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RESUMEN
Dr. Marco Antonio Hernandez Guedea
Fecha de Graduacion: 2017
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina
Titulo de estudio: EVALUACION DEL PREACONDICIONAMIENTO
ISQUEMICO REMOTO PARA MEJORAR LA VIABILIDAD
DE LOS INJERTOS EN TRASPLANTE HEPATICO Y RENAL
Numero de paginas: 64
Candidato para el Grado de Doctor en Medicina
Area de estudio: Ciencias de la Salud
Propésito y Método del Estudio: El trasplante renal (TR) como en el trasplante
hepatico (TH) se han consolidado como el tratamiento de eleccidn para la mayoria
de los pacientes con insuficiencia renal crénica terminal y con enfermedades
hepéticas terminal es en ambos trasplantes la lesion por isquemia reperfusion
(LIR) es inherente. El preacondicionamiento isquémico remoto (PIR) en THy TR
ha sido surgido como una estrategia para disminuir LIR con resultados
controvertidos. Por lo que, el proposito de la presente investigacion fue evaluar el
efecto del PIR sobre LIR en el injerto hepatico y renal en los receptores a través
de medicion de la funcion del injerto y diversos mediadores inflamatorios. Fue un
estudio clinico, experimental, longitudinal, prospectivo, correlacional, comparativo
y aleatorio. Se incluyeron pacientes que fueron sometidos a TR o TH de acuerdo

con criterios de inclusidon y exclusidén y que estuvieron de acuerdo en patrticipar en

XV



el protocolo. El PIR fue realizado en los donantes cadavéricos mediante la
aplicacién de un torniquete neumatico en ambos muslos por 10 min, seguido de 10
min de reperfusion. Se determinaron la interleucinal (IL1pB), interleucina6 (IL6),
factor de necrosis tumoral alfa (FNTa), factor de crecimiento de epitelio vascular
(FCEV) y Ila molécula de adhesién intracelular-1(ICAM-1), parametros
hematoldgicos y bioquimicos en diversas fases: fase R1 pre-laparotomia del
donante, fase R2: 90 minutos posterior a la reperfusion del injerto, a las 12, 24, 48

y 72 h post trasplante y a los 7, 15, 30 dias, y 3 meses pos-trasplante.

Contribuciones y Conclusiones: De agosto del 2013 a agosto del 2015, se
incluyeron 10 receptores de TH, 5 controles (C) y 5 con PIR y 29 receptores de
TR, 12 controles (C) y 17 con PIR. En TH, los donantes fueron masculinos 4(40%)
y femeninos 6(60 %), el promedio de edad fue de 41.3 +14.6 anos y en ambos
grupos no tenian criterios expandidos, la causa del fallecimiento fue trauma craneo
encefalico 46%, evento cerebro vascular 45% e hipoxia cerebral 9%. Los
receptores fueron masculinos 6(60%) y femeninos 4(40 %). El promedio de edad
fue de 59 + 9.7 anos, con IMC de 26.1+ 5.7, un valor medio de MELD de 15y
clasificacion Child Pugh B (9 pacientes) y C (1 paciente). La etiologia de la cirrosis
hepatica fue: alcohdlica 3(30%), esteatohepatitis no alcohdlica 3(30%),
autoinmune 1(10%), hepatitis por virus C 2 (20%) y cirrosis biliar secundaria
1(10%). El tiempo promedio de isquemia fria fue de 4.1 h y el promedio de la fase
anhepatica fue de 49 min. No se tuvo ningun caso de falla primaria del injerto o
pobre funcion inicial del injerto asi como de rechazo agudo. Se encontré diferencia

XVi



significativa entre los grupos en los siguientes mediadores inflamatorios y fases:
IL-6 en PR, 24H y 72H; FNTa en 7D, 15D y 30D e ICAM-1 en la mayoria de las
fases, siendo valores mas altos de cada uno de estos mediadores en el grupo que
recibié érganos sometidos a PIR; no se presento diferencia significativa en IL-1 y
FCEV en todas las fases de estudio. En TR, los donantes tenian una edad media
de 41,3 £ 14,9 anos; 41,2% eran hombres y 58,8% mujeres. Las causas de muerte
cerebral fueron: un evento vascular cerebral (45,6%), lesién cerebral traumatica
(45,4%) e hipoxia cerebral (9%). Al evaluar a los donantes de acuerdo con el
grupo de control vs grupo PIR, no se encontrd diferencia significativa entre los
parametros evaluados. En cuanto a los receptores renales, se evaluaron 29
pacientes, 20 hombres (69%) y 9 mujeres (31%) con una edad promedio de 52 +
12 afios y un indice de masa corporal (IMC) de 26.6 + 4.7 kg/m?. De éstos, 12
fueron asignados aleatoriamente al grupo control (41%) y 17 al grupo PIR (59%).
La etiologia de los pacientes con enfermedad renal terminal fue: diabetes mellitus
en 10 (34.4%), hipertension en 7 (24.1%), glomerulonefritis crénica en 3 (10,3%),
enfermedad obstructiva en 3 (10.3%), enfermedad renal poliquistica en 2 (6,8%) y
enfermedad renal idiopatica en 4 (13.7%). El tiempo de isquemia fria de los
injertos renales fue de 9.3 + 3.6 h. No se observé rechazo agudo del injerto renal
en ninguno de los grupos de estudio hasta el seguimiento (3 meses). Al evaluar a
los receptores de acuerdo con el grupo de control vs grupo PIR, no se encontrd

diferencia significativa entre los paradmetros evaluados.
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Conclusiones:

En este estudio el PIR en TH disminuyo el dafio por LIR, aunque el mayor efecto
se observo después de las 72 h. En TR, el PIR no mejor6 la TFGe, ni la creatinina

sérica; sin embargo, modifica la respuesta inflamatoria en receptores de TR.

Director de Tesis

Dr.med. Homero Arturo Zapata Chavira
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CAPITULO |
INTRODUCCION
El trasplante renal (TR) y trasplante hepético (TH) es actualmente una opcién terapéutica
efectiva para la mayoria de los pacientes con insuficiencia renal cronica terminal y con
enfermedades hepaticas terminales (1, 2). Aunque en los ultimos afos se han desarrollado
mejoras en los diferentes aspectos relacionados con la cirugia de trasplantes de érganos,
como son la seleccion de candidatos, las soluciones de preservacion, las nuevas técnicas
quirdrgicas y la inmunosupresién; el mayor factor limitante para los trasplantes es la falta
de donantes, de manera que no todos los pacientes pueden ser trasplantados 0 muchos
fallecen en espera de un injerto (1, 2). También el perfil de los donantes se ha modificado,
los donantes jovenes fallecidos por trauma craneoencefalico han dado paso a donantes de
edad avanzada o con patologias crénicas (donantes marginales o subdptimos), los

injertos de estos donantes tienen mala funcién inicial y corta sobrevida (3, 4).

1.1 Enfermedad renal crénica terminal

La enfermedad renal cronica terminal (ERCT) es un problema de salud publica a nivel
mundial, el niumero de pacientes afectos se encuentra en aumento, como consecuencia
cada vez es mayor la necesidad de recurrir a procedimientos de didlisis o0 TR (5).

La ERCT se define como una disminucién en la funcion renal, expresada por un filtrado
glomerular (FG) o una depuracién de creatinina estimada < 60 ml/ min/1,73 m? o como la
presencia de dafno renal en ambos casos de forma persistente durante al menos 3 meses.
El dafo renal se diagnostica habitualmente mediante marcadores en vez de por una
biopsia renal, por lo que el diagnéstico de ERCT, ya se establezca por un FG disminuido

o por marcadores de dafo renal, puede realizarse sin conocimiento de la causa.
1



El principal marcador de dafno renal es una excrecion urinaria de albumina o proteinas
elevada. La valoracion del FG es el mejor indice para evaluar la funcién renal. El término
de ERCT se ha utilizado fundamentalmente para referirse a la situacién de iniciar
tratamiento sustitutivo de la funcion renal y corresponde a un estadio 5 en la clasificacién
actual (5).

Las causas de ERCT son multiples, y han ido cambiando con el tiempo. Anteriormente la
glomerulonefritis era considerada la causa mas frecuente de ERCT, sin embargo la
nefropatia diabética ha llegado a ocupar el primer lugar, sobre todo en los paises
desarrollados, seguido por la nefroesclerosis hipertensiva y en tercer lugar se coloca la
glomerulonefritis. EI TR es considerado como el tratamiento de eleccién ya que ha
demostrado ser el mejor tratamiento de la ERCT en cuanto a supervivencia, calidad de
vida, menores complicaciones y mejor relacion costo beneficio frente a la didlisis. La
mortalidad en pacientes en hemodialisis es aproximadamente 14,5% comparada con 1,5%
en los receptores de trasplante renal (5).

El TR con éxito es en la actualidad y desde hace anos la terapia de elecciéon para la
mayoria de las causas de insuficiencia renal en la que esta indicado. Mejora la calidad de
vida al prescindir de la dependencia de la dialisis y de las dietas rigurosas, aumenta la
supervivencia de los pacientes y es el tratamiento mas econémico cuando se compara con
la dialisis. Es un procedimiento rutinario y su aplicabilidad viene limitada por la
disponibilidad de rifiones en relacion con la demanda creciente de pacientes que lo
precisan. Este desequilibrio entre pacientes en lista de espera de TR y la disponibilidad de

rinones de cadaver es mayor cada ano.



1.2 Enfermedad hepatica terminal

El TH es actualmente una opcién terapéutica efectiva para pacientes que sufren
enfermedades hepaticas cronicas en fase terminal o insuficiencia hepatica aguda (6).
Entre las enfermedades susceptibles de trasplante hepatico encontramos la insuficiencia
hepatica por hepatitis crénica o cirrosis de cualquier etiologia, la insuficiencia hepatica
aguda grave, algunos tumores hepaticos, las anomalias hepaticas congénitas, las
enfermedades genéticas y los trastornos metabdlicos. Clasicamente se ha utilizado como
indicadores del TH, aquellas manifestaciones clinicas que ponen en peligro inminente y a
corto plazo la vida del paciente: encefalopatia hepatica, ascitis refractaria, colangitis
recurrente, peritonitis bacteriana espontanea, sangrado por varices esofagicas, sindrome
hepatorrenal, coagulopatias, hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia (6).

Un criterio utilizado para determinar el tiempo adecuado para el TH es la clasificacién de
Child-Pugh(7) esta clasificacibn es un marcador pronéstico de la severidad de la
enfermedad, sin embargo no considera otros factores importantes como son la etiologia
de la hepatopatia y la funcion renal.

La supervivencia a los 3 anfos en pacientes con estado funcional A es mayor del 90%,
mientras que en los pacientes con Child C la sobrevida a los 3 afnos es del 30%.

La indicacién del TH se establece a partir del grado By C. EI MELD, (por sus siglas en
inglés: Model for End Stage Liver Disease) (8) es un modelo matematico de prediccién de
la sobrevida de una persona con enfermedad hepatica basado en simples valores de
laboratorio rutinarios (bilirrubina, creatinina (Cr), Internacional Normalized radio (INR), es
mas objetivo y mas preciso que la clasificacién de Child-Pugh, con una puntuacién por

debajo de 18 el riesgo de mortalidad que ofrece el TH es mayor a la propia enfermedad



dejada a su evolucién, en cambio con un MELD entre 18 y 38 el riesgo de mortalidad con

el TH es menor.

