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1. INTRODUCCIO

L’evolucié historica de la Cirurgia dels darrers cinquanta anys ha permés passar
d’'una cirurgia amb tendéncia simplement exerética a una cirurgia de caracter
funcional. Durant la darrera década, els avencos en les técniques de reanimacié
intensiva i el millor coneixement i control de ies reaccions immunologiques del rebuig
han possibilitat el desenvolupament de la cirurgia de substitucié o trasplantament
d’organs. Actualment, la pérdua de funcié d’organs com els ronyons, fetge, cor o
pancreas pot ser compensada mitjangant el seu trasplantament. En canvi, trasplantar
el budell prim, Gnic tractament fisiologic per la incapacitat funcional massiva d"aquest
organ, encara no es pot considerar un procediment quirdrgic amb un éxit regular.

Les indicacions del trasplantament intestinal no sén freqUents. La insuficiéncia
intestinal o sindrome del budell curt pot definir-se com un estat de manteniment
nutricional insuficient al qual s’arriba després de la pérdua anatdomica o funcional de
la major part de la superficie absortiva del budell prim. Tal mancanca seria
incompatible amb la vida si no fos pel suport permanent de técniques de nutricié
artificial, sobre tot la Nutricié Parenteral Total.

Perd malgrat el progrés en les técniques de Nutricié Parenteral, aquesta no
queda exempta de les complicacions propies de la infusié constant de solucions
hiperosmolars i de la preséncia permanent d’un catéter vends central, de manera que
als problemes de la malaltia principal es poden afegir altres disfuncions greus
(hepatobiliars, pancreatiques, ossies, etc.), a més de la incapacitat fisica i psiquica
que tot aixd comporta per aquests pacients, la majoria dels quals sén nens.

La substitucié del budell prim seria indispensable pel tractament definitiu de
la insuficiéncia intestinal, perd encara s’han de resoldre problemes importants abans
d’aplicar amb seguretat aquest tipus de trasplantament. Cal pensar també que,
davant la preséncia de complicacions greus derivades de la Nutricié Parenteral, la
possibilitat del retorn a una alimentacié normal pot superar el risc que comportaria el
trasplantament intestinal.

Les principals dificultats que es presenten alhora de trasplantar un organ com

el budell prim rauen fonamentalment en les seves caracterisques immunologiques. El
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budell prim poseeix al seus teixits una gran quantitat d’elements immunocompetents,
els quals provoguen una doble resposta immunitaria en forma de rebuig o en forma
de reaccié empelt-contra-hoste, tot essent també possible la produccié simultania i
insidiosa d’ambdos tipus de resposta.

Aquesta complexitat immunologica fa que la immunosupressié també
esdevingui un problema. Ei tractament amb Ciclosporina A, utilitzat com a base de
la terapéutica immunosupressora en la majoria de trasplantaments, no és prou eficag
en la prevencié de la doble resposta immunoldgica a que déna lloc el budell prim
trasplantat. Darrerament, es valora la introduccié de nous agents immunosupresors
com el FK506, Deoxispergualina, Rapamicina, RS-61443 i anticossos monoclonals,
perd encara no s’ha arribat a trobar una terapéutica d’eleccié capac de fer front al
rebuig i ala reaccid empelt contra hoste sense produir altres efectes secundaris sobre
el sistema immunologic del receptor.

També cal encara coneixer la influéncia que poden tenir els diversos factors
que intervenen en tot procés de trasplantament sobre la capacitat funcional del budell
trasplantat. En aquest sentit, es desconeix el metode i la solucié de preservacié més
adequats, aixi com les limitacions del temps d'isquémia freda sobre la viabilitat
posterior del budell prim. No esta definit amb seguretat quin segment intestinal és el
més adequat per a garantir la funcié nutricional, ni quina hauria de ser la seva longitut
i emplagcament.

L'experiéncia clinica en el trasplantament de budell prim no ha aportat encara
uns resultats satisfactoris, sobre tot pel que fa al manteniment d’'un estat nutricional
normal, basat en una dieta oral i sense V'aport de nutrients de forma artificial. Aixi,
si bé és important coneixer tots els factors que intervenen en el trasplantament
intestinal, "estudi d’aquests factors ha de tenir com objectiu final el d'assolir un
budell prim trasplantat capac de realitzar la seva funcié fonamental d’absorcié de
nutrients amb tot el que aquesta funcié porta associat (secrecions intestinals, defensa

immunitaria, etc).
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1.1. TRASPLANTAMENT DE BUDELL PRIM. BASES EXPERIMENTALS

Les bases fisioidogiques i técniques del trasplantament intestinal varen ser
estudiades per primera vegada per Lillehei i els seus col.laboradors I’any 1959, En
aquests experiments iniciais, s’observaren els efectes de la isquémia i la
revascularitzacié post-trasplantament en el budell prim del gos.

Durant la década dels seixanta, es varen realitzar un gran nombre de treballs
experimentals en els quals la supervivéncia dels animals trasplantats no es va assolir
d’'una forma regular. Malgrat aix0, el trasplantament de budell prim també es va
realitzar en un petit nombre de malalts, sense que en cap dels casos la supervivéncia
anés més enlla dels 79 dies de la intervencié?. El fracas d’'aquesta experiencia va fer
disminuir considerablement la recerca sobre el tema.

Amb el descobriment de la Ciclosporina A per Borel I’any 1976°, va resorgir
I'interés pel trasplantament intestinal i des llavors fins |’actualitat, els estudis han
estat centrats fonamentalment en la resposta immunoldgica al trasplantament i la
capacitat funcional del budell trasplantat per a mantenir a ilarg termini I’estat

nutricional i la vida del receptor*®.

1.1.1. MODELS EXPERIMENTALS
1.1.1.1. Models inicials

El primer model experimental de Lillehei' es va realitzar en gossos i consistia
en extirpar el budell prim i col.locar-lo-hi de nou en el mateix animal, després de
mantenir-lo conservat /n vitro durant periodes de temps diferents (FIGURA 1).

Aixi, per observar la capacitat del budell prim de superar I'oclusié vascular
mesentérica, es va realitzar el clampatge de l'artéria Mesentérica superior al seu
origen adrtic, i es va mantenir aquesta oclusié durant periodes de temps de 3 i 5
hores a temperatura ambient (FIGURA 1.1).

Posteriorment, en una segona fase de l'estudi, es va practicar la mateixa
oclusié vascular mentre es perfundia una solucié salina freda (5-10°C) a través de
I’arbre mesentéric (FIGURA 1.2). D'aquesta manera s’observava com en condicions

d'hipotérmia, els efectes de la isquémia sobre els teixits intestinals eren menors.
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Una tercera fase es va destinar a valorar la possibilitat de que el budell prim
pogués ser aillat o extret de 'animal, conservat en fred i col.locat de nou al lloc
d’origen, reestablint-se de nou I’aport vascular. Aquest model experimental, també
en el gos, consistia en realitzar una exeresi del budell prim, des del duodé distal fins
I'leum, i amb el pedicle vascular format per l'artéria i la vena mesentériques
superiors. El budell prim extret es va conservar en fred durant 1 o 2 hores i,
posteriorment es va practicar I’autotrasplantament, tot anastomosant 'artéria i la
vena en forma termino-terminal. La continuitat intestinal es va reestablir per
anastomosi del segment entre el duodé i I'leum (FIGURA 1.3).

Els animals trasplantats varen presentar diarrea i esteatorrea durant 7 dies i
varen precisar reposicié hidroelectrolitica per via endovenosa.

A les 3 setmanes, els gossos supervivents ja toleraven la dieta oral, varen
guanyar pes i, entre la 4° i 62 setmana, la femta tenia aspecte normal.

A les 6 setmanes, I'observacié dels budells autotrasplantats va mostrar la
regeneracio dels vasos limfatics. L'estudi baritat intestinal mostraval’existéncia d’una
motilitat normal, signe de qué els plexes mientérics podien funcionar sense control
del sistema nervids extrinsec.

L'evolucié de varis gossos va ser vigilada a llarg termini durant 7 anys.
Aquesta supervivéncia perllongada va demostrar que les anastomosis de vasos de
petit calibre podien restar permeables durant temps indefinits i que el budell prim
podia conservar la seva funcié absortiva malgrat la seva denervacié.

L'observacié microscopica dels talls de budell prim dels gossos després de 7
anys també va mostrar unes caracteristiques histologiques normals de la mucosa

intestinal.
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FIGURA 1.1: Oclusié vascular mesentérica superior
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FIGURA 1.2: Perfusi6 in vivo dels vasos mesenterics

FIGURA 1: MODEL EXPERIMENTAL DE LILLEHEI
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FIGURA 3.3: Exéresi del budell prim del gos.

Conservacié en fred i autotrasplantament

FIGURA 1 (CONTINUACIO): MODEL EXPERIMENTAL DE LILLEHEI
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Posteriorment a aquesta experiéncia, el mateix equip de Lillehei va realitzar
trasplantaments entre gossos diferents. Cap dels animals va sobreviure més de 9 dies
i, estranyament, no es van observar signes de rebuig als budells trasplantats®’.

Aquest detall va fer pensar la possibilitat d’una reaccié del teixit trasplantat
cap al receptor com a causa de mort, i que aquesta reaccié podria estar provocada
per la gran massa antigenica que representava el budell trasplantat. Aixi, es va
observar que si es disminuia la longitud del budell prim a trasplantar finsa 15 cmies
reimplantava en forma heterotopica a la regié cervical del gos, es produia el rebuig del
budell, perd no la mort de I’animal,%2®.

Tot utilitzant aquest darrer model, es va estudiar la preservacid, funcié
absortiva i rebuig del budell prim trasplantat, aixi com l'efecte del tractament
immunosupressor®®°,

El seglient pas important pel coneixement de la immunobiologia del
trasplantament intestinal va ser el model experimental de Monchick i Russell aplicat
alarata'.

En ell, per a estudiar la resposta immunologica cap al trasplantament de budell
prim, es varen idear unes combinacions donant-receptor geneticament controlades i
es va practicar una nova técnica de trasplantament heterotdpic o auxiliar adaptada
a la rata aduita.

Les combinacions donant-receptor formades entre rates de soques
genéticament definides i les seves formes hibrides permetien observar les reaccions
immunologiques en forma aillada o unidireccional cap al rebuig o cap a la reaccié de
I'empelt contra ’hoste.

La nova técnica quirdrgica de Monchick i Russell possibilitava la realitzacié de
I"anastomosi vascular necessaria pel trasplantament intestinal maigrat el petit
diametre dels vasos mesentérics a la rata (FIGURA 2).

De la resecci6 intestinal a la rata donadora, se n’obtenia el budell prim amb el
seu mesenteri des del duodé distal fins a I'lleum terminal, amb el pedicle vascular
format per la vena porta i I'artéria mesentérica superior. L’anastomosi vascular es

facilitava perque |’artéria mesentérica superior no es seccionava directament, sind que
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se n‘obtenia a partir de la seccid del cilindre de |’artéria aorta d’on prové el seu origen
(cuff aortic).

El budell es perfundia, via venosa, amb una solucié salina heparinitzada freda
i es submergia en fred fins a ser traspiantat.

A la rata receptora, es realitzava I'anastomosi vascular entre el cuff aortic
donant i I'aorta receptora i entre la vena porta donant i la vena cava inferior del
receptor, tot essent ambdues sutures en forma termino-lateral i enla porcié infrarenal.

Els extrems intestinals s’exterioritzaven cap a la paret abdominal en forma de
duodenostomia i d’ileostomia.

Si els animals sobrevivien, es realitzava una segona operacié després de 5
mesos, en la qual es resecava el budell prim propi i se’l substituia amb la interposicié

dei budell auxiliar.
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FIGURA 2: MODEL EXPERIMENTAL DE MONCHICK | RUSSELL
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1.1.1.2. Tipus de trasplantament intestinal

Durant els darrers 15 anys, s’han utilitzat nombrosos models experimentals
de trasplantament, els quals es poden classificar segons aspectes com:

® Emplacament del nou drgan

® Drenatge vends

8 Combinacions donant-receptor

Eil tipus de trasplantament a realitzar dependra de I’objectiu de cada estudi en

particular.

® Segons la situacid
El trasplantament de budell prim es pot realitzar en dues formes:
- Trasplantament heterotopic
- Trasplantament ortotopic

El trasplantament heterotopic consisteix en un trasplantament auxiliar en el
qual el budell donant és trasplantat en addicidé al propi budell de! receptor, deixant
aquest /n situ.

En el trasplantament ortotopic, s’ha de resecar el budell prim del receptor i
reemplacar-lo pel budell donant, el qual es col.loca en la mateixa situacié que
I’original.

A larata, el trasplantament heterotopic es pot realitzar en 3 varietats les quals
es diferencien segons la manera de col.locar els extrems oral o proximal i aboral o
distal del segment intestinal (FIGURA 3)'%'3, Els dos extrems es poden abocar a la
paret abdominal en forma d’estomes cutanis. Aquesta disposicid del segment
intestinal s‘anomena nansa de Thiry-Vella i consisteix en una nansa
desfuncionalitzada o exclosa de la continuitat intestinal i que es manté viable en
conservar el seu pedicle vascular'®. El problema que presenta és mantenir oberts els
estomes cutanis. Un altra possibilitat és anastomosar 'extrem aboral a I'fleum
terminal del receptor i deixar I’extrem oral fixat a la paret abdominal com un estoma.
La tercera forma consisteix en anastomosar igualment I’extrem aboral a I’ileum pero

tot deixant tancat l’extrem oral amb una lligadura circular.
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FIGURA 3: TECNIQUES DE TRASPLANTAMENT INTESTINAL A LA RATA
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Sigui com sigui, sempre és necessari mantenir oberta la comunicacié de lallum
intestinal per tal que drenin les secrecions de la mucosa.

Altres formes de trasplantament intestinal heterotopic sén aquelles enles quals
la vascularitzacié prové dels vasos renals'®, o bé formes extraabdominals en les quals
el budell auxiliar és col.locat a nivell de la regié cervical de I’animal®.

El trasplantament ortotopic es pot realitzar en un sol temps operatori 0 en dos
temps. Quan es realitza en un sol temps, la resecci6 intestinal en la rata receptora va
seguida immediatament per la substitucié d’aquest budell prim resecat.

En la técnica del trasplantament en dos temps, el primer temps consisteix en
un trasplantament heterotdpic o auxiliar tal com hem descrit abans; després de 3
setmanes, temps durant el qual es regeneren els vasos limfatics que comuniquen els
teixits de donant i receptor'®'’, es procedeix al segon temps operatori. Aquest
consisteix en realitzar inicialment la reseccié del budell prim de V'hoste, tot fent
ligadures als vasos mesentérics; posteriorment, s'alliberen els extrems del budell
trasplantat per tal d’anastomosar 'extrem oral donant amb el duodé del receptor i
I"'extrem aboral donant amb I’fleum del receptor.

El trasplantament ortotopic complet és técnicament més complicat que
I'heterotopic. Quan es realitza el trasplantament ortotopic en un sol temps quirdrgic,
la mortalitat a la rata és superior que si es realitza en els dos temps esmentats, ja que
a |'agressié quirdrgica que representa una reseccid intestinal massiva, s’afegeix la
reaccié cap al budell trasplantat. Es preferible, i aixi ho fan la majoria d’autors,
realitzar el trasplantament ortotopic seguint els dos temps operatoris per tal d’obtenir-
ne els resultats amb una menor morbi-mortalitat i millor rendiment dels animals'>'®,

Quan s’utilitzen animals d’experimentacié més grans, tals com el porc, el
tamany dels budells i del pedicle vascular facilita la manipulacié i realitzaci6
d’anastomosis. Degut a aix0, en el trasplantament ortotdpic al porc, I’animal donant
de budell pot ser alhora receptor del budell prim d’'un altre si es fan dos
trasplantaments simultaniament. Aquestintercanvi és passible sempre que I'extraccié
del budell es fagi a partir d’'una zona distal del duodé, de manera que quedi

preservada la vascularitzacié del budell proximal remanent’®.
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Les complicacions d’origen técnic més freqients després del trasplantament
heterotopic sén la trombosi, sobretot venosa, i el sagnat a |'anastomosi vascular. Al
segment intestinal, es pot produir la volvulacié del budell auxiliar i complicacions
propies dels estomes tals com el prolapse o I’obstruccié?.

En el trasplantament ortotdpic, la fallada técnica es produeix per oclusié a les
anastomosis intestinals o bé per adheréncies entre nanses, a més de les
complicacions citades pei trasplantament heterotopic.

Tal com hem assenyalat anteriorment, cada tipus de trasplantament estara
relacionat amb !'objectiu de I'estudi. Els models de trasplantament heterotopic sén
preferibles per la investigacié d'aspectes immunoldgics com el rebuig i la reaccié
empelt contra hoste, ja que el receptor del trasplantament auxiliar pot sobreviure
encara que el budell trasplantat estigui relativament lesionat. En canvi, en el cas del
trasplantament ortotopic, la lesié del nou budell significa la mort temprana de
I"animal’%2"-22,

Els models de trasplantament ortotopic sén utils per estudis preclinics que
valorin el funcionament o capacitat absortiva del budell trasplantat, sota unes
condicions semblants a la normalitat i en interacci6é amb les reaccions

immunoldgiques'#?'22,

® Segons el drenatge vends

En general, en animals petits com els rosegadors, el drenatge vendés del budell
trasplantat s’efectua per anastomosi de la vena porta donant amb la vena cava
inferior.

La realitzaci6 d’aquesta forma de drenatge vends porto-sistémic és
técnicament més facil que realitzar el restabliment fisiologic del drenatge vends porto-
portal?, si bé les conseqliéncies metabdliques d’aquesta derivacié porto-cava no sén
ben conegudes?*?°,

Estudis realitzats comparant els efectes del drenatge vends sistémic del budell
trasplantat front la realitzacié d'una derivacié porto-cava aillada, mostren que les

alteracions metaboliques basades en els nivells d’amoni lliure en sérum, atrofia
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hepatica i pes corporal s6n similars, si bé menys accentuats en el cas del
trasplantament?®.

Per tant, no es pot preferir un tipus de derivacié o altra basat en aquestes
observacions, encara que es suggereix que, amb periodes d’observacié més llargs i,
tot utilitzant agents immunosupressors, els quals solen ser hepatotdxics, aquestes
alteracions, ara minimes, podrien progressar i produir sequeles metabodliques
d‘importancia clinica, per les quals s’aconseillaria el drenatge vends fisioldgic portal
en lloc de la derivacié venosa sistémica'®%.

Perd també s’ha de tenir en compte que el drenatge vends portal pot ser
técnicament dificultés en molts pacients en els quals I'accés a la vena porta és

anatOmicament impossible per a realitzar I'anastomosi?'.

® Segons les combinacions donant-receptor

S’anomena autotraspiantament a aquell en el qual el mateix donant d’un organ
el torna a rebre com a receptor. Quan el traspiantament es fa entre animals de la
mateixa especie perd sense identitat genética, s'anomena alotrasplantament. Si el
trasplantament es realitza amb donant i receptor de la mateixa especie i la mateixa
dotaci6 genética, es tracta d’un isotrasplantament?®.

En els models experimentals que utilitzen animals grans, €s dificuités o gairebé
impossible d’estudiar els components immunoldgics de la resposta al trasplantament
intestinal d’una forma ailiada.

Tal com ja ha estat esmentat anteriorment, el model de Monchick i Russell'!
facilita I’estudi dels aspectes immunologics del trasplantament al combinar rates de
soques immunogenéticament definides amb llurs hibrids F, (FIGURA 4). Els hibrids F,
son el producte de I'encreuament entre dues rates de soca pura. Per exemple, les
rates de la soca hibrida anomenada LBN provenen de I’'encreuament entre rates LEW
{Lewis) i rates BN {Brown Norway).

En els hibrids, els gens d'histocompatibilitat s’hereden de forma co-dominant
a partir dels haplotips de cadascun dels progenitors de soca pura. Consegientment,

quan es realitza un trasplantament entre un donant hibrid F, i un receptor de soca
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pura, els antigens d"histocompatibilitat del budell trasplantat sén reconeguts com a
no propis i es produeix la reaccié de rebuig contra el nou organ.

Per I’altra banda, quan es combina un donant de soca pura amb un receptor
hibrid, aquest hibrid F, no reconeix com extrany el teixit procedent d'una rata de la
soca pura d’origen i, per tant, el rebuig de l'alotrasplantament no es produira. Perd,
en canvi, el budell trasplantat si que rebutjara els teixits d’aquest hibrid F, receptor,
degut a que sobre les seves cél.lules identifica uns antigens d’histocompatibilitat que
ell no posseeix, i es produira la reaccié empelt-contra-hoste (graft-versus-host).

Amb aquests artificis immunogeneétics és possible estudiar les reaccions de
rebuig i la de I’'empelt contra I’hoste en forma individualitzada.

En el cas que la combinacié donant-receptor s’estableixi entre rates de soques
pures diferents, la resposta immunologica es produira en una forma mixta i més o

menys simuitania de rebuig i reaccié empelt-contra-hoste.
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1.1.1.3. Altres models de trasplantament intestinal

Els models experimentals que utilitzen segments de budell prim en lloc de
I’drgan complet permeten valorar els efectes del trasplantament de zones especifiques
d’absorcié de nutrients com seria I'ileum terminal?’.

També amb aquests models és possible valorar la resposta immunolodgica
segons la longitud del segment trasplantat, la qual aniria en relacié a la quantitat
d’elements cel.lulars immunocompetents continguts per porcié de teixit?>2°.

En rates, la resposta al trasplantament de segments intestinals més curts i
provinents de zones proximals sembla ser menor que amb segments més grans o amb
els de zones més distals, sense que es pugui explicar si aquest fet es deu a una
menor quantitat de teixit limfatic trasplantat o bé a una diferéncia de caracter
immunoldgic entre el jeja i I'leum®.

Una altra forma de trasplantament intestinal consisteix en la implantacié de
budell fetal al teixit subcutani de la paret anterior de I'abdomen?.

Amb el model utilitzat per primera vegada per Zinzar®’, es va observar com el
budell fetal avascular era capac de vascularitzar-se i desenvolupar-se fins a les
proporcions de I'adult, si era implantat al teixit subcutani d’una rata jove de la
mateixa soca. El nou budell va presentar caracteristiques histoldgiques similars a les
del budell normal, mancant de serosa i mostrant unes microvellositats menys denses
i més curtes®'.

Les similituds estructurals i fisiologiques del nou budell suggereixen que aquest
podria servir com un budell accessori®'. S’ha pogut demostrar que en anastomosar
els extrems d’aquest nou budell al budell prim del receptor, I'empelt intestinal és
capac de mantenir el peristaltisme i absorbir nutrients simples durant llarg temps, pero
en un percertatge molt petit d’animals?.

Amb |'aplicacié d’immunosupressors, la implantacié de budell fetal podria
també intentar-se entre rates de soques diferents®2.

Per dltim, s’ha intentat l'aillament i cultiu cel.lular d’enterocits per tal
d’expandir la mucosa intestinal perd, si bé el creixement cel.lular ha estat possible,

les cél.lules implantades sobre zones de mucosa denudada no han estat viables®*>*.
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1.1.1.4. Trasplantament multivisceral
Donada la seva disposicié anatomica, el budell prim pot ser trasplantat en bloc
juntament amb el pancreas o amb el fetge. Aquesta forma de trasplantament

35,36.37[ porcs38.39i micos4°.

multivisceral ha estat desenvolupada técnicament en rates

La combinacié del trasplantament hepatic amb l'intestinal és considerada com
un model d’estudi aplicable en el futur pel tractament de pacients amb insuficiéncia
intestinal associada a disfuncions hepatiques?'*'.

El fet observat de qué el trasplantament hepatic indueix una certa tolerancia
immunologica vers el trasplantament concomitant d’altres 6rgans ha estat considerat
en relacié al trasplantament muitivisceral de fetge i budell prim. El model de
trasplantament combinat de fetge i budell és Util per a la valoracié de I'efecte del
drenatge portal sobre els antigens de I'organ trasplantat o sobre les cél.lules
immnunoreactives del receptor*?>4***, També s'ha observat la proteccié que exerceix
el trasplantament hepatic sobre la reaccié empelt contra hoste, perd els mecanismes
de tal efecte protector no estan encara dilucidats®’4%45,

En el trasplantament muitivisceral que combina fetge, pancreas, duodé i budell
prim, el component intestinal és el que resulta més afectat pels fenomens dei

rebuig®,
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1.1.2. PRESERVACIO DEL SEGMENT INTESTINAL

El desenvolupament d’un métode efectiu per a preservar el budell prim durant

I'interval de temps des de I'extraccié fins el trasplantament és un factor clau per a
I’éxit del trasplantament intestinal, és a dir, per a la seva viabilitat funcional malgrat

haver patit un periode d’isquémia.

1.1.2.1. Métodes de conservacié en el trasplantament intestinal

La mucosa intestinal és particularment sensible a la isquémia, perd la seva
capacitat de regeneracid és important i rapida.

Durant laisquémia, les primeres lesions apareixen sobre les cél.lules de la regi6
apical de les vellositats. Després d'un temps variable segons [I’animal
d’experimentacid, les vellositats presenten una denudacié completa de les cél.lules
epitelials perd no de I'epiteli de les criptes, el qual és més resistent i permet la
regeneracié posterior de la mucosa intestinal®’.

Deprés d'haver observat que el budell prim podia suportar relativament bé
I’oclusié vascular sota unes condicions determinades, les técniques de preservacio per
al seu trasplantament han anat evolucionant des dels anys seixanta fins I’actualitat.

Lillehei va demostrar que el budel prim es podia preservar durant 5 hores si es
realitzava el rentat vascular per perfusiéo simple amb una solucié salina freda i
posteriorment es submergia en ella’.

Més tard, un altre membre del mateix equip, Manax, va mantenir viables,
durant més de 24 hores, segments d’ileum els quals va submergir en una solucié
salina freda i amb dextra al 5% i ho va fer dins una atmosfera d’oxigen hiperbaric*®.

També es va valorar I'efecte de la perfusié mantinguda en forma pulsatil en
comparacio al rentat simple, sense que els resultats obtinguts foren sempre positius
ni uniformes. Aixi, mentre al grup de Toledo Pereyra el budell del gos podia conservar-
se viable mitjancant la perfusié pulsatil*®°°, la técnica del grup de Raju era capac de
mantenir el budell durant 12-24 hores per perfusié vascular hipotérmica simple i
rentat fred de la llum intestinal®'.

Per altra banda, quan es va utilitzar la solucié d’Eurocollins per comparar
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I'efectivitat en hipotérmia del rentat simple front la perfusié pulsatil, aquesta darrera
es va mostrar més eficac®?.

L'addicié de substancies a la solucié de preservacié pot tenir un efecte
protector sobre el funcionalisme de la mucosa intestinal. En aquest sentit s’han
utilitzat agents com la Naloxona o la Superoxid-Dismutasa per llur actuacié sobre els
radicals lliures formats durant la isquémia i posterior reperfusi6®*°*°%%¢, el Coenzim
Q,, per estimular la produccié mitocondrial d'ATP afavorint la viabilitat post-
isquémica®’, i el glucagé o les prostaglandines®, entre d’altres, no sempre amb uns
resultats consistents®.

La preservaci6 del budell prim durant periodes de temps curts o inferiors a 6
hores pot realitzar-se amb solucions de conservacié variades. El rentat vascular amb
solucions cristal.loides com el Ringer Lactat a baixa temperatura (4°C) es mostra com
el métode més efectiu, facil i econdmic per ala preservacio durant periodes de temps
d’entre 6 a 18 hores®®®'. En canvi, no hi ha resultats consistents en relacié a la
qualitat de la preservacio per a periodes de temps llargs, si bé es tendeix a la perfusié
intravascular continua sola o en combinacié amb perfusié de la llum intestinal®®®, tot
utilitzant solucions col.loidals modificades com la d’Eurocollins®® o bé la de la
Universitat de Wisconsin®3,

El rentat intraluminal permet que, amb I'eliminacié de certes substancies
nocives contingudes a la llum intestinal, s’afavoreixi la regeneracié de la mucosa

després de la isquémia®*.

1.1.2.2. Valoraci6 de la viabilitat postisquémica del budell prim

Una vegada trasplantat el budell prim, és essencial conéixer els canvis
histologics i histoquimics causats per la isquémia i la posterior revascularitzacié per
tal de preveure la seva viabilitat.

L’evidéncia dels danys produits no es manifesta fins al menys 2 dies després
de la revascularitzacié. Estudis realitzats en rates mostren que si bé inicialment,
només s'observen alteracions a nivell de les puntes de les vellositats i edema intra o

subepitelial, posteriorment, entre 2 i 6 dies, les lesions consisteixen en un
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escapgament de les puntes de les vellositats, un elongament i disminucié del nimero
de criptes de Lieberk{hn, aiteracions morfologiques dels enterdcits i les cél.lules de
Panneth i un augment de l'activitat mitdtica. L’edema practicament desapareix al
voltant dels 4 dies®'5%%5,

Amb l'estudi histoquimic es pot valorar I’activitat d’enzims de fa vora en
raspall com la maltasai la alcalin-fosfatasa®*°® i la composici6 de la secrecié intestinal
quant a Nicotinamida Adenin-Nucleotids (NAD, NADH, NADP, NADPHY) i concentracié
de lactat en relacié al metabolisme energétic cel.lular a la mucosa intestinal®®®’, aixi
com la determinacié de les glicoproteines glucosamina i galactosamina i acid sialic
presents al mucus intestinal®®. Perd, encara que el budell trasplantat pot mostrar-se
bioquimicament intacte o molt poc alterat, estructures responsables de la
supervivéncia funcional final del budell trasplantat com les cel.lules endotelials
vasculars, poden estar lesionades de forma irreversible, i aguest detall no és

detectable amb les técniques bioquimiques esmentades®’.

1.1.3. IMMUNOBIOLOGIA DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL

El budell prim trasplantat proporciona un estimul immunoldgic important a
I'hoste per a respondre’l en forma de rebuig®. Perd el gran nombre de cél.lules
immunocompetents que el mateix budell prim posseeix és responsable de la produccié
d’una reacci6 de I'empelt intestinal contra el receptor.

Aquesta resposta doble pot inclinar-se cap a una o aitra forma quan s’utilitzen
maniobres destinades a reduir o modificar I'activitat dels limfocits, tals com la
reduccié del tamany del segment intestinal o la irradiacié del budell donant”.

Encara que el rebuig al budell trasplantat s’ha de considerar com el més gran
obstacle per a l’éxit del trasplantament, la reaccié empelt-contra-hoste pot convertir-
se en una complicaci6 important sota certes circumstancies. Els limfocits del donant
poden predominar quan ja preexisteix una incompeténcia immunoldgica del receptor,

la qual pot ser deguda a malnutricid o com a resultat de la terapéutica
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immunosupressora’’-’#73, Sota aquestes circumstancies, laresposta es decantara cap
a la reaccié empelt-contra-hoste. El mateix succeira en cas de donar-se la preséncia
de limfocits immunoldgicament induits en el donant com a conseqiiéncia d’una

sensibilitzacié prévia i insospitada d’aquest contra el receptor’?.

1.1.3.1. Historia natural del rebuig

A la rata, el trasplantament de budell prim en combinacié d'una donant de
soca hibrida LBN cap a una receptora de soca pura LEW és rebutjat rapidament en un
temps de 8.9+0.8 dies'’.

El rebuig es manifesta clinicament per pérdua de pes, mal estat general,
palpacié d’una massa abdominal i mort de I'animal generalment per sépsia’.

L’examen microscopic del budell, tal com s’esquematitza a la FIGURA 57576,
mostra als 3 dies del seu trasplantament, una apariéncia practicament normal de les
estructures. Als 6 dies, ja s’observen canvis notables consistents en un escur¢cament
de les vellositats amb una pérdua important de la seva area de superficie absortiva.
Els espais paracel.lulars i les puntes de les vellositats es mostren dilatats, pero els
enterodcits per ells mateixos no presenten alteracions. La lamina prdpia adjacent a les
criptes es troba dilatada per ia preséncia de cél.lules mononuclears.

