campana de flujo laminar Telstar modelo PV-100.

Microscopio de platina invertida Nikkon/TMS.

Incubador de células Heraeus.

Canula de pléastico (Braunula 1-G16) de Braun Melsungen
AG, Alemania.

Centrifugadora Heraeus modelo Minifuge T.



Pacientes, material y métodos 63

Contador de centelleo liguido Rackbeta LKB.
Densitdémetro Molecular Dinamics (Kemsing, USA).
Espectrofotdédmetro Hitachi modelo U-2000.

Cubetas y fuentes de electroforesis (Power pac 300 y
3000) para el fraccionamiento de proteinas y ARN fueron de
Bio-Rad (Richmond C.A., USA).

El material se esterilizd en un autoclave Autoester-G.

Revelador de peliculas Curix 60 de Agfa.

Membranas Nytran (NY-13N) de Schleicher vy Schuell
(Darmstadt, Alemania) .

Las placas de cultivos eran Falcon (Lincoln Park, NJ)

Los medios de cultivo fueron de BioWhittaker
(Walkersville, MD).

Homogeneizador con pistilo de teflédn modelo K 43 de
Tri-Instruments (Rockville, NY., USA).

Cubetas y fuentes de electroforesis (Power pac 300 y
3000) de Bio-Rad (Richmond C.A., USA).

Aparato de transferencia de proteinas de Bio-Rad con
sistema Vacune-Gene™ de Pharmacia (Upsala, Suecia).

Centrifuga eppendorf

Transductor de fuerza isométrica Panlab conectado a un

sistema de digitalizacidn Letica.
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I111.C.2_- Farmacos y reactivos

Adrenalina y Noradrenalina Braun, de Braun Medical SA,
Barcelona.

Dobutamina de Inibsa SA Laboratorios, Barcelona.

Dormicum (midazolam) de Productos Roche SA, Madrid.

Esmerdn (rocuronio) de Organdn Espafiola SA, Barcelona.

Fentanest (fentanilo) de Productos Roche SA, Madrid.

Forane (isoflurano) de Abbott Laboratories, Madrid.

Hypnomidate (etomidato) de Janssen-Cilag, Madrid.

Imurel inyectable (azatioprina) de Evans Medical
Espafla, Madrid.

Plasma-Lyte 148, de Baxter SL, Valencia.

Solu-moderin (metil prednisolona) de Pharmacia &
Upjohn SA, Barcelona.

Valium (diazepam) de Productos Roche SA, Madrid.

Via Span de Grupo Bristol-Myers Sqguibb, Madrid.

Reactivos:

El lipopolisacarido (LPS) de Salmonella typhimurium,
las citocinas y 1los derivados de 1la arginina fueron
obtenidos de Sigma (St. Louis, USA) y Roche (Mannheim,
Alemania) .

Los reactivos para el andlisis HPLC se obtuvieron de
Merck (Darmstadt, Alemania) .

Los reactivos para electroforesis fueron de Bio-Rad

(Hercules, CA).
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111.D.- METODOS

111.D.1.- TRASPLANTE ORTOTOPICO DE HIGADO EN EL

HOSPITAL GREGORIO MARANON

El protocolo de los estudios realizados en esta Tesis
fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica
del Hospital General Universitario Gregorio Maraifidn ( 21 de
mayo de 1997 y 20 de mayo de 1998) y todos los pacientes
que han participado dieron su consentimiento tras ser

informados.

El protocolo clinico de estudio fue idéntico en todos

los pacientes durante el estudio.

I11.D.1.a.- Donante

Los Organos abdominales se perfundieron a través de la
vena porta y de la aorta con solucidén Via Span a 4 °C.
Después de la extraccidén, el higado se mantuvo sumergido
en la misma solucién en una bolsa estéril introducida a
su vez en otra bolsa que contenia solucidn Ringer a la
misma temperatura y con hielo picado. Se anotd la edad del
donante y si habia recibido farmacos vasoconstrictores

durante las Ultimas 24 h antes de la extraccidn.
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I111.D.1.b.- Paciente receptor

- Monitorizacidén

Se monitorizd al paciente con electrocardiograma (ECG)
continuo, PAM no invasiva y ©pulsioximetro hasta 1la
induccién de la anestesia. Después se canalizd una arteria
radial para el control continuo de la PAM. Se introdujo un

catéter con sensor de temperatura en la arteria pulmonar

para la medida de presidén venosa central (PVC), presiones
en la arteria pulmonar (PAP), presidn pulmonar enclavada
(PCP), temperatura central y gasto cardiaco (GC). Mediante

una fibra Optica del mismo catéter se monitorizdé 1la

saturacidn en sangre venosa mixta.

- Anestesia

La anestesia se 1indujo con diacepéan 0.1 mg/Kg,
fentanilo 5 ug/Kg y etomidato 0.3 mg/Kg. Se produjo la

relajacidén muscular para la intubacidén orotraqueal con

rocuronio 2 mg/Kg.

Se ventild al paciente con un respirador Drager CICERO
con mezcla al 40% de O, en aire y concentraciones variables

(0-1%) de isoflurano segln la situacidédn hemodinémica.
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Se mantuvo el sueflo del paciente con una perfusidén de

midazolam 0.05-0.1 mg/Kg/h y la analgesia con fentanilo 2-5

ng/kKg/h.

Control hemodindmico: El1 objetivo principal fue
obtener una PAM (como indice de la presidén de perfusidn
tisular) superior a 60 mm Hg. Para ello se comprobaron en
primer lugar las ©presiones de 1llenado (PVC vy PCP)
manteniéndolas entre 10 y 18 mm Hg. Si a pesar de

considerar adecuado el 1llenado la PAM era baja, se
administraba dobutamina (comenzando con 5 pg/Kg/min.)

cuando el GC era bajo, mientras que si las resistencias

vasculares eran bajas se infundia noradrenalina (comenzando

con 0.1 ug/Kg/min.) .

Definimos el sindrome de reperfusidén (SPR60) como la
disminucién de la PAM, por debajo de 60 mm Hg, durante mas
de wun minuto en los primeros cinco minutos tras la
reperfusidén (Millis y cols., 1997). El tiempo que durd la
disminucién de la PAM por debajo de 60 mm Hg se llamd
duracidén del SPR. En caso de aparecer el SPR60, se tratd
con adrenalina intravenosa en bolos de 0.1 mg gque se
repitieron si ©persistia la situacidn, hasta 1 mg,
comprobando siempre gque las presiones de llenado fueran
adecuadas. Si después de 1la adrenalina persistia la

hipotensién, se administraba noradrenalina.



Pacientes, material y métodos 68

La reposicidén de la volemia, incluidos derivados de la
sangre, se decidid dependiendo de las presiones de llenado,
de las medidas de hemoglobina y hematocrito y de los

andlisis de coagulacidn.

Se aportd CaCl, para mantener una medida de calcio

iénico en plasma entre 0.9 y 1.2 mM.

- Cirugia

Comenzd con la diseccidn para conseguir aislar los
elementos del hilio hepatico. En primer lugar se clampd la
arteria hepatica y después la vena porta. En este momento
finalizé la fase de diseccidn y comenzdé la fase anhepatica.
Después se disecd 1la cara posterior del higado para
separarlo de la cava, ligando pequeflas venas
retrohepaticas. En la parte superior se buscaron las tres
venas suprahepaticas, que se aprovecharon para preparar la
boca de la anastomosis del injerto. En todos los casos se
realizd un clampaje de cava lateral para cortar las venas
suprahepaticas y extraer el higado patoldbgico. Nunca se
empled by-pass veno-venoso. A continuacidn se introdujo el
injerto en el campo quirGrgico y se vrealizaron las
anastomosis de cava del injerto con la cava del receptor
(termino-lateral) y después la de porta del injerto con
porta del receptor (termino-terminal). Una vez completadas

estas suturas, se lavd el higado de 1la solucidn de
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conservacién. E1 lavado se hizo con sangre ©portal
habitualmente: se desclampd la porta y se rellend el
injerto de sangre. Se extrajeron a través de la cava
infrahepatica del injerto cuatro jeringas de 50 cc marcadas
como A, B, C y D secuencialmente. En 8 casos hemos lavado
el higado con Plasma Lyte (solucidén de agua con 140 mmol/L
de sodio, 5 mmol/L de potasio y un pH de 7.4) a través de
la porta, con el fin de comprobar si los posibles efectos
de las muestras se mantenian evitando posibles
repercusiones de la sangre portal. Aunque a efectos del
tejido en ese momento se inicidé la perfusidn del injerto,
en este trabajo hablamos de reperfusidén cuando ademds se
libera el clampaje de venas suprahepaticas, permitiendo el
paso a la circulacidén general de la sangre proveniente del
higado. Después se anastomosd la arteria hepatica y la via
biliar y con la revisidén de la hemostasia y el cierre de la

pared abdominal finalizdé la cirugia.

- Toma de muestras bioldgicas

Antes de poner el injerto en el campo quirGrgico se
secciond® una cufla como biopsia del mismo y se congeld a

-70° C.

Durante la cirugia se extrajeron varias muestras de
sangre para controlar el mantenimiento del paciente. Ademéas

especificamente para este trabajo se tomaron varias



Pacientes, material y métodos 70

muestras de una arteria: 10 min. antes de la reperfusidn
(R-10), asi como 10 y 60 min. tras ella (R10 y R60

respectivamente) .

De las 4 jeringas extraidas de la cava infrahepéatica
del injerto en el lavado, se tomaron alicuotas denominadas

A, B, C y D, en orden de extraccidn.

Las muestras R-10, R10, R60, A, B, CcC y D se
centrifugaron 10 min. a 900 x g para obtener el plasma, que

se guardd congelado a -20°C.

El tratamiento inmunosupresor se inicid inmediatamente
tras la reperfusidén del i1njerto, con 1.5 mg/Kg de

azatioprina y 15 mg/Kg de metilprednisolona intravenosos.

La funcidén del injerto se evalud durante 1los tres
primeros dias tras el TH, clasificdndola en cuatro grupos
(Tabla 2). Se definidé el grado I cuando la AST permanecid
por debajo de 1000 U/L, se produjo un adecuado flujo de
bilis (mds de 40 ml/dia de buena calidad: espesa, amarilla)
y mejord la coagulacidédn en esos tres dias. Grado II: la AST
inicial superdé 1las 1000 U/L, pero disminuy®é en las
siguientes 48 h, mejord la coagulacidén y el flujo de bilis
fue adecuado. Grado III: la AST se estabilizdé alrededor de
2500 U/L en las primeras 48 h, la eliminacidén de bilis fue

< 40 ml/dia y la coagulopatia no mejord espontdneamente.
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Grado IV: la AST aumentd rapidamente, no se produjo bilis vy

la coagulopatia fue muy grave (Greig y cols., 1989).