1.3 Lesion por isquemia reperfusion

Lesiéon por isquemia reperfusién (LIR) se puede presentar como consecuencia de un
infarto, un estado de shock circulatorio de diferentes etiologias, o como resultado de
ciertas cirugias vasculares, ya sea él, by-pass o los trasplante de 6rganos (9).

La LIR que se presenta en el trasplante de 6rganos es un proceso complejo y
multifactorial, numerosos mediadores y una variedad de células interactian, dando lugar a
extenso dano tisular. La LIR una de las principales causas del retraso en la funcién inicial y
de fallo del injerto de renal y hepatico (10,11).

La LIR es el dafio que sufre los érganos durante el proceso del trasplante, desde la
extraccion en el donante hasta el implante y se manifiesta en el momento de la
revascularizaciéon del 6rgano en el receptor. En la actualidad muchas de las
investigaciones en el campo del trasplante de 6rganos van encaminadas a comprender los
mecanismos responsables de la LIR, la meta es desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que nos permitan disminuir esta lesién y minimizar asi el riesgo de disfuncion
del injerto (10,11).

El almacenamiento en frio y la reperfusion son pasos inevitables durante el proceso del
trasplante, de modo que todos los injertos sufren algin grado de LIR. A nivel hepéatico la
cascada de acontecimientos implican la micro-vasculatura (células endoteliales
sinusoidales), las células de Kupffer, las células de Ito, los hepatocitos y los conductos

biliares (12).



En los ultimos anos se estan realizando importantes avances en la comprension de los
mecanismos a través de los cuales la isquemia lesiona el injerto renal y condiciona una
fase postrasplante de disfuncion. Existen dos agresiones principales: la necrosis celular
directa, producida igualmente por la isquemia fria y caliente; la apoptosis celular, facilitada
durante la fase de isquemia y activada definitivamente en el momento de la
revascularizaciéon, la necrosis tubular aguda resultante origina una reduccién eventual de
la masa de nefronas, contribuyendo a la disfuncion del injerto por hiperfiltracién, esclerosis
glomerular, proteinuria e hipertensién (11).

La LIR puede incrementar el riesgo de disfuncidon del injerto a través del rechazo. Actuales
paradigmas de la patogénesis del rechazo crénico enfatizan la importancia de la activacién
endotelial de citocinas y factores de crecimiento, probablemente instigados por episodios
de rechazo agudo (11).

En el donante, durante la procuracion de los 6rganos, la isquemia fria que se aplica
intencionalmente para reducir la actividad metabdlica de las células tiene un efecto
sustancial sobre la funcion del injerto. La isquemia caliente comienza en el receptor al
implantar los 6rganos y tiene un impacto negativo adicional sobre los injertos, finalmente la
funcion del injerto se agrava mas después de la reperfusion. La fisiopatologia de la lesion
LIR no es comprendida en su totalidad, la lesién del endotelio vascular, la respuesta
inmune, los mediadores oxidativos, y varias vias de la muerte celular juegan un papel
importante. Una variedad de mediadores inflamatorios han sido implicados, tales como las
especies reactivas del oxigeno (ERO), mediadores inflamatorios como el factor de
necrosis tumoral alfa (FNTa), interleucina 6 (IL6), interleucina 1 (IL-1), factor de

crecimiento transformante beta (FCT-B), -interferén, endotelina -1 (ET -1), y diversos



factores de crecimiento. Por otra parte, el complemento y otras citocinas son también
liberadas, lo que conduce a la quimiotaxis y activacién de leucocitos. Las moléculas de
adhesion como la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y la P-selectina también
participan en la LIR. Las EROS actuan directamente sobre muchos de los componentes
del cito esqueleto celular ocasionando graves lesiones (12).

Después de la LIR se produce dano directo al endotelio y al tono vascular, como
resultado se produce un desequilibrio entre los mediadores de la vasoconstriccién y la
vasodilatacion, tales como 6xido de ET-1 y el oxido nitrico (ON). La lesién endotelial causa
inflamacion celular, originando un estrechamiento de la luz vascular, reduciendo ain mas
el flujo sanguineo. Por ultimo, los principales reguladores de la apoptosis, las caspasas
son activadas, causando una mayor muerte celular (13).

Posterior al TH se presenta un significativo incremento en los indices quimico-clinicos de
citdlisis y colestasis. Los indicadores de citélosis son representados por las
aminotransferasas y la deshidrogenasa lactica (DHL), los cuales se elevan
considerablemente al reperfundir el injerto hepatico, el pico alcanza su maximo entre el 2
y 6 dia postrasplante, teniendo a normalizarse al final de la primera semana. En cuanto a
los indices de colestasis (bilirrubinas y gamma glutamil transpeptidasa (GGT)) estos
suelen aumentar después de las primeras 24 horas de la cirugia, para retornar a la
normalidad al final de la tercera semana (14).

A nivel renal como consecuencia de la LIR se produce una necrosis tubular aguda (NTA)
en mayor a menor grado, la cual puede afectar la funcién la funcién y viabilidad del
organo, incluso llegar a necrosis cortical con la pérdida definitiva de este. La NTA consiste

en la muerte de las células de los tubulos renales, estas liberan sus enzimas al exterior



pudiendo ser marcadores de dicha lesién y de la viabilidad del 6rgano. Actualmente es la
causa mas frecuente de funcion renal retardada. Su duracion varia desde unos dias, hasta
semanas si se asocia a otros insultos (nefrotoxicidad, isquemia o rechazo). Su presencia
tiene implicaciones inmunologicas, los pacientes con NTA tienen una incidencia mayor de
rechazo agudo que aquellos con funcién renal inmediata. La lesion por isquemia
reperfusién produce una mayor expresion de antigenos leucocitarios humanos en el
injerto, liberandose moléculas co-estimuladoras y de adhesion, facilitando la lesion
inmunoldgica (15).

Otros factores que favorecen la NTA son la edad del donante y el tiempo de isquemia fria,
a mayor edad y mayor tiempo de isquemia mayor es la incidencia de NTA, otros factores
relacionados con el donante son la inestabilidad hemodinamica, el uso de drogas vaso
activas y el paro cardio-respiratorio del donante(16).

Como ya se describi6 la gravedad la LIR es muy variable y depende de muchos factores,
principalmente la edad y el estado hemodinamica de los donadores, el tiempo de isquemia
fria y en particular el tiempo de isquemia caliente (tiempo transcurrido para realizar las

anastomosis vasculares) (16).

1.4 Prevencion de la lesion por isquemia reperfusion

A pesar de que las soluciones de preservacion utilizadas en la practica clinica contienen
diferentes sustancias que intentan prevenir la LIR asociada al trasplante de érganos, esta
lesién continla siendo un problema sin resolver en la practica clinica. Se han descrito
varios procedimientos hepato-protectores; Selzner y Clavien en el 2003 los clasificaron en

procedimientos quirdrgicos, farmacoldgicos y terapia génica(17). En la actualidad muchas



de las investigaciones en el campo del trasplante van encaminadas a comprender los
mecanismos responsables de la LIR; la meta es desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que nos permitan disminuir esta lesiéon y minimizar asi el riesgo de disfuncion
del injerto; ninguna de los 3 tipos de estrategias ha resultado ser totalmente eficaz en la
prevencién de la LIR asociada al trasplante.

Dentro de los procedimientos quirdrgicos tenemos al preacondicionamiento(Pl)

descrito(18) en 1986 y al preacondicionamiento isquémico remoto (PIR) (19).

1.4.1 Preacondicionamiento isquémico

El Pl es un fenébmeno adaptativo, producido por cortos periodos de isquemia reperfusion
que induce una marcada resistencia a un subsiguiente y mas prolongado periodo de
isquemia, esta estrategia quirurgica protege al 6rgano frente a la LIR.

Este fendmeno se describid inicialmente en el miocardio por Murrry y cols (19) en 1986; en
estos estudios el Pl redujo la gravedad de un infarto inducido al prolongar la fase
reversible del dafno isquémico en los miocitos. Estudios posteriores han confirmado la
eficacia de este mecanismo de proteccién en otros 6rganos como el cerebro, musculo
estriado, intestino e higado.

En estudios experimentales con modelos de trasplante hepatico demostraron el impacto
favorable del Pl en la regeneracién hepatica, al incrementar los niveles del factor de
crecimiento de los hepatocitos (FCH) y disminuir la gravedad de la LIR (20).

Se ha demostrado que el PI disminuye la LIR en pacientes sometidos a resecciones
hepaticas mayores. Clavien y cols realizaron 124 resecciones hepaticas en 2 estudios

utilizando un periodo de isquemia de 10 min y 10 min de reperfusién antes de la isquemia



prolongada; ellos reportaron que los niveles de aspartato animo transferasa (AST) y

alanino amino transferasa (ALT) fueron menores que en el grupo control (21,22).

También se han reportado varios trabajos de Pl en pacientes con TH (23-33), ningun
estudio clinico aleatorizado de Plha demostrado tener un impacto benéfico significativo en
mas de un parametro clinico. El dltimo estudio se reporté en el afo 2010 por Paola
Andreani y cols (34), ellos realizaron 44 TH de donantes vivos, la mitad fueron
preacondicionados, no encontraron diferencias entre los marcadores de la LIR, la funcién
del injerto, o algun otro beneficio clinico.

A nivel experimental (35-37) se ha demostrado los mecanismos moleculares y la utilidad
de Pl contra el dano renal causado por la LIR. Wever y cols (38) realizaron un
meta-analisis de 58 estudios experimentales, encontraron que el Pl redujo los niveles de
Cr, nitrégeno de la urea (BUN), ademas el dano histopatolégico fue menor con PIl. El PI
es una potente estrategia renoprotector que aun no ha sido aplicada con éxito a la practica

clinica, a pesar de los resultados prometedores de estos estudios.

1.4.1.1 Preacondicionamiento isquémico remoto

El PIR es una alternativa terapéutica que ha sido utilizada a nivel experimental para
mejorar la funcién renal y hepatica, y disminuir los cambios inflamatorios post-reperfusion.
Hasta la fecha se han publicado pocos estudios clinicos de PIR, el cual ofrece proteccion a
un érgano o tejido distante.

El fendbmeno de PIR fue descrito en1993 por Przyklenk vy cols (18). Estos autores

realizaron la induccién de breves episodios de isquemia y reperfusion en la arteria



circunfleja y observaron que con esta maniobra se reducia el tamafo del infarto del
miocardio (IM) causado por la oclusion de la arteria descendente anterior izquierda.
Posteriormente esta forma de proteccion intramiocardica se aplicé a otros 6rganos no
cardiacos, se demostrdé que la isquemia renal o intestinal protegian al disminuir el tamario
de un IM antes de la oclusiéon de la coronaria (39,40). El fendmeno de la PIR se ha
extendido a diferentes 6rganos y tejidos, y se ha convertido en una estrategia de
proteccién contra los efectos nocivos de la LIR.