Després del dia 9 postrasplantament, la pérdua de I’area de superficie mucosa
és molt marcada doncs les vellositats escurgcades prenen un aspecte llis. La lamina
propia queda infiltrada difusament per cél.lules limfoides. La mucosa es va destruint
rapidament i s‘observa un infiltrat cel.lular transmural de limfocits i leucocits
polimarfonuclears, el qual afecta fins a la serosa i mostra peritonitis’’.

L’endoteli vascular es lesiona tempranament, fet que condiciona els danys que
es produeixen a les cél.lules de les criptes. L’escurcament de les vellositats seria el
resultat de la incapacitat de les cél.lules de les criptes per a reemplacar les de l'epiteli
de les vellositats’®.

El procés descrit correspén a la forma de rebuig agut durant la qual alguns
autors diferencien com a fases |, Il i lll a les alteracions descrites pels periodes de

temps citats de 3, 6i 9 dies respectivament’®. Aquesta forma de rebuig agut es dona
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quan el drenatge venés del trasplantament es realitza de forma portosistémica i en
ella no s’observen diferencies d’afectacié entre {’ileum i el jeju.

En el cas de realitzar el trasplantament de budell prim amb el drenatge vends
per via portal, la resposta immunologica es desenvolupa més lentament, donant lloc
al rebuig de tipus cronic. En ell es produeix una reaccid fibrotica a la paret intestinal
fins encapsular-la, de manera que, quan es tracta d’un trasplantament heterotopic,
la mort de I’animal no esdevé tant rapidament, sind que es retarda fins una mitjana
de 22.8+ 1.8 dies?*7%77,

Les alteracions referides pel rebuig de tipus agut s’observen igualment, pero
en un temps més tarda, de manera que les observacions corresponents al 3* dia de
la forma aguda no apareixen fins els dies 6 o 9 postrasplantament. Les lesions de la
fase l, les quals es donarien al dia 6 de la forma aguda, no s’inicien fins després de
10 dies ala forma cronica. La destruccié de la mucosa i I'infiltrat cel.lular transmural
de ia fase Il no es comprova sino fins després d'uns 14 dies i, en aquest cas, la
submucosa i la muscularis mucosae estan aprimades i fibrosades i tot el budell
trasplantat va formant una massa encapsulada, amb les nanses adherides firmement
entre si’’.

A la forma cronica, la transici6 entre les fases és molt gradual i solapada’®, a
diferencia de la forma aguda, en la qual els limits es defineixen millor. Tampoc en la
forma cronica es donen diferéncies en relacié a I'afectacié dels diversos trams del
budell prim.

Els mecanismes pels quais el drenatge vends portal enlenteix la reaccié de
rebuig sén poc coneguts. Es postula sobre la preséncia d’un factor de sintesi hepatica
el qual degradaria els complexes cél.lula-antigen procedents del budell trasplantat al
passar a través de la circulacié hepatica’.

Els canvis histologics al budell trasplantat causats per la técnica operatoria
(isquémia freda, revascularitzacid, manipulacié..) no persisteixen després del 3* o 4"
dia postoperatoris i, per tant, no es poden confondre amb les lesions relacionades

amb el procés de rebuig’®.
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DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL

Aspecte als 9 dies postrasplantament (FASE i)

FIGURA 5: EFECTES DEL REBUIG AGUT A LA PARET INTESTINAL
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1.1.3.2. Reaccid empelt contra hoste

Lareaccid empeit-contra-hoste és el resultat de la transferéncia al receptor del
teixit limfoid contingut al budell prim després del seu trasplantament. La demostracié
de tal fet s’obté tot observant que aquesta forma de resposta immunologica no es
dona en el trasplantament de cor o de ronyd, els quals no posseeixen tal quantitat
d’estructures immunocompetents. A més a més, la responsabilitat del teixit limfoide
trasplantat també pot evidenciar-se amb I’aplicacié de técniques de blocatge dels
limfocits en el budell donant, les quals evitarien la produccié de la reaccié empelt-
contra-hoste. D’entre aquestes técniques destaquen l'excisié dels ganglis limfatics
prévia al trasplantament’®, |a irradiacié del budell prim a transplantar®’ o dels
limfocits®? i la timectomia''.

La reaccié empelt-contra-hoste pot observar-se després del trasplantament
intestinal en el gos i en la rata, perd no en el cas del porc®®4.

Alaratai, tot utilitzant les combinacions de Monchick i Russell, s’observa que
quan el trasplantament es realitza entre una donant LEW i una receptora LBN, es
produeix la mort de !"animal receptor per una reaccié empelt-contra-hoste en un
periode de temps d'uns 15 a 20 dies’>’%®, sense que influeixi el tipus de
trasplantament orto o heterotodpic en aquest temps de supervivéncia (14.4 + 2.9 dies
en el trasplantament heterotdpic i 14.0+07 dies en el trasplantament ortotdpic)’>.

Les manifestacions cliniques de la reaccié empelt contra hoste consisteixen en
pérdua de pes, alopécia, dermatitis exfoliativa amb envermelliment i tumefaccié de
les orelles, musell, potes i regié periocular, hepatoesplenomegalia i diarrea per
enteritis del budell prim propi del receptor’®733_ Aquestes alteracions s6n similars a
les que es produeixen després del trasplantament de moll d’os.

Quan s’examina microscopicament el budell trasplantat, el seu aspecte pot
considerar-se normal’2’8%_ En canvi, altres drgans es veuen afectats de forma
important. Aixi, I'ileum i el cdlon de I'hoste presenten una paret prima, secrecid
groguencai signes de peritonitis. L’enteritis que aquests animals pateixen al seu propi
budell prim i al colon consisteix histolégicament en una reduccié de l'algcada de les

vellositats, amb aprimament de les puntes i inflitrat de cél.lules polimorfonuclears a
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la mucosa i la submucosa. Els signes microscopics d’enteritis s’inicien entre els dies
10 al 14 postrasplantament.

l.a troballa histoldgica més important a les rates mortes per causa de la
malaltia empelt-contra-hoste és I'atrofia i destruccid de tots els teixits limfoides. Les
plaques de Peyer i els ganglis limfatics tant del budell prim trasplantat com del
receptor presenten una depleccio limfoide progresiva que comenca al voltant de! 5°
dia postoperatori. Inicialment, tal depleccié s’acompanyad’una proliferacié d’histiocits
i immunoblastes en les arees paracorticals, perd aquestes formes cel.lulars
desapareixen durant els dies seglients i es dona limfopénia progressiva amb
desaparici6é dels centres germinals i pérdua de la diferenciacié entre el cértex i la
medul.la’*73,

A la melsa, la pérdua de limfocits cursa simultaniament ai’aparicié de cél.lules
reticuloendotelials les quals semblen en procés de diferenciacid a ceél.lules
histiocitoides. L’examen histologic postmortem mostra una desaparicié completa de
I"arquitectura esplénica i la melsa consisteix en bandes de teixit fibrotic amb escasos
elements cel.lulars”.

Als 7-9 dies del trasplantament, el timus presenta un aprimament de la cortical
i atenuacio de la zona medul.lar’'-®’,

El fetge mostra alteracions en forma d’infiltracié per limfocits a la zona
periportal, amb destruccié dels canaliculs biliars a les triades portals’’-7273,

La pell s’afecta de manera que |'epidermis s’engruixeix i el teixit cel.lular
subcutani de la cara i les potes queda infiltrat per cel.lules mononuclears i
polimorfonuclears™.

Hematoldgicament existeix anemia i graus variats de limfopénia amb
leucopénia, si bé aquestes troballes no han estat uniformes per a tots els animals’’.

La TAULA 1 mostra les principals diferéncies clinicopatologiques entre la

reaccié de rebuig i la reaccié empelt-contra-hoste postrasplantament intestinal’.
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REBUIG EMPELT CONTRA HOSTE
Dermatitis induida per farmacs(?) + 4+ +
Diarrea + 4+ + + ++ 4+ +
Limfadenopaties +/- ++++
Esplenomegalia + /- ++ 4+ +
Febre +++ + ++++
Biopsia pel! Negativa Positiva
Biopsia ganglis limfatics Normal Positiva
+ + + +: frequent +: discret -: ausent

TAULA 1: DIFERENCIES CLINICOPATOLOGIQUES ENTRE LA REACCIO DE REBUIG
I LA REACCIO EMPELT CONTRA HOSTE POSTRASPLANTAMENT INTESTINAL
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1.1.3.3. Formes mixtes de resposta immunologica

Quan el trasplantament es realitza entre animals sense unes dotacions
immunogenétiques ben definides, com es el cas del gos o del porc, es produeixen
formes de resposta en les quals el repuig i la reaccié6 empelt-contra-hoste poden
aparéixer simultaniament i tot interferint I’'una sobre I'altra?>®3,

En el cas de la rata, aquesta forma de resposta pot donar-se posteriorment a!
trasplantament entre rates de soques pures com, per exemple, donants LEW o ACI
sobre receptores BN o F344, si bé generalment predomina la forma de rebuig. Les
rates amb ambdos tipus de reaccié mostren simultaniament atrofia del teixit limfoid,
destrucci6 del budell trasplantat i enteritis del budell propi’2.

En el gos pot aparéixer un tipus de resposta classificada com "atipica"®, la
qual es caracteritza per un deteriorament a |'estructura epitelial de la mucosa
intestinal i afectacié vascular, dels ganglis limfatics i de la melsa. L'endoteli dels
vasos presenta necrosi fibrinoide i es produeix trombosi, la qual cosa pot afectar o no
I"estat de la mucosa, tot produint una pérdua de gran part de la superficie absortiva
i observant-se un augment de freqiiéncia de mitosis a les cél.lules de les criptes en
un intent de compensar les pérdues. Com a conseqiiéncia de la lesié de la mucosa
intestinal, es produeix malnutricié i una predisposicié a les infeccions deguda al
deterior de les estructures immunes de I'hoste i del budell traspiantat. D'aquesta
manera, I’examen post mortem dels animals pot mostrar una barreja de signes que

enmascaren els de la reaccié immunoldgica propiament dita.
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1.1.4. TRACTAMENT DEL REBUIG

La diferenciacio en fases de la segliéncia dels canvis histoldgics de la reaccio
de rebuig és util per I'adequacié de la terdpia immunosupressora’®.

Les minimes lesions de la fase | poden ser rapidament reversibles amb una
modificacié en la immunosupressio.

A la fase Il, amb un desenvolupament més gradual, la immunosupressié pot
no ser completament efectiva malgrat d’aplicar-la en forma agressiva i es considera
aquesta fase com l'indici d’una pérdua potencial deil budeil trasplantat.

La fase 1l significa ja un rebuig irreversible.

En els trasplantaments seguits de rebuig de tipus cronic, la transici6 de la fase
Il ala fase Il és tant insidiosa que fa dificil distingir clarament entre el final de 1a fase
Ili l'inici de ia Hi.

Abans del descobriment de la Ciclosporina A, els farmacs immunosupressors
resultaren ineficacos pel control o prevencié del rebuig en els models experimentals
i es tendia a utilitzar técnigues no farmacologiques per a retardar la resposta
immunolodgica tals com el drenatge vends portal, I'esplenectomia o la irradiacié del
teixit a trasplantar.

La realitzacié6 de I'‘esplenectomia del receptor com a tractament
immunosupressor es basa en la supressié de la resposta limfocitotdxica dels
anticossos contra el teixit trasplantat, tal com es va demostrar en el trasplantament
renal a la rata®. Perd I’esplenectomia també pot augmentar el risc de desenvolupar
unareaccié empelt-contra-hoste en suprimir els mecanismes immunologicsrelacionats
amb la melsa®.

Préviament al trasplantament, el tractament dels donants amb farmacs
citotoxics, sérum antilimfocitic o irradiacié, pretén millorar la supervivéncia de
I’'empelt en eliminar les cél.lules immunocompetents situades a la lamina propia, les
plagues de Peyer i els ganglis mesentérics. Aquestes técniques, Utils en els
trasplantaments cardiac i renal a ia rata, no ho sé6n pas en el cas de
I’alotrasplantament intestinal, tal com va demostrar Schraut tot utilitzant la irradiacié

del budell prim a la rata i observant la supervivéncia postrasplantament®’.
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Els primers agents immunosupressors aplicats inicialment en el trasplantament
intestinal foren azatioprina, prednisona i sérum antilimfocitic. L'azatioprina actua
sobre la proliferacié dels limfocits tot blocant el desenvolupament de les cél.lules
efectores. La prednisona interfereix la presentacié de {’antigen, inhibeix ia resposta
primaria mitjancada pels anticossos i redueix el nombre de limfocits T circulants. El
serum antilimfocitic produeix un blocatge limfocitari amb globulines-anticossos
sensibilitzats. L.’aplicacié d’azatioprina sola o combinada amb prednisona va permetre
un allargament de la viabilitat dels trasplantaments segmentaris heterotdpics de jeju
alaregi6 cervical del gos o en situacié intraabdominal®?®3. La combinaci6 de les tres
substancies anteriorment esmentades també va mostrar un allargament en la
supervivencia funcional dels alotrasplantaments heterotopics de jeju al coll del gos
fins a 61 dies®. Perd, si bé els periodes de viabilitat dels empelts tenen una mitjana
de 20 a 40 dies, la durada d’aquests periodes oscil.la dels 5 als 125 dies®. Tal
variabilitat i el fet de qué les observacions provenien del trasplantament de segments
curts de budell en situacié heterotopica, no resol el problema de si el gos sobreviuria
quan el budell trasplantat fos I’inica possibilitat per a I’absorcié dels nutrients.

Quan es va aplicar la combinacié d’azatioprina i prednisona al trasplantament
ortotdpic, només 3 gossos van sobreviure una mitjana de 21 dies®. Aquests animals
varen desenvolupar una hipoproteinémia greu i progressiva, ia qual no es donava en
els gossos autotrasplantats i gue no rebien immunosupressors, per la qual cosa es va
pensar en una enteropatia per pérdua de proteines similar a la que apareix en les
malalties inflamatéries intestinals®.

També es va observar que la prednisona afectava la renovacié cel.lular dels
enterocits i, per tant, la seva administracié lesionaria !’drgan al qual intentava
protegir®’. Amb el sérum antilimfocitic no es lesionava el budell prim, perd tampoc no
es va mostrar eficag davant el seu rebuig®*.

El nivell sobre el qual actuen els diversos immunosupressors en el

desenvolupament del rebuig s’esquematitza a la FIGURA 6%,
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1.1.4.1. Immunosupressido amb Ciclosporina A

La Ciclosporina A és un metabolit procedent dels fongs Cylindrocarpon iucidum
i Tolypocladium inflatum, purificat I'any 1973 i que va mostrar les seves propietats
immunosupressores tres anys més tard?.

La Ciclosporina A actua sobre la immunitat cel.lular per inhibicié selectiva dels
efectes dels limfocits T?. L’accié sobre els limfocits T es basa en la supressié de
I’alliberament de la Interleuquina 2 en blocar la transcripcié d’una série de gens entre
els quals es troba el propi gen de la IL2. Els mecanismes pels quals es produeix la
inhibicié d'aquesta transcripcido no sén ben coneguts, si bé es postula sobre ia
capacitat del complexe Ciclosporina A-Ciclofilina (CyP), la seva proteina
citoplasmatica, per a blocar I'activitat de I'enzim isomerasa, ei qual té un paper
fonamental per a la transcripcié del gen®*'%° (FIGURA 7).

Malgrat que la Ciclosporina A inhibeixi la produccié d’IL2, no s'afecta perd la
sensibilitat dels receptors d’IL2 dels limfacits T citotoxics i supressors per a llur
proliferacié en preséncia d'IL2 exdgena preformada.

La Ciclosporina A també inhibeix la produccié d’aitres limfoquines com la
Interleuquina 1 de les cél.lules APC, el factor inhibitori de la migracié dels macrofags
(MIF), el factor d’activacié dels macrofags (MAF), el gamma interferon i la
Interleuquina 3, entre d’altres. La IL3 participa en la tolerancia al trasplantament
després de I’aplicacié de régims curts de Ciclosporina A, en actuar com un factor de
creixement dels limfocits T supressors?®.

Des que la utilitzacié de la Ciclosporina A es va fer possible, nombroses
modalitats per a la seva administracio varen ser estudiades en els models animals. Les
dosis de Ciclosporina A necessaries en les diferents espécies animals s'assenyalen
ala TAULA 2%,
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ESPECIE TEIXIT TRASPLANTAT CyA {mg/Kg)
Ratolf Pell, medul.la, muscul 25-300
Rata Pell, medul.la, fetge, pancreas, 10-50

illots pancreatrics, ronyd, cor,
budell prim, membres

Conill Pell, cdrnia, ronyo6, ovaris 15-25

Gos Pell, medul.la, pancreas, ronyé, 9-50
cor, pulmd, budell prim

Porc Cor, fetge 15-25
Mico Ronyd, cor, cor i pulmé 10-50
Poliastre Peil 25-50
Home Ronyé, fetge, cor, cor i puimé, 6-17

pancreas, medul.la

TAULA 2: DOSI DE CICLOSPORINA A PER A LES DIFERENTS ESPECIES ANIMALS
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A la rata, la Ciclosporina A a dosi de 15mg/kg diaris durant 4 setmanes és
capag de controlar el rebuig'®''°%'%, perd la micromorfologia del budell trasplantat no
es mostra completament normal en alguns estudis. Aixi, les vellositats apareixen
discretament escurcades i eixamplades, si bé les cel.lules absortives conserven liurs
caracteristiques morfologiques. Addicionalment, s’hi observa lalamina propia amb un
lleuger augment del nombre de cél.lules limfoides’®.

En els models de trasplantament de budell prim en animals grans, la
Ciclosporina A administrada com a monoterapia ha estat menys eficag. Tampoc la
combinaci6 de la Ciclosporina A amb altres immunosupressors com la prednisona'®,
I’azatioprina i la globulina antilimfocitica no ha millorar significativament la
supervivéncia del trasplantament intestinal en el gos?®'%%'%., El mateix s’ha observat
en el porc aplicant la triple terapia Ciclosporina A, azatioprina i prednisona’®’.

L'efecte de la Ciclosporina A és diferent segons la via d’administracié
utilitzada'®®, de manera que en un estudi fet amb gossos es va observar que la
Ciclosporina A per via intramuscular a dosi de 25mg/kg/dia durant 4 setmanes i
administrada després per via oral, era capac d’allargar la supervivéncia dels receptors
fins a una mitjana de 103.8 + 39 dies, mentre que els animals que la rebien només per
via oral vivien una mitjana de 30.4 + 7.6 dies, havent-se observat que la supervivéncia
dels gossos no tractats erade 12.5 + 4.6 dies'®. Aquestes diferéncies es deuen a qué
el budell trasplantat és incapac d’absorbir la Ciclosporina A quan s’inicien les
alteracions del rebuig''°.

Malgrat el restabliment de I’absorcié de greixos als 14 dies de realitzat el
trasplantament en el gos'?, la determinacié en sang dels nivells de Ciclosporina A
després de I’administracié oral mostra pics variables durant els primers dies
postrasplantament, els quals s’estabilitzen passat un mes, perd ho fan en nivells molt
baixos'''. L’administracié de Ciclosporina A per via parenteral sembla millor per a la
prevencio6 del rebuig ja que quan es déna per via oral, a més d’una eficacia dubtosa,
és necessaria la utilitzacié de dosis molt elevades per assolir uns nivells sanguinis
adequats®''',

Enrates s'ha observat que I'absorcié de Ciclosporina A pot ser diferent segons
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el segment intestinal i en relacié a la preséncia de bilis a la llum, i, s’"ha comprovat
que, si bé I'absorcié de Ciclosporina A es realitza al tot el llarg del budell prim,
aquesta és major a nivell proximal i sobretot a nivell de I'lleum distal''2.

En el porc, per a la prevencié del rebuig es van precisar dosis de 15mg/kg/dia
de Ciclosporina A via intramuscular durant 10 dies seguides de 30mg/kg/dia per via
oral, perd amb aquest régim d’administracié només es va permetre una supervivéncia
normal durant més de 100 dies de 7 porcs provinents d'una serie que constava de
16 animals''3,

Els temps de supervivéncia minims i maxims obtinguts en animals tractats amb
Ciclosporina A en monoterapia o combinada amb altres immunosupressors es detallen
ala TAULA 3.

En rates, tot estudiant si era possible la immunosupressié efectiva amb
Ciclosporina A a dosis baixes (2.5mg/kg/dia) quan aquesta s'associava a un altre
meétode d'immunosupressio tal com la transfusié sanguinia especifica o inespecifica,
es va mostrar un allargament de la supervivéncia (60.3+36.2 dies) per ai
trasplantament intestinal entre rates de soques pures AC| i BN sobre LEW''*'5,
L’addicié a la Ciclosporina A de técnigues d’immunosupressié com la transfusié
especifica de leucocits del donant irradiats amb raigs ultraviolats B, ha perliongat la
supervivencia de les rates receptores, pero en elles s’ha donat una alta incidéncia de
rebuig de tipus cronic''S.

L’associaci6 de la Ciclosporina A amb altres immunosupressors pretén evitar
els seus efectes nefrotoxics i hepatotoxics en utilitzar-la a dosis més baixes que les

requerides quan s’administra en forma de monoterapia®.
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AUTOR MODEL CyAlmg/Kg)/VIA Tx ADJUVANT SUPERVIVENCIA {dies)
Craddock'®® Gos, heterotdpic 25 M - 9-432 (11 animals)
Diliz-Perez'%® Gos, ortotdpic 17 VO Predrisona 3-555 + {12 amimals}
Aeder'!’ Gos, heterotdpic 40 VO - 6-44 (5 animals)
Gos, heterotopic 20 VO 20 dies preop.
+ 40 VO postop. - 10-41 {7 arwmals)
Gos, heteraotopic 20 vO Aza + ALG 9-22 (7 arumalis)
Raju'°® Gos, ectdpic 17 VO - 36-80 (8 animals)
Gos, ectdpic 17 VO Prednisona 48-78 {8 animals)
Ricour''® Porc, ortotdpic 25 1M - 10-20 (6 arimais)
Porc, Thiry-Vella 25 VO - 4 animals morts
per rebwig als
5-15 dies.
9 porcs sacnficats
entre 60-390 dies
sense rebuig.
Porc, ortotopic 25 VO - 11-95 (6 animals)
Porc, ortotopic 8 1V postop inical
+ 25 VO després - 100-200 (3 amimals)
Hatcher'®! Rata {LEWxACI}-LEW,
heterotopic 15 IM - 2-56 + {11 animals)
Kenneth'?? Rata (LEWxBN)-LEW,
ortotopic 15 IM - 28 + (6 animals)
TAULA 3: SUPERVIVENCIA DELS ANIMALS TRACTATS AMB CICLOSPORINA A

DESPRES DEL TRASPLANTAMENT INTESTINAL
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En un intent d'evitar efectes toxis, també s’ha estudiat la capacitat
immunosupressora dels metabolits de la Ciclosporina A, tot observant que
I"administracié dels metabolits OL1, OL17 i OL18 a rates receptores d'un
trasplantament intestinal heterotopic ha estat efectiva i, a més a més, als 10 dies els
animals sacrificats no han mostrat signes de rebuig ni de toxicitat hepatica ni renal
als examens histologics i hematoldgics''®.

Si bé la Ciclosporina A constitueix la base de gairebé tots els protocols
d'immunosupressié®, cal I'estudi d’altres farmacs immunosupressors pel control del

rebuig en el trasplantament intestinal.

1.1.4.2. Nous agents immunosupressors

L’aplicacié de nous farmacs immunosupressors sobre el trasplantament de
budell prim es troba actualment en fase de recerca. Generalment, els efectes
d'aquests farmacs es valoren en comparacié amb els ja coneguts de la Ciclosporina
A.

La 15-desoxispergualina, un metabolit del bacillus laterosporus que havia
mostrat la seva capacitat per a inhibir el rebuig del trasplantament cardiac heterotépic
a la rata, va permetre una supervivéncia de més de 80 dies a rates LEW receptores
d’'un trasplantament intestinal heterotopic des de rates de soca F344, sense mostrar
rebuig ni toxicitat a I'examen postsacrifici'?°.

Una altra substancia és el macroélid Tacrolimus, més conegut com FK506, un
derivat bacteria que limita I’activacié de les cél.lules T i la mitogénesi, possiblement
per un blocatge de la produccié d’interleukina 2 similar al de la Ciclosporina A pero
amb un mecanisme diferent i tampoc ben conegut®®'?', E| FK506 ha mostrat la seva
activitat immunosupressora sobre el trasplantament de rony4'?, cor'? i fetge'? tant
experimentalment com en el camp clinic'?°.

Sobre el trasplantament heterotopic de budell prim del tipus nansa de Thiry
Vellaien les combinacions donant-receptor entre rates de les soques pures LEW i ACI
i els seus hibrids ACIXLEW F,, tot buscant les 3 varietats de resposta immunoldgica

(rebuig, empelt-contra-hoste i forma mixta), el FK506 ha permés una viabilitat
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funcional del budell fins a 30 dies postrasplantament. La supressié del tractament ha
causat rebuig de tipus cronic i reaccié empelt-contra-hoste en varies formes
d’expressi¢'2%127,

En el cas del trasplantament ortotopic entre rates de les soques BN i LEW, el
FK506 a dosi de 2mg/kg/dia per via intramuscular i durant només 4 dies, s'ha mostrat
efectiu, amb una supervivéncia funcional superior als 180 dies en tots els 9 animals
trasplantats excepte en un d’'ells, mort per pneumonia. Als 6 mesos, les rates
sobrevivents varen ser sacrificades sense que s’observessin signes de rebuig ni de
reaccié empelt-contra-hoste als examens del budell trasplantat, del fetge i de la
melsa128,129-

El FK506 també ha estat eficac en la prevencié del rebuig entre rates amb
histo-incompatibilitat major, com és el cas de donadores de soca ACl o F344 sobre
receptores LEW30.131.132

La via d’administracié del FK506 ha d’ésser diferent segons |’animal
d’experimentacid utilitzat. L'aplicacié parenteral intramuscular és altament toxica pel
mico, el qual en canvi tolera correctament I’administracié oral*°.

L.a Rapamicina, un altre macrolid d’estructura molecular similar al FK506 i
també amb mecanisme d’acci6 poc conegut'®, ha estat aplicat en la prevencié del
rebuig al trasplantament intestinal i s'ha obtingut una supervivéncia de 36.0+10.8
dies en rates LEW tractades amb dosis de 0.8mg/kg/dia IM'* Perd quan la
rapamicina ha estat administrada en!'animal donant, només s’ha observat un discret
allargament de la supervivéncia'®.

En el model de trasplantament intestinal al gos, s'ha provat el farmac RS-
61443, un morfolinoetil-ester de I’acid miocofendlic, que inhibeix selectivament la
sintesi de purina, tot afectant el metabolisme dels limfocits'®*®. El RS-61443 a la
resposta immunolodgica, frena la produccié d’'anticossos, la resposta proliferativa dels
limfocits Ti B i la generacid de limfocits T citotoxics, essent el seu efecte totalment
reversible'’.

L’administracié del RS-61443 en el trasplantament renal al gos s’ha mostrat

efectiva en combinacié amb dosis baixes de Ciclosporina A i de prednisona'*®,
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També sobre el trasplantament de budell prim ortotopic i heterotopic, la
combinacid del RS-61443 amb Ciclosporina A i esteroids ha mostrat un allargament
del temps de supervivéncia dels gossos, si bé en el trasplantament ortotdpic alguns
animals han presentat malnutricié, diarrea severa i una pérdua de pes del 25%'*.

Un altre agent immunosupressor, el Brequinar sodium, s’ha mostrat efectiu
sobre la tolerancia al trasplantament renal, cardiac i hepatic'*®'*' i s’ha provat sobre
el trasplantament intestinal'*?. Ei Brequinar sodium dificuita la sintesi de DNA
mitjancant I'inhibicié especifica de |’enzim dihidro-orotat deshidrogenasa, el qual és
necessari per a la biosintesi de pirimidina'*°.

L'observacié de qué aquest farmac potencia els efectes de la Ciclosporina A
sobre el trasplantament hepatic ha suggerit si el mateix es donaria en el cas del
trasplantament intestinal. Aixi, tot utilitzant el model de trasplantament heterotopic
del tipus Thiry Vella i en combinacio donant LBN sobre receptora LEW per a provocar
el rebuig, s'ha observat que el tractament amb Brequinar sodium a dosis de 5mg/kg
cada 3 dies via ostomia combinat amb Ciclosporina A a dosis de 0.5mg/Kg/dia via
intramuscular, ha mostrat una viabilitat funcional del budell prim durant 29.4+21.1
dies, la qual ha estat inclis superior, 54.0+42.8 dies, quan la dosi del Brequinar
sodium era només la meitat (2.5mg/kg/3 dies)'*?.

L’administracié de dosis equivalents perd en monoterapia ha mostrat una
supervivencia de 11.8+1.5 per a la Ciclosporina A i de 15.2+ 2.6 per al Brequinar
sodium, essent la del grup control no tractat de 8.0+ 1.2 dies.

En una orientacié diferent, una forma de terapéutica per a reduir la
immunogenicitat del budell a transplantar és a través de la depleccié dels antigens de
classe Il presents a leucocits com les cél.lules dendritiques, macrofags i cél.lules B.
Aquesta depleccié pot realitzar-se mitjangant una perfusié vascular directa amb
anticossos monoclonals especifics contra alguns d'aquests elements cel.lulars. Aixi,
'hemoperfusié ex vivo durant 3 hores del budell prim de la rata amb una solucid
contenint OX41 i OX42, dos anticossos monoclonals (MAbs) provinents de la
immunoglobulina G,, del ratoli anti-rata i dirigits respectivament cap a 3 polipéptids

de ceél.lules dendritiques i macrofags i cap a proteines de superficie d’aquestes
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cel.lules, és capac d’inhibir la resposta del rebuig pel blocatge que suposa la
desactivacid de les cél.lules esmentades'*.

Altres nous farmacs amb efecte immunosupressor com la Castanospermina,
la Leflunomida, SK&F 105685, o DAB 486, entre d’altres, encara no han estat
aplicats al trasplantament intestinal i és dificil determinar amb seguretat quina terapia

arribara a ser en el futur la més adequada pel trasplantament clinic del budell prim.

1.1.5. TRACTAMENT DE LA REACCIO EMPELT-CONTRA-HOSTE

Si la reaccié empelt-contra-hoste ve mitjancada per la preséncia d’elements
immunocompetents al teixit trasplantat, és logic pensar que la prevencié d’aquesta
forma de resposta immunologica pot fer-se per la neutralitzacié de tals elements.

Aquesta neutralitzacié pot assolir-se per métodes com la irradiacié del teixit
a trasplantar o l'administracié de substancies per a lesionar o blocar els seus
limfocits.

Schraut va demostrar que, a la rata, la irradiacid /n vitro del budel! prim prévia
al trasplantament, prevenia la reaccié d’'aquest contra I’hoste®'**. En utilitzar el
model de combinacié donant LEW-receptora LBN, va observar l'efectivitat de 1000
rads de raig X sobre eis limfocits del budell prim a trasplantar, els quals quedaven
inhabilitats funcionalment sense que es conegués el mecanisme de blocatge. Per a
evitar lesions radiques de |'epiteli intestinal, la irradiacié s'efectuava sobre el budell
prim encara vascularitzat perd exterioritzat i en ambient hipoxic®'.