111.D.2.- TECNICAS ANALITICAS

I11.D.2_a.- Anadlisis de la sintesis del NO en el TH

IIT.D.2.al.- Determinacidén de los niveles de ARNm de

la 1NOS en las biopsias del injerto y en los cultivos de

macrbfagos

El ARN total presente en 50 mg de cada Dbiopsia
hepadtica o en los macréfagos cultivados (2 x 10°) se obtuvo
por el método del tiocianato de guanidinio (Terenzi y cols.,
1995). Las muestras se homogeneizaron en un medio que
contenia 4 ml de solucién D (tiocianato de guanidinio 4 M,
citrato sbdico 25 mM pH 7.0, sarcosil 0.5% vy PB-
mercaptoetanol 0.1 m), 0.4 ml de acetato sdédico 2 My 4.4 ml
de fenol bidestilado pH 7, solucidén en la que las proteinas
quedan desnaturalizadas evitando de este modo que 1las
ARNasas puedan degradar el ARN. El homogenado se repartid en
tubos eppendorf afiadiendo 100 pl/ml de mezcla Chisam
(cloroformo:alcohol isocamilico, 24:1). Para solubilizar el
ARN, 1los tubos se agitaron vigorosamente durante 30s y se
mantuvieron en hielo durante 15 min. Transcurrido este
tiempo, las muestras se centrifugaron durante 15 min. a 4°C

en una centrifuga eppendorf tomando la fase superior. Para
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precipitar el ARN, se afiadié un wvolumen de isopropanol,
manteniendo las muestras 4h a -20°C. Después de 1la
precipitacidn, las muestras se centrifugaron durante 15 min.
y el precipitado de ARN se lavd dos veces con etanol al 75%.
Con el fin de determinar la cantidad y calidad del ARN el
precipitado se resuspendid en EDTA 1 mM en agua tratada con
dietilpirocarbonato (agua DEPC). La muestra se valord en el
espectrofotédmetro y se midid su absorbancia a 260, 280 y 310
nm, valores que corresponden, respectivamente, a la cantidad
de ARN, proteinas e impurezas presentes en la preparacidn.
La relacidén entre DO,60/D0s5, €8 un indice de la calidad del
ARN, considerandose buenos los valores comprendidos entre
1.7 y 2. Para la extraccidén del ARN total de los cultivos de
macrdfagos las células se lavaron dos veces con PBS y se
recogieron en 1 ml de solucidén D, 0.1 ml de acetato sdédico y
1.1 ml de fenol, procesédndose de la misma manera que las

biopsias de tejido.

Para 7realizar el andlisis por Northern blot, se
desnaturalizaron alicuotas de ARN total (20-30 pg) a 65°C
durante 15 min. en formaldehido 5%, formamida 50%, glicerol
8%, azul de bromofenol 0.4% y cianol xileno 0.4%. Tras la
desnaturalizacién, el ARN total se fracciond por
electroforesis (20 mA, 15h) en un gel de agarosa al 0.9% que
contenia formaldehido al 2% y tampdén MOPS 1x (MOPS 10x: MOPS
0.2 M, acetato sbdico 0.05 M y EDTA 5 mM pH 7.4). Después de

transferir el ARN del gel a membranas Nytran NY-13N con SSC
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10x (ClNa 1.5 M y citrato sbédico 0.3 M pH 7.4) mediante un
sistema de wvacio de Dbaja presién, las membranas se
prehibridaron durante al menos 6h a 42°C, en un medio que
contenia formamida 50%, ClNa 0.25 M, fosfato sédico 0.1 M pH
7.2, SDS 7% y ADN de esperma de salmdén 0.1%. Transcurrido el
tiempo de prehibridacidén y después de marcar los fragmentos
de ADN empleados como sondas con [o-*?P]dCTP (3000 Ci/mmol)
por el método random primed (eficiencia 37-55%) (Amersham)
las membranas se hibridaron durante 16h a 42°C. La sonda de
iNOS era un fragmento de 860bp (EcoRI/HindII) (Xie y cols.,

1992).

El método de marcaje por “random primer” se basa en la
hibridacién de una mezcla de hexanucledtidos al ADN gue se
ha de marcar. La cadena complementaria se sintetiza a partir
del extremo 3'OH terminal del cebador hexanucledtido
utilizando el fragmento de klenow de la ADN polimerasa I de
E. coli. En 1los hexanucledtidos estdn representadas
practicamente todas las combinaciones de secuencia,
uniéndose de esta forma, el cebador al ADN molde. Los
deoxinucleétidos trifosfato marcados con *°P, presentes en la
reaccidn, se incorporan en la nueva cadena complementaria de

ADN sintetizada.

Tras la hibridacidén, las membranas se lavaron una vez a
temperatura ambiente durante 10 min. y dos veces a 42°C

durante 30 min. con SSC 0.l1x y SDS 0.1%, exponiendo la
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membrana a una pelicula Hyperfilm-MP (Amersham) . La
cuantificacién de las seflales obtenidas se realizd por
densitometria (Molecular Dinamics, Kemsing, UK) utilizando
la muestra de 18s ARNr como estédndar del control de carga.

Los resultados se expresan en unidades arbitrarias.

IIT.D.2.a2.- Determinacidn de 1los niveles de 1NOS

proteina por Western blot

Las biopsias hepéaticas y las células en cultivo se
homogeneizaron (en 1 ml y en 200 pl, respectivamente) en
tampdédn A (Hepes 10 mM pH 7.9, EDTA 1mM, EGTA 1mM, ClK 10
mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM (fenilmetilsulfonil fluoruro),
leupeptina 4ug/ml, aprotinina 40ug/ml, tosil-1lisil-
clorometano 2ug/ml, FNa 5 mM, NavO, 1 mM, MoO4Na, 10 mM) vy

Nonidet P-40 al 0.5%. Después de incubar 15 min. a 4°C, los
tubos se agitaron 15s y se centrifugaron a 8000g durante 15

min. El sobrenadante se utilizd para el andlisis de iNOS.
Cantidades 1iguales de proteina (20-30ng) se fraccionaron

electroforéticamente en condiciones desnaturalizantes en un
gel al 10% de acrilamida/bisacrilamida (SDS/PAGE), segin el
método descrito por Laemmli en 1970. Previa su aplicacidn
en gel, las muestras se calentaron a 95°C durante 5 min.

en el tampdn Laemmli (5:1) cuya composicidén es Tris-ClH
62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol al 10%, P-mercaptoetanol

55 y azul de bromofenol 0.001%. El tampdn de electroforesis



Pacientes, material y métodos 75

estd compuesto por Tris-ClH 25 mM, glicina 192 mM y SDS
0.01%. Finalizada la electroforesis, 1las proteinas se
transfirieron a membranas de polivinilideno difluoruro
Hybond ™-PVDF (Amersham) aplicando durante 15h un voltaje
de 0.5 mA/cm. El medio de transferencia contenia Tris 25mM,
glicina 192 mM vy metanol 20% pH 8.3. Después de la
transferencia y con el fin de saturar los puntos de unidn
inespecificos, las membranas se mantuvieron durante 2h en
una solucidén de leche en polvo desnatada al 3% en PBS (ClNa
135 mM, ClK 2.68 mM, POsHNa, 8 mM y PO/H,K 1.75 mM).
Transcurrido este tiempo y tras lavar 4 veces con PBS y
Tween 20 al 0.1% (TPBS), las membranas se incubaron 2h a
temperatura ambiente con el anticuerpo anti-iNOS 1:1000
(Santa Cruz Laboratories), las membranas se lavaron con
TPBS y se expusieron durante 2h al segundo anticuerpo, una
inmunoglobulina G anti-conejo conjugada con peroxidasa.
Después de 1la incubacidén y de realizar 4 lavados de las
membranas (5 min. cada uno), el antigeno se reveld
empleando el sistema ECL (Amersham) . Se realizaron
diferentes tiempos de exposicidn para  asegurar la
linealidad de la intensidad de las bandas. Las bandas se
cuantificaron por densitometria y los resultados se

expresaron en unidades arbitrarias.
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IIT.D.2.a3.- Analisis de derivados del NO en el lavado

del injerto

Se mididé indirectamente la produccidn de NO en el
injerto durante la IR por determinacidn de nitritos vy
nitratos en la muestra A. Se trataron 250 pl de muestra A
en tubos de Eppendorf de 1.5 ml con 0.5 unidades de nitrato
reductasa en presencia de NADPH 50mM y FAD 5 mM (Terenzi y
cols., 1995) para reducir los nitratos a nitritos. Tras la
oxidacidén del exceso de NADPH con piruvato 0.2 mM y 1 ug de
lactato deshidrogenasa, se midieron los nitritos con
reactivo de Griess (Hortelano y cols., 1995) afladiendo &acido
sulfanilico 1mM en HCl 100mM (concentracidn final). Después
de incubar los tubos durante 5 min., se centrifugaron y 150
ul del sobrenadante se transfirieron a wuna placa de 96
pocillos. Tras una primera lectura de la absorbancia a 548
nm, se afladieron 50 pl (ImM en el ensayo) de naftiletileno
diamina, formé&ndose un complejo diazo, cuya absorbancia se
determind a 548 nm, y comparandose con la correspondiente a

un patrén de NaNO,.
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ITI.D.2.a4.- Estudio de la accidn sobre el sistema de

la NOS de las diferentes muestras tomadas del paciente

- Efecto sobre la eNOS

El andlisis de la accidén del lavado del injerto sobre
la eNOS se estudidé en el modelo de contraccidn-relajacidn
de anillos de aorta (3-5 mm) de conejo. Estos se obtuvieron
de conejos adultos NZW sacrificados bajo anestesia (40 mg/Kg

de pentobarbital iv).

Los anillos se sumergieron en una copa de 5 ml de la
siguiente soluciébn(mM): NaCl, 139; KCl, 5; CaCl,, 1.15;
MgCl,, 0.98; glucosa 9; y Hepes 4.99 (37°C, 02). El registro
de contracciones se realizd mediante un transductor de
fuerza isométrica Panlab, conectado a un sistema
digitalizado Letica. La preparacién se montd con una tensidn
en reposo de 2 g y se dejd estabilizar durante 90 min.,
reajustando la tensién a 2 g cuando fue necesario. Tras
inducir una contraccidén submaxima (80 %) con noradrenalina
(NA) 10°° M, ésta se relajé con dosis crecientes de acetil-
colina (Ach, 10°® a 10> M) y de forma cruzada en presencia o
ausencia del suero de los pacientes (R-10) o del lavado del
injerto (A), ambos al 10%, administrados 20 min. antes de la

Ach.
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Para cada curva dosis-respuesta de la Ach se calculd
el efecto maximo (méximo % de relajacidén de la contraccidn
obtenida con 1la NA) y el PD, (logaritmo negativo de la
dosis que consigue el 50% del efecto maximo). Los
experimentos en los que la Ach indujo menos del 40% de
reduccidn de la contraccidén se descartaron, asumiendo que
el endotelio no estaba en buenas condiciones. Definimos la
variable Relaj-A/Ctrl como 1la relacidén (en porcentaje)

entre la relajacidn conseguida en presencia de A y la

conseguida en el control

- Efectos sobre la 1iNOS

En los cultivos primarios de macrbdfagos peritoneales
de ratdn se puede inducir la expresidn de la iNOS mediante
estimulacién con lipopolisacdrido (LPS). Afiadiendo las
diferentes muestras obtenidas de los pacientes

trasplantados comprobamos su efecto sobre esta induccidn.

Preparacion de los macroéfagos:

Los macrbéfagos peritoneales preactivados se prepararon
a partir de ratones macho, 4 dias después de la inyeccidn
intraperitoneal de 1 ml de una solucidén al 10% de caldo de
tioglicolato. Tras retirar la piel de la cavidad abdominal,
se inyectaron 50 ml de medio RPMI 1640, se masajed la zona

durante 10 min. y se recuperd el 1liguido de 1la cavidad
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peritoneal, que fue centrifugado en frio durante 10 min. a
200 g. Se sembraron 2x10° células en platos de 6 cm y se
cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10% inactivado (FCS) por calor y con antibidticos
(50ug/ml de penicilina, estreptomicina y gentamicina
respectivamente) a 37°C y en atmdésfera humidificada con un
5% de CO;. Después de 4h de incubacién se retiraron las
células no adheridas por 1lavado con PBS y 1las células

adheridas se cultivaron y estimularon con LPS (concentracidn
final 1pg/ml) en presencia o ausencia de las muestras

extraidas de cada caso del plasma del receptor (R-10, R10 y
R60) y del lavado del injerto con sangre portal o con Plasma
Lyte (A,B,C,D), de <cada caso de TH. Las muestras se
utilizaron a diferentes concentraciones (0.1-15%) vy las
incubaciones se realizaron en RPMI 1640 sin rojo fenol y con
2% de FCS. También se comprobd el efecto de la solucidén de
preservacidn de Wisconsin. A los tiempos indicados se
determindé la actividad de la iNOS directamente por medida de
la produccidén de citrulina e indirectamente por medida de
nitritos por el método de Griess seglin se ha descrito en el

apartado III.D.2.a3.