Los estudios experimentales de Birnbaum y cols realizados en 1997 (41) demostraron que
al restringir el flujo sanguineo de las extremidades inferiores, antes de ocluir de la arteria
coronaria reducian en un 65% el tamafo del IM; en otro estudio experimental el PIR
también disminuyo la frecuencia de arritmias post-reperfusion, probablemente se debido a
la liberacion de un neurotransmisor (42).

El mecanismo por el que un breve episodio de isquemia -reperfusién de un érgano ofrece
proteccién frente a un insulto posterior de isquemia en un érgano o tejido a distancia
aun no esta claro, sin embargo se ha demostrado que se requiere de la activacion de
ciertas proteinas (43) cinasas (JNK/Erk, MAPK p/38).

Tres hipétesis han sido propuesta para explicar los mecanismos del PIR (44) (Figural), la
hipotesis neuronal propone que el PIR en el 6rgano distante genera algunas sustancias
endogenas (adenosina, bradicinina, péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP), estas sustancias estimularian una via neuronal local aferente y activarian vias
eferentes, las cuales terminarian en el o6rgano distante. La hip6tesis humoral propone
que sustancias endbgenas (opiaceos, adenosina, bradicinina, CGRP, endocanabinoides,

angiotensina 1) o algun otro factor humoral son generados en el érgano o tejido distante,
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mediante el flujo sanguineo son transportados al érgano blanco donde activarian a sus
respectivo receptores. La tercera hipdtesis propone que la isquemia transitoria y la
reperfusién de un dérgano o tejido provocan una respuesta sistémica de proteccién en el
organo remoto, al suprimir la inflamacién y la apoptosis mediante la activacion de MAPK

p38, ERK1 /2y JNK.
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En estudios experimentales se ha investigado el efecto del PIR sobre la respuesta
inflamatoria, (45) el PIR estimula la transcripcibn de genes anti-inflamatorios vy
anti-apoptotico.

Se ha demostrado que el PIR realizado mediante la isquemia del antebrazo suprime la
expresion de genes pro-inflamatorios enlos leucocitos circulantes; dichos genes
intervienen en la sintesis de citocinas, quimiotaxis, adhesién, migracién, exocitosis, y en
la apoptosis, todos fueron suprimieron dentro de los primeros 15 min del PIR y mas
aun después de 24 h, este fue el primer estudio de la expresion génica humana tras el
estimulo del PIR(46).

Un estudio experimental reciente ha implicado al factor de transcripcion inducible por
hipoxia 1 alfa (FIH-1a) como mediador en el PIR (47).

La teoria humoral es apoyada por los estudios experimentales de Konstantinov y cols (48),
los cuales realizaron PIR en la extremidad de un cerdo el cual fue sometido a trasplante
cardiaco, el PIR fue capaz de reducir el tamano del IM en el injerto cardiaco desnervado.
Mediante estudios de prote6mica se ha detectado una proteina con peso mayor de 8 kDa
en ratas sometidas a una isquemia renal, este estudio apoya la teoria humoral (49).

A nivel experimental el PIR ha demostrado tener efecto benéfico en la cicatrizacion de las
anastomosis intestinales, en el sito de las anastomosis se presentd una menor lesién con
mejor microcirculacion de la mucosa (50).

El primer estudio de PIR realizado en humanos se efectu6 en voluntarios sanos, a los
cuales se les realizo isquemia de su extremidad superior mediante la insuflacién de un
torniquete neumatico a una presién de 200 mm/ Hg durante 5 min con reperfusion de 5

min, este ciclo se repitié tres veces (51), el PIR atenud la disfuncion endotelial en el
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brazo contralateral causada por una isquemia prolongada de 20 min, con el mismo
modelo experimental se demostré una proteccion tardia (24 - 48h) de la funcién.

La primera aplicacidn clinica exitosa del PIR fue realizada por Cheung y cols (52), ellos
reportaron que 4 ciclos de PIR (5 min de isquemia) aplicados en las extremidades
inferiores disminuyeron el dafo miocardico en nifos sometidos a cirugias cardiaca por
cardiopatias congénitas, ademas se redujo los requerimientos de inotropicos, el PIR
también ha sido aplicado en pacientes con enfermedad coronaria.

Recientemente se demostré en pacientes adultos sometidos a cirugia electiva de bypass
coronario que tres ciclos de PIR (de 5 minutos) en el miembro superior disminuyeron el
dano miocérdico, con reduccion del 43% de la troponina sérica (53).

En voluntarios sanos el PIR (5 minutos de isquemia en la extremidad superior) aumento en
la extremidad contralateral la saturacion de oxigeno y el flujo arterial a nivel cutaneo,
estudios futuros podran demostrar la utilidad del PIR en pacientes con traumatismo de
tejidos blandos (54).

El PIR también ha sido util en la cirugia electiva de aneurismas de aorta abdominal
(AAA) la cual esta asociada a lesién cardiaca y falla renal aguda (55); dos ciclos de PIR
(10 min) realizados mediante la oclusién de la arteria iliaca preservaron la funcién renal y
disminuyeron el dafo miocardio (reduccion del 27% en la troponina sérica).

El PIR puede ser una estrategia prometedora para prevenir la LIR a nivel renal. En un
estudio experimenta se demostré que la isquemia remota es mas eficaz si se aplica de
forma bilateral en las extremidades inferiores, se encontr6 menor dafio en los tubulos

renales en el grupo con PIR (56).
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En la actualidad hay pocos estudios del PIR sobre la LIR a nivel hepatico o renal y no se
ha reportado ningun estudio clinico de trasplante renal o hepatico realizado con injertos
sometidos PIR.

El ON vy la liberacion de adenosina han demostrado que regulan la funcion endotelial y
aumentan el flujo sanguineo en el higado sometido a Pl (57).

Un nuevo modelo experimental de PIR fue realizado por Abu-Amara y cols (58), la
isquemia fue realizada mediante pinzamiento directo de los vasos femorales (6 ciclos de
4 min de isquemia y 4 de reperfusién), la isquemia hepética se efectu6é en el 70% de la
masa hepatica durante 40 min. Las aminotransferasas fueron més bajas en el grupo con
PIR, este grupo presento una mejoria en la microcirculacion hepatica (mejores
caracteristicas ultra estructurales).

La isquemia de las extremidades puede liberar mensajeros bioquimicos, como las ERO
las cuales pueden inducir estrés oxidativo y expresar hemo-oxigenasa 1 (HO-1)(59). El
PIR ha demostrado que puede aumentar el flujo y perfusién sinusoidal al disminuir la
adhesion de neutréfilos y la muerte celular en un modelo experimental de isquemia
hepatica de 45 min, el PIR disminuyo la expresion de las moléculas de adhesion
endotelial a través de HO-1. Se ha demostrado que la HO-1 promueve la degradacién de
hem y la formacién de radicales. Kanoria y cols(60) realizaron un estudio clinico en 16
pacientes que fueron sometidos a hepatectomias por metastasis de cancer colorrectal, a
8 pacientes se les efectué PIR mediante tres ciclos de 10 minutos de isquemia realizado
en las extremidades inferiores, los pacientes de este grupo tuvieron una menor elevacién
de las enzimas citoliticas (AST y ALT).Aunque los ensayos clinicos iniciales del PIR se

han centrado en la aplicacion del aplicaciéon del Pl en las enfermedades cardiacas, el

15



interés de este procedimiento se ha ampliado a otras areas de beneficio clinico potencial,
como lo es la insuficiencia renal aguda, la enfermedad cerebrovascular, y finalmente en la

cirugia de trasplantes de érganos (61).

1.5 Trasplante de 6rganos y citocinas

Es conocido que las citocinas tienen un rol importante en la respuesta inmune y el proceso
de inflamacién en el trasplante, el balance de las citocinas pro-inflamatorias vs citocinas
antiinflamatorias y FCT-B durante el periodo inicial post trasplante parece ser decisivo para
la subsecuente aceptacion de los injertos. La interleucina 10 (IL10) y el FCT-B son los
principales componentes anti-inflamatorios en la respuesta alogénica cuya produccién
estaria relacionada con la mayor sobrevida del injerto renal. Ambos mediadores
disminuyen la respuesta Th1 y la liberacién de mediadores inflamatorios (62).

La mayor parte de lo descrito para las citocinas en el trasplante renal es valido y se aplica
para otro tipo de trasplantes, como el higado (62).

Cordero y cols (63), investigadores de la Unidad de Higado evaluaron la expresién de
citocinas proinflamatorias IL1B, IL6, FNTa; citocinas pro-fibrogénicas tales como FCTB y
FEC-GM (factor estimulante de colonias granulocitos-macréfagos); e interleucina 8(IL-8)
en células mononucleares de sangre periférica en los pacientes que recibieron TH a corto
plazo, las IL6 y FNTa no mostraron expresion en alguna de las fases estudiadas, la IL13
solo mostrd expresién en la primera fase post-trasplante y el FCT fue la citocina que mas
se expresO en todas las fases monitorizadas, lo cual pudiera estar relacionado con la

ausencia de rechazo agudo en esta poblacién de pacientes.
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La capacidad de producir niveles altos de determinadas citocinas podria alertar sobre la
posibilidad de modificar las dosis de los inmunosupresores, considerando los efectos
colaterales de dichos medicamentos, ademas podrian emplearse para disefar esquemas
de tratamiento inmunosupresor individualizado.

La evaluacion de citocinas reguladoras de la respuesta inmune, procedimiento
relativamente sencillo, podria ser de utilidad para la deteccién temprana del rechazo.

La determinacién de citocinas habré nuevas expectativas en los estudios de la
fisiopatologia del injerto renal o hepatico, con la posibilidad de ser herramientas utiles

para el diagnéstico no invasivo de la funcién de los 6rganos trasplantados.

1.6 Disfuncion del injerto renal y hepatico

Hasta un 25-50% de los TR presentan disfuncion inicial del injerto con oliguria o anuria
sobre todo por NTA (15). Se trata de una complicacidon mas frecuente en pacientes de alto
riesgo inmunoldgico y en los que reciben un injerto de donante afoso sobre todo si el
trasplante se ha recibido en condiciones de hipotensiéon y si han tenido un tiempo de
isquemia fria y caliente prolongados. La ausencia de funcién del TR en las primeras horas
tras la cirugia, a pesar de una adecuada hidratacion del receptor, es usualmente
diagnéstica de NTA. Habitualmente se resuelve en dias, pero si la oliguria persiste en la
segunda semana postrasplante se debe realizar una biopsia para descartar rechazo agudo
o nefrotoxicidad por anticalcineurinicos (16).

A lo largo del seguimiento postrasplante muchos pacientes muestran un deterioro lento y
progresivo de la funciébn renal conocido como disfuncién cronica del trasplante

renal o disfuncidn crénica tardia. La disfuncion cronica tardia contribuye a la pérdida anual
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de un 3-5% de injertos y, si bien es una causa poco frecuente de pérdida de injerto en el
primer afio (<10%), con el tiempo va aumentando su frecuencia, y supera el 30% como
causa de las pérdidas a los 2 afos (16).