La irradiacio6 pot prevenir la reaccié empelt-contra-hoste perd no actua vers el
rebuig. Inclis la depleccié limfoide produida per la irradiacié no redueix la
immunogenicitat del budell, ja que el budell prim conté gran quantitat de cél.lules
positives als antigens de classe 1l, com per exemple els macrofags o les cél.lules
dendritiques, les quals s6n molt menys radiosensibles que els limfocits perd tenen un
paper important en la resposta immunoldgica del rebuig'*>'*®.

L'exéresi dels ganglis limfatics mesentérics s’ha mostrat efectiva com la
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irradiacid, pero significa una interrupcié del drenatge limfatic del budell i, per tant, pot
afectar la capacitat d’absorcié de nutrients®.

El serum antilimfocitic, quan s’administra /7 vivo, indueix una severa
limfopénia a la sang i als teixits, amb una depleccié important dels limfocits T
circulants. Considerant tal accid, el serum antilimfocitic administrat
intraperitonialment per a tractar el budell donant, seria absorbit directament pels
ganglis mesentérics i eliminaria els limfocits T del teixit intestinal, amb la qual cosa
es podria prevenir lareaccié empelt-contra-hoste després del trasplantament de budeill
prim. Sota aquesta hipotesi es va realitzar un estudi en rates en el qual la técnica
explicada només va mostrar una certa efectivitat’’.

Les transfusions especifiques de limfocits del donant administrades al receptor
previament al trasplantament, no sols no han estat efectives, sind que s’ha observat
una acceleracié de la mortalitat degut a reaccié empelt-contra-hoste'*%. L'aplicacié de
radiacié ultraviolada sobre aquests limfocits que es transfundirien al receptor en la
prevencié de la reaccié empelt contra hoste encara és un tema en estudi®?'*,

Fins ara, la Ciclosporina A ha mostrat una eficacia limitada sobre la reaccié
empelt-contra-hoste. L’administracié de Ciclosporina A durant periodes curts de
temps pot arribar a controlar el rebuig, perd no la reaccid de I'empelt. En canvi, a
dosis altes i perllongades, es pot prevenir I’aparicio de la reaccié empelt-contra-hoste,
perd no s’allarga el temps de supervivéncia degut als seus efectes toxics.

La Ciclosporina A com a tractament immunosupressor unic pot no controlar
ni el rebuig ni la reaccié empelt-contra-hoste després del trasplantament intestinal
entre rates de soques pures diferents (WAG sobre BN)'*°.

A més, I’administracio a llarg termini de Ciclosporina A produeix una afectacié
del timus que lesiona les cél.lules precursores dels limfdcits i condiciona el
desenvolupament d’una reaccié que inclds simula la de I'empelt contra I’hoste’®’.

Dels altres immunosupressors com el RS61443'%%'%3 |a Deoxispergualina'®*,
la Rapamicina'®® i el FK506 s’estan actualment valorant el seus efectes sobre la

reaccidé empelt contra hoste, sense haver-se obtingut encara resuitats concloents.
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1.1.6. EVOLUCIO DEL BUDELL TRASPLANTAT

Un altre probiema a resoldre abans de poder aplicar amb seguretat el
trasplantament intestinal al camp clinic és el seguiment evolutiu del budell trasplantat.
A diferéncia del trasplantament d’altres organs, encara no existeix una prova per a

determinar la integritat funcional del budell trasplantat.

1.1.6.1. Monitoritzacié histoldogica

Les ostomies cutanies del budell trasplantat permeten una observacié directa
de I'aspecte de la mucosa intestinal, aixi com la presa de mostres per biopsia. Fins
ara, els canvis histoldgics observats a les bidpsies aporten informacié sobre la fase
de rebuig en qué es troba el budell prim trasplantat i permeten |’adequacié del
tractament immunosupressor'®®.

La dificultat radica en detectar precocment el rebuig en la seva fase inicial,
unica en la qual les lesions poden encara ser reversibles. L'aplicacié dels anticossos
monoclonals a les técniques histologiques possibiliten la deteccié de !'inici del rebuig
degut a que la induccié provocada pels antigens MHC de classe Il fa que aquests
antigens s'expressin a tots els enterdcits de les bases de les criptes de Lieberkiihn,
mentre que |'epiteli de les vellositats resta negatiu i no mostra fixacié fins al final de
la fase 1'°°,

Com que a les fases més primerenques del rebuig, les alteracions solsament
s'observen a nivell de les capes submucosa i muscular, les bidpsies de mucosa no
proporcionen suficient informacié'®®'%’. A més, degut a qué I’afectacio inicial de la
mucosa es va desenvolupant en forma de plaques enlloc d’afectar uniformement la
superficie, es requereixen multiples mostres de mucosa per arribar a determinar la
integritat o no del budell trasplantat’®.

A tot aix0 s’hi afegeix el fet de qué |'obtencié de mostres de tot el gruix de
la paret intestinal és impossible quan el budell esta situat en posicié ortotopica, donat
el risc de perforaci6 que suposaria’®®'. Tal fet ha requerit d’estudis relatius a la
necessitat de deixar o no un estoma per a la monitoritzacié histologica del budell

trasplantat'®8.
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En el cas del trasplantament heterotopic, |'exterioritzacié d'un o els dos
extrems del budell prim és 6bvia, perd pel trasplantament ortotdpic s’han ideat
algunes técniques que permeten I'observacid directa del budell tal com es mostra a
la FIGURA 8.

La técnica del trasplantament ortotopic deixant un segment curt de! budell
trasplantat fixat a la paret en forma de bossa o butxaca (pouch) permet una valoracié
dels canvis que es produeixen en el budell intern a través de I'observacid directai per
bidpsia dels que apareixen a la zona exterioritzada®'.

Pero el fet de deixar estomes cutanis no esta exempt de les complicacions
propies d’'aquestes disposicions tals com retraccions, prolapses, herniacions i pérdues
hidroelectrolitiques, si bé aquestes darreres no es donarien en el cas de I'ostomia en
butxaca'®®.

En vista a les limitacions que suposa la monitoritzacié histologica del budell
trasplantat, s’han proposat variades proves per a la valoracié de la seva viabilitat

funcional.
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I

TRASPLANTAMENT EN CONTINUITAT. TRASPLANTAMENT EN CONTINUITAT AMB
NO ESTOMA PORCIO AILLADA EN BUTXACA COM ESTOMA

\
!
|
!
l

TRASPLANTAMENT AMB ANASTOMOS! TRASPLANTAMENT EN CONTINUITAT AMB
PROXIMAL | ESTOMA DISTAL ESTOMA EN Y DE ROUX

TRASPLANTAMENT AMB ESTOMA PROXIMAL | TRASPLANTAMENT HETEROTOPIC EN NANSA DE
ANASTOMOSI DISTAL THIRY VELLA

FIGURA 8:DISPOSICIO DELS EXTREMS INTESTINALS PER A LA VALORACIO
DIRECTA DEL BUDELL TRASPLANTAT
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1.1.6.2. Funcid absortiva del budell trasplantat

La valoracié histologica és el métode més comd per al seguiment evolutiu,
pero l'observacié d’'una micromorfologia intacta del budell prim trasplantat no
reflecteix necessariament la mateixa integritat de la funci6 absortiva’®'®®. Per a la
determinacié de la capacitat absortiva del budell prim postrasplantament s’han
desenvolupat nombroses proves funcionals basades en |'absorcié dels hidrats de
carboni, aminoacids i acids grasos®'.

L’absorci6 d'hidrats de carboni, i en particular la de glucosa i maltosa, ha estat
analitzada en diferents estudis.

L’absorcié de D-glucosa ha estat determinada en el trasplantament heterotdpic
del tipus Thiry Vella mitjancant la perfusid a través de I’estoma proximal, de solucions
isotoniques que contenen quantitats conegudes de glucosa. Aquesta determinacié
s’efectua tot restant a la concentracid inicial de glucosa, aquella que s’observa en el
liquid de sortida a I’'estoma distal'®%'%', L’absorcié de glucosa decreix progressivament
en relacié a l'atrofia histologica de les vellositats que pot mostrar el budell
trasplantat'6%163.164,

L'absorcié dels disacarids maltosa i lactosa també ha estat utilitzada en la
monitoritzacié del rebuig. Per a tal absorcié es precisa de la integritat d’enzims de la
vora en raspall dels enterdcits com la maitasa/glucoamilasa, sacarasa/isomaltasa i
alcalinfosfatasa, les quals mostren una activitat anormal ja en les primeres fases del
rebuig78,159,165,166_

La glucosa marcada amb C'* també ha estat instil.lada a la llum intestinal i
posteriorment s’ha determinat la seva preséncia en sang. En el gos, s’han observat
pics de radiactivitat en plasma als 10, 15 i 30 minuts, els quals han estat en mitjana
inferiors en el grup d’animals alotrasplantats que en els autotrasplantats, essent
encara més baixos en els animals amb signes evidents de rebuig'®®.

Amb la mateixa técnica per a la infusié de solucions a la llum intestinal en el
trasplantament heterotopic, els tests d’absorcié d’aminoacids com la glicina'® o
I"alanina'®’, també mostren un decreixement progressiu postrasplantament, al igual

que l'absorcié d'acid oleic marcat amb C' %8,
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Les mesures quantitatives i qualitatives dels lipids, proteines i glicids a la
femta permeten apreciar la qualitat funcional del budell trasplantat. A tots els animals
receptors d'un trasplantament de budell prim tant isogénic com alogénic s’ha
observat una excrecid lipidica excessiva. Aquest defecte per al’absorcié dels greixos
pot estar causat per la denervaci6 extrinseca i la interrupcié de les vies de drenatge
limfatic que suposa el trasplantament'®®,

Molts estudis han evidenciat el restabliment de la continuitat anatdomica del
drenatge limfatic entre donant i receptor'®'”'’° perd, malgrat aixd, la qualitat de
I"absorcié del budell trasplantat és inferior a la del budell normal i cal avaluar la
importancia encara poc coneguda de la denervacié sobre aquest fet?’. La pérdua de
la innervacié extrinseca mostra efectes adversos sobretot per a |’absorcié d’aigua i

electrolits'93197,

Aquest fet s’atribueix a la seccié de fibres simpatiques
postganglionars, les quals, en condicions normals, inhibeixen la motilitat per afavorir

el transport de nutrients a través de la mucosa'”’.

1.1.6.3. Distribucié de les hormones gastrointestinals postrasplantament

El trasplantament de budell prim causa severes aiteracions en la capacitat
secretora i absortiva de la mucosa intestinal. Després del trasplantament, el budell
prim queda temporalment denervat i perd aixi I'estimul dels nervis auténoms
extrinsecs, de manera que només reb I'estimulacié del quim intraluminal, el quai
queda sota la influéncia de la innervacié intrinseca. Els efectes de I'estimul
intraluminal es reflecteixen en el manteniment de I’arquitectura de la mucosai en la
morfologia de les cél.lules entero-endocrines.

Estudis amb técniques immunohistoquimiques amb anticossos monoclonals
contra colecistoquinina, neurotensina i péptid intestinal vasoactiu han mostrat que,
després del trasplantament intestinal heterotopic es produeix una disminucié de les
cel.lules positives a aquestes tres hormones tant al jeji com a I'ifleum, tot coincidint
amb una lleugera atrofia de les vellositats i de les criptes, en comparacié amb el
budell normal'72'73,

Posteriorment a la insercié del budell trasplantat en continuitat amb el tracte
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gastrointestinal, el patré de distribucié hormonal canvia de forma important i
s’observa un augment de les cél.lules positives a la colecistoquinina al jeja i a I'ifleum,
i un nombre augmentat de céi.lules positives a la neurotensina a l'ileum, més elevat
inclis que al budell normal. La quantitat de fibres positives al péptid intestinal
vasoactiu també s’'incrementa, pero sense arribar als valors normals. L.a mucosa del
budell trasplantat ortotopicament ja no mostra signes d‘atrofia.

D’aquests fets es dedueix que !'estimul intraluminal, incloent el de les
secrecions pancreatica i biliar, participa de forma important sobre la resposta
adaptativa del budell prim postrasplantament. L’estimul intraluminal pot reactivar les
cél.lules entero-endocrines a la mucosa del budell trasplantatilainteraccié d’aquestes
cél.lules amb el sistema nerviés intrinsec sembla ser suficient per activar el
desenvolupament de la mucosa i recuperar la funcié intestinal.

L'observacié dels nivells disminuits de fibres positives al péptid intestinal
vasoactiu fa pensar en una manca de connexid entre el sistema nerviés intrinsec de
la paret intestinal i les fibres del sistema nervigs autdonom, pero les caracteristiques
morfoldgiques que mostra la mucosa semblen indicar que la innervacié extrinseca pot

no ser indispensable per a mantenir el seu trofisme postrasplantament'’%'73,

1.1.6.4. Flora intestinal i funcié immune

Després del trasplantament intestinal, la microflora del budell propi i del
trasplantat interactuen fins |'establiment d’una poblacié estable. Sota condicions
normals, la barrera mucosa del budell és capac d’evitar la sortida de bacteris i altres
continguts intraluminals, perd amb el trasplantament aquesta funcié de barrera es veu
alterada, tot resultant en una invasid bacteriana que I’hoste immunocompromeés no
és capac d’aturar. Els bacteris traspassen la mucosa i arriben als ganglis limfatics
mesenteérics, tot possibilitant el desenvolupament d’una sépsia'’*,

Estudis qualitatius i quantitatius han mostrat un augment de la flora intestinal
de tipus aerobi gramnegatiu, la qual, en els animals tractats amb Ciclosporina A, pot
també localitzar-se als ganglis mesentérics'’®.

Es dificil determinar el tipus de microorganismes capagos de travessar la
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barrera mucosa i si el pas es realitza en forma activa o passiva. En aquest sentit, s’ha
observat que si bé I’'Eschaerichia coli traspassa rapidament la mucosa quan és
instil.lada a la lum intestinal després d’una setmana del trasplantament, el pas de
microesferes marcades amb Sn'*® no es detecta fins les 48 hores posteriors a la
instil.laci6, la qual cosa suggereix que cal un procés actiu per tal de traspassar la
barrera mucosa'’®.

El teixit limfatic de les plaques de Peyer i els ganglis mesentérics, aixi com les
immunoglobulines s6n molt importants per la defensa de la mucosa intestinal vers la
intrusié de bacteris i antigens. La secrecié d'lmmunogiobulina A queda marcadament
disminuida en el budell alotrasplantat quan aquest reb I’estimul antigénic de la toxina
colérica. Aquesta fallada no es pot relacionar ni amb la manipulacié quirtrgica ni amb
la disrupcié limfatica o neural, donat que els isotrasplantaments mostren nivells d'IgA
conservats, ni tampoc al tractament immunosupressor amb Ciclosporina A, ja que
aquest retarda pero no afecta la secreci6 de la IgA'"7'78,

Els efectes del trasplantament sobre la funcié immune de la mucosa intestinal
s6n encara poc coneguts, pero son de gran importancia pel paper que hi juguen com

a responsables de complicacions séptiques provinents del budell trasplantat.

1.1.6.5. Marcadors serologics del rebuig

Encara no existeix un marcador seroldgic per a la monitoritzacié del rebuig
després del trasplantament intestinal. Actualment, els signes de rebuig s’identifiquen
per I’estudi histologic, pero als problemes que tal estudi representa s'afegeix el fet de
que l'interval de temps des que s’hi observen els primers signes fins a la necrosi del
budell és generalment curt.

L’increment dels valors serologics de la lactat deshidrogenasa (LDH) observat
en relacié amb el rebuig del trasplantament renal i cardiac va fer avaluar la seva
aplicaci6 al trasplantament intestinal en el porc. Pero en els animals morts per causa
del rebuig, els nivells de LDH es varen mantenir en uns valors basals, signe evident
de la seva inutilitat com a marcador seroldgic per a la monitoritzacié del

trasplantament intestina!'’®.
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Per altra banda, la N-acetil hexosaminidasa, la qual havia mostrat valors
elevats en sérum en relacié amb la isquémia intestinal i la necrosi'®’, també es va
avaluar com a marcador seroldgic del rebuig en el model de trasplantament intestinal
a la rata. Per0 I'activitat de la N-acetil hexosaminidasa es va mostrar elevada en
només 2 de 5 rates i ho va fer entre les 24 i 48 hores previes a |I'observacié dels
signes histoldgics de rebuig'®'.

Més recentment, s’ha valorat la concentracié en serum del NO, /NO; provinent
del metabolisme oxidatiu de la L-arginina. Com a resultat d’aquestes determinacions
s'han obtingut uns nivells del NO,/NO; significativament elevats durant les fases
inicials del rebuig a |’alotrasplantament intestinal a larata. Aquest fet no apareix quan
s’administra la terapia immunosupressora, de manera que podria ser considerat com

un marcador serologic del rebuig després de qué es realitzin estudis més profunds'®2.

1.1.6.6. Endoscoépia i ultrasonografia en el seguiment del budell trasplantat

Mitjancant un endoscopi de petit tamany dissenyat especificament per a la
rata, s"ha pogut observar endoluminalment el curs del rebuig a través dels estomes
de |'alotrasplantament heterotdpic del tipus Thiry Vella'® i també per via recte-colon
en el trasplantament ortotopic amb anastomosi distal fleum-colica’®®.

Endoscopicament s’han establert 4 estadis segons |'aspecte de la mucosa

intestinal:

Estadi I: Al voltant del 3* dia postrasplantament, la mucosa presenta
microerosions i pérdua irregular de la fina xarxa capilar.

Estadi {i: Les lesions observades a |’estadi anterior afecten ara tot el gruix de la
mucosa.

Estadi Ill; Entre els dies 6 i 7, l'epiteli es mostra necrosat, amb mudltiples
ulceracions i enteritis hemorragica.

Estadi Iv: Després dels dies 10 a 14, el rebuig del budell és complet, amb necrosi

total i plaques cicatricials de color blanc.
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Aquestes dades endoscopiques de la mucosa es corresponen amb la seqliéncia
dels canvis histologics, de manera que I'endoscopia del budell trasplantat es pot
considerar com un métode de diagnéstic Gtil per a la monitoritzacié del rebuig'®.

També I’aplicacié dels ultrasons d’alta freqiiéncia ha permés valorar les
alteracions causades pel rebuig a la paret del budell prim trasplantat al porc'®.
Ultrasdnicament, a la paret intestinal es diferencien 5 capes ecogéniques, les quals
corresponen a la mucosa, submucosa, muscularis mucosae, muscularis propia i greix
subserosal.

Eis criteris ultrasonografics d’anormalitat es basen en la pérdua dels plecs,
disminucié del nombre de capes ecogéniques amb discontinuitat de les mateixes i
aspecte homogeni del gruix de la paret. La distincié entre normalitat 0 no ha estat
dificultosa pel que es refereix als dies 4 i 5 postrasplantament, fet similar al que es
dona en I'examen histologic.

La informacié aportada per I'ultrasonografia pot ser potencialment util per ala

monitoritzacié del budell prim trasplantat en el camp clinic.

1.1.7. APLICACIONS CLINIQUES DELS ESTUDIS EXPERIMENTALS

Mitjancant els estudis experimentais s'han pogut avaluar els problemes

principals relacionats amb el transplantament de budell prim. Les diverses aportacions
experimentals han permés superar total o parcialment les dificultats d’ordre técnic
(anastomosis vasculars de petit calibre, preservacié del budell), d’ordre infeccids
(transplantament d’un organ séptic) i, sobretot, d’ordre immunologic, de manera que
s’ha fet possible I"aplicacio clinica del trasplantament intestinal.

Els coneixements adquirits experimentalment en relacié a les solucions de
preservacid, han mostrat que les solucions d’Eurocollins i de Wisconsin semblen les
més adequades alhora del trasplantament clinic. Amb els models animals, sobre tot
aquells que utilitzen animals grans, s’han pogut valorar les possibilitats i
complicacions de les diferents técniques quirdrgiques del trasplantament de budell

prim, tot observan com ’evolucié funcional del nou budell ve influenciada per factors
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tals com el lloc d’implantacid, en continuitat o no amb el transit digestiu, la forma del
drenatge vends porto-sistémic o porto-portal i, sobre tot, per la resposta immunitaria
a que dona lloc aquest trasplantament.

Actualment, malgrat les aportacions experimentals de diversos métodes per
arealitzar el seguiment evolutiu del budell trasplantat, la forma de monitoritzacié més
fiable en el camp clinic és la basada en I’estudi histologic de la paret intestinal. Pero,
tal com ja ha estat esmentat en l’apartat corresponent a la funcié absortiva, la
integritat de la micromorfologia intestinal no sempre reflecteix la mateixa integritat
de la funcié absortiva, el restabliment de la qual seria |‘objectiu basic del
trasplantament.

Els pacients candidats al trasplantament de budell prim presenten una série de
trastorns produits per la seva insuficiéncia intestinal que encara dificulten més
I’'evolucié correcta del nou budell. El trasplantament intestinal hauria de mantenir
'estat nutricional d’aquests pacients de forma ilimitada, perd les causes de la

incapacitat per a la funcié absortiva no han estat encara dil.lucidades.
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1.2. SINDROME D’INSUFICIENCIA INTESTINAL FUNCIONAL

La sindrome del budell curt es pot definir com un estat de malabsorcié
provocat com a resultat de la pérdua de la major part de la superficie absortiva
intestinal. Aquesta pérdua pot ser deguda tant a I’exéresi del budell prim com a
processos que afectin I’absorcié intestinal.

Les reseccions intestinals poc extenses no provoquen alteracions ostensibles
de la funcié digestiva, degut a qué el budell remanent té prou capacitat absortiva per
a compensar la pérdua. En canvi, les reseccions massives comprometen la capacitat
d’adaptacié de tal manera que donen lloc a les alteracions fisiopatologiques i les
manifestacions cliniques que caracteritzen, en conjunt, I'anomenada Sindrome del
budell curt. Aquest quadre sindromic consisteix fonamentalment en malabsorcié amb
diarrea intractable i esteatorrea, les quals deriven en una malnutricié progressiva
caldric-protéica, deshidratacié i pérdua de pes. Com a conseqg(éncia d’'aquestes
alteracions es produeix un déficit de proteines, acids grasos, vitamines i
oligoelements, aixi com anémia, hiperoxaldria i tendéncia a I’acidosi metabolica'®®'%°,

inicialment, es va considerar que les reseccions intestinals eren massives si
abastaven una longitud superior a la tercera part del budell prim, considerant-se
aquesta longitud com el maxim que un pacient podia tolerar de perdre'®’. A la década
dels seixanta es va considerar que el grau d’insuficiencia intestinal després de la
resecci6 depenia més de la quantitat de budell remanent que de l'extret, adoptant-se

des d’aleshores el terme de budell curt per anomenar aquesta sindrome.

1.2.1. ETIOLOGIA

Les causes més freqlients que obliguen a practicar reseccions extenses del
budell prim sén les que afecten a la seva vascularitzacié tals com?%186.188;

- Isquémia intestinal per embolia o trombosi de les artéries mesentériques.

= Infart intestinal per trombosi de les venes mesentériques.

= Volvul del budell prim.

- Hérnies externes o internes amb contingut intestinal estrangulat.

= Traumatismes abdominals amb avulsié dels vasos mesenterics.
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Altres causes menys freglients sén:

- Malalties inflamatories com la malaltia de Crohn, les quals poden portar a
la sindrome del budell curt degut a qué durant la seva evolucié abasten grans
segments de budell prim dins un procés inflamatori recurrent i perilongat, el
qual pot requerir massives o multiples reseccions intestinals.

- L’exéresi de tumors retroperitoneals afectant els vasos mesentérics pot
precisar la resecci6 de part o de tot el budell prim segons la radicalitat de la
cirurgia.

= En els lactants, |’enterocolitis necrotitzant o les anomalies congénites com
la gastrosquisi, atrésia jejuileal, atrésia en peladura de poma o de Santulli,
entre d’altres, portarien a la sindrome del budell curt.

A més de les etiologies esmentades, la insuficiéncia intestinal funcional també

pot produir-se en pacients amb processos patologics extensos o multiples que afectin

i'absorcié intestinal, tals com !'enteritis per irradiacié o les fistules intestinals

multiples, en els quals la causa de la fallada funcional no ha estat la reseccié intestinal

massiva. També les derivacions intestinals com el by pass jeju-ileal destinat al

tractament de [‘obesitat morbida i l"hipercolesterolémia, provoquen situacions

fisiopatologiques de malabsorcié similars a les de la sindrome del budell curt'®.

Els processos que més freqlientment deriven en una reseccid intestinal

massiva segons les revisions realitzades en pacients adults per Simons'®® i

Nightingale'®' es detallen a la TAULA 4.
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1969, Simons'®°®

MALALTIA N°PACIENTS i %
Valvuls 22 (25%)
Trombosi artéria Mesentérica Superior 22 (25%)
Embolia artéria Mesentarica Superior 12 {13.60%)
Neoplasies 9 (10.22%)
Traumatismes 6 (6.81%)
Trombosi vena Mesentérica Superior 5 (5.68%)
Hérnia estrangulada 5 (5.68%)
Oclusi6 intestinal 4 (4.54%)
Malaltia de Buerger 11{1.13%)

TOTAL 86 pacients

1993, Nightingale'®'

MALALTIA N°PACIENTS i %
Malaltia de Crohn 49 (58.3%)
Isquémia 8 (9.52%)
Irradiacid 8 (9.52%)
Colitis ulcerosa 5 (5.95%)
Valvuls 5 (5.95%)
Adherencies 5 (5.95%])
Tumor desmoide 2 {2.38%)
Malaltia diverticular 2 (2.38%)

TOTAL 84 pacients

TAULA 4: CAUSES DE RESECCIO INTESTINAL SEGONS AUTORS
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La presentacié6 del pacient amb budell curt depén de factors com'9%19%194.195;
* Extensi6 de la reseccié intestinal.

* Zona resecada proximal (jeju) o distal (feum amb o sense cdlon).

* Preséncia o no de la valvula illeumcecal.

Funcionalitat del budell remanent, estémac, pancreas, arbre biliar i colon.

Capacitat adaptativa del budell prim remanent.

*

Malaltia de base que ha provocat !a pérdua intestinal.

influéncia de la malaitia de base sobre el budell remanent.

La mesura de la longitud del budell remanent després de la reseccié és
dificultosa i depén del grau de contracci6 o relaxacié de la paret intestinal'®®'%7, A
més, degut a problemes que pot presentar el budell prim després de la cirurgia
(sépsia, obstruccid, recurréncia de la malaltia), les consequéncies simptomatiques de
la reseccié intestinal massiva no es correlacionen amb la quantitat de reseccio
valorada intraoperatdriament’®®,

Generalment, la majoria de les reseccions intestinals no resulten en problemes
importants de digestié i absorcio degut a la gran capacitat de reserva funcional de la
mucosa intestinal'®®. Una exéresi d’'un 40% del budell prim, amb preservacid del
duodé, la meitat distal del ileum i la valvula ileumcecal, és tolerada correctament. En
canvi, una reseccié del 50% del budell prim ja comporta una malabsorcié inicial
rarament superable sense suport nutricional artificial. Si la pérdua abasta el 75% o
més del budell prim, només resta un budell remanent d'uns 70-100 cm i resulta en
una insuficiencia intestinal que precisara d’aport nutricional especial i permanent,
sobretot si se n'ha resecat l'ileum terminal i la valvula fleumcecal. La severitat dels
simptomes després de la reseccid intestinal massiva presenta una variabilitat propia
per a cada pacient respecte el tamany de la superficie absortiva minima per a

mantenir [a vida sense suport nutricional artificial.
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1.2.2. FISIOPATOLOGIA

Després de lareseccid intestinal massiva, el budell inicia un procés d'adaptacio
per a I'absorcié d’aigua, electrdlits i nutrients en les noves condicions.’®®'%°

Aquesta adaptacié es caracteritza histoldgicament per una hiperpiasia de
I’epiteli intestinal, acompanyada o no d'hipertrofia, de manera que s'observa un
augment del nimero total de cél.lules a la mucosa intestinal al qual correspon
freqlientment un increment net de la funci6 intestinal absortiva®®.

Les conseqliéncies fisiopatologiques de les reseccions intestinals deriven de

I’afectacié que produeixen sobre la motilitat i I’absorcié de nutrients.

1.2.2.1. Conseqiiéncies de la reseccié intestinal sobre la motilitat

Les alteracions de la motilitat que es produeixen després de la reseccid
depenen de la zona i extensié d'aquesta. Com a conseqiéncia d’una reseccid
proximal, es perd la inhibicié sobre el buidament gastric del quim i aquest passa
rapidament al budell prim remanent. Malgrat aix0, el transit intestinal encara es manté
degut a I’enlentiment que es produeix a nivell del ileum.

Si es tracta d'una reseccio distal, es perd la capacitat ileal d’enlentir el transit,
de manera que les reseccions jejunals sén millor tolerades que les ileals'8®197:201.202,
A més a més, en perdre I'lleum, també es perd el reflexe ileum-gastric i encara
s’accelera més el buidament gastric'®.

La freqliéncia augmentada de les ones peristaltiques contribueix a fa diarrea
que es produeix en els malalts amb sindrome del budell curt inclds en deju.

La valvula fleumcecal és molt important per |'enlentiment del transit intestinal,
i la seva pérdua comporta greus alteracions. Quan les reseccions contemplen també
el colon, res no atura el transit intestinal. Com a conseqiéncia de tot aix0, es redueix
el temps de contacte a la llum intestinal entre els nutrients, els enzims intestinals i les

secrecions pancreatiques i biliars.

60



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez

ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

1.2.2.2. Conseqiiéncies de la resecci6 intestinal sobre |’absorcié de nutrients

Reseccions duodenals: Es poc freqiient abastar el duodé en una resecci6 intestinal,

perd, en casos amb duodenectomia, es produeix malabsorcié de calci, acid folic i

ferro'®3.

Reseccions jejunals: Les reseccions proximals resulten en una diarrea moderada degut

a que 'ileum i el colon poden reabsorbir I'excés de fluids i electrdlits. Perd, en cas de
reseccions massives, decreix |’activitat de I'enzim lactasa i es produeix intolerancia
a la lactosa. Aquesta lactosa no hidrolitzada roman a la llum intestinal, amb la qual
cosa augmenta "osmolaritat del contingut i, a més, com que és fermentada pels
bacteris del colon, es forma acid lactic que encara empitjora la diarrea osmotica'9%2%,

Amb una jejunectomia aillada, en preservar I'ileum, es produeix un defecte
transitori de I’absorcié de proteines, carbohidrats i electrolits. Aquest fet es degut a
queé existeixen receptors per aquests nutrients a tot el llarg del budell prim, de manera
que I'fleum pot compensar la pérdua de superficie absortiva®*.

Donat que les enterochormones com la colecistoquinina i la secretina son
secretades al jeju, després d’una jejunectomia es produeix una minva en llur secrecio,
amb la subsegiient disminucié en la contraccié vesicular i la secreci6 pancreatica’®®.

També la jejunectomia afavoreix una hipersecreci6 acida gastrica major que la
que es donaria després de la reseccié ileal, essent el volum de secrecié acida
proporcional a la longitud del segment resecat. Aquest fet té lloc perque la manca de
secrecié jejunal del polipéptid inhibidor gastric i del polipéptid intestinal vasoactiu
comporta una elevacié dels nivells de gastrina, tot estimulant-se la secreci6 gastrica
i produint-se una hiperplasia de les cél.lules de la mucosa gastrica, la qual afecta tant

a les cél.lules parietals com als altres tipus cel.lulars?°®20%-297,

Reseccions ileals: Una exéresi important o total de l'lleumn deriva en una gran

malabsorcié i diarrea, no sols causades pel gran volum de fluids que arriba al colon,
sind també a qué, segons el nivell de la reseccié, se n'elimina la zona absortiva

especifica per a les sals biliars i la vitamina B;,.
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La perdua de la capacitat d'absorcié de sals biliars provoca una malabsorcié
de greixos i vitamines liposolubles, amb diarrea colaréica (femta amb sals biliars) i
esteatorrea. L'alteracidé de la circulacié enterohepatica de sals biliars origina la
formacié d’una bilis litdgena, la qual augmenta la frequéncia de litiasi biliar en
pacients amb resecci6 ileal en més del doble que la de la poblacié normal®®®,

Concomitant a I'esteatorrea es produeix un déficit d’absorcié de vitamines
liposolubles, sobre tot de vitamina K, amb el conseglent déficit de sintesi dels factors
de coagulacié vitaminodependents. La preséncia de dipdsits organics normals fa que
el déficit de vitamina B,, no es manifesti fins 2 a 5 anys després de la reseccié ileal
i, aleshores, ho fa amb una clinica d’anémia megaloblastica i neuropatia periférica®®.