Definimos 1la variable NoA como el porcentaje de
produccidén de nitritos en cultivos de macrdéfago con cada
muestra A, respecto a la produccidn en cultivos control

(con LPS y sin plasma de los pacientes).
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La medida directa de la actividad de la iNOS en 1los
cultivos de macrdéfagos estimulados con LPS, se determind 1la
produccién de citrulina marcada con [U™C] a partir de
arginina marcada [U™C] (Terenzi y «cols., 1995). Los
macrbéfagos se incubaron durante 12 h con LPS, en presencia o

ausencia de las muestras R-10 &6 A y durante otras 6 h con
arginina marcada [U™C] (0.5 uCi, 83 uM). Para medir 1la
produccidén de citrulina marcada se detuvo 1la reaccidn
afladiendo 800uL de agua a las placas de cultivo y el

homogenado obtenido se pasd a través de una columna DOWEX AG
S50W-X8 (forma sddica) (Bio-Rad Lab, Richmond, CA). La
citrulina marcada se eluyd con 2 ml de agua vy la
radioactividad se determind por espectroscopia de centelleo
liquido. La actividad de iNOS se calculdé por diferencia
entre la cantidad de citrulina liberada en el ensayo en
presencia o ausencia de L-N-metil-arginina 0.25 mM. Una

unidad de actividad NOS se define como 1la cantidad de

proteina que libera 1 nmol de [U-*C]-citrulina por minuto.

Analisis de la actividad arginasa y concentraciones

de arginina.

Medida de arginasa: La actividad arginasa se determind
por el método de Colombo y cols. (1984).Se calentaron 100 uL
de la muestra A a 55°C con Cl,Mn 10 mM durante 15 min. La

actividad de la arginasa se mididé a 30°C incubando 50 pL del
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extracto con arginina 20 mM en 60 mM de tampdn carbonato pH
9.5, en un volumen de 0.5 ml durante 15 min. La cantidad de
ornitina sintetizada se mididé con ninhidrina en condiciones

dcidas, usando una solucidn de ornitina como estandar.

Se determinaron los niveles de arginina en los cultivos
al inicio y al final de la estimulacidn con LPS en presencia
de la muestra A. Se mididé la concentracidn de arginina en
las placas por —conversién a octopina con octopina
deshidrogenasa seglGn la metodologia descrita por Gode

(1985) .

Determinacion de la concentracion de proteinas

La determinacién de proteinas se realizd utilizando
albGmina de suero bovino como patrdédn por el método descrito
por Bradford (1975). Este método se basa en la reaccidn
entre los grupos sulfonados &acidos presentes en el azul de
Coomasie con los grupos amino libres presentes en
aminodcidos bésicos de 1las proteinas. Los cambios en la
absorbancia a 595 nm son directamente proporcionales a la

concentracién de la proteina presente.



Pacientes, material y métodos 82

ITII.D.2.a5.-Estudios con cromatografia liquida de alta

resolucidn (HPLC)

Para 1la determinacién de 1la arginina y derivados
metilados en las muestras de lavado del injerto A se
utilizd un System Gold High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) de Beckman. Antes de aplicar la
muestra al analizador se procedid a su purificacidén con el
fin de eliminar otros componentes enddgenos que pudieran
interferir en el andlisis. Para ello se realizd una
extraccidn no-polar, procedimiento gque es similar a una
cromatografia en fase reversa. Se emplearon columnas que
contienen Cl8-octadecil (Scharlau, Barcelona) como matriz,
que, como se habia demostrado previamente (Vishwanathan y
cols., 2000), no retienen los componentes a analizar
(arginina ARG, L-N-monometilarginina MMA y dimetilarginina
simétrica SDMA y asimétrica ADMA). Antes del paso de la
muestra la columna se equilibr®é con 1 ml de metanol vy
posteriormente se lavd con 1 ml de agua. Sin dejar secar la
columna, se aplicdé 1 ml de muestra recogiendo el eluato.
Para evaluar la recuperacidn correcta de los compuestos en
esta fraccidén, se lavd la columna con 1 ml de agua y se
pasd nuevamente 1 ml de metanol por la columna. Todas las

fracciones recogidas se secaron bajo wvacio v se
reconstituyeron en 300 pl de un medio que contenia citrato
sédico 2%, CIlH 1%, tiodiglicol 0.5%, acido benzoico 0.1% y

agua 96% (pH 2). Los extractos reconstituidos se inyectaron
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en el analizador de aminoacidos determinando la cantidad de
arginina y metabolitos metilados con ninhidrina Dbajo
condiciones acidas y utilizando una mezcla de estandares de
aminodcidos como control. Para preparar los estandares, se

afladid® a una mezcla comercial de aminodcidos gue contiene
arginina 74 pM, una solucidén a la misma concentracidén del
resto de los metabolitos metilados. El analizador toma 300
pl de mezcla, pero tan sbélo analiza 135 pl, por lo que

detecta 10 nmoles de cada uno de los aminoacidos estandar.
Del mismo modo, y como control de 1la separacidn, se
analizaron independientemente soluciones de arginina y sus

metabolitos metilados.

En otra serie de experimentos se utilizd® una columna

Dowex S50W-X8 (BioRad, Madrid, Espaila) , que retiene
moléculas cargadas positivamente. Los metabolitos se
eluyeron aumentando la concentracién de ClNa. Los

metabolitos eluidos se ensayaron en el cultivo de
macrdfagos para determinar su efecto sobre la sintesis de

NO.

ITII.D.2.a6.- Espectrometria de masas

Los extractos de las muestras aislados por HPLC
correspondientes a los tiempos de retencidén de la arginina
y sus derivados se analizaron en un espectrdmetro de masas.

Las masas moleculares de la arginina, monometil-arginina y
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dimetil-arginina se determinaron usando un MS MALDI-TOF
(Voyager DESTR, Perspective Biosystems, Framingham, MA): se
liofilizaron los aminoédcidos y se disolvieron en una
solucidén saturada de &cido oa-ciano-4-hidroxicindmico en
acetonitrilo al 50% y &cido trifluoracético al 0.1%. E1
espectro del MALDI se calibrd usando estidndares internos y
la determinacidén semicuantitativa de los derivados de la
arginina se realizd usando estandares externos procesados

como se describid para las muestras bioldgicas.

I11.D.2_b.- Formacion de MMA y ADMA en hepatocitos

IITI.D.2.bl.- Cultivos de hepatocitos de rata adulta

Los hepatocitos se obtuvieron por perfusidén In situ del
higado de ratas de 3 meses de edad, mediante canulacidn por
la vena porta (Diaz-Guerra y cols., 1996), con 40ml/min. de
medio Hepes sin calcio (Hepes 20 mM, ClK 1 mM, SO;Mg 1 mM,
fosfato potédsico 5 mM, ClNa 150 mM y glucosa 10 mM pH 7.4).
Tras pasar unos 300 ml de medio para lavar el higado, se
afiadié a los 100 ml restantes, 40 mg de colagenasa (0.15U/mg)
y ClCa, 1mM (Hue y cols., 1978). Después de 20 min. de
perfusidén con colagenasa, la suspensidén celular se filtrd a
través de varias capas de gasas y se centrifugd durante 5
min. a 50g lavando dos veces. Las células se resuspendieron
en el medio de cultivo de Dulbecco modificado de Eagle (DMEM)

y se sembraron 2x10° células en platos de cultivo de 6 cm con
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suero fetal bovino al 10% y con 50 ug/ml de gentamicina,
penicilina G y estreptomicina respectivamente. Tras una noche
de incubacidén a 37° C, el medio se aspird y los platos se
lavaron con PBS para retirar las células no adheridas. Los
cultivos se mantuvieron en diferentes medios de cultivo con
un 2% (vol:vol) de alblGmina de suero bovino. También se
realizaron estos cultivos de la misma forma pero incubéndolos

a 4°C y sellados para evitar el contacto con la atmbsfera.

En los cultivos se mididé la produccidn de derivados de

la arginina por HPLC (II.D.2.bl).

111.D.3.- ANALISIS DE LOS DATOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

Con todos los datos «c¢linicos vy de 1laboratorio
registrados se confecciondé una base de datos con el programa
SPSS 9.0.1 para Windows. Con el mismo programa se buscaron

relaciones estadisticas entre las diferentes variables:

Se empled el test de Kolmogorov-Smirnov para comprobar
el ajuste de la distribucidén de datos de cada variable a una

distribucidn normal.

Para comparar medias entre dos o mas grupos
independientes se usaron el test de Mann-Whitney o el de

Kruskal-Wallis respectivamente.
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Para comprobar relaciones significativas entre dos

variables se calculd el factor de correlacidén de Spearman.

Para estudiar tablas de contingencia de 2x2 se usd el
test de la X* con la correccién de Yates. En tablas de
contingencia de 2x2 con valores esperados menores de 5 en
cualquier casilla se calculd el test exacto de Fisher. La X2
de Pearson se empled en tablas de contingencia mayores de

2x2.

Para identificar grupos homogéneos de pacientes se
realizé un andlisis multivariante (andlisis jerdrquico de
clusters) en el Centro de Proceso de Datos de la Universidad
Complutense de Madrid con el programa Digital equipment

corporation Openums Alpha versidn V7.1.

Los datos se expresan como media * desviacidn estandar

salvo qgue se 1indique lo contrario. Las diferencias se

consideraron significativas con una p < 0.05.
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V.- RESULTADOS

Se estudiaron un total de 77 pacientes sometidos a TH en
el Hospital Gregorio Marafidn. Sus caracteristicas aparecen en

la Tabla 4.

IV_A_.- Resultados clinicos

IV.A.1.- Donantes

Los donantes de O6rganos tuvieron una edad media de

34 + 17 (rango 13-66).

El 89,6% (69) de los donantes habian sido tratados

con vasoconstrictores en las 24 h previas a la extraccidn.

IV.A.2.- Pacientes receptores

En dos ©pacientes fallé 1la impresora durante 1la
reperfusidén por lo gque se excluyeron para el andlisis del
SPR. Se diagnosticd un SPR60 en 39 pacientes (52%) (Tabla 5).
La duracidén del SPR60 fue de 5,6 * 6 min (rango 1-35). Se
administrdé adrenalina 0,1 mg en 35 casos. En 5 de ellos se

normalizd la PAM repitiendo los bolos de adrenalina  hasta
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0,4 mg. En otros 5 pacientes la hipotensidén no se soluciond
con 1 mg de adrenalina, por lo gque sge afladidé una perfusidn de

noradrenalina.

Tabla 5.- Incidencia de SPR y grado de funcidn precoz

del injerto.

SPR60 n D)
si 39 (52)
No 36 (48)

Grado de funcion hepatica

I 40 (53.3)
II 19 (25.3)
III 12 (16)

IV 4 (5.3)

El resultado del anadlisis del grado de funcidén precoz
del injerto basado en la medida del tiempo de protrombina,

concentracidén de AST y flujo de bilis en los primeros tres

dias tras el trasplante (Tablas 5 y 6), fue el siguiente: 40
pacientes con Funcidén I (53.3%), 19 con Funcidén II (25,3%),
12 con Funcidén III (16%) y 4 con Funcidén IV (5,3%). En dos

pacientes no se pudo determinar la funcidn porque fallecieron
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en las primeras 48 h tras el TH, por lo que se excluyeron del

estudio de esta variable.

Tabla 6.- Datos de funcidén precoz del injerto. Media #+

DS.