Después del TH siempre se da alguna disfuncién clinica o bioquimica; la severidad va a
depender del grado de LIR hepatica, esta lesion temprana recibe el nombre de disfuncién
primaria del injerto, la disfuncién puede ir desde una pobre funcién del injerto (PFl)hasta
la falla primaria del injerto (FPI) siendo necesario el retrasplante en este Ultimo caso

(61)(64).

1.7 Donantes no 6ptimos o marginales.

Las variables de los donante que han sido establecidas como potenciales factores de
riesgo de falla de injertos son: la edad avanzada, discordancia entre sexos donante-
receptor, peso elevado, grupo sanguineo incompatible donante-receptor, causa de muerte
vascular, estancia prolongada en cuidados intensivos, insuficiencia respiratoria, utilizacion
de inotrépicos, tiempo de isquemia fria prolongado y el grado elevado de esteatosis
hepatica. En cuanto al receptor son factores de riesgo: la edad avanzada, y el estado pre-
trasplante deteriorado. En los ultimos afos se han modificado los criterios de seleccion de
organos, la edad maxima de los donantes se ha ampliado y se utilizan injertos de
donadores diabéticos o con hipertensién arterial (62)(65).La clasificacion de Briseno indica
gue donantes tiene un mayor riesgo de desarrollar disfuncién de injerto, una puntuacién

mayor de 3 es de mal prondstico (62)(65).
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1.8 JUSTIFICACION

El trasplante de 6rganos es actualmente una opcion terapéutica efectiva para pacientes
que sufren enfermedades crdnicas en fase terminal. Aunque en los ultimos afos se han
desarrollado mejoras en los diferentes aspectos relacionados con la cirugia de trasplantes
de 6rganos, como son la seleccion de candidatos, las soluciones de preservacién, las
nuevas técnicas quirdrgicas y la inmunosupresion; el mayor factor limitante para los
trasplantes es la falta de donantes, de manera que no todos los pacientes pueden ser

trasplantados o muchos fallecen en espera de un injerto.

La LIR es una acentuaciéon del dano celular en un 6rgano isquémico después del re-
establecimiento del flujo sanguineo, se presenta en la cirugia de trasplante de érganos en
mayor o menor grado, también en estados de shock o trauma con compromiso
multisistémico. Para subsanar la LIR y el déficit de érganos se han adoptado diferentes

estrategias, como son el fendémeno de Ply el PIR.

Hasta la fecha se han publicado pocos estudios clinicos de preacondicionamiento
isquémico remoto (PIR), el cual ofrece proteccion a un 6rgano distante; se ha
demostrado que la isquemia aplicada a una extremidad brinda un efecto cardioprotector en

ninos sometidos a cirugia cardiaca.
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Por lo que la posibilidad de modular las condiciones iniciales de los érganos disponibles
para trasplante (mediante la aplicacion de PIR en el injerto renal y hepatico del donante),
podria mejorar la funcién inicial y viabilidad de dichos injertos.

1.9 ORIGINALIDAD

Hasta la fecha se han publicado pocos estudios clinicos de preacondicionamiento
isquémico remoto (PIR), el cual ofrece proteccion a un O6rgano distante; se ha
demostrado que la isquemia aplicada a una extremidad brinda un efecto cardio protector
en ninos sometidos a cirugia cardiaca. El interés practico de esta investigacién reside en
la posibilidad de modular las condiciones iniciales de los 6rganos disponibles para
trasplante, mediante la aplicacién de PIR realizado en el donante, mejorando asi la
funcion inicial y viabilidad de dichos injertos, asi como establecer la participacién de
diversos mediadores inflamatorios, factores de crecimiento y moléculas de adhesion en

dicho proceso.

1.10 OBJETIVO GENERAL

Determinar si el PIR modula los mecanismos implicados en la LIR en donadores con
muerte cerebral y receptores de trasplante renal y hepatico a través de las citocinas
proinflamatorias (FNTa, IL1, IL6), moléculas de adhesién intracelular (ICAM-1) y factor de

crecimiento de epitelio vascular (FCEV).

1.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar los niveles sistémicos de citocinas proinflamatorias (IL1, IL6, FNTa)en los

donadores y receptores de trasplante renal y hepatico con PIR y sin PIR en diferentes
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fases: fase R1 pre-laparotomia del donante, fase R2: 90 min posterior a la reperfusion del

injerto, a las 12, 24, 48 y 72 h post trasplante y a los 7, 15, 30 D y 3 meses postrasplante.

2. Evaluar los niveles sistémicos de ICAM-1en los donadores y receptores de trasplante
renal y hepatico con PIR y sin PIR en diferentes fases: fase R1 pre-laparotomia del
donante, fase R2: 90 min posterior a la reperfusién del injerto, a las 12, 24, 48 y 72 h post

trasplante y a los 7, 15, 30 D y 3 meses postrasplante.

3. Evaluar los niveles sistémicos de Factor de Crecimiento de Epitelio Vascular (FCEV) en
los donadores y receptores de trasplante renal y hepatico con PIR y sin PIR en diferentes
fases: fase R1 pre-laparotomia del donante, fase R2: 90 min posterior a la reperfusién del

injerto, alas 12, 24, 48 y 72 h post trasplante y a los 7, 15, 30 D y 3 meses postrasplante.
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CAPITULO Il
MATERIAL Y METODOS

2.1 Tipo de estudio
Este fue un estudio clinico, experimental, longitudinal, prospectivo, correlacional,

comparativo y aleatorio.

2.2 Poblacidn de estudio

El estudio se realizd con pacientes con enfermedad renal y hepética terminal que fueron
sometidos a TR y TH y fueron atendidos en el Servicio de Nefrologia y la Unidad de
Higado, respectivamente del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. El periodo de valoracion y reclutamiento de

pacientes fue de agosto 2013 - agosto 2015.

2.2.1 Criterios de inclusion: Los pacientes elegibles reunieron todos los siguientes
criterios de inclusion:

1. Obtencion del consentimiento informado por escrito antes de realizar cualquier
evaluacion relacionada con el estudio. La poblacion incluy6é todos los donadores
cadavéricos y receptores de TR y TH que se presentaron durante el periodo de
estudio, con la aprobacién del comité de ética y consentimiento informado de los
receptores.

2. Hombres o mujeres 218 y < 70 afios de edad.
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3. Donadores: Se incluyeron los donantes cadavéricos que cumplieron con los
requisitos universales de donacién establecidos por el Servicio de Trasplantes del
Hospital Universitario y que fueron mayores de 5 afnos y menores de 70 afos.

De los donadores se obtuvieron datos demograficos y clinicos: edad, sexo, causa
de muerte encefalica, antecedentes patolégicos, numero de dias en cuidados
intensivos, vasopresores (tipo y dosis), uso de antibibticos, infecciones activas,
transfusiones, todos los donantes agruparan de acuerdo a la clasificacion de
Brisefo (subdptimos o no).

Se recopilaron los resultados de examenes de laboratorio: grupo sanguineo,
biometria hematica completa, quimica sanguinea, electrolitos séricos, perfil
bioquimico, tiempos de coagulacién, examen general de orina, y cultivos (de orina,
sangre y secreciones respiratorias), ademas de muestras para la determinacion y
expresion de citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesién y factores de

crecimiento, las cuales se realizaron en las diferentes etapas del estudio.

4. Receptores: Se incluyeron en este estudio los pacientes que requirieron de TR y
TH, y que cumplieron con los criterios segun el protocolo del Servicio de
Trasplantes del Hospital Universitario. La técnica quirargica para el TR fue la
habitual, trasplantando el injerto renal en sitio heterotdpico; en el TH el higado
nativo fue removido con preservacion de la vena cava inferior (técnica de piggy-
back). Los quir6fanos del Hospital Universitario contaron con el equipo y material
necesario para la realizacion de estos trasplantes (monitores invasivos, diversos

tipos de cauterios, recuperadores sanguineos, etc).
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De los receptores se obtuvieron los siguientes datos demograficos y clinicos: edad,
sexo, etiologia de la hepatopatia, (Child-Pugh, MELD), etiologia de la nefropatia
(tiempo y tipo de didlisis), antecedentes patologicos (diabetes mellitus, hipertension
arterial, obesidad, hiperlipidemias, sindromes asociados, etc.), tiempo de fase
anhepatica en el TH y en ambas cirugias el tiempo de isquemia fria y caliente.

Se recopilaron los resultados de exdmenes de laboratorio: grupo sanguineo, grupo
sanguineo, biometria hematica completa, perfil bioquimico, electrolitos séricos,
tiempos de coagulacion, depuracion, examen general de orina, niveles séricos de
inmunosupresores y antigenemia para CMVpp65, ademas de muestras sanguineas
para la determinacion y expresion de citocinas pro inflamatorias, moléculas de
adhesién y factores de crecimiento, las cuales se realizaran en las diferentes etapas

del estudio.

2.2.2 Criterios de exclusion

1.

Los pacientes que fueron sometidos a TH o TR que no firmen consentimiento
informado
Se excluyeron los receptores menores de 18 afnos, los que requirieron de
trasplante de donante vivo, trasplante por falla hepatica aguda y retrasplante renal
o hepatico.
Se excluyeron los donantes en asistolia, o los que presentaron inestabilidad

hemodinamica severa (presién sistolica <70mmHg por mas de una hora).
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2.2.3 Asignacion de tratamientos

Se formaron cuatro grupos de estudio:

1) Grupo que incluyd pacientes con hepatopatia crénica sometidos a TH y con recepcion
de 6rgano donador sometido a PIR.

2) Grupo Control-TH, que incluyé pacientes con hepatopatia cronica sometidos a TH y
con recepcion de érgano donador no sometido a PIR.

3) Grupo de pacientes con enfermedad renal terminal sometidos a TR y con recepcién de
6rgano donador sometido a PIR.

4) Grupo Control-TR, que incluyé pacientes con enfermedad renal terminal sometidos a

TRy con recepcién de 6rgano donador no sometido a PIR (Figura 2).

2.2.4 Procedimiento para PIR

Los donantes se aleatorizaron en dos grupos, con y sin PIR. El PIR fue inducido por la
oclusion del flujo sanguineo de ambas extremidades inferiores mediante un torniquete
neumatico colocado simultdneamente en el tercio superior de ambos muslos por 10
minutos (200mm/hg), el cual posteriormente se desinfld, este procedimiento se efectud
inmediatamente antes de iniciar la laparotomia. Posteriormente la procuracion hepéatica y
renal se realizaron con la técnica estandar, al igual que la cirugia de los receptores

(Figura 2).
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Figura 2. Asignacion de tratamientos y procedimiento para PIR.