Com que ja en condicions normals, el transit intestinal és més lent a niveli de
I'ileum, la quantitat de femta sera menor com més longitud d’ileum es preservi de la
reseccio.

La diarrea associada a la hipersecrecié acida es produeix fonamentalment per
tres raons: una descarrega important de liquids i electrdlits al budell prim curt, una
esteatorrea per la inactivacié de la lipasa pancreatica deguda al pH menor de 5 del
contingut intraluminal i enteritis per acid que lesiona la mucosa ja des de la zona
gastrica distal'®%2%8,

Actualment s’ha pogut observar que aquesta hipersecrecié acida que apareix
després de la reseccié intestinal és transitoria en humans i cedeix en forma

espontania®®®,

Reseccions abastant la_valvula ileumcecal: Si s’'ha resecat també la valvula

fleumcecal, s'afavoreixen més les alteracions metaboliques i hidroelectrolitiques. La
valvula fleumcecal, a més d’enlentir el transit intestinal, evita el reflux bacteria des del
colon cap al budell prim. Els nutrients que arriben a la llum intestinal, sobretot la
vitamina B,, serveixen de substrat al metabolisme bacteria, de manera que la flora
colonica dins el budell prim competeix amb la mucosa intestinal per a l'absorcié
d’aquests nutrients'®3,

Els bacteris del colon, refluits cap al budell prim, desconjuguen les sals biliars
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no absorbides per la manca d’ileum. Aquestes sals desconjugades, a més de dificultar
I’absorcié d’aigua i sodi al colon, estimulen la secreci6 d’aigua, agreujant més les
pérdues diarréiques'®52%°,

Un altre factor que també intervé en el volum de pérdues fecals és el tipus de
reconstruccié de la continuitat intestinal després de la reseccié. Si el cdlon
s’anastomosa en continuitat amb el budell prim remanent, I'efecte sera el mateix que

I"explicat per la manca de valvula fleumcecal'®.

Reseccions coldniques: Quan augmenta el volum de fluid que arriba al colon, aguest

és capac d’augmentar la seva capacitat absortiva®'®. Com que el colon també té una
moderada capacitat per absorbir nutrients, les reseccions que l'inclouen agreugen el
guadre simptomatic i nutricional dels pacients.

Els carbohidrats malabsorbits que arriben al colon sén fermentats pels bacteris
per a produir acids grasos de cadena curta, sobre tot acetat, butirat i propionat?''-?'2,
els quals poden ser absorbits pel colon en quantitats superiors a les 500 Kcal/dia i
passar a la circulaci6 portal per a ser utilitzats com a reserva energética?'.

La retencié del contingut intestinal per part del colon és desitjable, perd també
pot donar lloc a complicacions. En pacients amb coélon preservat gue pateixen
d’esteatorrea, el calci s’uneix als acids grasos, de manera que ’oxalat queda lliure i,
en lloc de restar insoluble i inabsorbible a la llum intestinal, és absorbit pel cdlon en
grans quantitats, amb risc de produir litiasi renal per calculs d’oxalat qélcic2°°.

Les alteracions derivades de les reseccions intestinals als diferents nivells

s’esquematitzen a la FIGURA 985299,
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FIGURA 9: FISIOPATOLOGIA DE LA SINDROME DEL BUDELL CURT
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1.2.3. PERSPECTIVES ACTUALS DE TRACTAMENT DE LA INSUFICIENCIA
INTESTINAL

El quadre clinic posterior a la reseccid intestinal segueix un curs evolutiu en el
qual es poden distingir tres periodes amb una terapéutica adaptada per a cadascun

d’ells'®,

1.2.3.1. Periodes terapéutics
PERIODE POSTOPERATOR!I IMMEDIAT

Durant els primers dos mesos del postoperatori de la reseccié intestinal, el

quadre clinic es caracteritza sobretot per problemes relatius a la pérdua de fluids i
electrolits, a més d’altres complicacions propies de la cirurgia intestinal (dehiscéncies

de sutures, abcessos intraabdominals, fistulitzacions, oclusions, etc).

PERIODE D'ADAPTACIO INTESTINAL

En el segon periode, de 2 mesos a 2 anys des de la reseccid, es produeix

I’adaptacié funcional intestinal, la qual pot assolir un 90-95% del seu maxim grau
potencial.

Molts pacients, generalment arriben a una adaptacié intestinal suficient
després d’un any de precisar suport nutricional artificial, sobretot per via parenteral.
Per tal que aquesta adaptaci6é sigui el més completa possible, és necessaria la
preséncia de nutrients, hormones intestinals i secrecions pancreatiques i biliars a la
Hum intestinal®®®. La hiperplasia de les cél.lules epitelials que es,produeix per
augmentar-ne la funcié absortiva, pot no donar-se en abséncia de nutricié enteral i,
inclas, aparéixer un cert grau d’atrofia quan tota la nutricié es fa via parenteral®'*2'5,

La nutricié enteral és necessaria per a induir I'adaptaci6 intestinal i sembla
haver-n'hi almenys 3 mecanismes pels quals els nutrients intraluminals estimuiarien
aquesta adaptacio'®.

* Estimu! de la hiperplasia per contacte directe dels nutrients intraluminals amb
les cél.lules epitelials?'®.

* Estimul de la secrecié d’hormones amb capacitat per a mantenir el trofisme
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epitelial, tals com la gastrina?'’-?'® | I'enteroglucag6?'®.
* Estimul de secrecions digestives, també amb efecte trofic, tals com les
secrecions pancreatiques i biliars, capaces d’induir hiperplasia a les vellositats
intestinals?®®. La colecistoquinina i secretina tenen efectes sobre la reproduccié dels
enterdcits de manera indirecta, tot estimulant les secrecions pancreatic-biliars2%,
Per tot aixd, si bé la nutrici6 parenteral és indispensable per a mantenir {’estat
nutricional durant les primeres fases postreseccid, també sembla essencial una
introduccid gradual d’alimentacié enteral, per anar-lareemplacant progressivament'®,
Més tard, si I’evolucié és favorable, es poden administrar nutrients per via oral, de
manera que, tot valorant la seva tolerancia, es pugui formular una dieta oral efectiva

individualitzada per a cada pacient amb budell curt'®®.

PERIODE D'ESTABILITAT

El tercer periode, o de tractament a llarg termini, correspon ja a I’estabilitat
metabdlica i nutricional a la qual s’arriba després dels 2 anys de la reseccié.

En aquest periode pot donar-se que el pacient toleri la ingesta oral en forma
suficient i només requereixi de suport nutricional artificial com a suplement.

Perd també pot succeir que aquest suport nutricional per via parenteral, dieta
especialitzada via enteral o una combinacié d’ambdues sigui indispensable per a
mantenir el seu estat nutricional de per vida. En aquests casos cal considerar un
tractament quirdrgic efectiu.

La TAULA 5 esquematitza el maneig dels pacients amb sindrome del budell

curt durant els 3 periodes terapéutics assenyalats'®%-22°,
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SINDROME DEL BUDELL CURT

PERIODE POSTOPERATORI IMMEDIAT { primers 2 mesos )

REPOSICIO HIDROELECTROLITICA
DIETA ABSOLUTA (10-14 dies)
NUTRICIO PARENTERAL
OLIGOELEMENTS | VITAMINES
TRACTAMENT ANTIACID

TRACTAMENT SIMPTOMATIC:
* Diarrea: Loperamida, Codeina, etc.
* Escoriacié anal: tractament topic

PERIODE D’ADAPTACIO INTESTINAL ( primers 2 anys )

DIETA ORAL PROGRESSIVA:
Aigua, infusions, preparats orals de composici6 definida
SUPLEMENT PARENTERAL:
Electroiits, oligoelements, vitamines, emulsions lipidiques
SUPLEMENT ENTERAL
TRACTAMENT ANTIACID
TRACTAMENT SIMPTOMATIC

PERIODE D'ESTABILITAT O FASE CRONICA ( després de 2 anys )

NUTRICIO ORAL PROGRESSIVA:
Dieta fraccionada exempta de lactosa, baixa en greixos i rica en
carbohidrats, amb un suplement en triglicénds de cadena mitjana
1 aport de vitamines liposolubles, B,, IM i oligoelements.

/ N

EVOLUCIO NUTRICIONAL CORRECTA INTOLERANCIA
DIETA ORAL PROGRESSIVA NUTRICIO ENTERAL
/ \
TOLERANCIA INTOLERANCIA

|
Y

NPT a domicili
' Y 4 CIRURGIA:
* Técruques per augmentar la
superficie absortiva
TRACTAMENT DE COMPLICACIONS * TRASPLANTAMENT
INTESTINAL

{tractament de diarres 1 infeccions,
restauracié quirirgica de la conti-
nuitat intestinal, prevencid hitiasi
renal, probable colecistectornia,
hst de brides, reparacié de fistules)

TAULA 5: MANEIG DEL PACIENTS AMB SINDROME DEL BUDELL CURT
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1.2.3.2. Tractament quirdrgic

Existeix desacord entre els cirurgians sobre procediments quirdrgics que es
podrien realitzar al mateix temps de la reseccid intestinal, donat els resuitats poc
homogenis obtinguts'8%22!:222,

Com que durant el periode d’'adaptacié explicat abans, es pot arribar a assolir
freqientment una absorcid suficient de nutrients, es considera que la realitzacié de
procediments quirdrgics simultanis a la resecci6 intestinal pot disminuir un potencial
grau d'adaptacié funcional. Aixi, per exemple, la vagotomia o altres técniques
destinades a reduir la hipersecrecié acida gastrica i de gastrina postreseccio, es
reserven pels malalts que desenvolupen problemes péptics refractaris al tractament
meédic i no s’han de realitzar com a procediment quirdrgic rutinari durant la mateixa
intervencio de la reseccid, ja que, tal com hem dit anteriorment, aquest problema pot
cedir de forma espontania'®s.

Perllongada ja la insuficiéncia intestinal fins el seu tercer periode, cap técnica
quirtirgica en concret no es pot recomanar com d’eleccié per augmentar la capacitat
d’absorcid, i la seva indicaci6 ha de ser moit cuidadosa, tot pensant que el seu fracas
resultard en més longitud encara de budell resecat'®'.

Ala FIGURA 10 es resumeixen algunes estratégies quirdrgiques destinades bé
a enlentir el transit intestinal o bé a augmentar I'area d'absorci¢'®'°'?%%, Aquestes
técniques s’hauran de contemplar només en pacients als quals, malgrat un periode
minim de 6 a 12 mesos de nutricié parenteral total, no s’observa un grau significatiu
d’adaptacié intestinal?2%-224,

Durant els darrers anys, les tendéncies quirtrgiques s’han dirigit cap a la
utilitzacié de segments intestinals col.locats en interposicid, en sentit antiperistaltic
i en una o varies localitzacions, en un intent d’enlentir el transit del contingut
intestinal. Per les interposicions de budell prim s’utilitzen segments amb una longitud
maxima de 10-15 cm, ja que s’ha observat que segments més llargs i col.locats en

186,191

sentit antiperistaltic o invertit tenen tendéncia a obstruir-se . Les interposicions

de budell prim s’han dut a terme en pacients infants i adults amb resultats

Va"'ab,es225.226,227.228.
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TECNIQUES PER ENLENTIR EL TRANSIT INTESTINAL

N4

interposicions antiperistaitiques Formacions valvulars

Nanses recirculants Estimuls eléctrics

TECNIQUES PER AUGMENTAR LA SUPERFICIE ABSORTIVA

Formacié de nova mucosa intestinal

FIGURA 10: TRACTAMENT QUIRURGIC DE LA SINDROME DEL BUDELL CURT
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Les interposicions amb colon han estat realitzades en nens, perd6 amb una
evolucié poc satisfactoria?®®.

La creaci6 de formacions vaivulars destinades a enlentir el transit intestinal es
realitza bé per intususcepci6 del jeju remanent dins el colon?®, o bé del colon dins el
budell prim distal®°. Perd d’aquesta técnica es té més experiéncia en el camp
experimental que en el clinic?®'.

Malgrat el benefici que suposa I’enlentiment del transit intestinal, el fet de
crear una obstruccié al pas del contingut alimentari pot arribar a produir una estasi
d’aquest, amb la conseguient proliferacié bacteriana i disminucié de |’absorcid, motius
que fan qliestionables les técniques d’aquest tipus'®s'88,

La creaci6 de nanses recirculants de budell prim pretén perllongar el temps de
contacte entre els nutrients i la mucosa, pero porta associat el risc d'una sindrome
de la nansa cega, a més de les complicacions propies de les anastomosis intestinals
muiltiples, i no és aconsellable realitzar-1a'9'.208.224.232

Una altra forma d’enlentir el pas del contingut intestinal és la creacié d'un
peristaltisme intestinal retrograd mitjancant la col.locacié de marcapasos (retrograde
electrical pacing). D’aquesta manera s’ha observat experimentalment un increment

233 aixi com

de I’absorcié d’aigua, glucosai sodi, quan han estat realitzades en gossos
una disminucié del greix fecal i una reduccié de la pérdua de Nitrogen'®"-?*2, En un
pacient adult s’ha observat una discreta millora amb I’aplicacié d’aquesta técnica?®*.

Els procediments quirdrgics destinats a augmentar la superficie d’absorcié
inclouen técniques com la de duplicar la llargada del budell, tot fent una seccié
longitudinal del mateix de forma que es conservi I'aport sanguini mesentéric a cada
meitat del budell i col.locant una linia de sutura per tal de formar dos tubs intestinals
més estrets perd amb doble llargada. Els resultats amb aquesta técnica han estat
satisfactoris, pero, tot considerant el risc de fallada de sutura i d’obstruccié, s'hauria
de reservar per a casos molt seleccionats en els quals el diametre del budell remanent
permeti aquest tipus de duplicaci6'9!-224232.234,235,236

Experimentalment, s'ha provat de crear nova mucosa mitjancant la colocacié

de pegats de serosa o de muscul de la paret abdominal sobre enterotomies
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practicades a tal efecte. Aquests pegats es van cobrint per mucosa nova que es va
formant a partir de la ja existent?®”?%%-239-249 Encara que la nova mucosa sembla
funcionar correctament, no hi ha fins ara experiéncia clinica sobre aquest
procediment’®?,

Davant tota aquesta problematica, les indicacions de totes aquestes técniques
han de ser molt meditades®®. El tractament actual de la sindrome del budell curt es
limita encara al control de la diarrea i la prevencié de la deshidratacié i la desnutricid.

La solucié més logica per a totes les complicacions que presenten els pacients
que pateixen d’insuficiéncia intestinal seria el trasplantament de budell prim. Perd
aquest no ha tingut, fins el present, el desti dels altres trasplantaments ja que tots
els factors que intervenen durant el trasplantament intestinal poden influir

negativament sobre la capacitat funcional de la mucosa.

1.2.3.3. Pronostic dels pacients amb sindrome del budell curt.
Indicacions i contraindicacions del trasplantament intestinal

La supervivéncia dels pacients depenents de la Nutricié Parenteral és del 65
al 80% als 3 anys de la resseccié®*'. La malaltia de base i les complicacions
relacionades amb la preséncia permanent del catéter vends central sén els principals
factors que influeixen en aquesta supervivéncia. Els pacients amb malalties
isquemiques intestinals, enteritis per irradiacié i trastorns cronics de la motilitat
intestinal presenten una mortalitat del 20% durant els primers dos anys d’instauracio
de la Nutricié Parenteral. En canvi, el prondstic és millor pels pacients pediatrics i peis
afectes de Malaltia de Crohn, els quals presenten unes tases de mortalitat del 10 del
5% respectivament també durant aquest periode de dos anys.

Les complicacionsrelacionades amblaNutricié Parenteral, sobretot disfuncions
hepatiques i sépsies relacionades amb el catéter, representen les principals causes de
mortalitat en els pacients pediatrics?4'.242.243.244245  mantre que en els adults, la
malaltia de base constitueix la principal causa de complicacions i la Nutrici6 Parenteral
per si mateixa només representa un moderat risc sobreafeigit®*'.

En relacié a la qualitat de vida, els pacients adults requereixen una mitjana de
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dues hospitalitzacions per any motivada almenys una d’elles per complicacions
relacionades amb el catéter, sobretot sépsies. Els pacients pediatrics registren una
mitjana de quatre ingressos anuals, la meitat d’ells deguts a complicacions propies
del catéter com sepsia, infecci6 localitzada, oclusié o problemes posicionals?*2.

A més de les hospitalitzacions, cal considerar que la pérdua de la capacitat per
a l'ingesta oral, la dependéncia permanent d’un mitja extern per a mantenir |'estat
nutricional, la necessitat d'atencié constant per part dels familiars, 1a percepcié
d’alteracions de I'imatge corporal degudes a la cirurgia o relatives a la preséncia de
I'aparell i accessoris necessaris per a la nutricié resulten en un gran estrés tant pels
pacients com pels qui els envoiten.

Tot valorant les complicacions, el trasplantament de budell prim com a
tractament de la insuficiéncia intestinal representa un risc igual o inclds menor que
el manteniment a llarg termini amb Nutricié Parenteral Total.

Examinant les indicacions i resultats de la nutricié parenteral perllongada
durant periodes superiors a dos anys,?*® es poden distingir dos grups principals de

pacients que es podrien considerar candidats al trasplantament de budell prim:

* Pacients amb nutrici6é parenteral permanent indicada pel tractament d‘una
insuficiéncia intestinal funcional deguda a reseccié intestinal o a malabsorcié
(voivuls, hernies estrangulades, atrésia intestinal, enteritis radica, etc.)

* Pacients que reben nutricié6 parenteral total de forma paliativa en patir
malaltia de Crohn activa que els impedeix mantenir |'estat nutricional, i quée

reben aquesta forma de nutrici6 mentre no s’en troba una terapia efectiva.

En contrast, en els pacients amb insuficiéncia intestinal deguda a malalties
sistemigues com l’esclerodérmia o I’amiloidosi amb una afectacié multiorganica, aixi
com en els que pateixen de malalties vasculars com ateromatosi o diabetis severa,
el trasplantament de budell prim no representaria un benefici important degut al risc
246

que la propia malaltia primaria té per a I’afectacié d’organs vitals

En el cas de la Malaltia de Crohn, també cal considerar que malgrat el
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trasplantament de budell prim, la propia malaltia pot afectar altres segments digestius
com el colon, duodé, estomac o esofag, de forma que en alguns casos podria
considerar-se com una contraindicacid relativa per aquest tipus de trasplantament?*’,

En relacié a l'edat, encara no s’han establert uns limits ja que el

trasplantament intestinal tampoc no és un procediment estandard.
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1.3. TRASPLANTAMENT INTESTINAL CLINIC

Abans de la utilitzaci6 de la Ciclosporina A, es varen realitzar 8
trasplantaments de budell prim i en tots els casos els pacients varen morir a causa
del rebuig, de la reaccié empelt contra hoste o de problemes técnics*23%248,

Amb el progrés de les técniques quirargiques i I’aplicacié de la Ciclosporina A
i de nous agents immunosupressors, el prondstic dels malalts ha millorat
lleugerament, pero el rebuig i la infeccié continuen essent els principals problemes del
trasplantament intestinal??.

Actualment, amb 'administracié d’una triple o quadruple terapéutica
immunosupressora s'han arribat a tolerar els trasplantaments de pancreas amb duodé
i el trasplantament multivisceral de fetge-pancreas-duodé i primera porcié del budeli

prim41,249

1.3.1. DONANTS | EXTRACCIO

L’obtencié de budell prim pot fer-se a partir de donants vius relacionats amb
el receptor o a partir de donants cadavers i, en aquest cas, |'extraccié del budell es

fa conjuntament amb la dels altres drgans a transplantar.

1.3.1.1. Obtencié del budell prim procedent de donants vius

El trasplantament intestinal amb el budell prim procedent d’un donant viu
requereix que donant i receptor siguin histocompatibles i comparteixin el mateix grup
sanguini?2,

L’extraccié del budell del donant s’efectua simultaniament a la intervencié
quirdrgica en el receptor, de manera que el temps d’isquémia i preservacié es
minimitza considerablement.

Del donant viu s’extrauen entre 150 i 200cm de budell prim, considerant que,
en teoria, tal pérdua no comprometra el seu estat nutricional. En relacié amb els
aspectes técnics d’'aquesta extraccid, destaca l’eleccié del segment intestinal tal com

es mostra a la FIGURA 11. Si es reseca un segment del jeji mig o proximal, cal

74



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez

ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

seccionar també un segment de I’artéria i la vena Mesentériques superiors per obtenir-
ne un pedicle vascular suficient pel trasplantament. En aquesta situacid, per a la
reconstruccié en e! donant es fa necessaria una anastomosi termino-terminal dels
vasos mesentérics, la qual porta associat el risc de trombosi a la sutura venosa amb
la conseglient pérdua del budell prim distal i del cec del donant.

Es important conéixer I'estat de la vascularitzacié mesentérica del donant
mitjancant una angiografia prévia a I’extraccid. En donants en els quals s’observa una
arcada ben desenvolupada entre les artéries colica dreta i ileumcecal, es pot extreure
la porcié mitjana de I'lleum amb els vasos mesentérics com a pedicle vascular, sense
la necessitat d’anastomosis vasculars reconstructives, jaque I'aport vascular al’ileum
terminal i al cec prové de l'artéria i vena ileumcecals.

En el cas d’efectuar una discutida extraccié de |'illeum terminal, donada la
pérdua que aixo suposa pel donant, el budell distal pot ser extret acompanyat o no
del cec. La continuitat gastrointestinal en el donant s’estableix per anastomosi entre
I'leum i el colon ascendent i la sutura vascular és innecessaria®®°.

La preparacié que requereix el budell prim donant préviament al trasplantament
inclou la dissecci6 dels vasos apropiats, heparinitzacid, descontaminacié de la llum
intestinal per rentat amb una solucié freda que conté neomicina i la preservacié en
estat d'isquémia freda a través del rentat vascular amb solucié d’Eurocollins o de
Wisconsin a 4°C. L’actuaci6 sobre les cél.lules immunocompetents del budell donant
pot fer-se tot administrant sérum antilinfocitic, metil-prednisolona, OKT3, o bé feruna

irradiacié in vitro®2.
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Reseccié d’un segment d’Beum proximal o mig: per obtenir-ne un pedicle v / fficient, cal jonar
també un segment dels vasos mesentérics superiors (A). La reconstruccié precisa I’ mosi vascular

dels vasos seccionats (B).

L’exéresi de |'deum terminal (30cm) és facilitada per les connexions vasculars de I'deum amb els vasos
colics drets (A]. Els vasos deumcecals poden ser ligats sense risc d’isquémia al cec i I'?eum terminal. La
reconstruccic nomeés requereix de |'anastomosi intestinal (B).

FIGURA 11: EXTRACCIO DEL BUDELL PRIM EN EL DONANT VIU
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1.3.1.2. Extracci6 del budell prim en el donant cadaver

Sobre el donant cadaver recauen els mateixos requeriments pel trasplantament
intestinal que pel trasplantament d’altres drgans. Actuaiment i degut a qué les
tecniques de preservaci6 i transport no estan encara resoltes definitivament pel que
fa al trasplantament intestinal, és necessari que el donant de budell prim sigui
geograficament a prop del receptor, preferiblement al mateix hospital®’.

Les talles de donant i receptor han de ser similars per poder-se acomodar al
tamany del segment trasplantat?®' i, si bé el budell d’'un donant pediatric pot adaptar-
se en un receptor adult, el tamany del budell d’un adult dificilment s’acomodara dins
la cavitat peritoneal d’un infant, tot considerant, a més a més, que la propia malaitia
intestinal i les intervencions quirdrgiques previes hauran causat nombroses
adheréncies entre les visceres intraabdominals i amb la paret?®°.

Per tal d’evitar els efectes de laisquémia, tota técnica de preservacié comenca
amb la infusié intraoperatoria de solucions fredes a través del segment intestinal. Tant
si es tracta del budell prim sol com si és en bloc amb el fetge i, tot considerant la
seva continuitat venosa esplancnica, la irrigacié vascular ex vivo amb solucié de
Wisconsin permet el refredament rapid a més del rentat vascular del budell?2.

Per a les extraccions de multiples organs del cadaver, cal tenir en compte
algunes modificacions a realitzar sobre les técniques habituals d’extraccié d’un sol
organ i és necessari un plantejament técnic per tal de no lesionar cap odrgan
potencialment utilitzable?®2. Degut a la contaminacié propia de la llum intestinal, la
seccio del tracte intestinal haura de ser una de les darreres maniobres operatories.

Durant 'extraccié simple dels ronyons, s’han de lligar els vasos portals i
I"artéria mesentérica superior, ia qual cosa no és possible si es considera l'extraccié
del budell prim. En aquesta situacié, ronyons i budell prim s’han d’extreure
conjuntament i el procediment comenca per la diseccid dels vasos mesenteérics, tot
identificant clarament la confluéncia de la vena mesentérica superior amb la vena
esplénica. Tal disseccié comporta la lligadura i seccié dels vasos colics i I"arcada
gastro-duodenal inferior i de 2 0 4 vasos proximals del jeju i del duodé. D’aquesta

manera s’hi obté un pedicle vascular mesentéric suficientment liarg per a facilitar la
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realitzacid de les anastomosis vasculars i I’exterioritzaci6 dels extrems intestinals en
forma d’estomes (FIGURA 12.1). En el curs de la disseccié queda exposada l'aorta
intraabdominal per disseccid retroperitoneal, la qual requereix la mobilitzacié de la
melsa i la cua del pancreas amb una reflexid d'elles i del budell prim cap a la dreta del
pacient (FIGURA 12.2).
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1. &l pedicle vascular del budell pritn es prepara per disseccio de |'artéria mesentérica superior al seu
origen. Les venes mesentérica superior, esplénica i porta sén també dissecades. Per obtenir-ne un pedicle

vascular suficientment flarg, cal seccit vasos duodenals, jejunals i del célon dret.

Vi

2. La disseccio del retroperitoneu precisa la mobilitzacié de la meisa, Ia cua del pancreas i el budell prim.

FIGURA 12: EXTRACCIO DEL BUDELL EN EL DONANT CADAVER
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Completada la disseccié del retroperitoneu i, tal com es mostra a la FIGURA
13.1, esiliguen "aorta i la vena cava a nivell infrarenal, I’artéria mesentérica inferior
i algunes branques lumbars; es clampa I’aorta proximalment a [‘origen de la
mesentérica superior i es canulen |’aorta, la vena cava i la porta per tal de realitzar la
perfusié vascular amb la solucié de preservacié a 4°C (Ringer lactat, solucié de
Collins o de Wisconsin). Posteriorment s’extrauen els ronyons i es secciona |’artéria
mesentérica superior al seu origen i amb una porcié o cuff de la paret aortica. El
pedicle vascular es completa amb la secci6 de la vena mesentérica superior o,
preferentment, de la vena porta per una posterior anastomosi porto-sistémica amb la
vena cava o entre les venes portes donant i receptora.

Al budell, ara unit al donant només pel duodé i el cec (FIGURA 13.2), es
col.loquen catéters al jeju proximal i a I'ileum terminal per tal d’efectuar un rentat de
la llum intestinal amb solucié freda antibiotica. Posteriorment ja es pot extreure i
conservar per hipotérmia simple o amb perfusié continua intravascular amb o sense
perfusi6 intraluminal fins al seu trasplantament?®°,

Per a 'extraccié de! budell prim amb el fetge i els ronyons es requereix la
disseccié del tronc celiac, els vasos portals i els vasos esplénics i mesenterics
superiors. L’arrel del mesenteri s’allibera del duodé, pancreas i jeju proximal i, aixi, es
mobilitza el fetge des del diafragma.

Per a I'obtencié a més del pancreas, es requereix la seccié d'una a quatre
arcades jejunals per tal d’obtenir-ne un pedicle vascular prou llarg. Malgrat que
aguesta maniobra suposa la pérdua de part del jeju, la longitud del segment intestinal

restant és encara suficient (més de 200cm).
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cateter distal o ileal

2. Introduccié de catéters als extrems jejunal i ileal pel rentat intraluminal. Opcionalment pot col.locar-se
un altre catéter s ’arténa térica per tenir-hi la perfusié freda de forma continua

FIGURA 13: RENTAT VASCULAR | INTRALUMINAL DEL BUDELL PRIM EN EL
DONANT CADAVER
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1.3.1.3. Solucions de preservacié i temps d’isquémia

Generaiment, les solucions utilitzades per al rentat vascular i la conservacid
del budell prim han estat les de Wisconsin?%':253:254.255.256 j Cg|ling?%7, encara que també
i sobretot en els primers trasplantaments clinics es va utilitzar el Ringer lactat®*s.

Per al rentat de la llum intestinal es sol utilitzar Ringer lactat o la mateixa
solucié que per al rentat vascular i mesclada amb antibiotics?5+2%%,

Els temps d’isquémia freda han estat en mitjana de 50 minuts a 3 hores per
al trasplantament intestinal aillat®®’>*® | de 7 a 16 hores per al trasplantament

combinat de fetge i budel|?54-255.256,

1.3.2. TECNICA QUIRURGICA DEL TRASPLANTAMENT CLINIC

En el trasplantament de budell prim ortotdpic i heterotopic, I'artéria
mesentérica superior del segment intestinal donant s’anastomosa a nivell de |'aorta
infrarenal del receptor directament o a través d’un cuff d’aorta. El drenatge vends pot
establir-se cap a la vena porta o cap a la vena cava inferior del receptor.

Quan es realitza el trasplantament intestinal en combinacidé amb I’hepatic, el
fetge donant es situa ortotdpicament, amb |’anastomosi venosa a la cava inferior i
["anastomosi arterial entre l'aorta donant, amb el tronc celiac i la mesentérica
superior, i I’aorta infrarenal del receptor, tal com es mostra a la FIGURA 14.

El tractament dels extrems del budell trasplantat no és un fet establert
definitivament. L'experiéncia clinica ha demostrat la necessitat i utilitat de deixar una
ostomia cutania, ja sia Unica i distal (leostomia) o doble, amb jejunostomia proximal,
per tal de facilitar la vigilancia clinica i histoldgica del budell trasplantat?. Els 5 primers
trasplantaments clinics que es van realitzar abans de I’any 1972259:200.261.262.263 tanjan
tots una ostomia cutania i, també posteriorment, s’ha optat per deixar al menys un

extrem com estoma o com una butxaca aillada (pouch)*'-'94254,
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FIGURA 14: TRASPLANTAMENT ORTOTOPIC DE FETGE | BUDELL PRIM

83



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez

ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

El restabliment de la continuitat del budell trasplantat amb la resta del tracte
gastrointestinal és una decisié a prendre segons ’evolucié del pacient. L'equip de
Nordgren i Cohen?, tot basant-se en I'observacié de diarrea en el postoperatori del
trasplantament intestinal, tendeixen a realitzar el trasplantament clinic amb una
ostomia proximal i anastomosi distal en els pacients amb colon remanenti funcionant.
D’aquesta manera el colon pot reduir el volum de les defecacions. Posteriorment, es
pot realitzar I’anastomosi proximal al temps que es deixa el que féra I'estoma aillat
en forma de butxaca.