DIA AST TIEMPO DE PROTROMBINA BILIS
(Uu/1) ($ del control) (ml/dia)

1 1263 £ 1100 40 += 15 145 + 100

2 1285 *+ 2100 55 £ 16 109 £ 63

3 650 £ 790 66 £ 17 108 £ 59

1V.B.- TECNICAS ANALITICAS

IV.B.1.- Analisis de la sintesis del NO en el TH

IV.B.1.a.- Analisis de los niveles de ARNm de la iNOS en

las biopsias del injerto

El andlisis mediante Northern vy Western Dblot de 16
biopsias extraidas antes de la reperfusidn del injerto
demostrd la ausencia de transcripcidn (mARN) y de la proteina

iNOS, independientemente de la funcidén posterior del injerto.
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IV.B.1.b.- Anadlisis de derivados del NO en el lavado del

injerto

Se mididé en 6 casos la concentracidn de nitritos vy
nitratos (metabolitos del NO) en el lavado del injerto (A4),

comprobando que no aumenta respecto a la concentracidén medida

en la solucidén de Wisconsin y siempre fue inferior a 50 uM.

IV.B.1.c.- Estudio de la accidén sobre el sistema de 1la

NOS de las diferentes muestras tomadas del paciente

IV.B.1.cl.- Efecto sobre la eNOS

El efecto inicial de la muestra A fue aumentar ligera y
transitoriamente la tensidén de los anillos de aorta (Figura
5). Al afladir al bafio acetil-colina (Ach) en concentraciones
crecientes, los anillos de aorta se relajaron
progresivamente, sin existir diferencias significativas entre
la relajacidén conseguida en los anillos control y en los

anillos cuyo bafio contenia la muestra R-10 (Tabla 7).
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Figura 5.- Grafico representativo de los cambios de

tension en un anillo de aorta. NA: noradrenalina. A: muestra
A al 10% de concentracioéon en el bafio. Ach, acetilcolina. Las
cifras representan el logaritmo negativo de la concentracion

molar de Ach en el medio.
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Tabla 7.- Relajaciéon por la Ach de anillos de aorta

precontraidos con noradrenalina 1 M, en presencia de Ila

muestra R-10 6 sin ella. n=20.

Muestra Efecto relajante |PD, de la
maximo (%) relajacion
R-10 51.8 + 3.7 6.48 + 0.12
Control 52.8 + 3.6 6.77 + 0.09
Por el contrario, el efecto de la Ach fue

significativamente menor en presencia de la muestra A (44 =

20% respecto a la relajacidén conseguida en la curva control)

(efecto maximo 20.8 £ 2.2 vs 43.8 £ 1.8%, p<0.001; PD;, 6.75 %

0.07 vs 7.15 * 0.08, p<0.01) (Fig. 5 y 6). La relajacidén
conseguida con Ach fue normal en presencia de la muestra A

sb6lo en un caso de los 20 pacientes estudiados.
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Figura 6.- Porcentaje de relajacion conseguido en

anillos de aorta precontraidos con noradrenalina 1 gM: curva
control (circulos); curva con la muestra A (cuadrados). Media

+ error estandar de la media (*** p < 0.001).

El Orden de realizacidn del ensayo (curva control antes
o después de 1la curva con R-10 &6 con A) no alterd el
resultado, lo que sugiere 1la reversibilidad de 1la accidén

observada.
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IV.B.1.c2.- Efectos sobre la iNOS

IV.B.1.c2.a.- Produccidén de nitritos en los cultivos de

macréfagos peritoneales.

Los cultivos ©primarios de macrdéfagos peritoneales
control (sin LPS) produjeron 5.2 + 0.4 uM nitrito/placa . Al
estimular las células con LPS 1 ug/ml (concentracidén final)

durante 18 h aumenté 1la sintesis a 15.4 + 1.1 uM

nitrito/placa.

Al incubar los cultivos de macrdéfagos con diferentes
diluciones de las muestras de lavado del injerto hepatico en
presencia de LPS, observamos una disminucidén importante en 1la
produccidén de nitritos (Figura 7). Una dilucidén al 10%
produce una inhibicidén completa, siendo el 3% la dilucidn que

da lugar a la inhibicidén media.



Resultados 95
— 15 =]
=
=
S
2
= 10 -
=
=
=
7] 5
B
=
=
77
D L] 1 T r ] 1
o] 0.1 2 5 10 15
Muestra A (%)
Figura 7.- Inhibicion de la actividad iINOS en cultivos de
macrofagos peritoneales estimulados con LPS en presencia del

lavado del

injerto hepatico A. Los macréfagos (2x10° células)

se mantuvieron en cultivo durante 18h en presencia de LPS 1

ug/ml y diferentes concentraciones de A,

liberaciéon de nitritos.
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Figura 8.- Presencia de un inhibidor de la INOS en el
lavado del injerto. Sintesis de nitritos (Seccién B) en
cultivos de macrofagos: efecto del estimulo con
lipopolisacarido (LPS), de la solucidon de preservacion (Via
Span), de plasma de individuos sanos (control) y de las
muestras del paciente (diluidas al 10%) antes de la
reperfusion (R-10) o tras ella (R+10, R+60), o del lavado del
injerto (A) (n = 7 casos seleccionados con funcidén grados 111
o IV). Tras Ila incubacién durante 18 h se prepararon
extractos de las proteinas de los macrofagos y los niveles de
INOS expresada se determinaron por Western blot (Seccién A).

* p < 0.01 respecto a muestra R-10.
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En la Figura 8 (Seccidn B) se observa que la sintesis
de NO en los cultivos de macrdéfagos no varia cuando tratamos
las células estimuladas con LPS con plasma extraido del
paciente antes de la reperfusidén del injerto (R-10). Las
muestras R+10 y R+60 dieron lugar a una disminucidén de 1la

produccidn de NO pequefla, pero significativa (respecto a R-

10) . Cuando las células estimuladas con LPS se incubaron con
el lavado del injerto A al 10% (vol:vol), la inhibicidén en 1la

produccidén de nitritos fue muy significativa. En la misma
figura (Seccidén A) comprobamos que los niveles de expresidn
de la iNOS se mantienen constantes frente al estimulo con LPS
independientemente de la presencia de las diferentes muestras

en el cultivo.

Cuando se afladidé la muestra A extraida de los 8 injertos
lavados con Plasma-Lyte (en lugar del lavado habitual con
sangre) a los cultivos de macrdéfagos estimulados con LPS,
medimos una produccidn de nitritos disminuida sin diferencia

respecto a los casos de lavado con sangre.
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IV.B.1.c2.b.- Andlisis de 1la reversibilidad de 1la

inhibicidén de la iNOS

En la Figura 9 se muestra la caracterizacidén de 1la
inhibicién de 1la actividad 1iNOS por 1la muestra A. Los
macréfagos se trataron con LPS y con la muestra R-10 o el
lavado A (diluidas al 10% vol:vol) vy se determind la
acumulacidén de nitritos en el medio de cultivo a los tiempos
indicados. Como se puede observar, R-10 no inhibe la sintesis
de NO (circulos blancos). La adicién de la muestra A a tiempo
0 inhibe completamente la liberacidn de nitritos (tridngulos
negros). Cuando se aflade la muestra A a las 6 h (circulos
negros) también inhibe la sintesis de NO. Después de lavar el
cultivo para eliminar A, se recupera 1la produccidn de
nitritos (tridngulos blancos), indicando que el 1lavado del
injerto inhibe 1la actividad de 1la iNOS sd6lo cuando estéa
presente en el medio de cultivo y que la inhibicidn, por

tanto, es reversible.
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Figura 9.- Reversibilidad de la inhibicion de iNOS por
el lavado del injerto A en los macréfagos estimulados con
LPS. Se determindé la produccidén de nitritos en el medio de
cultivo a los tiempos indicados. LPS y R-10 al 10% (circulos
blancos), LPS y la muestra A (triadngulos negros). Adicion de
la muestra A, 6 horas tras el inicio del cultivo con LPS
(flecha hacia abajo) y eliminacion de la muestra A por lavado
del cultivo (flecha hacia arriba), afiadiendo de nuevo LPS

(triangulos blancos).
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IV.B.1l.c2.c.- Medida de 1la actividad de 1la 1NOS por

produccidén de citrulina a partir de arginina

La reversibilidad de 1la inhibicidén de 1la muestra A
también se determindé por la medida de la sintesis de
citrulina a partir de arginina marcada con ™C como se
describe en métodos. Como se observa en la figura 10, se
obtuvieron los mismos resultados cuando la actividad de iNOS
se analizdé por la formacidén de nitritos y nitratos o por 1la
medida de la sintesis de '*C citrulina. La actividad de iNOS
en los cultivos de macréfagos estimulados con LPS y tratados
con la muestra R-10 no varia. En cambio la muestra A reduce
significativamente la actividad. Una vez que se retira la
muestra A por lavado, los macréfagos producen '*C citrulina de

nuevo (Figura 10).
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Figura 10.- Inhibicion de la sintesis de *C citrulina en
macrofagos estimulados con LPS por el lavado del injerto A.
Las células se incubaron durante 12h con las muestras
indicadas y tras eliminar el medio de cultivo, se reemplazo
por medio nuevo que contenia arginina marcada con (barras
negras) o sin (barras blancas) R-10 o A. La incubacion

continudé 6 h. mas y se determind la sintesis de C citrulina.
Media # error estandar de la media en cinco experimentos. * p

< 0.01.
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IV.B.1l.c2.d.- Efecto sobre la expresidn de la iNOS

Cuando se analizaron los niveles de ARNm de iNOS
en macrdéfagos estimulados con LPS, se observd un
incremento significativo. La adicidén de la muestra A en
ausencia de LPS dio lugar a un pequeiio incremento en
log niveles de ARNm y cuando las células se trataron
con LPS y A el incremento fue mayor (Figura 11). Estos
resultados sugieren que la disminucidén de la sintesis
de NO se debe a una inhibicidén de la actividad de 1la

iNOS y no a un efecto transcripcional.

102
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Figura 11.- Niveles de ARNm de la iINOS en los cultivos de macrofagos:
control, tratados con LPS 1gxg/ml, R-10 al 10%, A al 1 6 10%, o combinaciones de
Ay LPS. Los macrofagos se trataron con las muestras indicadas y al cabo de 6 h.
el ARN total se extrajo y se analizé por Northern blot (Seccién A) con una sonda
de iINOS. Seccién B: Intensidad de las bandas después de normalizar con el

contenido de ARN ribosomal. * p < 0.001 respecto a LPS.
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IV.B.1.c2.e.- Anadlisis de la actividad arginasa
en el lavado. Medida de la arginina en los cultivos de

macrdfagos.

Al analizar la actividad arginasa en 5 muestras A de
lavado del injerto, encontramos medidas notablemente elevadas
(Tabla 8) y mayores gue en R-10. Con la concentracidédn inicial
de arginina habitual de los cultivos de macrdéfagos (1 mM), la
concentracién final es igual en el cultivo que contiene 1la
muestra R-10 y en el que contiene la muestra A. Sin embargo,
en esta Gltima detectamos una actividad de la arginasa diez
veces superior. Para asegurar dque la disponibilidad de
arginina no era un factor limitante en la sintesis de NO, se
incrementd la concentracidén inicial de arginina hasta 10 mM
(Tabla 8). A pesar de este exceso de arginina, persiste la
disminucién de la produccidén de nitritos cuando en el medio
se encuentra la muestra A, lo que indica que la inhibicidén de

iNOS no se debe a una ausencia de arginina en el medio.
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Tabla 8.- Actividad de la arginasa y medida de arginina
en la muestra pre-reperfusion (R-10) y en el primer lavado
del injerto (A). La concentracion de arginina se determind en
el medio de cultivo de macroéfagos al final del experimento
(18 h). (media < error estandar de la media; n=5). * p <

0.05 respecto a la medida con R-10.