-  Posteriormentel|al

: - procuracién@hepéatically@ -
L i

i

1

;

2.2.5 Revision de expedientes clinicos.

Se elabor6 una base de datos en la que se incluyeron parametros demograficos, clinicos,
bioquimicos e histolégicos de los pacientes, tales como: sexo, etiologia de la hepatopatia,
(Child-Pugh, MELD), etiologia de la nefropatia (tiempo y tipo de didlisis), antecedentes
patologicos (diabetes mellitus, hipertension arterial, obesidad, hiperlipidemias, sindromes
asociados, etc.), tiempo de fase anhepética en el TH y en ambas cirugias el tiempo de
isquemia fria y caliente, edad, tiempo de evolucién de la enfermedad, factores de riesgo,
hemoglobina, leucocitos, plaquetas, proteinas totales, aloumina, AST, ALT, GGT, FA,
LDH, bilirrubinas, colesterol, triglicéridos, glucosa, BUN, creatinina sérica, acido urico,
cloro, sodio, potasio, calcio, fésforo y magnesio, farmacos y dosis de induccién
,complicaciones generales, biopsia (datos histolégicos), marcadores seroldgicos para

descartar otros virus (AgsHB, Anticore total, anti-HIV), niveles séricos de

26



inmunosupresores y antigenemia para CMVpp65, ademds de los resultados de la
determinacién y expresion de citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesién y factores

de crecimiento, las cuales se realizaran en las diferentes etapas del estudio.

2.2.6 Esquemas de Inmunosupresion.

El objetivo primario de la inmunosupresion fue evitar el rechazo agudo en las primeras
etapas del trasplante y posteriormente el rechazo crénico del injerto, minimizando en lo
posible los efectos secundarios de los inmunosupresores. Para establecer el mejor
tratamiento inmunosupresor se consideraron los siguientes factores: caracteristicas de los
donadores, de los receptores, evolucion clinica inicial, y evolucién a largo plazo. Para
conseguir este objetivo se realizaron los protocolos establecidos por el Servicio de

Trasplantes (2,3): Trasplante Hepatico: Induccion con esteroides, mantenimiento con

anticalcineurinicos (tacrolimus o ciclosporina), micofenilato de mofetil y esteroides. Si
hay dano renal o el diagnostico es hepatocarcinoma se utilizara inhibidor de mTOR

(Sirolimus). Trasplante Renal: Induccion con esteroides y basiliximab, mantenimiento con

anticalcineurinicos (tacrolimus o ciclosporina), micofenilato de mofetil y esteroides.

Cuando hubo riesgo inmunoldgico o se presento NTA se utilizé timoglobulina.

2.2.7 Valoracion de eficacia de tratamientos.

La ausencia de funcion del TR en las primeras horas tras la cirugia, a pesar de una
adecuada hidratacién del receptor, fue diagnostica como NTA, se descarté la trombosis
arterial o venosa mediante US Doppler efectuado en las primeras 24 horas del trasplante,

cuando se requirid se solicité una gammagrafia del injerto renal. Si persistia la oliguria
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p en la segunda semana postrasplante se realiz6 una biopsia para descartar rechazo
agudo o nefrotoxicidad por anticalcineurinicos.

La funcion hepatica dependié de la clinica y laboratorio, un aumento severo de
transaminasas, ictericia progresiva, coagulopatia severa, hemorragia postoperatoria,
insuficiencia renal severa, necesidad de ventilacion mecanica, acidosis metabdlica y
shock irreversible y falla multiorganica fueron el diagnéstico de falla primaria del injerto
(FPI) hepatico y la requisicién de un retrasplante. La PFI fue definida como retraso en la
funcion del injerto hepatico (aumento de la aminotransferasas de mas de1500 UI/L y

tiempo de protrombina superior a 20 segundos).

2.3 Procedimientos de laboratorio.

2.3.1 Obtencion de sangre periférica.

Se utilizaron las técnicas convencionales de extraccion de sangre con anticoagulante
etilendiamino tetraacético para la biometria hematica, con citrato de sodio para tiempos de
coagulacién y obtencién de suero a partir de las muestras de sangre coagulada y se
almacenaron en 5 alicuotas de 1 ml a -20°C hasta su uso para las diversas pruebas
bioquimicas, asi como para los mediadores inflamatorios, moléculas de adhesién y

factores de crecimiento descritos para este estudio.

2.3.2 Recoleccion y preparacion de muestras de orina.
Se utilizé la técnica convencional de obtencion de orina de una miccion y se tomé vy
procesé el analisis general de orina, depuracion de creatinina y proteinas de 24 horas

segun se ameritaba para cada paciente.
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2.3.3 Determinacion de parametros bioquimicos en suero.

Las pruebas serolégicas se realizaron en los equipos ILab 300 Plus Clinical Chemistry
System el cual es un sistema automatico de quimica humeda. Estas pruebas fueron:
Determinacién de quimica sanguinea (Glucosa, Urea, Creatinina, Acido Urico), pruebas de
funcion hepatica (Proteinas totales, Albumina, Colesterol, Triglicéridos, AST, ALT, FA,
Bilirrubinas) y electrolitos séricos. Estos fueron medidos utilizando kits comerciales
disponibles y de uso rutinario en el laboratorio de la Unidad de Higado del Hospital

Universitario.

2.3.4 Determinacion de parametros hematoldgicos.

La determinacién de la biometria hematica se realizo utilizando las muestras de sangre
colectadas en los tubos con EDTA. Se determinaron en el equipo Cell Dyn 1700, Abbott.
Para los tiempos de coagulaciéon se utilizé6 el equipo BFT Il Dade Behering y se
determinaron el tiempo de protombina (TP, dependiente de Vitamina K) y Tiempo de

Tromboplastina (TTP,)

2.3.5 Determinacion de citocinas.

Los niveles de las citocinas pro inflamatorias (FNTa, IL1, IL6), la molécula de adhesién
intracelular (ICAM-1) y el Factor de Crecimiento de Epitelio Vascular(FCEV) se realizaron
por la técnica de ELISA para cada una de estas citocinas por kits comercial de R&D

Systems.
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2.4 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como media * desviacion estandar (xtD.E.) y se analizaron
por mediante una prueba T student, para determinar la comparacién y la diferencia entre
los grupos con elpaquete estadistico SPSS 22.0 (SPSS Inc. Software, Chicago, lllinois,

EE.UU.)y un valor de P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS

3.1 Trasplante hepatico.

3.1.1 Caracteristicas de los donadores y receptores

El nimero de pacientes incluidos fue de 10 pacientes sometidos a TH (5 con PIR y 5 sin
PIR). Los donantes fueron masculinos 4 (40%) y femeninos 6 (60 %), el promedio de edad
fue de 41.3 £14.6 afnos y en ambos grupos no tenian criterios expandidos, la causa del
fallecimiento fue trauma craneo encefalico 46%, evento cerebro vascular 45% e hipoxia
cerebral 9%. Los receptores fueron masculinos 6 (60%) y femeninos 4 (40 %). El promedio
de edad fue de 59 = 9.7 afos, con IMC de 26.1+ 5.7, un valor medio de MELD de 15y
clasificacion Child Pugh B (9) y C (1). La etiologia de la cirrosis hepatica fue: alcohdlica
3 (30%), esteatohepatitis no alcohélica 3 (30%), autoinmune 1 (10%), hepatitis por virus C
2 (20%) y cirrosis biliar secundaria 1 (10%). El tiempo promedio de isquemia fria fue de 4.1
hrs y el promedio de la fase anhepética fue de 49 min. No se tuvo ningun caso de falla

primaria del injerto o pobre funcion inicial del injerto asi como de rechazo agudo.

3.1.2 Mediadores inflamatorios en pacientes con TH con y sin PIR.

Se encontro diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos en los siguientes mediadores
inflamatorios y fases: IL6 en PR, 24H y 72H; FNTa en 7D, 15D y 30D e ICAM-1 en la
mayoria de las fases, siendo valores mas altos de cada uno de estos mediadores en el
grupo que recibidé 6rganos sometidos a PIR; no se presento diferencia significativa en IL-1

y FCEV en todas las fases de estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Mediadores inflamatorios en pacientes con trasplante hepatico con y sin PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
C 921118 123+246 139+235  207+264 3671734 29150 188+377 3151631 381+763 740+472
L1 (pg/ml) PIR 46+48 7689 145+130 ND 53+11 36128 1927 7995 7910 73+6
C 83+106 313129 258+160  232+166 2371205  239+159 184+129  260+189 117+99 381£763
L6 (pg/mb) PIR 199109  503+£529* 506+348 439+382* 229+134  537+358* 337196 2291142 32612 ND
FNTa (pg/mL) C 87129 127108 6161185  91+126 106+76 79107 17+19 13+16 17+20 ND
PIR  195+258 2084218 3361456 201+215 428+370 193+218 2914~ 343+439* 32+2* 3283
C 1007+864 1053+910 10811927 10641892 1221+£1071 1145+998 1097+952 1054905 1029+903 ND
CAM-T (pg/mb) PIR 1657+731 1646+458* 2120+410* 1527+13* 1363+485* 1991+230* 1931+166* 1716591 2038+2* 3212
C 151+214 1881300 3144552  292+491 3824439  402+723  423+711 342569  205+358 29937
FOEV (pg/mb) PIR  151+163 2371262  270+£173 2961358 4111 168+189 106+138 118192 6218 2086167

IL1, interleucina 1; IL6, interleucina 6; FNTa, factor de necrosis tumoral alfa; ICAM-1, molécula de adhesion intracelular 1; FCEV,
factor de crecimiento de epitelio vascular; C, Control; PIR, preacondicionamiento isquémico remoto; PT, pre-trasplante; PR, post-

reperfusién; H, horas; D, dias; M; meses; ND, no determinado. P<0.05 contra grupo control en su respectiva fase.
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3.1.3 Parametros hematoldgicos en pacientes con TH con y sin PIR
Respecto a los parametros hematoldgicos evaluados solo las plaguetas mostraron
diferencia significativa en algunas de las fases evaluadas, sin embrago se observaron

valores mas altos de estas en el grupo PIR desde la fase 24h (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros hematoldgicos en pacientes con trasplante hepatico con y sin PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
Hb (g/dlL) C 11.2+1 14.5+6.3 13.4+3.9 9.1+1.9 8+1.3 8.5+0.4 10.6+1.7 10.8+2.2 10.5+2.8 11.8+1.9
PIR  13.1x0.5 13.6£6.2 14.310.6 12.1x0.7* 10.6%1.6 10.742.8  11.7+2.8 11.1+2.1 11.3+1.3 10.7£2.3
Hto (%) C 34.4+4.7 44+19.9 40.4+124 27+6.1 23.3+3.9 2655+16  314#6.3 32.3t7.5 31.1+8.6 36.2+6.1
PIR 38.4+1 41.6+220.2 41.7+1.8  35.6%3.1 31.1£5.8 47.2+30.6* 349485  33.116.8 34+4.5 32.4+7.8
Leu (K/uL) C 5.9+4.6 5.7£3.4 10.6£3.3 9.1£5.5  15.2+23.3 3.8+£2.6 7.2+7 1 5.9+2.1 7.6x1.2 3.8£1.6
PIR  5.4+21 4.3+2.5 9.8+4 13.3+4.6 10.8+2.6 11+5.4 11£5.7 12.2+4 1 8.2+0.9 4.8+3
Plag (K/uL) C 83.9+#57.8 72+26.7 78.9+41.5 40.8+23.2 33%14.1 33.6£18  47.3x44.1 130.4x116 206+64.4 103.2+34
PIR 122.2+36.2 64.1¥452 70.6x11.2 63.2+21.2 57.5420.3 101.2+52.1* 89.8+65.4 296.5+80.7 270+159.3 249.5+157.6*
P (s) C 14+1.9 17.7+0.2 16.6+4.2 13.8+2.2 12.4+2.2 13.4+2.7 16.9+5.1 14.6+3.4 15+0 13.5+0.8
PIR 12.3%0.9 17.7£5.1 14.2+2.1 12.8+1.9 13.4+1.3 11.9+£0.6 12.210 11.6+0.2 13.4+2.1 11.4+2
TTP (5) C 32.3+3.4 44.4+127 345+76 31.8#46 19.1x142 24814  25.8+6.5 25.9+3.1 26.3+0 26.2+12.1
PIR 27.8+2.2 34.3%5.5* 28.1%1.2 22.2+11.7* 34.6+14.3 24.542 2.5+0 242439  27.3%+2.3 20.3+0
INR C 1.2+0.1 1.60.1 1.5+0.3 1.2+0.2 1.1+0.1 1.2+0.2 1.5+£0.4 1.5+0.3 ND 1£0.1
PIR 1.1+0 1.6+0.4 1.2+0.1 1.1£0.1 1.24+0.1 1+0 ND 1+0.1* 120 ND