Actualment es tendeix a realitzar el trasplantament intestinal de tipus
multivisceral en combinacié amb el fetge. Els pioners en aquesta técnica varen ser els
membres de 'equip de Grant I'any 198823, Posteriorment, s’han efectuat altres
intents perd la funcid absortiva intestinal ha estat correcta escases vegades.

La supervivéncia després del trasplantament multivisceral queda molt limitada
degut a qué el control del rebuig requereix dosis elevades d’immunosupressors, les
guals comporten risc d’'infecci6é i limfomes, a més de la propia toxicitat d’aquests

farmacs?®3.

1.3.3. TERAPEUTICA IMMUNQOSUPRESSORA

Generalment, els pacients amb trasplantament de budell prim han estat

tractats amb Ciclosporina A i prednisona en prevencié del rebuig i la reaccié empelt-
contra_hosteM,104,254,255,258,264‘

L’azatioprina i el OKT3 aixi com el sérum antilimfocitic s’han utilitzat
freqiientment en combinacié amb la Ciclosporina A2%1:2%8.257,

Les crisis de rebuig s’han intentat controlar amb metil-prednisolona i sérum
antilimfocitic via intravenosa®' o bé amb OKT322,

Les infeccions oportunistes requereixen la reduccié de ia immunosupressid,
perd en dos casos aquesta reduccid i el fet que la infeccié afectés el propi budell
trasplantat han desembocat en la pérdua i subsegiient extraccié del nou budell®®’.

Darrerament, la introduccié de I'immunosupressor FK506 intenta desplacar la
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Ciclosporina A en el trasplantament intestinal.
La terapia amb FK506 també pot realitzar-se en combinacié amb esteroides
i azatioprina, els quals han estat aplicats quan el FK506 no podia administrar-se a

dosis suficients degut a una lesi6 renal del pacient?®%-26%28%,

1.3.4 SEGUIMENT IMMUNOLOGIC | FUNCIONAL

El risc elevat de complicacions immunologiques i infeccioses després del

trasplantament intestinal requereix d’una vigilancia acurada basada en aspectes
clinics, bioquimics, histopatoldgics, metabdlics endoscopics i radiologics??4'267;

Clinicament cal valorar el volum i qualitat de les secrecions fecals,
temperatura, esplenomegalia, adenopaties i signes d’irritacié peritoneal. Quan es
produeix el rebuig, la diarrea és intensa, de varis litres al dia, i alerta sobre una
possible necrosi que rapidament pot desembocar en la perforacié del budell
trasplantat. Cal també explorar el pacient en busca de focus infecciosos?%28,

La mesura de I'excrecié fecal de greixos, els tests d’absorcié de Maltosa o de
D-Xilosa i el de Schilling avaluaran la funcié absortiva del budell trasplantat?5*2%,

L’estudi histopatologic de les mostres-bidpsia de la mucosa intestinal preses
per via endoscopica a través de |'ostomia detectara les lesions microscopiques del
rebuig agut. Aquestes alteracions consisteixen en necrosi de les criptes, edema i
atrofia a les vellositats amb denudacié de I’epiteli superficial i infiltracié massiva de
la lamina propia per limfocits i macrofags?°%2%%27°, Sj a aquestes lesions s’associa
diarrea intensa, el risc de perforacié intestinal imposara l'extraccié del budell
trasplantat?2.

Amb les determinacions sanguinies de poblacions limfocitaries circulants pot
detectar-se "aparicié de la reaccié empelt-contra-hoste. La preséncia de limfdcits dei
donant a la sang del receptor coincideix amb |'aparicié de lesions cutanies en les
quals la bidopsia mostrara infiltrat limfocitari i necrosi dels queratocits®2.

En cas de trasplantament combinat de fetge i budell prim, la determinacié dels

enzims hepéatics, temps de protrombina, bilirrubina i les bidpsies de fetge permeten
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el control evolutiu?®*.

També és important avaluar l'estat del budell prim trasplantat mitjancant
estudis radiografics com el transit digestiu contrastat, ecografia-doppler, Tomografia
Axial Computeritzada 1 angiografia?’"?’2,

Els nivells sanguinis de Ciclosporina A o de FK506 sén dtils per valorar
I’absorcié intestinal d'aquests farmacs quan llur administracié es realitza per via
oraiZZ.ZGS.

Es aconsellable iniciar el més aviat possible |'alimentacié enteral per tal de

constituir la barrera intestinal normal?%25'-273,

1.3.5. EVOLUCIO DELS PACIENTS AMB TRASPLANTAMENT INTESTINAL
A les TAULES 6, 7 i 8 es mostra I'experiéncia mondial en transplantament
intestinal registrada des de 1964 fins I'actualitat (1993)?7%.

EDAT PERIODE EVOLUCIO
ANY EQUIP INDICACIO RECEPTOR | FUNCIONAL COMPLICACIONS PACIENT
1964 Deterling ? 12 hores Necrosi Exitus
Deterling ? 48 hores Necrosi Extraccié
1967 Lilleher Trombos: venosa 46 anys 12 hores Shock septic Exitus
1968 Okumura Trombosi artenal 34 anys 10 dies Rebuig + Necrosi Exitus
1969 Ohvier Sindrome
Gardner 35 anys 26 dies Rebuig + Sépsia Exitus
Okumura Volvul 12 anys 5 dies Rebuig Exitus
Alican Brides 10 anys 7 dies Sépsia + Necrosi Exitus
1972 Fortner Sindrome Sepsia + Empelt
Gardner 37 anys 76 dies contra hoste Exitus

TAULA 6: TRASPLANTAMENT INTESTINAL CLINIC EN L'ERA PRECICLOSPORINA A
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H
TRACTAMENT EDAT PERIODE COMPLICACIONS EVQLUCIOii
ANY EQUIP IMMUNOSUPRESSOR RECEPTOR FUNCIONAL PACIENT!
1985 Cohen Ciclosporina A 26 anys 10 dies Encefalopatia Exitus f
1986 Dazza Ciclosporina A 45 anys 17 dies Sépsia Exitus §
1987 Williams Ciclosporina A ? 10 dies Rebuig ?
Révillon Ciclosporina A 9 mesos 24 hores Necrosis Extraccié
Révillon Ciclosporina A 9 anys 7 mesos Shock Séptic Exitus
Deltz Ciclosporina A 5 anys 12 dies Rebuig Extraccié
1988 Grant Ciclosporina A 8 anys 15 dies Sépsia + Rebuig Extraccit
Révillon Ciclosporina A 6 anys 17 mesos Rebuig cronic Extraccié
Deltz Ciclosporina A 42 anys 2 anys Budeil funcionant Viu
Réviilon Ciclosporina A 3 anys 60 dies Rebuig agut + Sépsia Extraccit
1989 Révilion Ciclosporina A 9 mesos 25 dies Rebuig Extraccit
Révilion Ciclosporina A 5 mesos més de 3 anys Budell funcionant Viu
Révillon Ciclosporina A 4 mesos 7 mesos Rebuig agut Extraccif
Deltz Ciclosporina A 43 anys més de 14 mesos Budell funcionant Viu
1990 Wallander Ciclosporina A 13 mesos 2 mesos Rebuig + Sépsia Exitus
Révillon Ciclosporina A 3 anys 2 mesos Rebuig + Sépsia Extracci¢
Révillon Ciclosporina A 20 mesos 24 hores Rebuig agut+ Shock Exitus
Révillon Ciclosporina A 9 mesos 25 dies Rebuig agut Extracct0
Starz! FK 506 31 anys 22 mesos Rebuig cronic Exitus
1991 Starzl FK 506 30 mesos més de 15 mesos Budell funcionant Viu
Starzl FK 506 16 mesos més de 13 mesos Budell funcionant Viu
Starzl FK 506 50 anys més de 13 mesos Budell funcionant Viu .
Starzl FK 506 34 anys 8 mesos Rebuig Extraccld,
1992 Starzl FK 506 38 anys més de 18 mesos Budell funcionant Viu
Starzl FK 506 10 anys més de 11 mesos Budell funcionant Viu
Starzl FK 506 20 anys més de 8 mesos Budell funcionant Viu
Starzl FK 506 23 anys més de 11 mesos Budell funcionant Viu

TAULA 7: TRASPLANTAMENT DE BUDELL

CICLOSPORINA O FK 506
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ANY EQUIP TRANSPLANTAMENT TRACTAMENT EDAT PERIODE EVOLUCIO
IMMUNOSUPRESSOR | RECEPTOR | FUNCIONAL | COMPLICACIONS PACIENT
1983 Starzi Multivisceral Ciclosporina A 6 anys 24 hores Fallada Exitus
multisistémica
1987 Williams Multvisceral Ciclosporina A 17 mesos 4 dies Hemorragia artenal Exitus
1988 Belzer Fetge + Budell Ciclosponna A 14 mesos 52 dies Sépsia Exitus
Williams Fetge + Budell Ciclosponna A 9 mesos 109 dies Rebutg + Limfoma Exitus
Starzi Multivisceral Ciclospornna A 3 anys 6 mesos Sépsia+ Limfoma Exitus
Grant Fetge + Budell Ciclosponna A 41 anys + 3 anys Budell Funcionant Viu
1989 Grant Fetge + Budell Ciclosponna A 46 anys 2 mesos AVC + Limfoma Exitus
Margreiter Multivisceral Ciclospornina A 45 anys 7 mesas Recidiva tumoral Exitus
Grant Fetge + Budell FK 506 36 anys + 2 anys Budell funcionant Viu
1990 Starzl Fetge + Budeli FK 506 3 anys + 2 anys | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 4 anys + 2 anys Budell funcionant Viu
Grant Multivisceral Ciclosponna A ? + 8 mesos | Budell funcionant Viu
Grant Multivisceral Ciclosporina A 27 anys 7 mesos Sépsta + Limfoma Exitus
e Starzi Fetge + Budell FK 5086 26 anys + 2 anys Budell funcionant Viu
1991 Starzl Fetge + Budell FK 506 3 anys 13 mesos Limfoma Exitus
Simeoni Multiviscerai Ciclosporina A 18 mesos 7 mesos Rebuig + Sépsta Exitus
Simeom Multivisceral Ciclosporina A 10 mesos 4 mesos Rebuig + Perforacio Exitus
Starzi Fetge + Budell FK 506 6 mesos 1 mes Sépsta + GVHR Exitus
Starzl Fetge + Budell FK 506 13 mesos | + 18 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 20 mesos | +18 mesos | Budell funcionant Viu
Busuttl Fetge + Budell FK 506 19 anys + 9 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 21 anys +17 mesos | Budell funcionant Viu
Starz| Multivisceral FK 506 32 anys +15 mesos | Budell funcionant Viu
1992 Starzi Fetge + Budell FK 506 18 mesos 2 mesos Sépsia Exitus
Starzi Fetge + Budeill FK 506 4 anys + 8 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 17 mesos 1 mes Sépsia Exitus
Starzl Fetge + Budell FK 506 10 mesos | + 6 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 6 mesos + 6 mesos | Budeil funcionant Viu
Starzi Fetge + Budell FK 506 4 anys + 3 mesos | Budell funcionant Viu
Starz! Fetge + Budell FK 506 25 anys +10 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 506 29 anys + 8 mesos | Budell funcionant Viu
Starzi Multivisceral FK 508 24 anys + 8 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Multivisceral FK 506 31 anys + 6 mesos | Budell funcionant Viu
Starzl Fetge + Budell FK 508 19 anys + 5 mesos | Budell funcionant Viu
Starzi Fetge + Budell FK 506 44 anys + B mesos Budell functonant Viy

TAULA 8: TRASPLANTAMENT DE BUDELL PRIM EN COMBINACIO AMB ALTRES ORGANS
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Fins l’actualitat, han estat registrats a la literatura uns 70 trasplantaments de
budell prim, bé en forma aillada o bé en combinacié amb altres drgans, sobre tot amb
el fetge. En aquesta revisid, es poden distingir tres periodes evolutius en relacié al
tractament immunosupressor aplicat. El primer correspondria a l’era pre-Ciclosporina
A, enel qual el fracés dels 8 trasplantaments intestinals realitzats va impedir que s’en
realitzés cap altre des de 1972 fins a 1983.

El segon periode aniria de 1983 a 1990 i en ell, la base del tractament
immunosupressor va ser la Ciclosporina A, associada a prednisona, azatioprina i
sérum antilimfocitic en alguns casos, donant lloc a una millora discreta dels resultats.
Aixi, de 18 trasplantaments de budell prim aillat en tractament amb Ciclosporina A,
només en tres pacients el budell trasplantat ha estat capa¢c de mantenir |'estat
nutricional sense necessitat d’'aports artificials de nutrients i durant un periode de
temps de 14 mesos a 3 anys*?®:2%8274 E|g altres pacients varen presentar
complicacions immunoldgiques o séptiques relacionades amb el trasplantament, les
guals varen causar la mort o van requerir I'extraccié del budell trasplantat i el retorn
a la dependéncia total de la nutricio parenteral.

En els 12 pacients receptors de transplantament de budell prim en combinacié
amb altres organs i tot rebent tractament immunosupressor amb Ciclosporina A,
només en 2 casos el nou budell ha funcionat durant periodes de temps de 8 mesos
a 3 anys. En els altres pacients s'ha produit la mort degut a rebuig incontrolable,
limfoma i sépsia*?74.

El tercer periode seria el més actual i comencaria {'any 1990, després de la
introduccié de l'agent immunosupressor FK 506 en el tractament dels pacients
trasplantats. En els 9 casos de trasplantament de budeil prim aiiiat, realitzats de 1990
a 1992, la viabilitat funcional del budell trasplantat ha estat possible en 8 d’ells
durant més d’un any i només en un cas s’ha produit la mort de la pacient després
d’un segon trasplantament provocat per la pérdua del primer afectat de rebuig
crénic?®®,

També amb FK 506, s’han tractat 23 pacients receptors de trasplantament de

budell prim en combinacié amb el fetge o amb altres organs intraabdominals, tot
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mostrant una evolucié funcional favorable del budell trasplantat en 19 d’ells, i
fracasant en els altres fonamentalment per causa de sépsia o limfoma.

El fracas del manteniment nutricional sense aports artificials ha estat provocat
fonamentalment per 3 causes?®®:

" Crisis de rebuig: El rebuig resulta en alteracions de la motilitat i malabsorci6

que fan necessaria la interrupcié de la nutricié enteral fins el seu control.

| infeccions: Les infeccions sistémiques i les enteritis per Citomegalovirus o
Adenovirus s'associen amb ileus paralitic el qual requereix també la supressio
de la nutricié enteral.

" Rebuig al menjar: Si bé sembla logic pensar que els pacients prefereixen

nodrir-se per via oral que no dependre de mitjans artificials, entre els malalts
pediatrics és freqlent observar un rebuig important a les menjades. Aquest
fendmen s’atribueix a I’experiéncia negativa que per ells ha suposat la ingesta
oral en els periodes preoperatoris. Una pacient adulta no va acceptar la dieta

oral fins 7 mesos després del trasplantament.

1.3.6. PERSPECTIVES DE FUTUR DEL TRASPLANTAMENT INTESTINAL

L’experiéncia actual demostra que el trasplantament intestinal clinic és possible

malgrat les complicacions immunoldgiques i séptiques que comporta. Pero per tal de
poguer aplicar amb seguretat el trasplantament intestinal com un tractament
d’eleccid, cal encara valorar una sérfe d’aspectes en els quals es basen les linies de
recerca actuals®,

Cal aplicar nous agents immunosupressors en el control de la resposta
immunoldgica capacos de fer front tant al rebuig com a la reaccié empelt-contra-
hoste. Aquests agents haurien d’actuar sense lesionar la funcié intestinal i, malgrat
els inconvenients que aixd suposa, caldria que fossin capacos de preservar la funcié
de barrera immunolégica de la paret intestinal del budell trasplantat.

Es important coneixer com s’afecta la micromorfologia de la mucosa intestinal

posteriorment al trasplantament per valorar la funcié absortiva. En aquest sentit,
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s'esta considerant I'efecte sobre el trofisme de la mucosa intestinal de I'aport
nutricional especific de certs aminoacids com la L-Glutamina, la qual sembla ser
indispensable pels requeriments energétics dels enterdcits?’>278,

També cal estudiar marcadors serologics del rebuig per tal de poder detectar
aquest en les seves fases més tempranes, en les quals encara és possible aplicar amb
éxit el tractament immunosupressor?’7.278.279.280,

L’aplicacié del trasplantament multivisceral, sobre tot la combinaci6 de fetge
i budell prim, s'esta valorant per aquells pacients en els quals la nutricié parenteral
perllongada ha produit lesions hepatiques irreversibles?®®.

Si bé les linies de recerca es basen en aspectes variats, |'objectiu fonamental
de totes elles és el coneixement dels factors que influeixen sobre el funcionalisme del

budell prim trasplantat.
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2. HIPOTESI DE TREBALL

Després del trasplantament, el budell prim s’ha d’adaptar als efectes derivats
de la técnica quirdrgica mentre es troba inclés dins les reaccions de resposta
immunologica i sota els efectes del tractament immunosupressor. Aquest procés
d’adaptacié comporta una série d’alteracions fisiopatologiques i morfoestructurals a
la mucosa intestinal les quals podrien afectar en forma negativa la funcié intestinal.
Degut a aix6, malgrat que la finalitat del trasplantament intestinal és la d’assolir una
funcié absortiva capac de superar la problematica derivada de la sindrome del budell
curt, aguest objectiu ha estat aconseguit en escases ocasions i durant periodes de
temps limitats.

Tot observant aquest fet, en el nostre estudi s’ha utilitzat un model
experimental de trasplantament de budell prim en rates amb la finalitat de poder
observar les possibles relacions entre les alteracions morfologiques que es produeixen
posteriorment al trasplantament i la incapacitat per a la funcié absortiva del budell
prim trasplantat.

Els objectius del nostre estudi es poden centrar en:

1. Observar si les alteracions micromorfoldgiques que es produeixen a la mucosa del
budell prim trasplantat venen relacionades amb la propia técnica quirtrgica o bé sén
causades pels fendmens derivats de la resposta immunoldgica de rebuig i del
tractament immunosupressor.

2. Valorar si els canvis morfologics de la mucosa intestinal tenen una correlacio
significativa amb variacions de la capacitat d’absorcié.

3. Determinar si les variacions morfométriques de les estructures de la superficie
absortiva intestinal es correlacionen o no amb alteracions de la funcié absortiva.

La valoracié6 dels objectius esmentats ens permetra resoldre la seglient hipotesi
de treball:

a/ La insuficiéncia absortiva del segment de budell prim trasplantat ve donada
per alteracions morfoldgiques i morfométriques de la mucosa intestinal.

b/ La técnica quirdrgica pot repercutir sobre I’evolucié funcional del budell

trasplantat.
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3. MATERIAL | METODES

En primer Hoc, s"hi descriuran les caracteristiques de |’animal d’experimentacié
escollit per aquest estudi. La resta de material utilitzat sera descrit a I’apartat
corresponent a I’explicacié de cada técnica o métode.

En el segon apartat, s’hi detallaran les series experimentals i técniques
utilitzades, aixi com els meétodes d'estudi, d’obtencié de resultats i d’avaluacié
estadistica.

3.1. ANIMAL D’EXPERIMENTACIO
3.1.1. CARACTERISTIQUES GENERALS

Per aquest treball experimental hem escollit rates de la soca consanguinia LEW

i de la soca hibrida LBN. El pes mig de les rates ha estat de 250-350 grams per
facilitar les técniques microquirdrgiques. S’han utilitzat mascles i femelles, si bé els
trasplantaments han estat realitzats sempre entre animals del mateix sexe per evitar
possibles interferéncies amb el rebuig lligat als gens d'histocompatibilitat H-Y
localitzats al cromosoma Y28',

La rata ha estat escollida com I’animal d’experimentacié més adient al nostre
treball degut a que la dotacié immunogenética de les soques pures i de les hibrides
és ben definida i permet observar les reaccions al trasplantament intestinal en forma
unidireccional, en aquest cas, cap el rebuig.

En termes més generals, la rata presenta un tamany reduit que facilita la seva
manipulacid i allotjament, és més resistent que altres animals a les infeccions, i ha
estat utilitzada per altres autors en models experimentals similars, els quals poden
servir de referéncia i comparaci6 pels resultats obtinguts. A més a més, també cal
tenir en compte la similitud anatdmica, fisioldgica, metabolica i nutricional del seu
sistema digestiu amb el dels humans, i el seu cicle vital curt, amb el qual es redueix
el temps necessari per a mesurar els canvis fisioldgics o patologics provocats.

Les caracteristiques fisiologiques de les rates de laboratori s‘exposen a la
TAULA 9'%282,
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VIDA MITJANA
PES ANIMAL ADULT

TEMPERATURA CORPORAL
METABOLISME BASAL
PUBERTAT

GESTACIO

CONSUM D’ALIMENT/24h
CONSUM D’AIGUA

TENSIO ARTERIAL
FREQUENCIA RESPIRATORIA
FREQUENCIA CARDIACA
CONSUM D’OXIGEN

VOLUM SANGUINI

DIURESI/24h
MASSA FECAL DIARIA

2-3 anys {maxim 4}
mascle 200-500g
femella 250-350g
36.6-39.5°C.{*)
35Kcal/24h{400g)
50 + 10 dies
20-23 dies
5g/100g pes
8-11ml/100q pes

116/90 mm Hg
85 resp/min
260-450 bat/min
2 mi O, g/hora
58 ml/kg pes

5.5mi/100g pes
9-15 ¢

(*) La temperatura rectal pot augmentar després de |'exercici, en animals joves, en femelles lactant i
,també, amb una temperatura ambient elevada. Pot disminuir durant I’anestasia i la cirurgia.

TAULA 9: CARACTERISTIQUES FISIOLOGIQUES DE LES RATES DE LABORATORI
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3.1.2. CARACTERISTIQUES FILOGENETIQUES

En general, les rates utilitzades als laboratoris deriven de |'espécie salvatge

Ratus norvegicus, la qual va aparéixer a Europa al segle XVIiil. D"aquesta espécie
salvatge se’n derivaren dues poblacions: la Long Evans i la rata Albina. De la rata
Albina deriven les soques Wistar i Sprague Dawley?®.

Les rates de les soques LEW i BN sén rates de tipus consanguini. Es considera
que una soca és consanguinia quan I’encreuament germa-germana ha estat mantingut
durant 20 o0 més generacions. Actualment, les rates de soques consanguinies es
tipifiquen tot utilitzant abreviatures de llur nom original en lletres majuscules.
D’aquesta manera, les rates de les soques Lewis i Brown Norway reben les
denominacions LEW i BN respectivament. Els hibrids provinents de I’encreuament de
dues soques consanguinies s’anomenen tot indicant en primer lloc els simbols
materns i a continuacio els paterns corresponents a |’estirp progenitora. Al costat
d’'aquesta denominacié, sol indicar-se, dins un paréntesi, el nimero de la corresponent
generacié dels hibrids resultants al costat d’una lletra F. Aixi, les rates hibrides
utilitzades en aquest treball provenen de la primera generaci6 de I'encreuament entre
la soca LEW i la soca BN i reben la denominacié LBN(F,).

Les rates LEW sén rates albines provinents de la soca Wistar i posseeixen més
de 100 generacions en consanguinitat. Presenten una fertilitat alta i sén apreciades
per la seva docilitat {(FIGURA 15).

Les rates BN constitueixen una aitra estirp de rates consanguinies amb més
de 60 generacions en consanguinitat. Sén de color marré i entre altres
caracteristiques destaquen una baixa fertilitat, hidronefrosi congeénita i tendéncia a
I"aparicié de tumoracions a diferents localitzacions (FIGURA 16).

Els antigens d’histocompatibilitat de les rates s’anomenen RT i es localitzen

al cromosoma 14. Aquests antigens s’hereden de manera codominant en les rates
hibrides?®4,
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FIGURA 15: RATA DE LA SOCA CONSANGUINIA LEWIS

FIGURA 16: RATA DE LA SOCA HIBRIDA LBN
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3.1.3. ANATOMIA DEL BUDELL PRIM DE LA RATA

La primera porcié del budell prim comenca al duodé, el qual forma un

semicercle que acaba després d’envoltar el colon transvers. En aquest tram final, el
budell queda suspés pel lligament equivalent al que formaria I'angle de Treitz als
humans.

La segona porcié o jeju comenca després d'aquest angle de Treitz i es continua
per l'ileum, el qual va disminuint el seu diametre progressivament fins anar a
desembocar al cec.

Tot el budell queda lligat a la paret posterior de I’abdomen per una doble capa
de mesenteri, el qual conté els vasos arterials, venosos i limfatics. El duodé es
disposa de manera mobil excepte al seu extrem proximal, el qual es continuacié del
pilor, i al seu extrem distal, el qual presenta una porci6 curta de peritoneu a la zona
on és traspassat pei colon transvers. El jeja i I'ileum sén extremadament mobils
després del seu origen.

La irrigacié arterial del budell prové principalment de branques de |'artéria
Mesenterica Superior, la qual s’origina a I’ Aorta distalment a la sortida del tronc celiac
(FIGURA 17)88,

La porcié proximal del budell prim depén de I’artéria gastro-duodenal, branca
del tronc celiac. Aquesta artéria irriga, a través dels vasos pancreatic-duodenals, Ia
primera meitat del duode.

L’artéria mesentérica superior déna lloc a nombroses branques:

® | ’artéria pancreatic-duodenal inferior, la qual irriga la segona meitat del

duode.

u | es branques intestinals, aproximadament unes quinze, s’encarreguen de la

major part del jeja i I’ileum.

m ['artéria ileo-colica irriga I'lleum terminal, el cec i I'inici del célon ascendent.

® | 'artéria colica dreta vascularitza la resta del colon ascendent.

m | 'artéria colica mitjana s’encarrega del colon transvers i s’anastomosa amb

branques de |'artéria mesentérica inferior,
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Les branques intestinals, travessen el mesenteri en direccié a les nanses
jejunalsiileals. Cada branca es divideix en dues de més petites, essent una proximal
i I’altra distal, les quals s’anastomosen entre si per a formar unes arcades vasculars
continues que es situen paral.lelament a uns 2mm de la vora mesentérica del budell.
Unes branques encara més fines s’originen de les arcades vasculars per a irrigar les
cares ventral i dorsal de la-paret de les nanses intestinals (FIGURA 18)2%¢,

El drenatge vends del budell prim es realitza cap a la vena mesenteérica
superior, la qual recull també la sang del cec i célon a través de la vena mesentérica
inferior i les venes colica mitjana i cdlica dreta. El tronc vends de la porta recull la
sang de la vena mesentérica superior, la vena esplénica i la vena pilorica.

Els vasos limfatics del budell drenen cap a un conducte que travessa el
Mesenteri i s'envolta d’una série de ganglis limfatics durant el seu trajecte.

El component nerviés del budell prim consta d’unainnervacié intrinseca basada
en els plexes submucés i mientéric i d’'una innervacié extrinseca, la qual arriba a

través de fibres ganglionars parasimpatiques i fibres postganglionars simpatiques®®’.
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FIGURA 17: IRRIGACIO ARTERIAL DEL BUDELL PRIM A LA RATA
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FIGURA 18: VASCULARITZACIO DE LA PARET INTESTINAL
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3.1.4. MORFOLOGIA FUNCIONAL DE LA MUCOSA INTESTINAL

L’epiteli intestinal es situa estratégicament de manera que forma una interfase

entre el material present a la llum intestinal i els vasos sanguinis i limfatics. Tots els
elements existents a la llum intestinal han de travessar |'epiteli o bé han estat
secretats per ell.

A més de regular aquests processos d’absorcié i secrecid, I'epiteli intestinal
també actua sobre els nutrients tot efectuant reaccions de sintesi i degradacié durant
el pas al seu través. Es per a facilitar aquestes diverses funcions que I’epiteli intestinal

precissa d’'una organitzacié cel.lular complexa i altament diferenciada.

3.1.4.1. Organitzacié i arquitectura de la mucosa del budell prim

La superficie luminal del budell prim s’organitza de manera que ['area de
contacte amb els elements intraluminals sigui la maxima possible. En molts mamifers,
perd no en la rata, es formen una série de plegaments circulars de mucosa i
submucosa visibles macroscopicament i que sén els plecs connivents o valvules de
Kerkring?%8,

A més augment, poden observar-se les vellositats intestinals, les quals es
constitueixen per evaginacions de la mucosa formades d’epiteli i lamina propia
(FIGURA 19). Les projeccions de les vellositats cap a la llum intestinal augmenten la
superficie absortiva de 7 a 14 vegades. Les vellositats sén de forma foliacia al duodé
i digitiformes a l'lleum?®’,

Entre els punts d’insercié de les vellositats a la mucosa es formala llum d’unes
glandules tubulars simples anomenades Criptes de Lieberkiihn. L’epiteli de les
vellositats es continua amb el de les criptes i és en elles on es realitza la renovacié
cei.lular. La intensa activitat mitdtica de les cél.lules de la porcié basal permet una
renovacio rapida de I’epiteli intestinal, la qual es produeix pel desplagament ascendent
de les cél.lules formades cap a la vellositat fins a descamar-se a nivell de I'extrem

distal. A la rata s’estima que aquesta substitucié dura entre 1.35 a 1.57 dies?®>%%.
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FIGURA 19: ORGANITZACIO HISTOLOGICA DE LA PARET INTESTINAL
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L’epiteli intestinal es mostra indiferenciat a les cel.lules de la porcié basal de
les criptes i es va diferenciant gradualment durant |’ascens cap a la punta de les
vellositats?®®.

La mucosa del budell prim es pot considerar formada per 3 capes diferents
(FIGURA 19). La més profunda és la muscularis mucosae, formada per una capa
continua i fina, d'unes 3 a 10 cél.lules de gruix, la qual separa la mucosa de la
submucosa. La contraccié de la muscularis mucosae sembla contribuir al moviment
de les vellositats i al buidament del contingut de les criptes?®.

La capa mitjana de la mucosa és la lamina propia, la qual esta formada per
bandes de teixit connectiu situades entre |'epiteli i la muscularis mucosae. Les
cel.lules contingudes a la lamina propia son variades i generalment amb funcié
immunologica: cél.lules plasmatiques, limfocits i macrofags. A més, la lamina propia
també posseeix alguns eosinofils, mastocits, fibroblasts, fibres nervioses amieliniques,
vasos sanguinis i limfatics i algunes fibres musculars llises, tot disposant-se aquestes
darreres estructures a I’eix de les vellositats. Com elements acel.lulars, la [Amina
propia conté col.lagen i fibres elastiques.

La lamina propiaté un nombre important de funcions derivades dels elements
que conté. Les cél.lules immunocompetents que posseeix donen al budell la seva
capacitat immunoldgica. En contenir els vasos sanguinis i limfatics, la lamina propia
prové a l'epiteli dels mitjans de transport necessaris pel material absorvit.

Les vellositats presenten al seu eix una arteriola que ascendeix des de la base
i, en arribar a 'extrem distal, es divideix en una xarxa de capil.lars que circulen en
sentit descendent i proxims a la superficie basal de I'epiteli. Aquests capil.lars estan
constituits per una fina paret de cél.lules endotelials, la qual presenta fenestracions
de 0.05 a 0.1um de didmetre encarades cap a la superficie basal de les cél.lules
epitelials i que permeten el pas del material cap a la sang?®®.

Els vasos limfatics es localitzen a I’eix de les vellositats més centraiment que
els vasos sanguinis. A diferéncia de I’endoteli dels capil.lars sanguinis, el dels vasos
limfatics no posseeix fenestracions. Malgrat que les connexions entre les cél.lules

endotelials dels limfatics s6n nombroses i tancades, existeixen una série de forats de
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tamany suficient per a permetre el pas de macromolécules i quilomicrons entremig
d'aquestes cél.lules. El pas de les macromolécules i particules lipoproteiniques a la
llum dels vasos limfatics també sembla realitzar-se per un sistema de transport
vesicular a través del citoplasma de les cél.lules endotelials, pero cap d’aquestes dues
formes de transport estan encara ben dilucidades?®®.