Cultivos de macrofagos
Muestras |Actividad de|[arg]iniciai= |[argliniciai=10 | [arg]iniciai=
arginasa 1mM mM 10 mM
u/L
[argl+ina [arglsina Sintesis de
(mv) (mM) nitritos (uM)
R-10 403 + 135 0.44 + 0.09 |8.1 + 0.5 18.3 + 1.1
A 4632 + 1211 * |0.39 + 0.06 |6.9 + 0.4 4.2 + 0.7 *

IV.B.2.- ldentificacién de los inhibidores de la INOS en

las muestras de lavado del injerto

Al pasar las muestras de lavado A por columnas Dowex se
observdé (Figura 12) que sbd6lo la parte retenida en la columna
(con moléculas con carga positiva) era capaz de inhibir 1la

iNOS en 1los cultivos de macrdéfagos estimulados con LPS,
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mientras que la fraccidén no retenida era inactiva en el

ensayo bioldgico.

407 BEAconro HMR-10 [0 A MR60

Sintesis de
nitritos
nmoling proteina

No retenido Hetenido
en Dowex en Dowex

Figura 12.- Analisis de las diferentes fracciones obtenidas de la
cromatografia en columna de las muestras de trasplante sobre la
INOS en cultivos de macroéfagos estimulados con LPS. n = 16.

** p < 0.005 vs R-10.
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IV.B.2.a.- Identificacidn de estructuras quimicas

IV.B.2.al.- Estudios con HPLC

Como se describid en material y métodos se purificaron
las muestras antes de pasarlas por el HPLC. Comprobamos que
por HPLC se pudieron separar los diferentes aminoadcidos v,
ademds, los derivados metilados de la arginina asi como sus
estereoisdmeros (Figura 13). Los derivados metilados de 1la
arginina ADMA, SDMA y MMA se separan con un tiempo de

retencidén de 44.1, 45.2 y 49.3 min. respectivamente.
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Figura 13.- Cromatograma con Qlos estandares de

aminoacidos y los derivados metilados de la arginina.
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Para estos estudios con HPLC ge utilizaron sbélo las
muestras de pacientes con una funcidén deficiente del injerto
(grados III o 1IV). Como se observa en 1la Figura 14, las
muestras obtenidas previamente a la presencia del injerto
hepatico (R-10) contienen cantidades muy pequeflas de estas
sustancias. En las muestras del primer lavado (A) observamos

altas concentraciones de ADMA (n=14, ADMA 677 * 405, rango

249-1637 pM) . También encontramos una ligera elevacidén de 1la
SDMA. En dos casos se encontrd una ligera elevacidén de la
MMA: 13.5 pM y 13.7 pM. En las muestras R10 disminuye la

concentracidén de los tres derivados metilados.
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Fig 14.- ldentificaciéon y medida de derivados metilados
de la arginina. Tras una purificacién previa se determiné por
HPLC la presencia de ADMA, SDMA y MMA (tiempos de retencion
de 44.1, 45.2 y 49.3 respectivamente) en Qlas muestras
pretrasplante (R-10), de Hlavado del injerto (A) y tras la
reperfusion del mismo (R10). Los resultados se muestran como
media # DS. Obtenidos de 5 casos con iInjertos con funcion

deficiente (grados 111 o IV).
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IV.B.2.a2.- Estudios con espectrometria de masas

Para identificar la estructura quimica de los supuestos

derivados metilados de 1la arginina observados por
tomamos muestras de lavado A de injertos con funcidn
IV, aislamos los picos correspondientes a MMA y ADMA

estudiamos en un espectrdmetro de masas (Figura

HPLC,
IIT o
y los

15) .

Confirmamos asi la presencia de MMA y ADMA en dichos lavados

del injerto.
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Figura 15.- Espectro de masas correspondiente a

estandares de arginina y sus derivados. Masas de una mezcla

de 5 muestras de lavado A de injertos con funcién 111 o IV.
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IV.B.2.b.- Titulacién del efecto inhibidor de 1las

metilargininas sobre 1iNOS en presencia de concentraciones

prefijadas de arginina sobre 1los cultivos de macrdfagos

estimulados con LPS

El efecto de la ADMA y de la MMA sobre los cultivos de
macréfagos estimulados con  LPS se comprobd afiadiendo
concentraciones crecientes de estéandares comerciales de cada
una de las metilargininas (Figura 16 secciones A vy B). Para
evaluar el efecto de 1las metilargininas contenidas en el
lavado del injerto sobre los cultivos de macrdfagos,
empleamos la fraccidén extraida por HPLC con un tiempo de
retencidén comprendido entre 40 y 50 min. (gque contiene ADMA,
SDMA y MMA), de muestras de lavado A de pacientes con funcidn
deficiente (grados III o 1IV) (Figura 16 seccidén C). Para
comprobar la posible influencia de la arginasa se realizd el
ensayo con dos concentraciones de arginina (0.2 y 2 mM).
Observamos gque la muestra R-10 no altera la sintesis de
nitritos. En cambio la muestra de lavado A inhibe el 83% de
la actividad de la iNOS en presencia de arginina 0.2 mM. En

este momento determinamos por HPLC la concentracidén de
metilargininas en el medio: MMA: 5 puM, ADMA: 177 uM y SDMA 51

uM. La inhibicidén se reduce al 25% en presencia de arginina 2

mM.



Resultados 114

nmol/mg proteina

Nitritos

30 + C

20 4

OFR-10
10 4 W Llavado &

nmol'mg proteina

Nitritos

02 2
Arginina, (mh)

Figura 16.- Efecto de las metilargininas del lavado del
inferto A sobre la iINOS. Los cultivos de macrofagos se
trataron con las concentraciones indicadas de arginina, ADMA
(Secciéon A) o MMA (Seccion B) y con LPS (1uxg/ml) durante 18
horas. Se midi6é la sintesis de nitritos. Se estudio la
capacidad de 1inhibicién de la INOS por la fracciéon de
retenciéon de 40 a 50 min en HPLC (que contiene la ADMA y la
MMA) de las muestras R-10 y A de pacientes con funcién 111 o
IV (n=3)(Seccién C). Se afadidé arginina hasta obtener

concentraciones en los cultivos de 0.2 6 2 mM.



Resultados 115

IV.B.2.c.- Formacidén de MMA y ADMA en hepatocitos

Para comprobar 1la capacidad de 1los hepatocitos para
generar derivados metilados de la arginina empleamos cultivos
de hepatocitos de rata adulta. Como se observa en la Tabla 9,
al cultivar los hepatocitos a 37 °C durante 24 h no se libera
ADMA al medio de cultivo. Sin embargo el cultivo durante 24 h
a 4°C gin permitir el recambio de aire y por lo tanto
manteniendo el cultivo en condiciones parecidas a la isquemia
si que induce 1la 1liberacién de ADMA aunque no altera la
viabilidad celular (determinada por azul trypan) en el
cultivo. Ademéds, si el cultivo en condiciones parecidas a las
de la isquemia fria se realiza en ausencia de arginina,
observamos que se libera una cantidad todavia mayor de ADMA,
lo que indica gue no se precisa arginina en el medio de

cultivo para que los hepatocitos formen ADMA.
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Tabla 9 .— Acumulacion de ADMA en cultivos de hepatocitos
de rata adulta. Concentraciones de ADMA obtenidas cultivando
aproximadamente 3x10° hepatocitos. Los cultivos mantenidos a
4 ©C se sellaron para evitar la ventilacion durante 24 h. Los
resultados muestran la concentracién final de ADMA medida por
HPLC (media # SD de tres experimentos). * p< 0.01 respecto a
la incubacién a 37°C. * p< 0.05 respecto a DMEM con arginina.
La viabilidad celular se determiné por exclusion con azul

Trypan (media; n=3).

Medio de cultivo Incubacidon a 37 ©C Incubacién a 4 ©C
24 h con ventilacion 24 h sin ventilacion
ADMA Viabilidad ADMA Viabilidad
mmol/mg proteina 5 mmol/mg proteina o
F-12 0.05 94 0.64+£0.07* 88
DMEM <0.01 86 0.14+0.02 * 83
Via-Span <0.01 86 1.6+0.1* 87
DMEM sin arginina <0.01 91 52102 88
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IV.C.- Relacion entre los datos clinicos del TH y la

produccion de nitritos en cultivos con la muestra A (NoA)

A continuacidén estudiamos la relacidn entre el grado de
produccidn de nitritos en los cultivos de macrdéfagos tratados
con la muestra A y LPS (variable NoA) y los datos clinicos

del TH.

IV.C.1.- Relacidn entre NoA y los datos del donante

No existid correlacidn estadisticamente significativa
entre la edad (p=0.3) o la administracién de farmacos

vasoconstrictores al donante (p=0.2) y la NoA.

IV.C.2.- Relacidn entre la NoA y el tiempo de isquemia

del injerto

Existe una correlacidén significativa entre la NoA y el
tiempo de isquemia (Rho de Spearman r=-0.28, p=0.02). La ONT
ha establecido gque 1los injertos que sufren un tiempo de
isquemia inferior a 1las 6 horas tienen una supervivencia
significativamente mayor que el resto (Datos de la
Organizacidén Nacional de Trasplantes (ONT): 4* Memoria 1984-

2000). Por ello dividimos los casos segun el tiempo de
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isquemia (inferior a 6 h o igual o superior a 6 h) vy
observamos una diferencia significativa, con una mayor
inhibicidén en el grupo con mayor tiempo de isquemia (Tabla

10) .

Tabla 10.- Relacion entre el tiempo de isquemia y la

NOoA. Media # desviacion tipica. * p = 0.02.

Tiempo de isquemia NOA )
(min.)
> 360 32 £ 31 *
< 360 63 + 32
IV.C.3.- Relacidén entre la NoA y los datos preoperatorios

del paciente receptor

No encontramos relacidén estadisticamente significativa
entre las caracteristicas del receptor (edad (p=0.4), sexo
(p=0.1), diagndéstico (p=0.8), grado Child-Pugh en 1las

cirrosis(p=0.3)) y la variable NoA.
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IV.C.4.- Relacidn entre la NoA y el SPR

La NoA es menor en los pacientes en los que
diagnosticamos SPR60, pero sin alcanzar significacidén

estadistica (Tabla 11).

Tabla 11.- Relacion entre 1la hipotension en la
reperfusiéon (SPR) y el porcentaje de sintesis de nitritos

respecto al control. Mann Whitney p=0.06

SPR60 NOA (%)
Si 29.1 + 29.6 p = 0.06
No 41.2 + 32.1

Dividiendo la muestra segln la produccidn de nitritos
(superior o inferior al 50% del control), parece confirmarse
la asociacidén entre el diagnbéstico de SPR60 y una mayor
capacidad de inhibicidén de la iNOS por la muestra A (Tabla 12
y Figura 17). Idénticos resultados se obtuvieron usando como

punto de corte la media global de la NoA (35%).
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Tabla 12.-

Diferencia en

la

incidencia de hipotension

(SPR60) entre los grupos de pacientes con bajo o alto NoA. X2

p=0.03.
NoA < 50 NoA > 50 Total
SPR60 n n n
Si 33 6 39
No 16 20 36
Total 49 26 75
100
90
80
Casos -, SPR
(%0) 60
S0 H 5
Al NO
30
20
10
0 p=0.03
Figura 17.- Incidencia de SPR60 respecto a la produccion

de nitritos en cultivos de macrofagos con la muestra A (NoA).
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La PAM minima registrada en los 5 minutos siguientes a
la reperfusidén fue de 53 * 13 mm Hg. La correlacidén entre la
NoA y la PAM minima tras la reperfusidn fue significativa

(p=0.02, ¥=0.37), con tendencia a disminuir 1la tensidén al

aumentar la inhibicidén (Figura 18).