Hb, hemoglobina; Hto, hematocrito; Leu, leucocitos; Plaq, plaquetas; TP, tiempo de protrombina; TTP, tiempo de tromboplastina
parcial; INR, relacién internacional normalizada; C, Control; PIR, preacondicionamiento isquémico remoto; PT, pre-trasplante; PR,

post-reperfusion; H, horas; D, dias; M; meses; ND, no determinado.*P< 0.05 contra grupo control en su respectiva fase.
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3.1.4 Parametros bioquimicos en pacientes con trasplante hepatico
con y sin PIR.
En los parametros bioquimicos no se encontrd diferencia significativa en la
mayoria de las fases (Tabla 3), sin embargo en las pruebas de funcién hepatica la
AST, ALT y FA se observaron méas altas en las primeras fases del estudio en el
grupo PIR (desde PR hasta 72h) y posteriormente disminuyeron en las siguientes
fases aunque solo fue significativa a los 30 dias; y normalizandose ALT y AST a
los 3M en ambos grupos y FA solo en PIR; las bilirrubinas se disminuyeron
significativamente solo en las ultimas fases de estudio en el grupo PIR (15D hasta

los 3M), siendo estas normalizadas en este grupo a partir de los 30D (Tabla 4)
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Tabla 3. Parametros bioquimicos en pacientes con trasplante hepatico con y sin PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
Glu (mg/dL) 139.5+81.9 222.5+103.2 258+64.9 186.2+115.9 226.2+154.4 133.6+48.3 196.2+98.1 138.8161.5 93.71+15.2 103.2+34
PIR 90.2429.5 254.2+79.3 292.6x76  200+38.9 148+11.4 137£30.6 121+£31.9 116+£10.9 129.2+31.5 102.5+2.1
BUN (mg/dL) C 13.9+121 17.547.7 21.2+7 27.816.4 3619.6 33.6£8.2 27.7+9.3  25.2+9.2 23+2 14.416.8
PIR 23.7+19.6 20.5£14.3 26.6+17.1 27.3%17.2 2110 18.5+6.4  20.2+7.8 17+10.9 37.4+31 21.5+4.9
C 1.2+1.1 0.8+0.3 1.1£0.2 1.310.5 1.4+0.5 1.1£0.3 110.4 0.910.4 0.9+0 11£0.2
Creat(mg/dL)
PIR  0.8+0.3 0.7£0.2 1£0.2 1£0.2* 0.7+0.1* 0.7£0.2 0.6£0.2 0.8+0.5 1.5¢1 1.2+0.3
Na (mmoliL) C 137.1£2.7 145.1£13.9 140.2+¢3.8 140.7+3.5 138.1+4.1  141.6+2.2 139.9+4.3 136244 134.8+1.1 141.9+2.1
PIR 137.5t1.4 139.4+35 1359447 139.5+2.6 136.3+4.5 138.4+1.8 137.2+3.4 132.4+9.2 136.8+4.4 136.5+10.1*
C 4.2+0.5 4.4+0.7 4.6+0.6 4.3+0.8 4.3+0.3 3.8£0.4 3.4+0.8 4.2+0.1 4.4+0.8 4.8+0.1
K (mmol/L) PIR 4+0.9 3.3+0.7 3.9+0.2* 4.1£0.5 4.2+0.2 3.8+0.2 3.7£0.3 4.4+0.5* 4.6+0.6 3.6+1.2*
Ca (mg/dL) C 8.910.8 7.5£0.2 8.411.2 7.7+0.5 7.61£0.3 8.210.9 7.4+1.2 8+1.2 9.1£1.2 8.7+0.8
PIR  8.8+0.2* 7.6£0.8 7.5£0.3 7.5£0.5 7.910.7 8.2+1.1 7.7¢1.2 8.6+0.8 9.4+0.5 9.3+0
P(mg/dL) C 4+0.3 4.6+0.6 6+1.7 4.7+0.6 14.2421 4+0.8 3.310.7 3.6+1.1 4.1+1.8 4.2+0.5
PIR  3.6+0.4 3.5£0.8 3.6+£1.3 4.2+0.6 3.1£0.6 2.9+1 2.5£0.5 2.8+0.6 3.8+0.8 4+0.1*
Mg (mg/dL) C 1.9+0.2 1.420.1 1.620.1 2+0.1 2+0.1 2.1£0.2 1.9+0.2 1.6+0.2 1.7+0 1.8+0
PIR 2+0.2 1.4£0.2 1.5+0 2.110.1 2.3+0.1 1.9+0.3 2.1+0.5 2+0.5 1.5£0.2 1.5+0.4
PTs (g/dL) C 6.910.8 4411 3.810.6 4.1+0.3 4.7+0.8 5+0.6 4.4+1.4 5.6+1.2 6.5+1.2 6.1£1.6
PIR  6.9+0.6 4.5+1.7 4+0.3 4.6+0.3 4.9+0.3 5.5+0.9 4.8+1 5.240.5 6.2+0.4 6.1£0.8
C 3.210.4 2.1+0.4 2.2+0.3 2.7+0.4 3.2+0.6 3+1.1 2.8+0.9 3.5+0.7 3.8+0.8 441
Alb (g/dL) PIR 3+0.2 2.5+0.6 2.2+0.4 2.8+0.2 2.9+0.4 3.310.2 2.8+0.4* 3.1+0.3 3.8+0.7 3.9+0.6

Glu, glucosa; BUN, nitrégeno de la urea; Creat, creatinina; Na, sodio; K, potasio; Ca, calcio; P, fosforo; Mg, magnesio,
PTs, proteinas totales; Alb, albumina; C, Control; PIR, preacondicionamiento isquémico remoto; PT, pre-trasplante; PR,

post-reperfusion; H, horas; D, dias; M; meses; ND, no determinado.*P< 0.05 contra grupo control en su respectiva fase.
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Tabla 4. Pruebas de funcion hepatica en pacientes con trasplante hepatico con y sin PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
50.8425.9 1169.7x1197.1 982.6+582.4 332.7+170.2 158.7+38.5 197.2+160.6 45.2+26.3 37+£30.8 40.1x23.4  23.5%4.3
AST (UL) PIR 53.5+15.2 2404.6+2218.5* 1162+1057.1 353+163.5 226.5£123.6 86.7+54.5 33.2+18 32+28.6 15.2+2.5* 20.5+£9.1
ALT(UIL) C 34.8+16.5 412+403.4 421.4+109.4 243+52.3 189.5+26.6 241.6x143.7 116.5+71.6 90.2+955  61.1£56.3 27.2+9
PIR 33.5+14.8 716.5£624.4  688.6+£820.2* 434.3+461.8* 350.24313.2 269.7+231.4 104.7+71.4 53.6345.2 25.2+13.4* 13+4.2
FA (UIL) C 155.4+37.6 65.2+27.4 65+18.5 45.2+17.2 86+78.7 162.6+151.3 195.5+168.6 237.5+115.3 250.6+166.2 118+81.2
PIR 146+79.8* 84.7+46.8 59.6+19.6 62.3+24.7 89+39.9 134+£91.3  78.5+36.9* 60.3+24.7 74.5+22.6* 37+9.8
C 211 412.4 5.2+3.7 2.3+1.8 1.7+1 2.6+£1.6 3.6+4.1 7.2+6.8 6.9+£9.5 0.9+0.4
8T (mg/dL) PIR  1.1x0.3* 3.8+0.8 5.9+4 2.5%2.1 1.9£1.9 3.4+4.5 2.8£3.4 1.6£1.4* 0.6x0.2* 0.9+0.2*
BD (mg/dL) C 0.6+0.4 1.8£1.8 2.6£2.7 1£1.1 0.8+0.7 1.4x1.1 2113 4.214 4.415.3 0.3+0.2
PIR  0.3x0.1% 2+1.1 4£3.1 1.6x1.7 1.1x1.4 2+3.3 1.41£2.2 0.5+0.6* 0.3+0.3* 0.2+0.1
BI (mg/dL) C 1.4+0.7 2.1+1.1 2.5%1.2 11.7+20.8 0.9+0.3 1.2+0.5 1.5+1.1 3+2.8 4.5+5.1 0.5+0.3
PIR  0.8+0.2* 1.8+0.6 1.9+0.9 0.9+0.3 0.8+0.5 1.4+1.2 1.3+1.2 1£0.8* 0.2+£0.1* 0.7£0.1
18210 28.5+£17.6 32+22.6 46+35.3 92.6£55.2  229.6x207 186.6x204.6 313+102.7 131.5+117 83.1+86.6

GGT (U PIR ND ND 48+28.2 65.5+47.3 149.5+142.1* ND 137+£132.9 551£54.8 30+£12.7 ND

AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina transaminasa; FA, fosfatasa alcalina; BT, bilirrubina total; BD, Bilirrubina directa;
Bl, bilirrubina indirecta; GGT, gamma-glutamil transpeptidasa; C, Control; PIR, preacondicionamiento isquémico remoto; PT, pre-
trasplante; PR, post-reperfusién; H, horas; D, dias; M; meses; ND, no determinado.” P< 0.05 contra grupo control en su respectiva

fase.
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3.2 Trasplante renal

3.2.1 Caracteristicas clinicas de donadores y receptores

El numero de pacientes incluidos fue de 29 receptores de TR, 12 C y 17 con PIR.
Los donantes tenian una edad media de 41.3 + 14.9 anos; 41.2% eran hombres y 58.8%
mujeres. Las causas de muerte cerebral fueron: un evento vascular cerebral (45.6%),
lesién cerebral traumatica (45.4%) e hipoxia cerebral (9%). Al evaluar a los donantes de
acuerdo con el grupo de control vs grupo PIR, no se encontr6 diferencia significativa entre
los parametros evaluados (Tabla 5). En cuanto a los receptores renales, se evaluaron 29
pacientes, 20 hombres (69%) y 9 mujeres (31%) con una edad promedio de 52 + 12 afos
y un indice de masa corporal (IMC) de 26.6 + 4.7 kg/m? De éstos, 12 fueron asignados
aleatoriamente al grupo control (41%) y 17 al grupo PIR (59%). La etiologia de los
pacientes con enfermedad renal terminal fue: diabetes mellitus en 10 (34.4%), hipertension
en 7 (24.1%), glomerulonefritis crénica en 3 (10,3%), enfermedad obstructiva en 3
(10.3%), enfermedad renal poliquistica en 2 (6.8%) y enfermedad renal idiopatica en 4
(13.7%). El tiempo de isquemia fria de los injertos renales fue de 9.3 + 3.6 h.
No se observd rechazo agudo del injerto renal en ninguno de los grupos de estudio hasta
el seguimiento (3 meses). Al evaluar a los receptores de acuerdo con el grupo de control
vs grupo PIR, no se encontré diferencia significativa entre los parametros evaluados

(Tabla 5).
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Tabla 5.Caracteristicas de los 29 donadores y receptores.