La tercera capa de la mucosa intestinal es troba en contacte directe amb el
contingut intraluminal i és I’epiteli simple cilindric propi del budell prim. Aquesta capa
de cél.lules que forma l'epiteli es separa de la lamina propia subjacent per una
membrana basal formada per dues porcions:

- Una lamina basal aplicada directament a la superficie basal de I'epiteli i

visible al microscopi optic.

- Una altra capa més profunda, de fibres reticulars i teixit connectiu

glicoproteinic, ia qual adhereix la lamina propia a la lamina basal.

La superficie luminal del budell prim queda distorsionada focalment i sobretot
a la porci6 ileal, per uns agregats de teixit limfoide que sén les plaques de Peyer.
Aquestes formacions s’extenen des de la submucosa per tal d’entrar en contacte
directe amb I'epiteli, el qual mostra un aprimament a aquest nivell. Les plaques de
Peyer també protueixen externament a la paret del budell prim i poden ser visibles
macroscopicament (FIGURA 20).

L’epiteli intestinal esta constituit per una série de cél.lules que seran descrites
a I'apartat seglent.

A més de la mucosa, la paret intestinal posseeix més externament una capa
muscular formada per una xarxa de fibres elastiques i dues capes de musculatura
llisa, una d’interna circular i una altra externa longitudinal (FIGURA 19).

La part més externa de la paret del budell prim és la serosa, la qual es
constitueix per una lamina continua de cél.lules epitelials planes anomenada mesoteli.

El mesoteli es separa de la capa muscular per una capa fina de teixit connectiu lax.
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FIGURA 20: PLACA DE PEYER: a) Aspecte macroscopic. b) Imatge al Microscopi

Electronic de Transmissi6 (2.000x a I’augment original).
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3.1.4.2. Estructura de les cél.lules epitelials del budell prim

L’epiteli de les criptes estd format per cél.lules indiferenciades en intensa
activitat mitotica, cél.lules caliciformes, una gran varietat de cél.lules endocrines i per
cél.lules de Panneth.

L'epiteli de les vellositats inclou un gran nombre de cel.lules absortives o
enterdcits, cél.lules caliciformes i algunes cél.lules epitelials endocrines.
Addicionalment, a I’apex de les plaques de Peyer de I'lleum existeixen unes cél.lules

epitelials especialitzades anomenades cél.lules M (FIGURA 20).

A) CEL.LULES ABSORTIVES

Els enterdcits sén cél.lules de tipus columnar les quals presenten al seu polus
apical una vora estriada o en raspall. El nucli té forma ovoidal i es situa en la meitat
basal de la cél.lula. El citoplasma de la zona supranuclear és el que posseeix la majoria
d’‘organuls intracel.lulars, tal com s’esquematitza a la FIGURA 21. La vora en raspall
0 membrana de microvillis permet un increment de la superficie absortiva de 14 a 40
vegades?®®. La membrana apical de les cél.lules absortives s’observa al microscopi
electronic de transmissié amb un aspecte trilaminar. Aquesta membrana presenta un
gruix de 110 A, superior al d’altres membranes citoplasmatiques de cél.lules
eucariotes i inclis al de la seva propia porcié basolateral®®.

La superficie dels microvillis o glicocalix consisteix en nombrosos filaments de
glicoproteines disposats de forma més o menys perpendicular a la membrana. Al
glicocalix i la membrana dels microvillis tenen lloc processos digestius importants. Un
gran nombre d’enzims tals com les disacaridases i peptidases s6n molt importants per
a la digestié terminal dels hidrats de carboni i péptids de la dieta, abans de llur
absorcié. A més, altres proteines no enzimatiques intervenen com a receptors
especifics per la captacié de cobalamina, factor intrinsec de Castle, Ca®* i sals biliars.
També es postula sobre la responsabilitat d’aquest transport mitjan¢at per proteines

del co-transport de Na* i D-glucosa i de Na* i aminoacids?®®.
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La composicié enzimatica de la membrana dels microvillis varia a les diferents
porcions del budell prim, amb les conseglients implicacions funcionals. L’activitat
especifica de I'alcalin-fosfatasa, lactasa i sucrasa-isomaltasa és substancialment més
important al budell proximal que al distal de la rata. En humans i altres mamifers, el
receptor del factor intrinsec de Castle per a I’absorcié6 de cobalamina es situa
selectivament a la membrana apical del budell prim distal. Perd les diferéncies
bioquimiques i funcionals de les membranes dels microvillis al llarg del budell prim no
s6n ben conegudes®®®.

En comparacié amb les cél.lules absortives de les vellositats, les cél.lules
indiferenciades de les criptes no presenten activitat enzimatica de disacaridases,
alcalin-fosfatasa i dipeptidasa, degut a una suposada diferéncia en la composicié
glico-protéica del seu glicocalix®®8,

La superficie lateral dels enterdcits presenta a la zona apical una estructura
d’unié intercel.lular anomenada Zona occludens, la qual marca la separaci6 entre la
membrana dels microvillis i la membrana baso-lateral de la cél.lula (FIGURA 21). La
composicid bioquimica, apariéncia i funcié de la membrana baso-lateral és totalment
diferent de I’'explicada per a la membrana dels microvillis.

Morfoldgicament, la membrana baso-lateral és més fina que la dels microvillis
i forma plecs que es projecten cap el citoplasma de les cél.lules veines. L’espai
intercel.lular s’eixampla durant els processos d’absorcié, tot essent aquesta expansio
més important a la part basal de les cél.lules (FIGURA 21). Perd en arribar a la zona
basal, I'espai intercel.lular es tanca bruscament per una prolongacid fina del
citoplasma (macula adherens), de manera que les cél.lules adjacents s’aproximen de
nou,

Amb el microscopi electronic de transmissié també s’observa que lamembrana
lateral presenta alguns desmosomes o zonula adherens situats en la porcié proximal.
El fet que aquestes estructures siguin més observables durant els processos
d’absorcié d'aigua i electrdlits suggereix que el tamany de !'espai intercel.lular ve
regulat, al menys en part, pel flux de soluts i per gradients osmotics?®®.

La porci6 basal de la membrana baso-lateral dels enterdcits es troba unida
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fermament a la lamina basal, la qual presenta forats suficientment grans per a
permetre el pas de quilomicrons i altres lipo-proteines des de 'espai intercel.lular cap
a la lamina propia, i de cél.lules de la lamina propia com els limfocits cap a l'espai
intercel.lular. Ocasionalment, unes prolongacions a modus de pseudopodes del
citoplasma basal dels enterdcits es projecten cap a la lamina propia i contacten amb
les estructures d'aquesta-a través dels forats de la lamina basal. Aquestes
prolongacions sén abundants en el budell prim de la rata i del conill durant la
maduracié fetal i el periode postnatal, pero sén infreqlients en altres mamifers, sense
que es coneixi el significat de tal fet?®®,

En relacié a la funcid de la lamina basal de I'epiteli intestinal queden encara
moltes questions a respondre. No és ben conegut el paper regulador de la lamina
basal pel que fa a I'intercanvi de material entre |’epiteli amb I'espai intercel.lular i la
lamina propia. La composicié bioquimica de la membrana baso-lateral dels enterocits
reflecteix la seva especialitzacié en processos de transport de substancies perd d’una
forma diferent a com ho faria la membrana dels microviilis. La membrana basolateral
presenta una activitat especifica de Na*, K* -ATP asa de la qual manca la membrana
apical, motiu pel qual es considera que aquesta membrana baso-lateral és important
pel transport d’aigua i electrolits?®.

El citoplasma de les cél.lules intestinais absortives presenta una série de
microtubuls localitzats principalment als dos tercos apicals, pero inexistents alazona
basal paranuclear. Aquests microttbuls faciliten el moviment citoplasmatic dels lipids
absorvits i de les glico-proteines associades a la membrana.

També a la porcid apical dels enterdcits es localitzen uns microfilaments de
miosina i altres proteines que s’orienten paral.lelament a la vora en raspall i formen
en conjunt I'anomenada xarxa o filtre terminal. Aquests microfilaments es relacionen
amb d’altres que s’extenen per l'interior de cada microvilli i que constitueixen el seu
citoesquelet. Cada microvellositat presenta uns vint microfilaments d’actina al seu
eix. La interaccid dels feixos de filaments d'actina de les microvellositats amb els de
miosinai altres proteines del filtre terminal permet la deformacié del citoplasma apical

en forma convexa, en fer que la punta de les microvellositats tendeixi a separar-se,
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perd sense donar lloc a I'escurgament dels microvillis. La importancia funcional del
citoesquelet no és tampoc ben coneguda?®6.287.288

El nucli dels enterocits té forma ovalada i es situa al terg inferior de la cél.lula.
La membrana nuclear esta formada per una doble capa la qual presenta porus i
cisternes paranuclears.

El reticle endoplasmatic llis és més abundant a la meitat superior de les
cél.lules, sobretot al citoplasma proper a la xarxa terminal i, generalment, presenta
una disposicié en forma de vesicules o tdbuls.

El reticle endoplasmatic rugds es distribueix pel citoplasma d’una manera més
uniforme i esta format principalment per cisternes aplanades.

Els ribosomes es disposen en forma de rosetes (polisomes) distribuides per tot
el citoplasma.

L’aparell de Golgi queda situat a la zona supranuclear del citoplasma i, igual
que en altres tipus cel.lulars, presenta una forma tipica de cisternes amb vacuols
periférics al llarg de la porcié convexa i grans vacuols a la porcié concava.

El reticle endoplasmatic llis sintetitza molécules no protéiques i participa en la
glicosilacié de les proteines. El reticle endoplasmatic rugds, a les seves cisternes
membranoses, sintetitza proteines destinades a la secrecié ¢ a incorporar-se a les
membranes citoplasmatiques. Els ribosomes sintetitzen proteines per a ser utilitzades
al citoplasma cel.lular. L'aparell de Golgi té una participacié fonamental en la
glicosilacié de les proteines i també actua en la secrecid, enmagatzemament i
modificacié dels materials absorvits i sintetitzats per la cél.lula i destinats bé a ser
transportats fora de la cél.lula o bé a incorporar-se a la membrana citoplasmatica.

Des del punt de vista funcional, el material produit pel reticle endoplasmatic
llis, pel rug6s i per I'aparell de Golgi pot considerar-se en conjunt, degut a que tots
tres participen en processos de sintesi i transport que s6n crucials per a la funci6
absortiva i digestiva dels enterocits.

Les mitocondries s6n molt abundants i metabolicament actives en les cél.lules
absortives del budell prim. Poden presentar-se en forma allargada o veure’s

arrodonides i es distribueixen per tot el citoplasma excepte per |a zona propera a la

118



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez

ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

xarxa terminal.

El citoplasma dels enterdcits conté també un nombre important de lisosomes
els quals posseeixen enzims del tipus de les hidrolases com la fosfatasa acida. Els
lisosomes semblen provenir de les cisternes de l'aparell de Golgi i emigren pel
citoplasma, especialment a la zona subapical propera a la xarxa terminal. Quan una
macromolécula exogena és absorvida per endocitosi a través de la membrana dels
microvillis, és envoltada per una vesicula, dins la qual traspassa la xarxa terminal i
arriba al citoplasma subapical. Aqui, la vesicula que conté la macromolécula o
fagosoma es fusiona amb els lisosomes, els quals degraden el material forani i
destrueixen aquell que pot resultar toxic per a la cél.lula. Aquest procés, anomenat
heterofagia, és important en actuar com a barrera vers substancies nocives que
podrien accedir a la circulacié sistémica?®®. Els lisosomes també actuen en la
destruccié de material inservible del citoplasma tot incloent-hi organuls com

mitocdndries i elements del reticle endoplasmatic.

B) CEL.LULES CALICIFORMES

Les cél.lules caliciformes s6n més abundants a mida que s’avanca cap el budell
distal i es situen intercalades entre les cél.lules absortives.

La seva regié apical, anomenada teca, es troba dilatada per la preséncia de
nombrosos granuls de moc mentre que la base és estreta (FIGURA 22). El citoplasma
posseeix un nucli aplanat i els organuls es troben molt apretats entre si. El reticle
endoplasmatic rugés es disposa paral.lelament a la base i les cares laterals de la
cél.lula. L'aparell de Golgi es situa entre el nucli i les gotes de moc que omplen la
teca.

La membrana plasmatica és llisa i amb interdigitacions laterals i pot presentar
algunes microvellositats a nivell de la superficie apical lliure.

El moc secretat per les cél.lules caliciformes és de naturalesa glicoproteinica
i acida en contenir restes d’acid siadlic i de N-acetilglucosamina-6-suifat. Semblen
existir diferéncies qualitatives entre el moc segregat ales criptes i el de les vellositats,

i també en relacié amb els diferents segments del budell.
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Les cél.lules caliciformes sintetitzen proteines a partir dels aminoacids

precursors, formen polisacarids a partir de mono i disacarids i participen en la

glicosilacié de les proteines®®,
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FIGURA 22: CEL.LULA CALICIFORME (Microscopi Electronic de Transmissio

(2000x a I'augment original)
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C) CEL.LULES DE PANNETH

Les cél.lules de Panneth formen grups cel.lulars al fons de les criptes i,
ocasionalment, s’extenen per la porcié lateral més basal d'aquestes. Aquest tipus
cel.lular no s’observa al budell prim de gats, gossos i porcs?®®.

Presenten forma de piramide truncada de base ampla. El nucli es situa a la
meitat basal de la cél.lula. A la porcié apical posseeixen unes microvellositats
rudimentaries. La xarxa terminal no estd ben desenvolupada i, entre ella i el nucli,
existeixen abundants granuls de secreci6 provinents de |'aparell de Golgi.

Aquestes ceél.lules constitueixen una poblacié estable i en elles no s’han
observat mitosis?®®2%8, La seva funcié especifica no és ben coneguda. Presenten
lisosomes abundants i s’"ha pogut determinar la preséncia de lisozim en la composicié
del seu producte de secreci6. La capacitat del lisozim per a digerir la coberta de
bacteris i microorganismes espiriliformes i I'observaci6 de residus provinents de la
degradacié de protozous intestinals a dins els fagolisosomes de les cél.lules de

Panneth del budell de la rata suggereixen un paper regulador sobre la flora

intestinal?®®,

D) CEL.LULES M

Les cél.lules M o cel.lules epitelials associades a fol.licles limfoides sén
cél.lules absortives especialitzades, les quals es situen a I’epiteli que cobreix les
plaques de Peyer. No sén distingibles amb el microscopi Optic. La seva superficie
apical presenta orificis i microvillis curts. A la zona basal, el citoplasma protueix cap
a la lamina basal. Presenten escasos ribosomes i reticle endoplasmatic menys
abundant que el de les cél.lules absortives adjacents. Les cél.lules M semblen realitzar

el transport dels antigens intraluminals cap al teixit limfoide de les plaques de Peyer.

E) CEL.LULES ENDOCRINES
Les cél.lules entero-endocrines es localitzen de forma disseminada per la zona
basal de I'epiteli intestinal, tot essent escases a nivell del jeji i de I'lleum i estant

presents tant a les vellositats com a les criptes.
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Malgrat la preséncia de caracteristiques morfoldgiques comunes, les cél.lules
endocrines constitueixen una poblacié cel.lular molt heterogénia. La correlacié de les
observacions al microscopi electronic amb |’aplicacié de les técniques immuno-
histoquimiques ha aportat gran informacié sobre els tipus cel.lulars, els productes de
secreci6 i la funcié d’aquestes cél.lules®®. Actualment es distingeixen més de 16
tipus diferents de ceél.lules endocrines al tracte gastro-intestinal.

En general, les cél.lules entero-endocrines sén de forma oval o piramidal a les
criptes i més cilindriques a |’epiteli de les vellositats. La major part del cos cel.lular es
situa a la meitat inferior de V'epiteli i una prolongacié estreta progressa fins a la llum
on posseeix una petita vora de microvillis. Al microscopi electrénic, aquestes
microvellositats s6n més llargues que les dels enterdcits, la qual cosa suggereix una
funcié com a quimioreceptors.

El nucli és rodé i el citoplasma més clar que el de les cél.lules adjacents. Eis
granuls de secrecié varien de tamany segons ei tipus cel.lular i es situen al citoplasma
basal.

Els organuls citoplasmatics s6n semblants als de les altres cél.lules epitelials
perd0 estan menys desenvolupats. El reticle endoplasmatic rugds varia
guantitativament segons el tipus cel.lular.

La identificacié dels diferents tipus cel.lulars depén de les diferéncies de

tamany, forma, densitat electronica i uitraestructura dels granuls de secrecié.

3.1.4.3. Funci6 absortiva

Els mecanismes de transport de les hexoses a través de les membranes dels
enterdcits no sén coneguts totalment?®'. L'absorcié intracel.lular de glucosa és
realitza de forma activa a través d’un transportador comd amb el Na*, el qual es
localitza a la membrana dels microvillis. La sortida de glucosa de la cél.lula sembla
produir-se per un mecanisme de difusié facilitada, sense anar lligada al transportador
de Na*. L'energia pels processos de transport actiu sembla provenir de {'acci6 de la
Na*-K*-ATPasa de la membrana basolateral destinada a mantenir el gradient intra i

extracel.lular de Na* i K*.
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Quan la concentracié de glucosa es veu augmentada a la llum intestinal, tal
com ho faria després d’un apat, la mucosa intestinal és capa¢ d’absorvir fins un 80%
del total'®s,

L'absorci6 de monosacarids és selectiva, és a dir, es déna amb uns
monosacarids perd no amb d’altres. Aixo fa que la velocitat d’absorcié també sigui
diferent de manera que aquesta és maxima per a la galactosa i la glucosa, perd més
lenta, quasi el doble, per a la fructosa i d’altres hexoses. A nivell del budell prim,
I’absorcié de monosacarids comenca al duodé i té la maxima activitat al jeja, tot
essent menor a I'leum. En condicions normals, la digestié d'oligosacarids és quasi
completa a nivell del jeju mig.

L’absorci6 d’aigua es realitza per osmosi segons els gradients dels soluts als

diferents nivells intra i extracel.lulars.
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3.2. METODES
3.2.1. SERIES EXPERIMENTALS
3.2.1.1. Disseny de les séries experimentals

Per a dur a terme aquest estudi s’han dissenyat 3 grups experimentals
diferents A, B i C, cadascun dels quals consta de 3 séries a, b i ¢, segons el periode
de temps fins el sacrifici dels animals.
GRUP A: Grup control en el qual es realitza una intervencié quirdgica per tal
d’excloure el budell prim del tracte gastrointestinal {(nansa intestinal de tipus Thiry-
Vella'). Les alteracions observades en els parametres valorats en aquest grup seran
la base de comparacid respecte els altres dos grups.

Aquest grup consta de 3 séries, cadascuna de les quals esta formada per 5
rates de la soca LEW:
SERIE Aa: Als animals d'aquesta série se’ls practica una exclusié del budell prim del
tipus Thiry Vella. Als 7 dies es realitza un test d’absorcié de glucosa i es sacrifica
I’animal després d'haver obtingut, per laparotomia, les mostres del budell prim exclos
per a I'estudi histoldgic.
SERIE Ab: Es practica una exclusié de Thiry-Vella i als 14 dies es realitza la prova
d’absorcié de glucosa i s’obté la mostra del budell prim exclds.
SERIE Ac: Es realitza I'exclusié de Thiry-Vella i, passats 21 dies, els animals sén
reintervinguts per tal d’obtenir una mostra del budell exclds i col.locar aquest en
continuitat amb el tracte gastro-intestinal. Als 15 dies de la reintervencié es sacrifica
els animals després d’obtenir-ne les mostres del budell prim intervingut.
Tanmateix en aquesta série es realitzen proves d’absorcié de glucosa als 21 i 36 dies

del trasplantament.
GRUP B: Grup de trasplantament intestinal entre rates consanguinies LEW. Els

animals receptors de l'isotrasplantament intestinal no han rebut cap tractament

immunosupressor.
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Aquest grup també consta de 3 séries:

SERIE Ba: Trasplantament heterotopic de budell prim segons la técnica de Monchick
i Russell'! i disposant el budeil en forma de nansa de Thiry-Vella. Als 7 dies es realitza
un test d'absorcié de glucosa i els animals es sacrifiquen per tal de prendre mostres
del budell trasplantat.

SERIE Bb: Trasplantament heterotopic de budell prim com a ['anterior série. Als 14
dies es realitzen proves d’'absorcié de glucosa, s’obtenen les mostres del budell prim
trasplantat i es sacrifiquen els animals.

SERIE Bc: En un primer temps, es realitza el trasplantament heterotopic del budell
prim com a les séries anteriors. Als 21 dies s’efectuen proves d’absorci6 de glucosa
i els animals s6n relaparotomitzats per tal d’obtenir una mostra del budell trasplantat
i de col.locar la resta d’aquest segment intestinal trasplantat en continuitat amb el
tracte gastrointestinal. Abans d’interposar el segment de budell traspiantat, cal
realitzar la reseccié intestinal d’una porcié equivalent del budell propi. En aquest
segon temps, es completaria el que seria un trasplantament intestinal de tipus
ortotdpic. Als 15 dies de la reintervencio, es procedeix al test d'absorcié de glucosa

i es sacrifiquen els animals per a prendre les mostres del budell prim trasplantat.

GRUP C: Aquest grup representa el model per a estudiar els efectes del rebuig i la
immunosupressié sobre el budell prim trasplantat. En els animals d’aquest grup es
realitza |’alotrasplantament intestinal tot utilitzant rates de la soca hibrida LBN com
a donadores i rates de la soca pura LEW com a receptores. Els animals receptors
reben tractament immunosupressor amb Ciclosporina A.
El Grup C també esta format per 3 séries:

SERIE Ca: Série de trasplantament de budell prim heterotdpic amb dos estomes o de
tipus Thiry-Vella. Als 7 dies, es realitza la prova d‘absorcié de glucosa i el sacrifici
posterior dels animals per a obtenir la mostra del budell prim trasplantat.

SERIE Cb: Igual que a l'anterior série, es practica el trasplantament intestinal
heterotopic. Les proves d’absorci6 de glucosa es realitzen als 14 dies i es sacrifiquen

els animais per a obtenir la mostra del budell prim trasplantat.
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SERIE Cc: Tal com es va fer en els animals de la série B¢, en aquesta série es realitza
el trasplantament ortotopic en dos temps. Es practiquen tests d’absorcié de glucosa
i es prenen mostres del budell trasplantatals als 21 i 40 dies.

Les mostres de budell obtingudes de les séries Bc i Cc als 40 dies del
trasplantament han estat processades histoldogicament per a ser valorades al
Microscopi Optic i a I’Electrdnic de Transmissié.

Cada serie esta formada per 5 animals valids. Es consideren animals valids per
a realitzar |'estudi complet aquells que sobreviuen més de 4 dies a la intervencid
quirdrgica®. Es degut a aix0, que les séries estan formades inicialment per un nombre
variat d’animals, ja que gquan un animal presenta una complicacié mortal en el
postoperatori, és substituit per un altre, fins arribar a un nombre de 5 animals valids
en cadascuna de les séries. Aquesta maniobra evita possibles interferéncies amb
complicacions de la técnica quirtrgica, en el moment de valorar els resultats.

Diariament es controlen I’estat clinic dels animals intervinguts quirdrgicament,
el pes i les incidéncies quant a morbi-mortalitat.

La TAULA 10 mostra I’esquema seguit per a les determinacions histologiques

i funcionals de cada série:
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TAULA 10: SERIES EXPERIMENTALS

131

GRUP A
1
TEMPS SERIE Aa SERIE Ab SERIE Ac
DIAO INTERVENCIO Nansa Thiry-Vella INTERVENC!O Nansa Thiry-Vella INTERVENC!O Nansa Thiry Vella
MOSTRA Budell prim normal MOSTRA Budell prim normal MOSTRA Budell pnm normal
DIA 7 ABSORCIO DE GLUCOSA - -
MOSTRA budell prnm exclos
SACRIFICI
DIA 14 - ABSORCIO DE GLUCOSA -
MOSTRA budell prim exclos
SACRIFICI
DIA 21 - - REINTERVENCIO Interp ortotopica
ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budell prim exclos
DIA 40 - - ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budeil prim interposat
SACRIFIC!
GRUP B
TEMPS SERIE Ba SERIE Bb SERIE Bc
DIAO INTERVENCIO Trasplant heterotdpic INTERVENCIO Trasplant heterotdpic INTERVENCIO Trasplant heterotdpic
MOSTRA Budell prim normal MOSTRA Budell prim normal MOSTRA Budell prim normal
Budell postvascularitzacié Budell postvascularitzacié Budell postvascularitzacio
DIA 7 ABSORCIO DE GLUCOSA - -
MOSTRA budell prim trasplantat
SACRIFICI
DIA 14 - ABSORCIO DE GLUCOSA -
MOSTRA budell prim trasplantat
SACRIFIC) ——
DIA 21 - — REINTERVENCIO Interp ortotopica
ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budell prim trasplantat
DIA 40 - - ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budell prim trasplantat
SACRIFICI —
GRUP C —
TEMPS SERIE Ca SERIE Cb SERIE Cc
DIA O INTERVENCIO Trasplant heterotopic {NTERVENCIO Trasplant heterotopic INTERVENCIO Trasplant heterotopic
MOSTRA Bude!l prim normal MOSTRA Budell prim normal MOSTRA Budell prim normal
Budell postvascularitzacio Budell postvasculartzacié Budell postvascularitzacid —
DIA 7 ABSORCIO DE GLUCOSA - -
MOSTRA budell prim trasplantat
SACRIFICI R
DIA 14 - ABSORCIO DE GLUCOSA -
MOSTRA budell prim trasplantat
SACRIFICt
DIA 21 - - REINTERVENCIO Interp ortotépica
ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budell pnm trasplantat
R
DIA 40 - - ABSORCIO DE GLUCOSA
MOSTRA Budell pnm trasplantat
SACRIFICI —
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3.2.1.2. Justificacié de les séries experimentals

El disseny dels grups i séries experimentals descrits tracta de reproduir tres
situacions que afecten la morfologia i funcié absortiva del budel! prim.

El grup A o de control té I'objectiu d’observar I’evolucié del budell prim quan
aquest es troba aillat de les secrecions digestives i de I'estimul que representa el
transit dels nutrients ala llum intestinal. La realitzacié d’aquest tipus d’exclusié queda
justificada per la necessitat d’observar el comportament del budell per si mateix i
sense la interferéncia que suposaria la reaccié immunologica al trasplantament. Les
dades obtingudes a partir de la prova d’absorcié de glucosa i de l'observacié
microscopica dels talls de budell prim exclds, a més de poder-se comparar entre si per
avaluar I'efecte del factor temps sobre aquesta disposicié del budell, serveixen de
base o referéncia a les observacions obtinguides en els altres dos grups. El prendre
com a referéncia aquest budell exclos es justifica perqué, durant el trasplantament
heterotdpic, el budell queda situat de la mateixa manera que en la nansa simple de
Thiry-Vella.

Cal també tenir en compte que, en el camp clinic, la realitzacié en dos temps
del trasplantament intestinal ortotopic precisa d’un periode inicial de trasplantament
heterotopic, durant el qual el budell també es troba aillat de la resta del tracte
gastrointestinal.

Els altres dos grups B i C, tenen com objectiu observar el comportament del
budell trasplantat en dues situacions extrapolables al camp clinic. Per una banda, en
el grup B, es pot observar I'evolucié morfologica i absortiva de la mucosa intestinal
després d’un trasplantament en el qual no té lloc la resposta immunoldgica de rebuig
degut a la identitat immunogenética entre donant i receptor. D’aquesta manera, en
les séries del Grup B, el trasplantament intestinal entre rates LEW permet valorar els
efectes de la propia técnica del trasplantament sobre la viabilitat morfoldgica i
funcional del budell prim.

El Grup C representaria la situacié clinica habitual del trasplantament, en la
qual donant i receptor no presenten identitat immunogenetica i, per tant, cal un

tractament immunosupressor per a evitar el rebuig. Aquest grup té com objectiu
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valorar les alteracions morfologiques i absortives del budell prim trasplantat en relacié
a les reaccions immunoldgiques del rebuig i a I’efecte sobre aquestes del tractament
immunosupressor amb Ciclosporina A.

Els periodes de temps de 10 minuts, 7, 14, 21 i 40 dies establerts per a les
observacions funcionals i morfoldgiques corresponen a diferents fases evolutives. En
les series amb trasplantament, la mostra de budell que s’obté als 10 minuts de la
revascularitzacié permet observar |’efecte immediat del rentat vascular, la isquémia
freda i la reperfusié vascular sobre la micromorfologia del budell trasplantat. Als 7
dies, es poden valorar les alteracions inicials produides per I'evolucié del model
experimental propiament dit, sense que aquestes observacions estiguin influenciades
per factors relacionats amb la técnica quirdrgica, els quals desapareixerien als 4 dies.
El periode de 14 dies seria un temps intermig en el qual ja haurien quedat exclosos
els animals que haguessin patit un rebuig agut, fenomen que, en teoria, no s’hauria
de donar amb el tractament immunosupressor. La interposicié del budell trasplantat
en continuacié amb el tracte gastrointestinal després de 21 dies del trasplantament
heterotdpic es realitza en haver-se observat la regeneracié dels vasos limfatics
després d’aquest periode de temps, tal com ja ha estat explicat en I'apartat
corresponent als estudis experimentals.

Als 35-40 dies, pot observar-se el budell trasplantat després d’haver estat
durant un periode de temps en les que serien les seves condicions anatomo-
fisioldgiques normals quant a posicid, secrecions digestives i transit dels aliments.
Degut a aix9, les mostres finals de budell prim obtingudes de les Séries Bc i Cc han
estat processades per l'estudi amb el Microscopi Electronic de Transmissi6. Aquesta
observacié permet valorar ia ultraestructura cel.lular de V'epiteli de! budell prim
trasplantat per tal de detectar alteracions intracel.lulars que podrien ser responsables
de la incapacitat funcional absortiva que s'ha observat després del trasplantament

intestinal.
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3.2.1.3. Preparacid preoperatoria dels animals

Després del transport des de I’estabulari d’origen (Laboratoris Panlab, S.A.),
les rates necessiten un periode d’adaptacié d’uns 10-15 dies. Durant aquest temps,
els animals sén ubicats en grups de 4 d’iguals dins de gabies de 60x35x18cm, les
quals es col.loquen a una zona especial de |I'estabulari on el personal extrema les
mides d’higiene.

Dins l'estabulari, la rata es manté en unes condicions ideals de temperatura
entre 201 22°C., una humitat de 60-70% i cicles de llum de 12 hores.

L'alimentaci6 es realitza ad /ibitum a base de pinso de composicié definida
(Panlab, formula de manteniment 004%) i aigua.

Una vegada passat el periode d'adaptacid, la manipulacié dels animals dels
grups A i B és diferent de la que requereixen els del grup C, degut a qué aquests
darrers estaran sotmesos a tractament immunosupressor, amb un risc conseglient
d'infeccié més elevat.

Préviament a la intervencid quirdrgica, les rates corresponents als grups A i B
es mantenen a les mateixes gabies, perd les del grup C es col.loquen de dos en dos
en unes gabies especialment dissenyades per animals immunodeprimits (Gabia tipus
Il amb filtre referéncia 117012, Panlab, S.A). Aquestes gabies tenen unes
dimensions de 27x44x22cm i posseeixen una coberta amb un filtre que permet
I'intercanvi gasés pero limita I’entrada dels gérmens. Per tal de facilitar |’adaptacié de
les rates receptores al nou habitacle, aquestes es col.loquen en les gabies especials
durant les 24 hores prévies al trasplantament.