100 = =1
a

G0 o
=
E G0 1
=
k)
i
[ay]
T 404
L
=
N

20

D 0 ul 1 1

0 10 20 30 40 a0 =] 70 a0 a0 100 110
Presion arterial media minima
Figura 18.- Relacidon entre la PAM minima registrada

durante los 5 min. tras la reperfusiéon y la NoA (r=0.37,

p=0.02).
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IV.C.5.- Relacidn entre la NoA y las presiones pulmonares

Las PAP aumentaron en la reperfusidén (7 + 4 la sistdlica,
6 + 4 mm Hg la diastdlica) excepto en tres casos en los que
no variaron respecto a las anotadas inmediatamente antes de
la reperfusidén y un caso en el gque disminuyd 2 mm Hg la PAP
sistdlica y 1 mm Hg la PAP media. No encontramos correlacidn
entre las presioneg pulmonares sistdlica ni media tras la

reperfusidén y la NoA.

IV.C.6.- Funcidn precoz del injerto

Estudiamos la funcién del injerto mediante la
determinacién diaria de la AST, del tiempo de protrombina y
de la produccidén de bilis. Estos datos se registran durante
los primeros tres dias tras el trasplante. Ademads del
andlisis individual de estas variables, 1las integramos
también para determinar cuatro grados de funcidén aplicando la

escala del Grupo de Toronto (Greig y cols., 1989).

Clasificando a los pacientes por su grado de funcidén del
injerto encontramos diferencias significativas (Kruskal
Wallis p=0.004) en 1la capacidad de inhibicién de la iNOS.

Aparece una tendencia a aumentar la inhibicidén en los casos
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con peor funcidn: en los casos con funcidén IV comprobamos una

inhibicién de la iNOS superior al 90% (Tabla 13, Figura 19).

En el andlisis jerdrquico, en busca de grupos de casos
identificados por datos similares, conseguimos identificar
un grupo de 11 pacientes caracterizados por tener una baja
capacidad de inhibicidén de la iNOS (NoA 91 + 8 frente a 37 =
32 del total de nuestra poblacidén, p<0.001), por haber
sufrido un tiempo de isquemia bajo (376 * 84 wvs. 515 + 169
global, p=0.007) y por tener una excelente funcidén precoz
(grado I) en el 81% (global 51%, p=0.032).

Tabla 13.- Relacién entre el grado de funcidén hepatica y

la capacidad de inhibicion de la INOS de la muestra A. p =

0.004
Funcioén del injerto NOA
1 44 + 31
II 23 + 29
I1I 31 £ 26
v 6.2 + 4.9
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Figura 19.- Relacion entre el grado de funcion hepatica y
NoA. Datos expresados como mediana, percentiles 25 y 75 vy

rango.
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IV.- DISCUSION

En este trabajo hemos observado gque durante la isquemia
del injerto en el TH en humanos, se acumulan sustancias
capaces de inhibir la actividad de la NOS. Mediante HPLC vy
espectrometria de masas se ha comprobado 1la presencia de
concentraciones elevadas de ADMA y en algunos casos de MMA
en el lavado del higado, tras la isquemia. Por otra parte
hemos demostrado que la isquemia fria prolongada es
suficiente para dque se produzca ADMA en cultivos de
hepatocitos. En nuestros resultados, paraddjicamente, se
asocia una baja capacidad del lavado del injerto de inhibir
la iNOS con una mayor incidencia de SPR. Ademéds encontramos
relacién entre la funcién precoz del higado tras su
trasplante y la capacidad de inhibicidén de la iNOS del lavado

del injerto.

Relaciéon entre las alteraciones de la via de sintesis

del NO y el TH

Las referencias bibliogrédficas apuntan a una relacidn
entre la via de sintesis del NO y los resultados obtenidos en
los trasplantes en cuanto a 1la wviabilidad del injerto e

incluso sobre la supervivencia de los receptores en animales.
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Ademds la posible influencia de la sintesis del NO en el
injerto sobre la situacién de vasodilatacidén en 1la

reperfusidén es obvia.

NOS en el injerto

Se ha descrito en hepatectomias parciales en humanos que
la isquemia por la maniobra de Pringle (oclusidn temporal de
la porta y la arteria hepatica) induce la iNOS y aumenta la
produccidén de nitritos medidos en las venas suprahepaticas
(Sugawara y cols., 1998). En conejos anestesiados se ha
comprobado que la isquemia caliente produce un réapido aumento
de la concentracidén intrahepédtica de NO (Lhuillier y cols.,
2003). Por lo tanto la isquemia caliente puede inducir 1la
produccidén de NO. Sin embargo en otros trabajos no se
comprueba esa induccidén por la isquemia (Smith vy cols.,
1997) . Las condiciones del TH son diferentes de las citadas,
ya que se trata de un higado al que se le extrae la sangre
por lavado, se mantiene bafiado en la solucidn de preservacidn
y ademéds se le somete a isquemia fria prolongada (515 min de
media en nuestra muestra). En esta situacidén hemos comprobado
en 16 biopsias una completa ausencia de expresidén de la 1iNOS
inmediatamente antes de la reperfusidén del injerto. Los

glucocorticoides inhiben la transcripcién de la 1iNOS, por lo
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que podrian explicar nuestros resultados. Sin embargo, hemos
comprobado que no se administraron corticoides a ninguno de
los donantes de nuestra serie, de manera que no se
encontraban en el injerto. En el paciente receptor sdlo se
estaban administrando antes de la reperfusidén en uno de 1los

casos de retrasplante.

Medida del NO en el injerto

Una vez comprobado que no se expresaba la iNOS en el

injerto seria muy dificil que la eNOS fuese capaz de producir

NO en cantidades significativas, pero de todas formas
analizamos los metabolitos del NO (nitritos/nitratos) en 6
casos. En ninguno se produjo una acumulacidén de estas

sustancias en el injerto durante la isquemia. Este resultado
coincide con los trabajos de Langle, en 1los que dichos
metabolitos disminuyen o se mantienen en sangre periférica
respecto a los medidos antes de 1la reperfusién (Langle vy
cols., 1994; 1995; Roth y cols., 1994). Esteban y cols.
(1995) comunicaron en un congreso gue el NO2  y el NO3°
aumentan significativamente en los pacientes en los que el
higado sufre una 1lesidn grave por isquemia (aungue no se
especifican los criterios diagndsticos de esa lesidn), pero

s6lo 60 min. tras la reperfusidén. Otro trabajo realizado en
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13 TH en humanos describe la medida de nitritos y nitratos en
plasma sin encontrar variaciones durante el trasplante. Sin
embargo en este mismo trabajo, al medir por espectroscopia de
resonancia paramagnética de electrones (EPR), los aductos de
nitrosil-hemoglobina 5 y 60 min tras 1la reperfusidn,
comprobaron que se producia un aumento significativo tras la
reperfusidén (Battista y cols., 2002). Ambas medidas tienen el
inconveniente de que se realizan en sangre periférica, de
manera que en sus variaciones no sdélo interviene el injerto
hepatico.

Mas recientemente se han estudiado 15 pacientes
sometidos a TH con vresultado parecido: no aumenta la
produccidn de NO hasta el segundo dia tras el TH y permanece

asi hasta 15 dias después (Zanaro y cols., 2001).

Efecto de las muestras sobre la actividad de la NOS

A pesar de comprobar que no hay una induccidén de la NOS
ni un aumento de la sintesis del NO durante la isquemia en el
injerto, podria ocurrir que <se encontrasen sustancias

moduladoras de la NOS en el mismo.

Hemos empleado dos modelos experimentales para comprobar

el efecto del suero de los pacientes sobre la actividad de la
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NOS, tanto la inducible como la endotelial. Ambos son modelos
bien conocidos y nuestro grupo ha trabajado ampliamente con

ellos.

Efectos sobre la actividad de la iNOS

El modelo de cultivo de macréfagos estimulados con LPS
nos ha servido para comprobar el efecto de las diferentes
muestras sobre la 1iNOS. Durante la IR se acumulan en el
injerto sustancias inhibidoras que consiguen disminuir 1la
produccién de NO en los cultivos. Ademds deducimos que son
potentes y/o estdn muy concentradas, porque incluso diluyendo
la muestra A al 10% conseguimos anular la actividad de 1la
iNOS de 1los cultivos. Por otra parte 1la actividad de
inhibicidén todavia es detectable y significativa (respecto a
R-10) en la sangre periférica hasta por lo menos 60 min. tras

la reperfusidn.

En los cultivos observamos que la actividad de la iNOS
se recupera tras el lavado del cultivo, lo que confirma 1la

reversibilidad del efecto obtenido con la muestra A.

Tras estudiar 7 muestras vy comprobar gque la mayor

dilucién con 1la gque conseguiamos la potencia maxima de
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inhibicidén era del 10% (vol/vol), empleamos esa dilucidn para
todas las pruebas. Este método puede introducir un pequefio
factor de error. En 7 casos la produccidén de NO en el cultivo
de macrdfagos al afladir la muestra A fue del 100% repecto al
control, es decir que no objetivamos una inhibicidén de 1la
iNOS. Posiblemente con una menor dilucidén hubiéramos
comprobado algo de capacidad de inhibicidén. El posible error
por la situacidn opuesta es aln menor al tratarse sélo de 1
caso con 0% de produccidén de NO, es decir una capacidad de

inhibicién del 100%.

Para comprobar los resultados obtenidos por la medida de
los metabolitos del NO en 1los cultivos, repetimos 1los
experimentos determinando la actividad de 1la iNOS por 1la
medida de 1la produccidén de citrulina a partir de arginina
marcada. Los resultados confirman la disminucidén reversible

de la actividad de la iNOS en presencia de la muestra A.

Efecto sobre la expresion de la INOS en cultivos

de macroéfagos

La disminucién de 1la actividad de 1la iNOS en 1los
cultivos en presencia de la muestra A podria deberse a una

inhibicién de la expresidén del enzima. En el estudio del ARN
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especifico comprobamos que el LPS aumenta la expresidn, dgue
la muestra R-10 no tiene ningltn efecto y que, en cambio, la
combinacidn de LPS+A (al 10%) produce un aumento
significativo de la expresidén del enzima. Este efecto apoya
la posible inhibicién de la iNOS de manera que la falta de

produccidén de NO actGa sobrestimulando 1la sintesis del

enzima.

Analisis de la actividad tipo arginasa en el lavado.

Medida de la arginina en los cultivos

Se comprobd que en el injerto se libera arginasa en
cantidades variables durante 1la isquemia, como se habia
descrito en la literatura. Se han medido concentraciones de
2384 + 1456 UI/L en sangre periférica inmediatamente tras la
reperfusidén hepatica en humanos (Roth vy «cols., 1994).
Nosotros encontramos 4632 + 1211 UI/L de arginasa en el
lavado A. Por este motivo podria disminuir la arginina en los
cultivos con el lavado A y ser ésta 1la causa de la
disminucién de la sintesis de NO. Sin embargo este efecto
persistié a pesar de aportar arginina en cantidades
sobradamente suficientes al cultivo, de manera que la
arginasa no es la causa principal de la disminucidén de NO en

los cultivos.
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Efecto de las muestras sobre la actividad de la eNOS

Para analizar una posible modulacién de la eNOS por el
contenido del injerto empleamos anillos de aorta de conejo
contraidos con noradrenalina. Al afladir Ach al bafilo del
anillo, ésta actla sobre la eNOS dependiendo de su
concentracidén e induce la relajacidén de la aorta. En los 20
casos estudiados comprobamos que el lavado del injerto
disminuye significativamente tanto el efecto relajante maximo
como el PD, de la relajacidn de la Ach. Este resultado indica
que la muestra A, a diferencia de 1la R-10, inhibe 1la

actividad de la NOS.