C PIR

Variable (n=12) (n=17) P
Donadores

Edad (afios) 37.2+10.7 36.5+14.7 0.082
GRS 5/5 8/6 0.825

(masculino/femenino)
Causa de muerte

- Lesion cerebral traumatica -6 -8
- Evento cerebral vascular -5 -7 0.833
- Hipoxia cerebral -1 -2
TIF(h) 11.4+2.6 8.5+3.8 0.182
Receptores
Edad (afios) 56.2+10.8 49.9+13.6 0.52
SO . 8/4 12/5 0.825
(masculino/femenino)
IMC (kg/m2) 26.6x4.7 26.614.8 0.719
Causa de falla renal

- Diabetes mellitus -5 -5

- Hipertension -4 -3

- Glomerulonefritis -1 -2 0.645

- Rifion poliquistico -1 -1

- Enfermedad Obstructiva -2 -1

- ERI -2 -2
Hemodialisis/peritoneal 12/0 8/2
Media de tiempo de

iglisi .ox12. +15. 324
hemodialisis pretraspante (D) e 1815.5 0.3

C, Grupo Control; PIR, Precondicionamiento Isquémico Remoto; TIF, Tiempo de Isquemia

Fria; IMC, Indice de Masa Corporal; ERI, Enfermedad Renal Ideopatica; h, horas; d, dias.
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3.2.2 Mediadores inflamatorios en pacientes con TR con y sin PIR

En cuanto a los mediadores de la respuesta inflamatoria, IL6 present6 valores
significativamente mas altos en el grupo PIR frente a la C solo hasta 72 h. Después, los
valores disminuyeron, pero solo fueron significativos hasta los 30 dias. Por otro lado, el
TNFa presentd valores significativamente mas altos en el grupo PIR frente al C en la
mayoria de las fases del estudio desde el pre-trasplante hasta el seguimiento de 3M.
ICAM-1 presenté valores significativamente mas altos en el grupo RIPC frente a C solo en
la fase post-trasplante, mientras que el FCEV solo mostrd una disminucion después de 7
D hasta el seguimiento de 3 meses; Sin embargo, solo fue significativo alas 7y 15 D. IL1
mostrd valores significativamente mas altos en el grupo PIR frente a CG soloalas 72 hy

15 D (Tabla 6).

3.2.3 Parametros hematoldgicos en pacientes con TR con y sin PIR.

Con respecto a los parametros hematoldgicos, la hemoglobina (Hb) y el hematocrito (Hto)
fueron ligeramente mayores en PIR vs CG, pero solo se demostré una diferencia
significativa en la fase post-reperfusion para ambos parametros y en la fase de 48 h para
Hto. No hubo diferencia significativa en el recuento de leucocitos entre los dos grupos en

todas las fases (Tabla 7).
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3.2.4 Parametros bioquimicos en pacientes con TR con y sin PIR.

Con respecto a los parametros bioquimicos, la glucosa present6 valores disminuidos en el
grupo PIR frente a C solo a las 48 h; sin embargo, los valores de creatinina sérica fueron
significativamente mas bajos en el grupo PIRvs C alos 15y 30 D.

Con respecto a los niveles de electrolitos en suero, no se encontraron diferencias

significativas entre los dos grupos (Tabla 8).

3.2.5 Tratamiento inmunosupresor y tasa de filtracion glomerular estimada.

En cuanto al tratamiento inmunosupresor, no hubo diferencias significativas en los niveles
séricos de tacrolimus a los 30 diasy 3 meses enel C (13.1 £8.7ng/ mLy 6.2 +59ng/
mL) frente a PIR (11.5+ 0.7 ng/ mLy 10.3 £ 3.9 ng / ml). La tasa de filtracién glomerular
medida por la férmula de la Colaboracion de Epidemiologia de la Enfermedad Renal
Crénica no mostré diferencias significativas en ninguna de las fases entre los grupos

(Tabla 9).
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Tabla 6. Mediadores de respuesta inflamatoria en trasplante renal entre grupo control y grupo PIR.

G

PT

PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
IL1 C 24+36* 111£309 166.+368 1681416 49+56 35+43* 57+63 16+28* 34+84 12420
(pg/mL)  PIR 1004175 125+249 1274228 81+149 1514227 1254205 113+184 90+126 81+150 83+128
1L6 (pgimL) C 716+ 1576 63241436  533x1370 57441422 6461541 230+348*  653+1308 760+1281 878+1090* ND
PIR 5784911 5964510 4584578 5184550 5534573 6844695 5964604 4184646 270+436 6744807
TNFa © 105+184 112+149* 65+98* 85+90* 103+130* 133+£211* 140+152* 23+25* 46+70 23+30.*
(pg/mL)  PIR 259+456 3294505 3074551 277+433 410571 352+462 3714481 193366 1644323 425+387
ICAM-1 C 1801+ 630 18074594 * 19214835 1916+ 1075 203441275 18681174  2275+1241 187641047 1739808 2585+ 2075
(pg/mL)  PIR 2960+ 5006  2204+1535  1495+979 1410+ 858 1692+991 2063+1385 3118+4774  2542+1190 1849+1115 4417+ 4861
FCEV © 252+483 271583 2564477 815+ 1019 7034872 4361563 572+628* 338+432* 3634536 3034231
(pg/mL) PR 316232 3761402 349+431 3484504 393567 443+562 268186 1514191 212+199 199+154

IL1, interleucina 1; IL6, interleucina 6; FNTa, factor de necrosis tumoral alfa; ICAM-1, molécula de adhesién intracelular; FCEV,

factor de crecimiento endotelial vascular; C, grupo control; PIR, Precondicionamiento Isquémico Remoto; PT, Pre-trasplante; PR,

post-reperfusion; h, horas; d, dias; m, meses. *P< 0.05 vs grupo control en la respectiva fase.
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Tabla 7. Parametros hematologicos en trasplante renal entre grupo control y grupo PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M

Hb (g/dL) 10.7£15 96+03* 94+14 9.0+09 89%1.0 8311 7917 92+15 10.7 £ 1.7 10.7+£1.5
PIR 109+14 109+15 9.7+14 91+£1.0 89%1.2 85+14 89+1.2 98+1.8 11.2+1.8 109+14
Hto (%) 339+49 302+1.0" 29.7+45 274+31 376%6.6" 26723 241+66 285+38 32244 33.9+4.9
PIR 33947 345+432 300+48 283+31 278+39 265+£3.1 27544 30361 34757 33.9+47
Leu (K/pL) 82+32 106+36 285343 102+39 11.9+x27 10445 85+1.2 129+7.5 6.8+3.7 8.2+3.2
PIR 7.0+1.7 82+22 113276 11.7+46 136+6.1 10.6+4.7 7.7+3.5 8.8+6.1 71+£26 70+£17

Plat (K/uL) C 163.6+£87.7 155.8441.4 174.9+52.7 158.61+58.8 146.8%62.7 158.3+39.4 144.3+87.1 182.3+112.4 270.7+ 56.2* 163.6 + 87.7

PIR 198.4+92.2 150.0£25.7 181.84103.4 158.7455.3 155.2+ 38.3 147.3+50.9 181.8+81.1 231.4+131.0 281.7+83.4 198.5+92.2

Hb, hemoglobina; Hto, hematocrito; Leu, leucocitos; Plat, plaquetas; C, grupo control; PIR, precondicionamiento isquémico

remoto; PT, pretrasplante; PR, post-reperfusion; h, horas; D, dias; M, meses; *P< 0.05 vs grupo control en la respectiva fase.
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Tabla 8. Parametros bioquimicos y electrolitos en trasplante renal entre grupo control y grupo PIR.

G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
Glucosa C 183.2+198.4 * 143.0+49.7 161.2+72.2 163.9481.7 190.2+101.7* 118.1+40.0 135.0+54.8 101.9+27.2 1557 +72.6 118.6+50.8
(mg/dL) PIR 136.2+70.9 132.3+55.4 148.9+91.0 145.1+42.3 123.2+40.5 140.1+43.3 127.4+45.4 128.7+42.1 140.4+99.2 113.4 +60.6
Creatinina C 8.2+2.7 6.4+2.6 7.8429  7.3%35 5.7+1.1 5.1+2.6 2.5+1.4 3.3£2.5* 1.8+£09* 12+04
(mg/dL) PIR  10.5+5.2 8.514.2 9.243.46 6.9+4.0 6.813.4 4.2+2.5 4.01+6.6 1.42+0.7 151205 1.3£0.7
BUN C 625+19.0 56.2420.9 61.9+21.7 59.5+19.2 60.6+22.6 60.8+18.5 38.9+16.5 457+30.0 344+154 282+11.3
(mg/dL) PIR 55.9+16.5 55.3+16.0 54.2+13.9 48.6+18.1 48.6%20.4 41.5+17.9 62.5+117.7 27.8+125 31.7+164 22.3+10.1
Na+ C 1372+39* 135751 1356+3.1 135.643.1 13594 +5651324+11.7 137.2+4.4 1348+7.2* 1425+123 139775
(mmol/L) PIR 136.8+2.1 133453 1359+2.8 137.1£3.8 136.38+3.64 137.0+4.8 137.1+4.1 1346+3.7 1352+6.0 138.3+5.9
K+ C 4909 52+0.8 55+11 53+15 46+097 45+05 42+06 48+06 47+03* 47+05
(mmol/L) PIR 4.9%0.9 47+03 51+09 50+07 482+093 4709 4609 81+96 51+0.5 48+04
BUN, Nitrégeno de la urea; Na, sodio; K, potasio; C, Grupo Control; PIR, Precondicionamiento Isquémico Remoto; PT, Pre-
trasplante; PR, post-reperfusidn; h, horas; d, dias; m, meses. *P< 0.05 vs grupo control en la respectiva fase.
Tabla 9. Tasa de filtracion glomerular estimada utilizando la férmula Cockcroft-Gault.
G PT PR 12h 24h 48h 72h 7D 15D 30D 3M
TEGe C  11.2#46 14.1+4.2  11.3+4.2 13.2¢3.8 13.843.5 20.4+10.7 42.1+22.6 37.2+27.8 55.1+28.1  75.8+14.3
PIR 7.4+58 11.2431  11.7#45 20.6+18.3 20.9+18.1 34.3+22.1 59.1#28.9 69.9+23.2 69.2+22.3  70.2+15.2

TFGe, Tasa de filtracion glomerular estimada; C, Grupo Control; PIR, Precondicionamiento Isquémico Remoto; PT, Pre-trasplante;

PR, post-reperfusién; h, horas; d, dias; m, meses.
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CAPITULO IV

DISCUSION
Diversas estrategias quirurgicas han sido evaluadas para disminuir la LIR, entre
estas el Pl ha demostrado que protege contra lesién por IR (66), sin embargo la
principal limitante de este procedimiento es la accién directa sobre el 6rgano
blanco y sus estructuras vasculares, por lo que la aplicacion clinica de Pl en TH se
ha visto limitada por los episodios isquémicos imprevistos y posibles razones
éticas, en cambio el PIR puede dar proteccién a 6rganos distantes sin causarles
estrés directo, ademas puede aplicarse antes del inicio de la isquemia en el

6rgano blanco, durante la isquemia final o después de la reperfusion (67).