Amb I’objectiu de mantenir el budell prim exempt de restes alimentaris durant
I'acte quirdrgic, a tots els animals a operar, donants o receptors, se’ls retira el pinso
12 hores abans de la intervenci6 i es manté la ingesta lliure d'aigua. La dieta hidrica
prévia també es realitza les 6 hores abans d’efectuar les proves d’absorcié de
glucosa.

En els animals del Grup C, el tractament immunosupressor amb Ciclosporina

A s’inicia les 24 hores prévies a la recepcié del trasplantament intestinal.
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3.2.1.4. Anestésia i sacrifici

Totes les intervencions quirdrgiques i proves d’absorcié han estat realitzades
sota anestesia general per inhalacié d'éter.

Malgrat que alguns autors es refereixen a la lentitud de I’éter per a la induccié
anestésica dels animals'®, aquest ha estat utilitzat degut a la seva facil manipulacié
i rapida eliminacié, la qual permet a I’animal recuperar-se en poc temps.

A banda dels inconvenients que representen les seves caracteristiques fisiques
i quimiques (volatil i imflamable), I’éter provoca irritacid a les mucoses bronquials i pot
predisposar a infeccions respiratories en el postoperatori. A més la seva sobredosi
porta a I'animal a una aturada respiratoria que, si no es recupera immediatament,
acabara en la mort per aturada cardiaca®®?.

Perd, malgrat els inconvenients esmentats, |'éter és |‘anestésic més
freqientment utilitzat pels animals de petit tamany?®2. La hipersecrecié salivar i
bronquial provocada per I'éter pot inhibir-se mitjancant |'administracié subcutania
d'atropina en una petita dosi de 0.04mg/kg. L’aturada respiratoria es precedeix
normalment de bradipnea i cianosi i, amb una experiéncia suficient, la deteccié precoc¢
de l'aturada permet iniciar rapidament una reanimacié cardio-respiratoria amb
insuflacié d’aire pel musell amb un tub de polietilé i, en cas necessari, acompanyar
aquesta maniobra amb un massatge cardiac bidigital, de manera que I’animal es
recupera en pocs minuts.

La inducci6 de |'anestésia per inhalacié d’éter requereix unes concentracions
del 10 al 20% d'aquest farmac. Per aconseguir-les, cal introduir I’animal en una
campana de vidre invertida i tancada dins la qual es col.loca un cotd fluix impregnat
d’'éter.

Després d’un temps de 3 a 5 minuts d’iniciada la induccid, I’animal presenta
un periode curt d’excitacié i ansietat el qual es segueix d’'una fase d’hipotonia, amb
una respiracio lenta i profunda la qual indica que esta arribant a I’anestésia quirtrgica.

En aquesta fase, I’animal adormit es col.loca damunt del taulell de suro on sera
intervingut. El manteniment de I'anestésia durant tot I’acte quirdrgic requereix unes

concentracions d’'éter de 4-5% a I'aire que respira I’animal. Aquest manteniment es
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realitza tot colocant davant del musell de la rata, I'extrem obert d'una xeringa de
plastic de 10cc sense émbol, dins la qual hi ha una gasa impregnada d’éter.

Per tal d’anar substituint {’éter que es va evaporant, la xeringa es connecta,
a través d’'un tub de polietileé, amb un altra xeringa de 5 o 10cc plena d’éter liquid.
Amb aquest sistema es va injectant |’anestésic paulatinament a la gasa segons les
necessitats. -~

Una vegada finalitzada la intervencié o, inclds, guan encara s’esta suturant la
pell, es retira el sistema d’inhalacié i es produeix I’educcié o despertar de I’animal en
un temps d'uns 5 a 10 minuts. En aquest moment, es pot col.locar de nou a la gabia
on se li permetra la ingesta inicial d’aigua i més tard de pinso.

Quan 'experimentacié amb un animal arriba a la seva fi, el sacrifici es realitza
per sobredosi inhalatoria d’éter en finalitzar el mateix acte anestésic-quirtrgic de la

prova d'absorcié de giucosa i la laparotomia per extraccié de mostres del budell.

3.2.1.5. Material quirargic
Per a la realitzacié de les intervencions quirdrgiques i tests d'absorcié es
necessari el material seglient:
- Unes tisores de Mayo rectes
- Unes tisores Metzembaum
- Unes tisores fines corbes de microcirurgia
- Unes pinces rectes amb dents
- Dues pinces de dissecci6 fines rectes d'Adson
- Unes pinces fines corbes
- Dues pinces fines rectes de microcirurgia
- Cinc pinces hemostatiques de Halsted-Mosquito corbes
- Quatre "bulldogs"
- Una pinga hemostatica tipus clamp de Satinsky
- Un portagulles de Mayo
- Un portagulles de microcirurgia, preferentment de manecs rodons

- Tres separadors de Farabeuf
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- Fils de sutura:
- seda 4/0 i 5/0 per anastomosis intestinals i lligadures
- acid poliglicolic 3/0 amb aguila triangular CE-4 per tancament
de laparotomies
- Polipropilé monofilar blau 8/0 amb agulla cilindrica CV-345 per

I’anastomaosi vascular

Addicionalment, per efectuar el rentat vascular del budell prim, es necessita
també:
- Un equip de perfusié de sérum esteril
- Ringer lactat en ampolles de 500cc
- Heparina Na

- Una canula de tipus palometa de diametre 21G

Com a material complementari imprescindible també cal disposar de:
- Planxes de suro de 2cm de gruix i 30x30cm de superficie on es
col.locaran eis animals en decubit supi durant les intervencions
- Gases hidrofiles 20x20 esterilitzades i no esterilitzades
- Coté fluix
- Esparadrap
- Sérum fisiologic
- Sérum glucosat al 5%

- Xeringues de 1, 2i 5 cc amb agulles de 25G
- Catéters de silicona

- Guants de latex estérils i no estérils

- Talles estérils i no estérils

- Focus de llum haldgena de 100 wats

- Microscopi estereoscopic

- Bomba d’infusié amb xeringues i catéters propis
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Les intervencions sobre els animals immunodeprimits s‘han realitzat amb
material esterilitzat en autoclau i en condicions d’esterilitat. No ha estat aixi per ala
resta dels animals, en els quals les intervencions han estat efectuades amb material

net perd no esteril.

3.2.1.6. Técniques quirargiques

A continuacié es descriuen els tres models quirdrgics utilitzats en aquest
estudi. La técnica corresponent a la prova d’absorcié de glucosa i aigua es descriura
en un apartat propi, donat que es tracta més d’una forma de monitoritzacié funcional
que d'una técnica quirdrgica propiament dita.

La técnica del trasplantament intestinal a la rata es basa en la descrita per
Deltz'?, la qual, a la seva vegada, aplica la técnica descrita per Monchick i Russell"
en la realitzacio6 de I’anastomosi vascular. Sobre aquesta técnica també nosaltres hem

afegit modificacions personals.

TRASPLANTAMENT HETEROTOPIC DE BUDELL PRIM DE TIPUS THIRY-VELLA
1) Extraccié en I'animal donant

La rata donadora, una vegada anestesiada, es disposa en decubit supi sobre
la planxa de suro i es fixen les seves potes amb esparadrap.

A través d’una laparotomia mitja xifo-pubiana, s'aborda la cavitat abdominal
i es mobilitza el budell de manera que es disposa el cec i colon ascendent a la banda
dreta de I’animal i el budell prim a "’esquerra. Amb el budell disposat aixi es facilita
la independitzacié entre el budell prim i el gros, la qual es realitza per divisié del
mesocolon que els uneix i lligadura i seccié dels vasos colics drets i mitjans (FIGURA
23).

A continuacid, s’aborda la zona vascular de |'eix espleno-portal per disecar i
lligar la vena esplénica i alliberar la porcié6 més distal de la vena porta, la qual sera
utlitzada posteriorment com a pedicle venés del budell trasplantat (FIGURA 23).

Fet aix0, es realitza una reflexi6 del duode cap a I’esquerra de I’animal, s’obre

el retroperitoneu, es localitza 1'aorta abdominal a la porcié infrarenal (FIGURA 24).
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Sobre |'aorta, s’identifica I’origen de |’'artéria mesentérica superior a la seva
banda dreta i es procedeix a dissecar la banda esquerra de |'aorta en sentit proximal.
Durant aquesta disseccid, es van lligant i seccionant totes les branques arterials
propies d’aquesta zona, tals com l'artéria lumbar i l'artéria renal dreta, i es va
preparant aixi el pedicle arterial del budell prim, el qual quedara format per I’artéria
mesentérica superior en conjunt amb el seu origen adrtic.

Per a completar la diseccié del pedicle arterial, cal girar de nou el duodeé cap
a la seva posicié normal per tal de lligar I’artéria pancreatic-duodenal inferior, branca
de !'artéria mesentérica superior.

Seguidament, es localitzen els extrems proximal i distal del budell i es lliguen
les arcades vasculars corresponents per tal de seccionar el jeju a 1-2 cm de |'angle
de Treitz i I'lleum a llur porcié terminal (FIGURA 25).

Amb el budell aixi preparat i els pedicles arterial i vends disecats, es procedeix
a les maniobres destinades al rentat vascular per la preservacié en isquémia freda
(FIGURA 26).

L'aorta es clampa proximalment a l'origen de l'arteria Mesentérica i es
cateteritza des de la porcid distal amb una canula de tipus palometa, la qual es fixa
amb una lligadura de seda.

A través de la canula es perfundeix Ringer lactat heparinitzat al 10%, a un
metre d’alcada i a 4°C, amb el qual es va realitzant el rentat de |'arbre vascular dei
budell prim i es facilita el seu refredament.

El rentat vascular finalitza quan s’observa el pas de sérum net a través de la
vena porta. En aquest moment, es secciona en primer lloc la vena porta i després,
rapidament es retira la canula de l'aorta, es lliga distalment i es secciona
proximalment a I’artéria mesentérica.

E! budell prim extret es col.loca submergit en Ringer lactat i dins un recipient

envoltat de gel.
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FIGURA 23

Preparaci6 del pedicle venés: a/ Disposicié dels budells a la rata donant. b/ Lligadura i
secci6 dels vasos célics drets. ¢/ Dissecci6 per a la lligadura dels vasos célics mitjans. d/
Dibuix representatiu de la zona anatdomica del pedicle venés (vp = vena porta; vc = vena
cava; vr=vena renal; vms = vena mesenterica superior; vgd = vena gastroduodenal; ve =
vena esplénica (lligada); vodm = vena pancreaticduodenal mitjana). La fletxa assenyala la
zona de dissecci6 de la vena porta. e/ Dissecci6 de la vena porta per a I'obtencié posterior
del pedicle venés.
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FIGURA 24

Preparacié del pedicle arterial: a/ Obertura del retroperitoneu i localitzaci6 de |'aorta. b/
Dissecci6 de l'aorta i lligadura de I'artéria renal dreta. ¢/ Pedicle vascular preparat pel
rentat amb la solucié de preservacié (vp = vena porta; ams = artéria mesentérica superior;

ao = artéria aorta).
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FIGURA 25

Obtenci6é del segment intestinal: a/ Lligadura dels vasos jejunals. b/ Seccié de I'extrem
proximal. ¢/ Dissecci6 del mesenteri per a la seccié de I'extrem distal a la zona de I'ileum.
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FIGURA 26

Rentat vascular: a/ Punci6 de l'aorta per a la perfusi6 de la solucié cap a l'artéria
mesenterica superior. b/ Detall del pas de la solucié a través de la vena porta (fletxa). c/
Aspecte dels vasos mesentérics en finalitzar el rentat.
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2) Trasplantament heterotdpic

Sobre la rata receptora, es practica una laparotomia mitja i s’aborda el
retroperitoneu per disecar i clampar lateralment i en conjunt la vena cava inferior i
I’artéria aorta a nivell infrarenal (FIGURA 27).

Amb |"ajuda d'un microscopi estereoscopic marca Olympus, model OME, i tot
utilitzant un augment de 30x, es realitza una arteriotomia i una venotomia longitudinal
per tal de procedir a I’anastomosi vascular. Aquesta es realitza amb sutura de tipus
monofilament de polipropilé 8/0 i en forma continua i término-lateral, tot comengant
per |I"anastomosi arterial entre el cilindre aortic donant i I’aorta abdominal de I’hoste
i continuant per I’anastomosi venosa entre la vena porta donant i la vena cava inferior
del receptor.

Finalitzada |'anastomosi vascular, es retira lentament el clamp, tot protegint
les linies de sutura amb coté fluix, i es va comprovant la reperfusié progressiva dels
vasos mesentérics i dels de la propia paret intestinal. Després d’uns minuts, la
coloracié que adquireix el budell trasplantat es quasi indistingible de la del budell prim
normal.

Quan s’observen zones mal vascularitzades, generalment als extrems jejunal
i ileal, es procedeix a la seva resecci6 per tal d’evitar problemes posteriors.

La longitud del budell viable es medeix amb un fil de sutura de gruix superior
al 0, amb el qual es van reseguint les nanses intestinals. Aquesta medicié sera til per
a posteriors calculs relacionats amb I’absorcié.

Els extrems proximal i distal del budell trasplantat es fixen amb sutura
discontinua de seda 4/0 a ia paret abdominal de la banda dreta de la rata en forma

d'estomes, tal com es mostra a la FIGURA 28.
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FIGURA 27

Trasplantament heterotopic: a/ Clampatge lateral i conjunt de |'aorta i la vena cava inferior
a la zona infrarenal. b/ Arteriotomia. ¢/ Anastomosi arterial. d/ Dibuix representatiu de
I’anastomosi vascular (vp = vena porta; vei= vena cava inferior; ams = artéria mesentérica
superior; ao = artéria aorta).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL

Merce Herndndez i Gonzilez
ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL

Merce Herndndez i Gonzalez
ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

FIGURA 28

Estomes: a/ Fixacié dels extrems intestinals a la paret abdominal. b/ Dibuix representatiu
de la disposicié del budell en el trasplantament heterotopic.
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INTERPOSICIO ORTOTOPICA

Als 21 dies de realitzat el trasplantament heterotopic, es procedeix de nou a
una laparotomia mitja a través de la qual s’arriba a la cavitat abdominal i
s’identifiquen les nanses corresponents al budell prim trasplantat i al propi (FIGURA
29).

Després de seccionar les adheréncies que poden estar unint les nanses dels
budells, es realitza la reseccié d’un segment de budell prim propi de llargada
equivalent al trasplantat. La reseccié es realitza prévia lligadura amb seda 5/0 dels
vasos mesentérics corresponents i de les arcades de les zones de seccid, les quals
es situen en la zona proximal del jeja i distal de I'ileum.

A continuacio s’alliberen els extrems de!l budell prim trasplantat dels estomes
que els uneixen a la paret abdominal i es regularitzen llurs vores. Fet aixd, es
procedeix a col.locar aquest segment intestinal en continuitat amb el tracte
gastrointestinal mitjancant I’anastomosi intestinal término-terminal entre els extrems
equivalents de donant i receptor.

El temps utilitzat per a I'extraccié del budell prim en I'animal donant i el
trasplantament heterotdpic és aproximadament d’uns 120-140 minuts, amb un temps
d’isquémia freda de 35-45 minuts. La interposicié del budell en forma ortotopica

requereix uns 30-45 minuts de temps.
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FIGURA 29

Interposici6 ortotdpica: Aspecte del budell prim als 21 dies del trasplantament heterotopic.
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NANSA DE THIRY-VELLA

La exclusié intestinal del tipus anomenat en nansa de Thiry-Vella, segons la
técnica descrita per Markowitz'4, procedeix d’una variant de I'anomenada fistula de
Thiry, i consisteix en deixar un segment intestinal aillat de la resta de budell i amb
innervacio i vascularitzacié preservades, el qual es disposa en forma de U en deixar
exterioritzats els extrems intestinals en forma d’estomes fixats a la paret intestinal.

Per a realitzar la derivaci6 de Thiry-Vella, es procedeix a una laparotomia mitja
i es mobilitza el budell prim de manera que s’exposen els vasos mesentérics des dels
primers centimetres del jeja fins a I'ileum. Es secciona el mesenteri de la porcié
corresponent a uns 8-12 cm del segment jeju-ileal, tot deixant intactes els vasos
mesenterics, i es secciona aguest segment intestinal prévia lligadura amb seda 5/0
de les arcades intestinals relacionades amb la zona de seccid.

Els extrems proximal i distal del segment intestinal aillat es fixen a la paret
abdominal en forma d'estomes. La continuitat del budell prim remanent es restableix
mitjancant |’anastomosi término-terminal dels seus extrems.

Als 21 dies, el budell exclds es col.loca de nou en continuitat amb el tracte
gastrointestinal. A través d’una laparotomia mitja, s’allibera el segment de budell
exclos de les possibles adheréncies i es seccionen els extrems dels estomes. Es
realitza una reseccié de I’antiga anastomosi término-terminal del budell remanent
i s’interposa el segment de budell en continuitat, tot efectuant una anastomosi

término-terminal en cadascun dels seus extrems.
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3.2.1.7. Immunosupressid

El tractament immunosupressor ha estat realitzat amb Ciclosporina A, la qual
ha estat cedida generosament peis Laboratoris Sandoz Pharma en forma d’ampul.les
de 5ml i amb una concentracié de 50mg/ml (Sandimmum?).

Seguint les indicacions de diversos autors?'%', la Ciclosporina A ha estat
administrada a dosi de 15mg/kg, per via intramuscular, ala zona glitea. Aquesta dosi
s’ha administrat en una dilucié de 1:5 en sérum glucosat al 5%.

La pauta d’administracié s‘inicia les 24 hores prévies al trasplantament en els
animals del Grup C i es continua diariament fins el dia 10. Posteriorment, s’administra
la mateixa dosi a dies aiterns i fins el dia del sacrifici. Es procura anar alternant les

injeccions IM a ambdds costats de I’animal per disminuir els danys.

3.2.2. SEGUIMENT EVOLUTIU DELS ANIMALS

Els detalls de la técnica quiridrgica i I’evolucié de cadascun deis animals han

estat registrats en unes fitxes especialment dissenyades amb aquest fi.

3.2.2.1. Control peroperatori

Enrelacié amb la técnica quirtirgica, s'han anotat els temps operatoris utilitzats
per a cada fase en general i, dins d'aquestes, els corresponents a la isquémia freda
i les anastomosis vasculars. També s’ha controlat el pes de la rata donant i el de la
receptora. La longitud del budell trasplantat s’ha medit en la fase immediatament
posterior al trasplantament i en la laparotomia prévia al sacrifici. Tanmateix, s’han
anotat les incidéncies técniques durant I‘extraccié i trasplantament quant a
hemorragia a la sutura vascular i maniobres de control emprades, coloracié del budell
durant la reperfusié, necessitat o no de reseccié de les vores intestinals, problemes
relacionats amb |’anestésia per inhalacié i d'altres detalls que podrien influir sobre

I'evolucid posterior dels animals intervinguts.
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3.2.2.2. Evolucié clinica dels animals
En el seguiment clinic de les rates, s’han controlat els parametres segients:
- Pes diari
- Estat general quant a postura en repos, resposta a |’estimul manual, pél
ericat o normal, temperatura corporal i hemorragia nasal o ocular.
- Palpacié de masses intraabdominals
- Preséncia de deposicions i caracteristiques de la femta.
- Estat dels estomes quant a coloraci6 de la mucosa, tendéncia a I’estenosi,

preséncia de secrecions i aspecte de les mateixes.

3.2.2.3. Morbiditat i mortalitat

La morbi-mortalitat dels animals ha estat diferenciada segons fos causada per
fallades técniques o per patologia relacionada amb el trasplantament intestinal i el
tractament immunosupressor.

En els casos en qué les alteracions han estat associades amb fallades
relacionades amb la técnica quirtrgica tals com trombosis venoses mesentériques o
hemorragies, els animals han mort durant els primers dies del postoperatori i han estat
substituits per un altre animal.

També han estat substituides les rates que han presentat complicacions
mortals relacionades amb la resposta immunologica al trasplantament, en aquest cas
el rebuig. En aquests animals, els signes clinics que han presentat han requerit una
relaparotomia per verificar la sospita clinica i, una vegada confirmada aquesta per
I"aspecte macro i microscopic del budell trasplantat, els animals han estat sacrificats
per sobredosi anestésica. Quan el procés no ha estat aixi, els animals han mort
espontaniament i han requerit d’un examen post mortem.

Lapatologiainduida pel tractamentimmunosupressor esrelaciona generalment
amb problemes séptics, els quals una vegada detectats, també han exclos I'animal
afectat de I'estudi.

En les rates en les quals la morbiditat detectada no influeix negativament sobre

I"evolucié del model experimental, se’n registra la incidéncia perd no se les exclou de
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I'estudi.

Els animals donants que han presentat una fallada técnica mortal durant
I’'extraccié no han estat comptabilitzats. De fet, aquest tipus de fallades es varen
produir en poques ocasions, les quals es donaren sobretot en la fase inicial de

I'experimentacio.

3.2.2.4., Variacions del pes

Diariament, els animals han estat pesats en una balanga digital marca
Sartorius. El pes s’ha anotat en la fitxa propia de cadascuna de les rates des del dia
abans de la intervencié quirdrgica. Amb les dades recollides, s’han calculat les
mitjanes de cada série aixi com els percentatges de peérdua o augment de pes

respecte a l'inicial, i s’han realitzat les respectives corbes evolutives.
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3.2.3. ESTUDI FUNCIONAL: PROVA D'ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA

3.2.3.1. Técnica experimental

El test d’absorcié de glucosa permet una monitoritzacio parcial de la capacitat
absortiva dels carbohidrats per part de la mucosa del budell prim trasplantat.

Aquesta prova s’ha realitzat segons la técnica descrita per Schroeder'® i
utilitzada per altres autors?©'.161.163.164

Per efectuar la prova és necessari haver preparat la solucié a perfundir amb
0.23g de D(+)-Glucosa anhidra (Merck, referéncia 8337) diluida en 500cc de sérum
fisiologic. La concentracid tedrica de Glucosa calculada per aquesta solucié és de
2.55uMol/ml. Per tal d’evitar errors, una vegada preparada la solucié i préviament a
cada prova, es confirma el valor calculat mitjan¢ant la determinacié analitica d’una
mostra, la qual es realitza amb un autoanalitzador Cobas-mira Roche, tot mostrant
uns valors que oscil.len al voltant dels 2.66uMol/ml.

Amb I’animal anestesiat amb &ter i mantingut amb dieta hidrica des d’almenys
6 hores abans de la prova, es procedeix a preparar {’estoma proximal o jejunostomia
per tal d’insertar en ell un catéter de silicona de Tmm de diametre intern. L'estoma
distal o ileostomia també es neteja de secrecions.

A continuacié s’inicia la perfusié de la soluci6 de glucosa de concentraci6
coneguda mitjangant una bomba d’infusié del tipus Perfusor Secura (B.Braun), amb
un débit de 1.16ml/min (70mi/hora)'°! (FIGURA 30).

Per tal de conéixer el volum de solucié infundida, es cronometra el temps des
que s’inicia la perfusié fins al moment en qué s’observa la sortida de la soluci6 a
través de la ileostomia. En aquest moment, s‘interrumpeix la infusié i es tapa o
clampa amb una pinga hemostatica tova aquest estoma distal per tal d’esperar un
periode d’equilibri de 10 minuts.

Passat aquest temps, es recull afnb una xeringa tot el liquid que va drenant
pels estomes durant uns 3 minuts i es medeix el seu volum en mililitres.

La solucié aixi obtinguda es centrifuga a 4°C, a 2500 rpm, durant 10 minuts
amb una centrifuga Kokusan model H-103 RS. D’aquesta manera s’eliminen materials

que podrien influir en la lectura del resultat, els quals queden dipositats al fons del
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tub. La solucié clara del tub centrifugat es recull amb una pipeta de plastic i es
deposita en un tub de tipus eppendof, el qual es congela a -20°C, fins el moment de
la determinacié analitica.

En els animals amb trasplantament ortotopic, la técnica per a la prova
d’absorcié de glucosa ha requerit modificacions personals. En aquest casos, en no
existir estomes, cal abordar per laparotomia el budell trasplantat i localitzar els seus
extrems. Fet aix0 i, com que I'animal sera sacrificat posteriorment a aquesta prova,
es poden seccionar els extrems del budell trasplantat i insertar en ells dos catéters,
els quals es fixen amb una lligadura de seda 3/0. A través del catéter proximal es
perfundeix la solucié de glucosa seguint ies mateixes indicacions que en el cas del

budell col.locat heterotopicament.
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FIGURA 30

Prova d’absorci6 de glucosa i aigua en el trasplantament heterotdpic: a/ Dibuix
representatiu del métode. b/ Detall de la perfusi6 de la solucié de glucosa a través de

I"estoma proximal.
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3.2.3.2. Obtenci6 de resultats

Les determinacions de glucosa a les solucions inicial i final que s’obtenen
mitjancant |'autoanalitzador Cobas-mira Roche, es realitzen segons un métode
enzimatic ultraviolat basat en la Glucosa deshidrogenasa.

La mesura del volum de soluci6 recollida i la determinacié en aquesta de la
concentracié de glucosa permeten el calcul de la quantitat de glucosa que ha estat
absorvida o que roman a la llum intestinal. Aquest calcul es basa en la diferéncia
entre les quantitats inicial i final de glucosa i en relacié als volums inicial i final de
solucié. D’aquesta manera també es coneix indirectament el volum d’absorcié
d’aigua. Cal tenir en compte que durant les maniobres d’oclusié i obertura de I’estoma
distal es pot perdre una petita quantitat de solucié.

La quantitat de glucosa absorvida s’expressa en relacié a I’absorcié d’aigua i
ala superficie absortiva del budell, la qual es calcula a partir de dades morfométriques
tal com s’explicara a |'apartat corresponent. Aquesta absorcié de glucosa en relacié

al volum d’aigua, a la superficie absortiva i al temps s’expressa en la forma segtient:
uMol / ml / em? / 10 minuts

El temps de 10 minuts correspon al periode durant el qual es manté la solucié
dins la llum intestinal. Aquest temps no es redueix a la unitat degut a que no es

coneix si la velocitat d’absorcié es manté constant.
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3.2.4. ESTUDI MICROMORFOLOGIC

Per tal de realitzar 1’estudi micromorfologic s’han obtingut mostres del budell

prim a diversos intervals de temps després del trasplantament intestinal i de I'exclusié
en nansa de Thiry-Vella del grup control. La valoracié histologica de les mostres s'ha
realitzat amb dos procediments:
= Estudi al Microscopi Optic: amb el qual s’ha valorar la micromorfologia de
les estructures de la mucosa intestinal i s'han realitzat determinacions
morfomeétriques
B Estudi al Microscopi Electronic de Transmissié: amb el qual s’ha observat
la ultraestructura dels enterdcits del budell trasplantant ortotdpicament en

comparacié amb mostres de budell normal.

3.2.4.1. Processament de les mostres per Microscopia Optica

Les mostres del budell han estat obtingudes mitjancant una laparotomia als
diferents periodes postoperatoris establerts: 10 minuts, 7, 14, 21 i 40 dies.

Les mostres procedeixen de la porcié distal o ileal del budell exclés o
trasplantat, i abasten seccions transversals completes. Una vegada obtingudes, han
estat rentades suaument amb sérum fisiologic per tal de retirar restes de secrecions
intraluminals, i s’han tallat en un tamany adequat pel procés de fixacié.

Per a la fixacié del teixit intestinal s'ha utilitzat formol al 4% amb el qual
s’augmenta la durega de la paret intestinal i es facilita el seu processament posterior.
Submergides en aquest fixador, les mostres han estat conservades durant un periode
de 2 a 4 dies.

A continuacié, per a poder obtenir talls suficientment fins del teixit per a
I’observacié microscopica, les mostres s'han inclés en parafina (Polywax® Difco,
referéncia 8829-18) i se n’han realitzat blocs. Degut a que la parafina, com la majoria
de materials d’inclusié, no és soluble en aigua, es necessari deshidratar la mostra
préviament a l'inclusié, tot submergint-la en banys succesius de solucions aquoses
progressivament creixents d’alcools. Els blocs de parafina permeten conservar la

mostra de forma indefinida i fan de suport durant la seccié.
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Tot seccionant la mostra inclosa en el bloc amb la fulla d’acer del microtom
minot marca Reichert-Jung, model 2030, s’obtenen talls de 7 micres de gruix.

Els talls en parafina, es monten en portaobjectes on queden adherits amb gelatinad’or
en dilucié aquosa (gelatina d’or Panreac” ref. 251336). A continuacié, es disposen
en cistelles de vidre i es desequen dins |'estufa a 40°C.

Posteriorment es realitza la tincié dels components tisulars amb la técnica
d'Hematoxilina/Eosina. Els diversos passos del procés de tincié es detallen en la
TAULA 11. Com que aquests colorants s’utilitzen en solucié aquosa, cal desparafinar
préviament els talis per immersié en Xilol. Aquest agent aclarant també s’ha
d‘extreure i per fer'ho, es banyen els portaobjectes en solucions d’alcool decreixents,
tot comencant per alcool absolut i continuant amb alcool de 96° i de 70° i fins arribar
a un medi aquds d'aigua destil.lada.

Arribats aqui, es procedeix al pas pel colorant preparat a base d’Hematoxilina
de Harris (Papanicolaou 1a) Zytologie® Merck, referéncia 9253) durant 8 minuts. Per
obtenir un millor contrast entre les estructures, cal rentar |’'hematoxilina sobrant amb
aigua corrent i una submersié rapida en alcool clorhidric al 1% (alcool 70° amb un
0.25% d’acid clorhidric).

A continuacid es realitzen varis banys succesius en aigues destil.lada i corrent
i, seguidament, es submergeixen en una dilucié preparada a base del colorant vermell
solid Eosina (Certistain® Merck, referéncia 15939) durant 24 segons.

Els talls tenyits es renten amb aigua corrent i posteriorment passen per
solucions ara creixents d’alcool per a finalitzar en banys de xilol.

Després de la tincid, els talls al portaobjectes es cobreixen amb cubreobjectes

tot utilitzant I'agent de montatge DPX® (BDH Laboratory Supplies, referéncia 36029).
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19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

DESPARAFINACIO

1. XILOL | — 5 minuts

2. XILOL I} - 5 minuts

3. XILOL Ul = 5 minuts

HIDRATACIO

4, ALCOOL ABSOLUT | - 3 minuts

5. ALCOOL ABSOLUT Il -» 3 minuts

6. ALCOOL 96° — 3 minuts

7. ALCOOL 70° = 3 minuts

8. AIGUA DESTIL.LADA - 5 minuts
TINCIO

9. HEMATOXILINA DE HARRIS - 8 minuts
10. AIGUA CORRENT - temps indefinit

11. ALCOOL CLORHIDRIC —» 1 segon

12. AIGUA CORRENT — temps indefinit

13. AIGUA DESTIL.LADA - 5 minuts

14. AIGUA DESTIL.LADA AMONIACADA 4% — 1 segon
15.  AIGUA CORRENT - temps indefinit

16. AIGUA DESTIL.LADA - temps indefinit
17. EOSINA — 24 segons

18. AIGUA CORRENT - temps indefinit

DESHIDRATACIO

ALCOOL 96° | - 3 minuts
ALCOOL 96° li = 3 minuts
ALCOOL ABSOLUT I - 3 minuts
ALCOOL ABSOLUT It = 3 minuts
XILOL EUCALIPTOL - 30 segons
XILOL} ~— 3 minuts

XILOL I - 3 minuts

XILOL 11l - 3 minuts

TAULA 11: TINCIO D'HEMATOXILINA/EOSINA
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3.2.4.2. Processament de les mostres per microscopia electronica de transmissié

El processament de les mostres per l'observaci6 amb la Microscopia
Electronica de Transmissié requereix técniques més sofisticades que les emprades per
ala Microscopia optica convencional. Els procediments utilitzats en aquest treball han
estat basats en els descrits per diferents autorg293.294.295.296

Degut a que els fixadors com el formol produeixen una precipitacid de les
proteines tisulars amb la consegiient desnaturalitzaci6 de la matéria organica, per
I’estudi ultraestructural al microscopi electronic cal utilitzar com a fixador
Glutaraldehid en solucié al 2% en tampd6 fosfat a pH neutre (7.4).