El hecho de que la relajacidén conseguida con Ach vuelve
a ser normal después de cambiar el bafilo de los anillos de
aorta demuestra que la inhibicidén de la eNOS, como la de la

iNOS, es reversible.

El lavado A se diluyd® al 10% en los bafilos. Como en el
caso de log cultivos de macrdéfagos ésto puede introducir un
factor de error. En este caso es menor que en los cultivos
porque sdblo en un caso comprobamos un 0% de capacidad de

inhibicidén y ningtn caso llegd al 100% de inhibiciédn.
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- ldentificacion de los inhibidores de la NOS

Los principales inhibidores mnaturales producidos en
mamiferos son los derivados metilados de la arginina,
especialmente la MMA vy la ADMA. Ademds del efecto de
inhibicién el NMMA (N(G)-monometil-L-arginina) también inhibe
la captacidén de la arginina por la célula en macrdéfagos y en
qgueratinocitos ( DeGeorge y cols., 1997). Por ello buscamos
estos derivados de la arginina en el 1lavado del injerto.
Hemos comprobado que tras la isquemia se liberan ADMA y MMA
en el higado. Las concentraciones de ADMA encontradas en el
lavado son muy altas. También tiene importancia 1la MMA,
aunque se encontrd en pocos casos Yy en concentraciones
menores, porque su potencia como inhibidor de la NOS es mayor
que la de la ADMA. La presencia de estas dos sustancias
explica por si misma el grado de inhibicién de 1la NOS
demostrado In VIitro. Se ha comprobado que la ADMA produce un
aumento significativo de 1la concentracidn umbral de Ach
necesaria para relajar anillos de aorta precontraidos 1In
vitro (Jin y cols., 1996) . E1l efecto de estas dos
metilargininas podria potenciarse por 1la presencia de 1la
arginasa. También hemos encontrado SDMA, sustancia gque no
inhibe la iNOS como la ADMA y la MMA, aungue puede competir

por el transporte de la arginina (Nijveldt RJ y cols., 2003).
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En general el origen de estas sustancias se deriva de 1la

proteolisis, liberandose arginina previamente metilada
mediante un proceso bien conocido (Aletta y cols., 1998; Chen
y cols., 1999). Se han identificado varias arginina-proteina

metiltransferasas en tejidos de mamiferos relacionadas con
diferentes procesos como el desarrollo y la regulacidén de la
transcripcidén (Leiper y cols., 1999; Lee vy cols., 2002,
Branscombe vy cols., 2001; Pawlak y cols., 2000). En el
injerto las metilargininas se acumulan, cosa que no ocurre INn
VIVO porque se eliminan por via urinaria o se metabolizan
formando citrulina y dimetilamina o monometilamina (Nijveldt

y cols., 2003).

Una posible +via alternativa para 1la formacidn de
metilargininas seria la metilacién de arginina libre. Esto
parece menos probable porque en cultivos de hepatocitos no
s6lo se mantiene, sino que incluso aumenta la formacidén de
metilargininas en ausencia de arginina libre. Por lo tanto,
si la produccidén de derivados metilados de la ARG depende de
proteolisis, es 1légico asumir que los injertos dafiados en el
donante, durante 1la isquemia, o en 1la reperfusidén, deben
sufrir una mayor proteolisis y por 1lo tanto liberar méas
inhibidor y viceversa. En trabajos experimentales en ratas

midiendo proteasas especificas de la arginina tras un TH, se



Discusion 135

ha comprobado que existe una correlacidén positiva entre las
proteasas y la hepatocitolisis (medida por la AST en plasma)
e 1incluso con 1la supervivencia del injerto. Ademds, la
inhibicidén de las proteasas con cloruro de gadolinio vy
glicina disminuyd® la actividad de las proteasas y aumentd la

supervivencia del injerto (Schemmer y cols., 2000).

Limitaciones del estudio

Hemos estudiado 77 trasplantes hepaticos realizados en
pacientes adultos, no consecutivos Yy seleccionados
especialmente para aumentar el nGmero de casos con mala
funcidén. Como se trata de un estudio observacional en el que
se realiza el trasplante con 1la técnica vy medicacidn
habituales, el resultado debe poderse extrapolar a la
poblacidn general excepto en lo que atafle a los criterios de
seleccidén. Evidentemente la incidencia de funcidén regular o
mala es mds alta en la muestra elegida gque en nuestros

resultados generales.

Nimero de pacientes: E1 disefio inicial del estudio
preveia aumentar la muestra de casos de funcidn IV para
confirmar los resultados. Decidimos detener el estudio cuando

encontramos relacidén entre la funcidén del injerto y el grado



Discusion 136

de inhibicidén y sobre todo porgque identificamos dos
inhibidores de la NOS. Serad mas interesante continuar este
trabajo analizando directamente 1la concentracidén de los
inhibidores en el injerto en 1lugar de medir el grado de
inhibicién por el efecto del lavado sobre preparaciones 1IN

vitro.

Muestras recogidas. Para estudiar el contenido del
injerto tras 1la IR, empleamos 1los 200 c¢cc iniciales que
extraemos del mismo, repartidos en 4 jeringas de 50 cc. La
capacidad de inhibicidén sobre la iNOS es importante en las 4
muestras (Fig cultivo la), pero mayor en la primera (A). Por
ello empleamos en todos los pacientes la medida de 1la
inhibicidén conseguida con esa muestra A. Hay gue tener en
cuenta que aunque extraemos siempre los primeros 50 cc para
tomar esa muestra, el contenido de volumen del injerto y el
flujo portal son variables. Por ello en algin injerto el
contenido puede haberse diluido méds (disminuir la capacidad
de inhibicién) por contener menos volumen y/o por entrar mas
flujo portal. La situacidn inversa es igualmente posible: el
flujo portal inicial puede ser escaso respecto al contenido
hepadtico y por lo tanto obtendremos una muestra A con mayor

concentracidén de inhibidor.
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Otro punto importante es que con el lavado eliminamos
evidentemente gran parte del contenido del injerto, de manera
qgque 1la repercusidén del mismo sobre el organismo tras la
reperfusidn disminuye. AGn asi comprobamos gque las muestras
R10 y R60, extraidas de sangre arterial periférica del
paciente (tras la dilucidén del contenido del injerto en la
volemia del paciente) mantienen una capacidad de inhibicidn

de la iNOS significativamente mayor que la de R-10.

Relacion entre los datos clinicos del TH y la producciodn

de nitritos en cultivos con la muestra A (NoA)

Podria ocurrir gque el origen del inhibidor estuviera en
el donante antes de extraer el higado. Estudiando los
resultados de los afios 91 al 2000, la ONT ha establecido que
los higados de donantes con una edad superior a 44 aflos
tienen una supervivencia menor. Sin embargo, no encontramos
relacidén entre la edad del donante y el NoA. Es posible que
con una muestra mayor o con mayor nimero de donantes de mayor
edad, se hubiese demostrado una influencia de esta variable.

La necesidad de emplear vasoconstrictores en el donante,
qgue pueden disminuir el flujo de sangre en la vena porta y

deteriorar la funcién del injerto, tampoco influyd en la NoA.
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Hay que tener en cuenta que hemos excluido del estudio
los casos con esteatosis, en los que cabe la posibilidad de
qgue el grado de inhibicidén sea distinto en esa situaciédnm.

Si encontramos relacidén estadistica entre el tiempo de
isquemia y el grado de inhibicidén de la iNOS, de manera dgue
ambas aumentan correlativamente aunque con un r bajo, lo gque
indica gque en este proceso intervienen méds variables. La
Organizacidn Nacional de Trasplantes ha establecido,
estudiando los resultados de los afios 91 al 2000, que los
injertos que sufren un tiempo de isquemia inferior a las 6
horas tienen una supervivencia significativamente mayor que
el resto (Datos de la ONT: 4% Memoria 1984-2000). Por ello
estudiamos también la relacidén entre el grado de inhibicidn

de la iNOS y dicho tiempo de isquemia.
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SUPERVIVENCIA DEL PRIMER INJERTO
SEGUN TIEMPO DE ISQUEMIA
TRASPLANTES ELECTIVOS / RETH 1991-2000
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Figura 20.- Relacion entre la supervivencia del injerto
y el tiempo de isquemia. Datos de la ONT,

(www.msc.es/ont/esp/registro/f registro.htm)

Los 7 pacientes de nuestra serie trasplantados con menos

de 6 horas de isquemia presentaron una funcidén de grado I. En

estos casos el grado de inhibicidén resultd signficativamente

menor. Con estos resultados cabe pensar gque el grado de

funcidén del injerto viene determinado por el tiempo de

isquemia y que éste a su vez establece la mayor o menor

produccidén del inhibidor de la NOS en el injerto. Sin embargo
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en nuestra serie el tiempo de isquemia no se relaciona
significativamente con el grado de funcidén. De 1los 6
pacientes que se trasplantaron tras un tiempo de isquemia
superior a 12 h, 4 mostraron una funcidn excelente (grado I),

uno funcidén III y el restante, funcidn IV.

Relacion entre el grado de inhibicion de la NOS y los

datos preoperatorios del receptor

Podria ocurrir que la capacidad de inhibir la NOS en el
TH se originase en el paciente receptor y la detectasemos en
el lavado del injerto debido al lavado con sangre portal. En
este caso dependeria mas de las caracteristicas de los
pacientes receptores o de las circunstancias de la cirugia
que del propio injerto. Los pacientes cirrdéticos a menudo
desarrollan hipertensidn portal y una circulacidn
hiperdindmica caracterizada por hipotensidén sistémica debida
una vasodilatacidén intensa a pesar de tener un gasto cardiaco
aumentado (Michielson y Pelckmans, 1994). Se ha sugerido que
estos cambios se deben a un exceso en la produccidén de NO que
seria la causa de la vasodilatacidén (Vallance y Moncada,
1991). La causa de la estimulacidén de la NOS podrian ser el
aumento de endotoxinas que pasan a la circulacidn por el

deterioro hepatico (Guarner y cols., 1993). Las citoquinas
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también estimulan la NOS y se ha comprobado que el factor de
necrosis tumoral o y la interleukina-1f también estén
elevadas en pacientes con hepatopatias crbénicas v
especialmente en los sujetos cirrdticos (Tilg y cols., 1992).
Finalmente se ha comprobado que la actividad de la NOS en los
neutrdfilos de pacientes con lesidén hepética se encuentra
aumentada proporcionalmente al grado de disfuncidén (valorado
por la clasificacidén de Child-Pugh) y que, ademéds, el grado
de hipotensidén también se correlaciona con el aumento de 1la
actividad de 1la NOS (Galley vy cols., 1998). Todos estos
trabajos demuestran una potenciacidén de la via de la NOS en
la hepatopatia. Sin embargo podria ocurrir gue durante el
clampaje de porta cambiase esta situacidén y se produjeran
alteraciones especificas que 1llevasen a la produccidn de
inhibidores de 1la NOS en el mesenterio. Como los pacientes
cirréticos en general sufren hipertensidn portal Yy
desarrollan abundantes derivaciones vasculares para permitir
el drenaje evitando el paso por el higado, deberiamos obtener
algo de inhibicién con la muestra R-10. Ademéds, en nuestra
casuistica no hay relacidén estadistica entre el NoA y ninguna
de las caracteristicas recogidas del receptor (edad, sexo,
diagnéstico, grado Child-Pugh en 1las cirrosis). Finalmente,
en 8 casos lavamos el injerto con suero en lugar de con

sangre y comprobamos gque la inhibicidén se sigue produciendo.
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Por ello descartamos gque el inhibidor se origine en el
mesenterio del paciente receptor o que sea el resultado de la
interaccidén de la sangre portal con el injerto. De los datos
obtenidos hasta ahora podemos deducir que las circunstancias

del paciente receptor no influyen en el grado de inhibicidn.