A nivel experimental se ha demostrado que el PIR puede reducir la LIR a nivel
hepatico (68, 69), sin embargo aun existen controversias respecto a la duracién de
la fase inicial de isquemia, tiempo de reperfusién y nimero de ciclos aplicados
(66). Recientemente se demostr6 en un modelo de TH experimental previo PIR
con la aplicacién de tres ciclos de isquemia de 5 min se disminuye el estrés

oxidativo y la inflamacién (70).

A nivel clinico no se han publicado estudios en pacientes con TH cadavérico
sometidos al fenédmeno PIR, solo se ha reportado un trabajo de TH de donante
vivo en el que se observé disminucidn significativa de ALT en los primeros 28 dias
del trasplante en receptores sometidos a PIR post-reperfusiéon y un aumento

significativo en la Cr sérica y tasa de filtracion glomerular en el grupo PIR, lo que
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demostré6 que el PIR disminuyd la lesién renal aguda; no observaron ningun
beneficio clinico relacionados sobre la funciéon temprana del injerto hepatico,

frecuencia de complicaciones, estancia hospitalaria, y mortalidad (71).

En la mayoria de los trabajos clinicos donde se ha empleado la técnica quirdrgica
de PI para disminuir el dano por IR en TH, se ha reportado una disminucién de las
aminotransferasas (24,27), sin embargo a nivel experimental el Pl atenda la LIR
hepatica al disminuir la infiltracién de leucocitos, las enzimas hepaticas y la
apoptosis (72,73). En el presente estudio se observé un aumento significativo de
dichas enzimas en las fases tempranas del post TH, por lo que podemos deducir
que en esta etapa el PIR no logro mejorar la LIR, sin embargo en las fases
subsecuentes evaluadas (después de las 72H) se observd una mejor respuesta en
los sujetos que recibieron un TH sometido a PIR. Recientemente en un modelo
murino de TH con PI, PIR o ambos, se logré disminuir la LIR en los grupos
preacondicionados, ya que tuvieron un disminucién significativa de transaminasas,
TNFa, MDA, con menor lesidn hepatica y apoptosis, respecto al grupo control,
demostrando un efecto sinérgico en el grupo Pl + PIR (74).

Por otro lado la trombocitopenia es muy comun durante la fase de reperfusion del
TH (75,76),esta es ocasionada por el consumo y secuestro de las plaquetas
dentro de los sinusoides hepaticos; el grado de activacion plaquetaria se ha
correlacionado con la funciéon del injerto, aunque se cree que las plaquetas
participan activamente en la patogénesis de LIR, pueden tener efectos beneficios

durante esta fase al secretar sustancias como la serotonina, la cual participa en la
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reparacién del dano isquémico (77). Existen evidencias que sugieren que las
plaquetas tienen otras propiedades no hemostaticos, al participar en la
inflamacion, angiogénesis, regeneracién y en la lesion por IR (78). Se ha
demostrado experimentalmente que el PIR protege contra la isquemia hepatica
parcial a través de la serotonina derivada de las plaquetas, el FCEV, la IL-10 y la
matriz de metaloproteinasa 8 (78). En este estudio se encontr6 una mayor
recuperacion del numero de plaquetas a partir de la fase 72h, la cual persistié
hasta la fase 3Men el grupo de pacientes trasplantados con injertos sometidos a

PIR.

Hasta la fecha solo se ha reportado el efecto del PIR en receptores de TH de
donador vivo relacionado, este es el primer estudio en el cual se procede a la
comparacién de injertos hepaticos sometidos a PIR versus injertos no sometidos a
este, en donadores con muerte encefalica. En este trabajo se observd que de los
mediadores inflamatorios evaluados solo IL-6 parece participar en las fases
tempranas de la respuesta inflamatoria post-TH, contrario al FNTa cuya
participacion se evidencia después del séptimo dia pos-trasplante, sin embargo la
ICAM-1 parece ser un mediador inflamatorio mas notorio en los receptores que
recibieron injertos con PIR, ya que esta molécula se elevd significativamente
desde la fase inicial pos-TH hasta los 30D, y normalizandose solo hasta los 3M.
Es de notar que a la par de los mediadores inflamatorios las enzimas hepaticas
AST, ALT y FA se elevan considerablemente en las fases post-trasplante

inmediato y disminuyen mas rapidamente en los receptores con PIR a partir de las
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72h, manteniéndose dicho efecto hasta los 15D y logrando recuperar niveles
normales mas rapidamente en dichos sujetos, y no asi en el grupo de receptores
sin PIR. En ambos grupos de estudio no se presenté falla primario ni rechazo del
injerto hasta el seguimiento evaluado, sin embargo se observdé que en el grupo
sometido a PIR se logr6 una recuperacion mas rapida tanto de los paramentos
inflamatorios como de algunos parametros bioquimicos asociados a una mejoria
de la funcién hepatica, por lo que consideramos que procedimiento favorece la
disminucién del dafo por IR en los injertos hepaticos por lo cual es necesario
incrementar el numero de pacientes y definir atreves de que mecanismos se

atribuye dicha mejoria.

Por otro lado, varios estudios han evaluado el efecto potencial de PIR en
diferentes modelos de dafo renal agudo realizado en cirugias vasculares y en
estudios radiol6gicos con medio de contraste intravenoso, asi como el efecto de
este en RT. Los hallazgos informados hasta la fecha son controvertidos con
respecto a su uso, ya que algunos definen un efecto beneficioso sobre la funcion
renal especificamente en marcadores como la creatinina sérica (79, 80, 81, 82)
mientras que otros no informan tal beneficio (83-85). En este estudio, los valores
de creatinina sérica fluctuaron en la fase temprana posterior al trasplante, sin
mostrar diferencias significativas; sin embargo, los valores significativamente mas
bajos en 15d y 30d se encontraron solo en el grupo PIR y siguiendo este patron de

disminucion a los 3 meses en ambos grupos sin diferencia significativa.

48



En otro sentido, Wu et al. informaron una mejoria en la funcién de los injertos
renales obtenidos de donantes con muerte cardiaca, demostrada por un aumento
en la TFGe (81); sin embargo, Mac Allister et al. informé que el PIR solo logré un
aumento insignificante de la TFG (iohexol) y la TFGe en el trasplante de rindn de
donantes vivos (86).

En el presente estudio no se observd un efecto beneficioso del PIR, ya que el
TFGe no mostrd diferencias significativas entre los grupos en ninguna de las
fases, esto concuerda con los hallazgos reportados por otros autores, donde no se
observd mejoria en el TFGe (87-89,90). En cuanto a los mediadores de la
respuesta inflamatoria, Mac Allister et al. encontraron que el PIR no tuvo efecto
sobre los donantes y los receptores, informando que los niveles séricos de TNF-q,
IL-18, INF-y e IL-6 fueron similares en ambos grupos (86). En nuestro estudio,
encontramos una diferencia en algunos de estos mediadores, principalmente TNF-
a mostré valores significativamente elevados en PIR vs Cen la mayoria de las
fases evaluadas, mientras que IL-13 aumenté en PIR a las 48 h, pero solo fue
significativo a 72 hy 15 d. Por otro lado, la IL-6 también mostrd valores
significativamente mas altos en PIR vs C a las 72 hy valores significativamente
mas bajos a los 30 d, lo que sugiere la participacidén de la respuesta inflamatoria
en el LIR en el TR. En contraste con otras investigaciones, en nuestro estudio se
aplicé PIR en donantes con muerte cerebral y no en receptores.

Actualmente se estd llevando a cabo un estudio de la Asociacion del
preacondicionamiento isquémico remoto en el trasplante de 6rganos abdominales

(RIPCQOT) (clinical-trials.gov referencia NCT00975702), en el que han sido

49



reclutados 580 donadores de 6érganos y receptores renales, hepaticos y
pancreaticos. Los donadores de 6rganos fueron asignados aleatoriamente para
recibir PIR (cada pierna inflada durante 10 min) o no antes de la recuperacién de
organos, realizada en la sala de operaciones después del inicio de la cirugia. Los
marcadores de lesién celular y la supervivencia de los injertos aun no se han
publicado. Desafortunadamente en México la tasa de donacion es de 4.1 donantes
/millén de habitantes, lo que ha limitado la inclusién de mas receptores a este tipo

de estudios.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

Trasplante hepatico

ICAM-1 mostrod niveles elevados en PIR desde la fase inicial (PR) hasta los
30 dias.

TNFa se encontré méas elevada en PIR solo a partir de los 7 dias.

IL6 mostrd niveles mas altos en el grupo PIR con diferencia significativa
solo en 3 de las fases evaluadas.

El FCEV y la IL1p no mostraron diferencias significativas entre ambos
grupos en ninguna de las fases evaluadas.

En los parametros hematoldgicos y de las pruebas de funcidon hepaticalos
pacientes con PIR ( a los 15-30 dias) que mostraron diferencia significativa
se observé mejoria 0 normalizacion.

En general el procedimiento PIR favorece la disminucién del dafio por IR en
los injertos hepaticos en base a la recuperacion de los parametros

inflamatorios asi como de algunos pardmetros bioquimicos.

Trasplante renal.

En TR se observé la participacion de algunas citocinas pro inflamatorias:
¢ TNFa fue mas elevado en PIR en la mayoria de las fases evaluadas.
e |L-1 se encontré mas elevada en PIR a partir de las 72 h.

e FCEV mostré niveles mas bajos en el grupo PIR con diferencia
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significativa solo en 2 de las fases evaluadas.

e ICAM-1se incrementd después de la reperfusion.

e IL6 se incrementé solo en 2 de las fases evaluadas.

e Los niveles de creatinina sérica fueron significativamente mas bajos en
el grupo PIR allos 15y 30 d.

e El procedimiento PIR en TR no mostré una mejoria en TFGe en ninguna
de las fases del estudio.

e En general en este estudio el PIR en TH disminuyo el dafo por LIR,

aunque el mayor efecto se observé después de las 72 h.

5.2 Perspectivas

Incrementar el numero de pacientes para establecer su utilidad en la

reduccion de LIR en TH.

Definir los mecanismos a los cuales se atribuye la mejoria en la funcion
hepatica

En TR establecer su utilidad en la reduccion de LIR.
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