Relacion entre la NoA y el SPR

La hipotensidn que se puede producir inmediatamente tras
la reperfusidén del injerto es una entidad descrita desde hace
aflos, pero su causa todavia no se conoce (Aggarwall y cols.,
1993). Sin embargo la caracteristica principal de 1la
reperfusién es la situacidén de vasodilatacidén intensa vy
brusca (Webster y cols., 1994). Por ello nuestra hipdtesis de

trabajo fue que el sistema del NO podria estar implicado.

La vasodilatacidn de la reperfusidn no tiene
habitualmente wuna gran repercusidén clinica, porgue se
compensa con un aumento del gasto cardiaco, de manera dJue
incluso 1llegando a cumplir criterios de SPR puede pasar
desapercibida. En nuestro grupo prestamos especial atencidn y
sin embargo es frecuente que sblo se diagnostique el SPR al
revisar el registro de PAM. Sin embargo es interesante 1la

situacidén fisiopatoldgica en ese momento y se ha estudiado
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buscando una posible relacidén con factores conocidos como el
aumento de potasio, la disminucidén de la temperatura y la
acidosis mixta causadas por el paso de resto de liquido de
preservacidén a la circulacidn general. Se ha investigado la
produccidn de diversas sustancias en el injerto durante la

IR: prostaciclina y tromboxano (Aggarwall y cols., 1989Db),

endotoxinas (Blanot vy cols., 1995), factor de necrosis
tumoral (Acosta y cols., 1994), péptido intestinal vasoactivo
(McNicol y cols., 1993), factor natriurético humano (Piccini
y cols., 1995), sustancias antioxidantes (Goode y cols.,
1994, El-Din y cols., 1995). Aunque muchas de ellas wvarian

durante la reperfusidn, no ha podido establecerse una clara

relacidén con el SPR.

La situacidén de wvasodilatacidn que se produce tras la
reperfusién se ha relacionado con la liberacidén de diversas
sustancias del injerto (Aggarwall y cols., 1987; 1993). En
algunos trabajos se han analizado las alteraciones de la via
del NO en el TH. Sin embargo no se ha intentado relacionar
dichas alteraciones con el SPR. Si se ha sugerido una posible
relacidén entre el déficit de arginina (precursor del NO)
originado por la produccidén de arginasa y el aumento de las
presiones pulmonares gque ocurre frecuentemente en la

reperfusidén (Langle y cols., 1994; 1995; Roth y cols., 1994).
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En nuestra serie aumentaron las presiones pulmonares en la
reperfusidén pero sgin relacidn con el grado de inhibicidén de
la 1iNOS conseguido con el lavado A, probablemente porque
dependen mas de las variaciones de la precarga y del gasto

cardiaco.

Comenzamos estudiando en el injerto el sistema del NO
para comprobar si se relaciona con el SPR. Para dque se
produzca hipotensidn por vasodilatacidén por NO, deberia estar
inducida la iNOS antes de ese momento. En cuanto a la eNOS,
dificilmente podria producir NO en cantidad suficiente para
inducir una caida de las resistencias como la que se produce

en nuestra casuistica.

Basandonos en nuestros resultados el NO no puede ser la
causa directa del SPR, ya que no detectamos derivados del NO
en grandes cantidades y ademds comprobamos que no esta
inducida la iNOS en el injerto. Sin embargo las variaciones
en el grado de inhibicidén de la NOS encontradas en el injerto
podrian relacionarse con el grado de vasodilatacidn
desencadenado tras la reperfusidn y por lo tanto con el grado
de hipotensidn. Para valorar la disminucidén de la PAM tras
la reperfusidn empleamos dos datos: la cifra minima de PAM en

los primeros 5 min. y el SPR60. Los inhibidores de 1la NOS
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producen un aumento de 1las resistencias wvasculares y una
disminucién del gasto cardiaco en humanos (Lepori y cols.,
1998; Owlya y cols., 1997) vy estos hechos también se han
comprobado en pacientes cirrdticos (Saphr y cols., 2002).
Este efecto wvasoconstrictor se debe a la disminucidén de 1la
actividad de 1la eNOS y parcialmente a la activacidén del
sistema nervioso simpatico (Chowdhary y Townend, 1999). Por
ello si pasaran en cantidad suficiente a la circulacidén
esperariamos encontrar mads hipotensidén en los casos con poco
inhibidor. Sorprendentemente el resultado es el contrario;
los casos con mayor potencia de inhibicién en el lavado
tienen una mayor incidencia de hipotensién valorada como la
minima PAM y como el SPR60. Esta paradoja se explica
parcialmente porque medimos la inhibicidén en losg primeros 50
cc del lavado del injerto (muestra A); todavia se extraen 150
cc mas y después lo que pueda quedar en el injerto pasa a la
circulacién pero diluido en el total de la volemia, por 1lo
que el efecto se atenla. Sin embargo en R10 e incluso en R60
persiste la actividad de inhibicidén detectable en sangre
arterial periférica del receptor. Por ello la causa de 1la
hipotensidén en la reperfusidén no es la liberacidn directa de
NO y tampoco una menor presencia de inhibidores de la NOS.
Probablemente la liberacidn de los mediadores gque ocasionan

la hipotensidén se asocia a la liberacidén de los inhibidores
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de la NOS y por eso encontramos una asociacidn estadistica

entre estos dos Ultimos datos.

Funcidon precoz del injerto

Muchos trabajos relacionan las alteraciones de la via
del NO con la funcidén precoz del injerto. En general las
medidas que aumentan el NO mejoran 1la viabilidad del
trasplante e incluso diminuyen la mortalidad de animales
trasplantados, aunque hay estudios discrepantes (Koeppel vy

cols., 1997).

Lo mas importante de este trabajo, por su posible
trascendencia clinica, es el estudio de la relacidn entre 1la
funcidén del injerto y la presencia de inhibidores de la NOS
en él. Para determinar la funcidén se han descrito multitud de
datos clinicos, Dbioquimicos y de anatomia patoldgica. En
nuestro hospital se determina la funcién por los criterios de
la escala de Toronto (Greig y cols., 1989) y no siempre se
extraen biopsias tras el trasplante, por lo que hemos basado
el trabajo en esta escala. En ella obtenemos datos del grado
de citolisis por 1la 1liberacidén al plasma de AST, de 1la
funcidén de sintesis hepética por el tiempo de protrombina y

de la capacidad de eliminacidén de sustancias por la
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produccidn y calidad de la bilis. Podria ocurrir que el grado
de inhibicidén de la NOS estuviese relacionado especialmente
con uno de estos tres datos. En el andlisis estadistico no
encontramos asociaciones que apunten en esta direccidn. Sin
embargo si hay una relacidn significativa entre la NoA y la
funcién determinada por la combinacién de los datos de
citolisis, sintesis y eliminacidén de bilis. Es muy sugerente
la estrecha agrupacidén (con inhibicidén superior al 90%) de
los 4 casos de muy mala funcidén (grado 1IV). No es una
relacidén perfecta porque el grado de inhibicidén de la iNOS es
mayor en el grado III que en el grado II. Ademids la
dispersidén de grados de inhibicidén en la funcidén I recorre
todo el rango posible: desde 0 de produccidn de NO en los
cultivos de macréfagos (inhibicidén completa) hasta 100% de
produccidén (inhibicidén nula). Estos datos sugieren que
intervienen otras variables que podrian determinar 1la
dispersién en la NoA. Para intentar identificar estas
asociaciones realizamos un andlisis jerdrquico en busca de
grupos de casos identificados por datos similares.

Encontramos un grupo de 11 pacientes caracterizado por un

tiempo de isquemia corto (en torno a 6 horas), muy baja
capacidad de inhibicidén de la iNOS (alrededor del 10%) vy un

81% de funcidn I. Si se confirma esta asociacidén se podria

prever una alta incidencia de funcidén excelente cuando el
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tiempo de isquemia fuese corto y en el lavado del injerto se

comprobase poca capacidad de inhibicién de la NOS.

No se ha descrito en 1la 1literatura 1la produccidén de
inhibidores de la NOS en los injerto hepéaticos, pero si hay
datos de la manipulacidén de la via de la sintesis del NO y su

influencia cobre la funcidn del injerto hepatico.

Entre los mecanismos de accidn del NO por los que podria
atenuar la lesién IR se puede considerar su efecto
vasodilatador, por ser inhibidor de la adhesidn de
polimorfonucleares al endotelio o por atrapamiento de
radicales libres. Sin embargo también podria aumentar la
legidén por formacidn de peroxinitritos, inhibicidn de 1la
respiracidén mitocondrial o por nitrosilacidn de enzimas de 1la
sintesis del DNA. Posiblemente su efecto neto depende de la
cantidad total de NO formado y de otras circunstancias que
actlen simulténeamente. De todas formas la descripcidn de que
la presencia de un inhibidor de la NOS se asocie a una peor
funcién del injerto concuerda con los conocimientos actuales.
Una parte importante de la lesidn de reperfusidn se debe al
deterioro de la microcirculacidén en el injerto facilitando el
depdésito y la activacidén de polimorfonucleares y de las

células de Kuppfer. En estas circunstancias, los factores que
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empeoren la circulacidén, como seria el caso de un inhibidor
de la NOS, probablemente deterioren la funcidn. La literatura
sobre este tema, como se expuso ampliamente en la
introduccidn, apunta en esta direccidn. La potenciacidn de la
sintesis con L-ARG o la administracidédn de donantes de NO
reducen la lesidén IR incluso mejorando la supervivencia de
logs animales de experimentacidén. Ademds la administracidn de
inhibidores de la NOS en general deteriora la viabilidad de

los injertos.
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V.- CONCLUSIONES

1° En nuestras condiciones de mantenimiento de los
injertos a trasplantar no se activa el sistema del NO, ya que
ni se ha observado una expresidén de la 1NOS, ni tampoco se
incrementaron las concentraciones de nitritos/nitratos en el
ligquido de preservacidbn. Ello descarta que la vasodilatacidén
observada inmediatamente tras la reperfusidén sea debida a la

liberacidén de NO desde el injerto.

2° En el lavado del injerto hemos encontrado factores
solubles que, en grado variable, producen una inhibicidén

reversible tanto de la 1NOS como de la eNOS.

3° La inhibicidn en estas muestras desaparece cuando se
extraen la arginina y sus derivados metilados mediante el
paso por una columna Dowex. El andlisis mediante HPLC del
eluato de dichas columnas mostrd que contenia tres sustancias
con tiempos de retencidn iguales a los correspondientes a
los estandares de MMA, ADMA vy SDMA. El1 estudio por
espectrometria de masas de los picos referidos, permitid su

identificacidn guimica como MMA, ADMA y SDMA.
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4° E1 grado de inhibicidén de 1la NOS que producen
diferentes concentraciones de los estandares de las
metilargininas concuerda con el grado de inhibicidén
conseguido con las concentraciones medidas en los liquidos de

lavado del injerto.

5° Las metilargininas encontradas en el 1liquido de

lavado se originan en el injerto.

6° La formacidn de las metilargininas en el liquido de
lavado del injerto es funcidén del tiempo de isquemia, ya que

existe una correlacidédn positiva entre ambos.

7° Existe una asociacidén entre la inhibicidn de NOS por
el liquido de lavado del injerto y la frecuencia de aparicidén

del sindrome postreperfusidn.

8° En nuestras condiciones de trabajo, existe una
relacidén entre la funcidén precoz del higado trasplantado y el
grado de inhibicidén de la iNOS por el ligquido de lavado del
injerto. Ello abre nuevos campos de investigacidén acerca de
la posible utilizacidén de 1las medidas de concentracidén de

metilargininas como predictores de la evolucidén del TH, asi
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como de los efectos que la manipulacién farmacoldgica de

éstos pueda producir sobre dicha evolucidn.
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