Una vegada obtingudes les mostres de la porcié distal del budell trasplantat
de forma ortotodpica, es tallen en un tamany adequat per la fixacié i es coloquen
submergides en la solucié de Glutaraldehid durant 2 hores a la nevera a 4°C.

Passat aquest temps, es retira el fixador i es submergeixen en una solucié de
tampé fosfat 0.1M durant 30 minuts, després dels quals es renova la solucié i les
mostres poden quedar conservades a la nevera durant un periode maxim de 15 dies.

Per a obtenir els talls del teixit per a I’'observacié amb el microscopi Electronic
de Transmissié, lainclusi6 s’ha de fer dins un material dur, plastic, homogenii estable
al feix d'electrons. En aquest cas, la inclusi6é s’ha realitzat en resines epoxi (poliaril
eters de glicerol), tot utilitzant fa del tipus Spurr.

Aquest tipus d'inclusié precisa d’'una post-fixacid, la qual es realitza per
immersié en Tetraoxid d’Osmi en solucié al 1% en tampé fosfat, tot preservant el
recipient de la llum amb un envolcall de paper d‘alumini i dipositant-lo a la nevera
entre 2i 4°C., durant 2 hores. La baixa temperatura utilitzada per a la fixacié evita
I’extraccié dels components tisulars i I’autolisi.

Passat aquest temps, s’aspira tota la solucié d’Osmi i es renta la mostra
mitjancant 3 banys de 15 minuts cadascun dins una solucié de tampd fosfat. LLiure
la mostra dels restes d’Osmi, sinicia el procés de deshidratacié per immersions
succesives de 15 minuts cadascuna dins d’alcools en solucié aguosa creixent de 30°,
50°, 70°, 90° i 96°, tot essent el darrer bany de 60 minuts dins d’alcool absolut,

el qual s’ha de renovar cada 15 minuts. La deshidrataci6 finalitza amb una darrera
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immersié en acetona pura en 4 passos de 15 minuts cadascun.

A continuacié, comenca la inclusié en la resina epoxi Spurr. La mescla per a
la inclusié es composa, a més de la resina, d’agents enduridors, acceleradors i
plastificadors. La preparaci6 del medi d’inclusié s’ha de fer en recipients de plastic,
sota una campana extractora i tot utilitzant guants degut al risc toxic de les resines

per via inhalatoria i cutania. La proporcié dels components en la mescla és la seglient:

ERL 4206 (resina epoxi) 10.0g
DER 736 {(flexibilitzant) 6.0g
NSA (enduridor) 26.0g
DMAE S-1 (accelerador) 0.4 g

Aquests components es barrejen amb un agitador magnétic fins que s'observa
I’'homogeneitzacié del preparat.
La inclusié es realitza per immersié en solucions creixents de la mescla en

acetona segons les proporcions i temps que s’indiquen a continuacio:

DILUCIO RESINA : ACETONA (100%]) TEMPS

2 hores {T?ambient)
2 hores "
2-4 hores’
2-5 hores’
8 hores’
3 hores’

WWWwwN -

O0O0O—=NW

(*) les 2 primeres hores a T® ambient, la resta dins 1a nevera a 2°C.

Per a millorar la penetracié de la mescla de resina a totes les zones de la
mostra, cal mantenir els recipients que les contenen sobre un agitador rotatori durant
tota aquesta fase del procés.

Finalitzada la inclusid, es procedeix a la realitzacié de blocs de resina, tot
utilitzant la mateixa en la qual es troben submergides les mostres. En els motiles de

goma cal depositar les mostres, tot tenint cura de que l'orientacié sigui la més
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adequada per a la superficie de tall. Aquesta disposici6 dins el motlle es facilita amb
I"ds d’'un microscopi estereoscopic.

Les mostres dins els motlles es coloquen a I'estufa a 60°C., durant 48 hores
per tal que la resina polimeritzi. Transcorregut aquest temps, els blocs ara endurits
poden ser extrets del motlle i procedir a I’obtencié de talls.

Per a l'estudi de les mostres amb el Microscopi Electronic de Transmissi6 es
necessari un procés de tallat doble. Inicialment, es realitza una piramidacié de
I’extrem que conté la mostra i posteriorment s’obtenen talls de 0.7 a 1 micra de gruix
(semifins) amb la ganiveta de vidre de I'ultramicrotom (Ultracut Reicher-Jung).
Aquests talls semifins es coloquen sobre un portacbjectes convencional i es tenyeixen
amb blau de metilé. A partir de I’observacié amb el microscopi optic del tall semifi del
teixit tenyit de blau es decideix quina zona serd la més adient a |’estudi
ultraestructural.

Escollida una determinada zona en la mostra, es procedeix al repiramidat del
bloc, sempre controlant el procés a través d’una lent d’augment, de manera que
agquesta zona quedi al centre de la superficie de tall. Fet aix0, es procedeix a
I'obtencié de talls de 0.05 micres anomenats ultrafins. Els talls ultrafins
s’aconsegueixen per secci6 del bloc amb el mateix ultramicrotom, pero tot utilitzant
una ganiveta de diamant.

Els talls uitrafins es dipositen sobre reixetes rodones de coure i es guarden dins
de capsules de Petri a temperatura ambient fins el moment de |'observacié.

Per a observar les mostres amb el microscopi electronic de transmissio, cal
efectuar un contrastat dels talls perimmersié de les reixetes en Acetat d’Uranil durant
30 minuts i Citrat de plom durant 7 minuts. Préviament, entremig i després del bany
en aquestes substancies, els talls a les reixetes s’han de rentar per goteig amb aigua
bidestil.lada estéril per tal d’evitar la formacié de cristalls que artefactarien el
preparat. Els talls contrastats poden guardar-se indefinidament dins de capsules de
Petri.
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3.2.4.3. Estudi morfologic al microscopi dptic

L’avaluacié morfoldgica de les mostres processades per ala microscopia optica
s’ha realitzat amb un microscopi marca Leica, model LEITZ DM RB.

Basats en els metodes d’estudi utilitzats per Pritchard i Sonnino'®-?%7, els
detalls morfoldgics de la paret intestinal s’han registrat en unes fitxes dissenyades a
tal fi, amb les quals es possible establir uns graus, puntuacions o scores numerics
segons les alteracions presents al teixit (FIGURA 31). Aquest tipus d’avaluacié
resumeix en un valor numéric 'estat morfoldgic del budell, la qual cosa facilita la
realitzacié de comparacions entre els detalls observats en les diferents séries i grups,
aixi com la relaci6 d’aquestes dades amb aspectes no microscopics tals com els
signes clinics i les determinacions funcionals.

L’estudi morfologic abasta I'observacié de 5 estructures situades a diferents
nivells de la paret del budell prim:

= Vellositats: En elles es valora la seva apariéncia general i en relacid a l’estat
de I'epiteli, el teixit conectiu i les glandules.

=~ Criptes: S'observa el seu aspecte general conservat o no i els indicis de
regeneracio6 tisular tals com la preséncia de mitosis cel.lulars.

=~ Lamina propia: Es considera la seva integritat i organitzacid, aixi com
I'observacié d’elements aliens tals com infiltrat cel.lular, edemes i hemorragia.

=~ Muscularis mucosae: En aquesta capa també es valoren el seu estat general
i I'alteracié provocada sobre d’altres estructures que I'atravessen.

= Presencia de Bacteries: Considerant I’observacié d’aquests elements com
signe d’alteracié de la barrera mucosa intestinal.

Per establir la puntuacié o score corresponent a cada mostra, s’examinen 10
camps de microscopi sota un mateix augment, el qual s’incrementa o es redueix
segons l'estructura a observar. D'aquesta manera, s’utilitza un augment de 4x
(x12.5x) per valorar la morfologia general de les vellositats i les criptes; un augment
de 40x (x12.5x) per observar les caracteristiques de I’epiteli i la preséncia d’infiltrat
cel.lular, i els augments de 60 i 100x per examinar la lamina basal i detectar la

preséncia de mitosi a la zona corresponent a les criptes.
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Les alteracions es registren segons el nombre de camps en que s’observen. Si
una alteracié esta present en 10 dels 10 camps examinats, se li assigna el valor 1.
En canvi, si només es detecta en, per exemple, 2 de 10 camps, li correspon el valor
0.2. Aquest tipus de valoracié aporta més informacié que I’assignacié d’unitats
senseres i constitueix una variant al métode de Pritchard i Sonnino.

La detecci6 d'alguna de les alteracions assenyalades es marca o subraya a la
fitxa morfologica, tal com es mostra a fa FIGURA 31. A la normalitat correspén un
valor d’escore igual a 0. Un escore elevat es relaciona amb uns danys morfoldgics
importants.

Aquest sistema numéric facilita un analisi detallat i protocolitzat al microscopi
Optici, a més a més, permet la seleccié d’'aspectes especifics de la mostra que poden

valorar-se de forma ultraestructural amb la Microscopia Electronica de Transmissié.
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DADES MORFOLOGIQUES
SERIE........
VELLOSITATS:
ASPECTE
presents ausents
normals
anormals: allargades
curtes
estretes
- amples
EPITELI
normai .
anormal: pérdua cel.lular parcial
denudacié completa
edema
TEIXIT CONECTIU
normal
anormal: edema
estasi vascular
infiltrat extravascular
LIMFATICS
presents ausents
normals
anormals: dilatats
ocluits
CRIPTES:
presents ausents
normals .
anormals: degeneracié cel.lular
desorganitzacié
regeneracio: present ausent
LAMINA PROPIA:
present ausent
normal
anormai: edema
infiltrat mononuclear
infiltrat polimorfonuclear
estasi vascular
hemorragia
MUSCULARIS MUCOSAE:
present ausent
normal
anormal: estasi vascular
hemorragia
BACTERIES:
presents ausents
SCORE .......

FIGURA 31: FITXA PER A L'OBTENCIO DEL GRAU D'AFECTACIO MORFOLOGICA
DE LA PARET INTESTINAL
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3.2.4.4. Determinacions morfométriques

Els talls transversals de budell prim processats per a la microscopia Optica
també han estat examinats amb un equip d’Analisi d’'Imatges marca Leica, model
Quantimet 500 +. Amb aquest equip, les imatges obtingudes amb el microscopi dptic
son captades per una camara a color incorporada al capcgal i processades per
digitalitzaci6 a través del programa informatic, el qual treballa amb el sistema
Windows. Les imatges digitalitzades s’observen en el monitor, sobre el qual es
treballa tot assenyalant les zones a mesurar amb el cursor. Tanmateix, el sistema
permet la quantificacié i classificacié d’estructures segons la seva forma.

El programade treball permet mesurar les estructures automaticament, segons
la distancia en linia recta entre dos punts marcats, o bé amb I'opcié de treball
interactiu, tot reseguint el contorn d’una estructura determinada.

En els talls transversals de budell prim procedents de cadascuna de les séries
s’han realitzat les mesures dels parametres seglients (FIGURA 32):

= Diametre: Aquesta determinacié s’'ha realitzat segons la mesura de la
distancia entre dos punts, els quals han estat situats a la base de les
vellositats. Degut a que, en general, 1a forma dei budell prim es presenta al tall
transversal en forma eliptica, s’han mesurat els diametres major i menor
d’aquesta elipse i s’han transformat en un de sol, el qual seria el que mostraria
el budell si estigués en forma de circumferéncia.

Les mesures han estat realitzades en 10 talls de budell per a cada
mostra i sota un augment de 4x. S’ha registrat el valor mig amb la
corresponent desviacié estandar i s’ha expressat en micres.

-~ Alcada de les vellositats: La mida s’ha realitzat tal com es mostra a la

FIGURA 32, tot prenent com a base una linia imaginaria que travessaria pel

fons de les criptes'®®'%*. El valor registrat procedeix de les mesures de la

distancia entre dos punts determinades en 10 camps de microscopi a 40x
d’augment. En cas de trobar vellositats amb |'eix inclinat, la determinacié
s’obté a partir de la suma de les diverses porcions rectes que formarien aquest

eix.
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DIAMETRE

= [)dnmnﬂuinda

ALCADA, AMPLADA | SUPERFICIE
ABSORTIVA VELLOSITARIES

AREA ABSORTIVA MUCOSA

A =SExh

2mr = QxLB SE = QxSP

A=QxSPxh

FIGURA 32: DETERMINACIONS MORFOMETRIQUES | CALCUL DE LA
SUPERFICIE INTESTINAL ABSORTIVA
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-~ Amplada de les vellositats: Aquesta determinacio es realitza a la zona del

que es considera el punt mig de I'algada i segueix el mateix protocol que per

a la mesura anterior.

= Superficie absortiva per vellositat: Es medeix tot reseguint el contorn de

cada vellositat.

- Area absortiva mucosa: S’obté a partir de calculs geométrics on s’utilitzen

valors procedents de les aitres determinacions morfomeétriques.

Tal com pot observar-se a la FIGURA 32, el tamany de |'area o superficie
epitelial absortiva es determina amb el modus de treball interactiu, tot medint la
longitud que mostra el reseguiment de la vora intraluminal del tall (SE). Degut a la
dificultat que suposa l'obtencié de talls de budell prim que abastin a totes les
vellositats en la seva forma caracteristica, la longitud de la superficie intraluminal s'ha
mesurat en la zona en la qual la morfologia epitelial es mostra més integra. Aquest
valor ha estat anomenat Superficie Parcial o0 SP. D’aquesta zona s’ha mesurat també
la longitud de la base (LB) per tal de poguer determinar quina porcié de la longitud
total de la circunferéncia s’esta examinant.

El calcul del tamany de I’area absortiva mucosa total (A) al qual s’havia fet
referéncia en I'apartat corresponent a la prova d'absorcié de glucosa, es realitza a

través de la formula geométrica:

A=SExh

on SE correspon a la longitud de la base del budell considerat com a figura
geométrica amb forma de cilindre rugés, i h seria I’algada d’aquesta figura, la qual
vindria donada per la mesura de la longitud del segment intestinal en el moment del
sacrifici.

Per a obtenir el valor SE, cal coneixer a quina porcié d’aquest valor correspon
la mida realitzada amb el morfémetre, a la qual haviem anomenat SP o superficie
parcial. Tot utilitzant pel calcul la determinacié de la longitud de la zona mesurada a

nivell de la base (LB), es calcula a quina porcié6 de la longitud total de la
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circumferéncia correspon aquest valor. Aixé seria el mateix que calcular quantes
vegades estaria contingut aquest valor dins la longitud total de la circumferéncia, a
quin coneixement s’arriba a partir del quocient:

2mr
Q=

LB

D’aquesta manera, si la longitud de la circumferéncia (2mr) és igual a Q
vegades el valor de la longitud de la base on ha estat realitzada la mesura (LB), per
a obtenir el valor de la superficie epitelial total SE caldra també muiltiplicar per Q el

valor obtingut a partir de la mida de la superficie epitelial parcial. Aixi:

si: 2mr = Qx LB implica que SE =QxSP
i a partir d’aquest valor es podra obtenir el valor de I’Area epitelial absortiva A amb
la formula:

A=0QxSPxh

L’area de la mucosa intraluminal tedricament absortiva s’expressa en cm?.
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3.2.4.5. Estudi morfolagic al microscopi electronic de transmissio

Les mostres de budell prim en forma de talls ultrafins han estat observades
amb un microscopi electronic de transmissié Carl Zeiss, model EM 10 CR. L’estudi
s’ha centrat en les cél.lules absortives o enterdcits en les quals han estat valorades
les caracteristiques morfoldgiques generals i a nivell de zones fonamentals per a la
funcié cel.lular:

- Vora en raspall i xarxa terminal

= Reticle endoplasmatic

= Mitocondries

-~ Membrana baso-iateral i espai intercel.lular
- Vora en raspall i xarxa terminal: I'estudi dels microviilis inclou i'observacié de llur
morfologia preservada o no, |'aspecte de la membrana i del citoesquelet. No ha estat
valorada a efectes de resultats la preséncia dels filaments que constitueixen el
glicocalix degut a que la técnica utilitzada per a la fixacié no és la més apropiada per
la cura que requereix aquesta delicada estructura.

A més d’observar el citoesquelet dels microvillis, també s’haintentat observar
la disposici0 i aspecte d’aquests microfilaments a nivell de la xarxa terminal.
- Reticle endoplasmatic: S’han observat les proporcions del reticle endoplasmatic llis
i del rugds, la morfologia del seu sistema de tdbuls i cisternes i la preséncia i aspecte
de les mitocondries als seus voltants.
- Mitocondries: En eiles s’ha observat el nimero, tamany i estat de la seva
membrana.
- Membrana baso-lateral i espai intercel.lular: S’han estudiat les dimensions de
I'espai intercel.lular i I’aspecte de les interdigitacions de les membranes cel.lulars.

A la zona intercel.lular proximal, ha estat valorat I'aspecte dels complexes
d’unié a nivell de la zona ocludens i dels desmosomes.

Les caracteristiques de les estructures observades en les mostres de budell
prim iso i alotrasplantat ortotdpicament, han estat comparades entre si i en relacié a

mostres de budell prim normal procedents de segments intestinals equivalents.
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3.2.5. PROCESSAMENT ESTADISTIC

Els valors de les determinacions realitzades en cadascuna de séries han estat
emmagatzemats en una base de dades del programa informatic D-Base Il Plus. Ei
processament estadistic d’aquestes dades s'ha realitzat amb el programa
SPSS/PC +.

Els resultats obtinguts s’han agrupat en tres categories 0 grups segons
provingessin de |’estudi morfoldgic, del morfométric o de la determinacié d’'absorcié
de glucosa. Les dades obtingudes a partir dels diferents estudis han estat totes elles
variables de caracter guantitatiu continu, bé per tractar-se de valors procedents de
mesures numériques o bé, en el cas de les determinacions morfoldgiques, per haver
estat aquestes quantificades en forma de score o puntuacié. Una vegada avaluades,
aquestes dades han estat contrastades amb les observacions de la ultraestructura
cel.lular aportades per la microscopia electronica de transmissid.

Al tractar-se de mostres provinents de grups independents i amb un tamany
petit (n<30), per a comparar les mitjanes dels valors de cada variable entre els
diferents grups i séries s’ha utilitzat I’Analisi de Variancia®®®, tot aplicant el
procediment ONEWAY del sistema SPSS/PC +.

Aquest procediment estadistic parteix de I'obtencié precisa del nombre de
casos a cada grup (n), la mitjana (x), la desviacié tipica o estandard (sd) i els graus
de llibertat (gl =n-1).

L’aplicaci6 de I’analisi de variancia requereix com a condicié que les variables
estudiades segueixin, a la poblacié d’origen, una distribucié normal
i amb igualtat de variancies.

Per a la comprovacié del supdsit de normalitat s'ha utilitzat la prova de
Kolmogorov-Smirnov, la qual compara la distribucié muestral de les mitjanes amb la
que hauria de seguir segons la llei de Student Fisher, en tractar-se de mostres petites
(n=15).

Per a totes les proves s’ha establert el limit de confianga en el 35%, es a dir.
que les diferéncies observades han estat significatives quan la p ha estat menor 0

igual a 0.05. D'aquesta manera, la hipdtesi nula s’ha identificat amb la igualtat de
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mitjanes o de variancies (p=0.05) i la hipotesi alternativa amb la desigualtat o
diferéncia (p<0.05).

També cal comprovar i’homogeneitat de les dades dins de cada série per tal
d’establir la seva pertenenga a una mateixa poblacié. Amb I’aplicacié del test
d’homogeneitat es considera que la mostra és homogénia quan la p és major o igual
a 0.05, donat que a partir d’aquest valor no existeixen diferéncies significatives entre
les dades.

La vulneracié del suposat de normalitat no afecta excesivament el grau p de
significacié?®®2°%3%  Tanmateix, la manca d’homogeneitat de les varidncies només
afecta en forma important el valor p quan els grups sén de diferent tamany.

Per a observar la influéncia del tipus de técnica en cada parametre, l'analisi de
variancia ha estat efectuada entre les variables de cadascuna de les séries a igual
interval de temps. Per a observar I'efecte del factor temps sobre els parametres
observats, s’han comparat les séries dins de cada grup en relacié als diferents
intervals de temps.

L’'analisi de variancia mostrala preséncia de diferéncies significatives entre les
mitjanes de les séries comparades perd no especifica entre quines dues séries
s'estableix la diferéncia. Per a conéixer on es troba la desigualtat de les mitjanes, cal
realitzar proves de contrast. En el present treball s’ha realitzat la prova de Scheffé,
amb la qual s’han evidenciat les parelles de séries amb diferéncies significatives a un
valor de p<0.05.

Per tal de valorar si existeix relacié entre els parametres morfoldgics,
morfometrics i funcionals, s’han realitzat analisis de correlacié i regressié. En aquest

proces estadistic s’ha utilitzat el procediment REGRESSION del sistema SPSS.
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4. RESULTATS
4.1. ASPECTES TECNICS
Els temps mitjans utilitzats per a la realitzacié de les diferents fases que

composen el trasplantament intestinal es detallen a la taula segiient:

FASE DEL TRASPLANTAMENT TEMPS MITJA TEMPS MAXIM TEMPS MINIM
Extraccié animal donant 77 minuts 110 minuts 60 minuts
Trasplantament animal receptor 60 minuts 75 minuts 50 minuts
Temps d'anastomosi vascular 38 minuts 45 minuts 28 minuts
Temps d'isquémia freda 48 minuts 56 minuts 40 minuts

TAULA 12

En relaci6 a la llargada del segment de budell trasplantat, aquesta ha estat en
mitjana de 13.00 cm per al grup de control amb nansa de Thiry Vella (Grup A), de
11.33 cm per al grup d’animals amb isotrasplantament intestinal (Grup B), ide 10.66
cm per al grup amb alotrasplantament (Grup C).

En 12 casos, ha estat necessari practicar una reseccié dels extrems proximal
o distal del segment intestinal, degut a I’observacié macroscopica de signes
d’isquémia a la paret intestinal d’aquestes zones 0 a la preséncia d’alteracions tals

com hematomes o lesions sobre els vasos mesentérics.

4.2. MORBIDITAT | MORTALITAT

Descriurem separadament la morbiditat i mortalitat degudes principalment a
problemes técnics i la morbiditat i mortalitat provocades pel model experimental
utilitzat. Els problemes técnics s’han donat majoritariament en els periodes inicials o
d’aprenentatge de l’experiment. Lamorbi-mortalitat provocada pel model experimental

utilitzat ha estat, fonamentalment, en relacié a problemes d’origen immunoldgic.
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4.2.1. MORBIDITAT | MORTALITAT DEGUDES A LA TECNICA

Vella. Per tal d’arribar a obtenir 5 animals valids per a cadascuna de les séries, ha
calgut realitzar 41 trasplantaments i 16 derivacions de Thiry-Vella, la qual cosa
significa un total de 98 animals intervinguts, tot incloent les rates donants i les
receptores. No han estat comptabilitzades les rates donadores en les quals els errors

técnics han impedit I’extraccié correcta del segment intestinal, si bé aquest fet s’ha

L’estudi comprén un total de 30 trasplantaments i 15 derivacions de Thiry-

produit en escases ocasions, una vegada superada la fase d’aprenentatge.

En la TAULA 13, es detallen les causes de morbiditat i mortalitat d’origen

técnic per grups i séries.

GRUP SERIE MORTALITAT MORBIDITAT
Aa 0 0
A Ab 0 1 prolapse estoma
Ac 1 anestésia 2%intervencié 0]
Ba 0 0
Bb 2 trombosi venosa 1 tancament estoma prox.
Bc 1 oclusié intestinal 1 prolapse estoma
Ca 1 paralisi extremitats inf. 0
c Cb 1 trombosi venosa 0
Cc 1 isquemia arterial 1 prolapse estoma
1 dehiscéncia sutura
TOTAL | 57 animals 8 morts (14%) 4 complicacions (7.01%)

del trasplantament va decidir el sacrifici de I’animal, si bé creiem que I’evolucid

En la série Ca, la paralisi d’extremitats inferiors observada en el postoperatori

TAULA 13

espantania d’aquesta complicacié técnica també li hauria provocat la mort.
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La mortalitat i morbiditat de causa técnica per grups serien les seglients:

GRUP MORTALITAT MORBIDITAT
A (N=16) 1 cas (6.25%) 1 cas (6.25%)
B(n=18) 3 casos (16.66%) 2 casos (11.11%)
C({n=23) 4 casos (17.39%) 1 cas {(4.34%)

TAULA 14

Les causes técniques que han provocat la mort poden ser agrupades de la

forma seglient:

CAUSA TECNICA n° casos % mortalitat
Sobredosi anestésia 1 1.75%
Trombosi venosa mesentérica 3 5.26%
Isquémia arterial 1 1.75%
Dehiscéncia anastomosi intestinal 1 1.75%
Paralisi extremitats inferiors 1 1.75%
Oclusié anastomosi intestinal 1 1.75%

TAULA 15

Quant a les causes técniques de morbiditat, la freqiiéncia ha estat la seglient:

CAUSA TECNICA n°® casos % morbiditat
Prolapse estoma cutani 3 5.26%
Tancament estoma 1 1.75%

TAULA 16
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Com es pot observar a la TAULA 15, les complicacions relacionades amb
I’anastomosi vascular han estat en conjunt la principal causa de mortalitat, de manera
que, tot excloent els 16 animals del grup control per tal de valorar només els 41
animals trasplantats, les complicacions vasculars han representat el 9.75% de
mortalitat, front al 2.43% que correspondria a les altres causes de mortalitat dins
d’'aquest grup d'animals trasplantats.

En relaci6 a la morbiditat de causa técnica (TAULA 16), les complicacions han
estat escases i lleus (7.01%) i, a diferencia del que posteriorment ocbservarem per a
les complicacions propies del model experimental, I’evolucié espontania d’aquestes

complicacions no hauria provocat ia mort dels animais.
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4.2.2. MORBIDITAT | MORTALITAT PROPIES DEL MODEL EXPERIMENTAL

Enla TAULA 17, es detallen les causes de morbiditat i mortalitat propies del

model experimental.

GRUP SERIE MORTALITAT MORBIDITAT
Aa 0 0
A Ab 0 0
Ac 0 0
Ba 0] 0
B Bb 0] 0
Be 0 0
Ca 1 rebuig 1 pneumonia
c Cb 1 rebuig 2 pneumonies
1 sépsia
Cc 1 peritonitis per 0]
dehiscéncia anastomotica
TOTAL | 57animals 4 morts (7.01%) 3 complicacions (5.26%)
TAULA 17

Com pot observar-se, la morbimortalitat propia del model experimental ha estat
originada per alteracions relacionades amb la resposta immunoldgica del rebuig i al
tractament immunosupressor (FIGURES 33 i 34).
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FIGURA 33: COMPLICACIONS SEPTIQUES: ABCESSOS RENALS
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Per grups, la mortalitat i morbiditat propies del model experimental es detallen

a la taula seglent:

GRUP MORTALITAT MORBIDITAT
A (n=16) 0 0
B{n=18) 0 0
C(n=23) 4 casos (17.39%) 3 casos (13.04%)
TAULA 18

El grup C o d’alotrasplantament ha estat el grup principal a I'hora de les
complicacions propies del model experimental. Les frequéncies de cadascuna

d’aquestes complicacions ha estat la seglient:

COMPLICACIO n° casos % mortalitat
Resposta immunolodgica de rebuig 2 3,5%
Peritonitis per fallada anastomética 1 1.75%
Sépsia amb pneumonia i abscessos renals 1 1.75%
TAULA 19

En relacié a la morbiditat, la unica complicacié observada ha estat la
pneumonia amb un 5.26 % del total d’animals. Tot considerant només els 41 animals
trasplantats, la pneumonia representa el 7.31% de morbiditat, perd si només es
considera el grup on se’n ha donat aquesta complicacid, la pneumonia s’ha produit
en un 13.04% dels animals receptors de I'alotrasplantament de budell prim. Cal
també assenyalar que la deteccié de la pneumonia s'ha fet en el moment del sacrifici
de manera que, si aquest s’'hagués postergat, és possible que aquesta complicacié

hagués causat la mort als animals.

194



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL

Merce Herndndez i Gonzilez
ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

Valorant només els dos grups d’animals trasplantats, B i C, la morbiditat i

mortalitat globals, tant de causa técnica com associades a problemes immunoldgics

del model experimental, es mostren a la taula segient:

GRUP MORTALITAT MORTALITAT MORTALITAT MORBIDITAT MORBIDITAT MORBIDITAT
TECNICA MODEL GLOBAL TECNICA MODEL GLOBAL
B 3 ) 3 2 0 2
(n=18) | (16.66%) (16.66%) | (11.11%) (11.11%)
c 4 4 8 1 3 4
(n=23) | (17.39%) | (17.39%) | (34.78%) | (4.34%) | (13.04%) | (17.39%)

TAULA 20: Morbimortalitat global dels animals trasplantats

Es pot observar que si bé la morbimortalitat de causa técnica apareix en els

dos grups d’animals trasplantats, la produida com a complicacié propia del model

experimental només es dona en els animals receptors d’alotrasplantament (grup C).

195



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez
ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

4.3. EVOLUCIO CLINICA DELS ANIMALS TRASPLANTATS

En general, en els animals que han presentat complicacions mortals o no,
aquestes han estat detectades precogment a través de |'observaci6 d’alteracions de
la seva apariéncia habitual. Aixi, excepte en el cas de les complicacions als estomes
cutanis, els primers signes clinics indicadors de la preséncia d'alguna complicaci6 han
estat el pél ericat i I'adopcié d'una posicié en retracci6 amb resposta escasa als
estimuls. En els casos de rebuig, s’ha pogut observar externament la preséncia de
sang al musell i lacrimals, les deposicions han perdut la seva consisténcia habitual i
s'ha palpat una massa a la regié abdominal.

Dels tres casos amb pneumonia, només en un d’'ells es varen observar restes
hematics al musell, mentre en els altres dos animals afectats no es varen apreciar

alteracions cliniques.
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4.4. VARIACIONS DEL PES
4.4.1. CRITERIS D'HOMOGENEITAT | NORMALITAT DE LES DADES

Tots els valors de cada série compleixen els criteris d"homogeneitat i provenen

de poblacions amb distribucié normal, per tant, poden ser utilitzats per a la inferéncia
estadistica (p=0.05 amb el test d'independéncia).

4.4.2. VARIACIONS DEL PES EN EL TEMPS

El pes ha estat registrat diariament des del dia previ a la intervencié fins als 7
dies del postoperatori, tant en els animals intervinguts només una vegada (séries a
i b) com en els sotmesos a un segén temps operatori (séries c). Posteriorment a
aquests 7 dies postoperatoris, les determinacions s’han realitzat cada 48 hores fins
el dia del sacrifici. /

Per a determinar en quin moment de |’evolucié postoperatoria es produeix una
variacié de pes significativa, la determinaci6 de pes corresponent a cada interval de
temps (P,) ha estat comparada amb el pes obtingut el mateix dia de la intervencié.
Aquest pes inicial sera el corresponent al dia O (P,) en totes les séries i, a més a més,
també sera el corresponent al dia 21 (P,,) en les séries ¢, en les quals, com es pot
recordar, es realitza la interposicié ortotopica del budell als 21 dies.

En totes les séries s’han calculat les mitjanes, desviacions estandard, valors
maxim i minim i diferéncies entre pes inicial (P, P,,) i pes final (P,). Tanmateix,
aquesta diferéncia entre el pes inicial i el final s’ha expressat en tant per cent de
pérdua o augment respecte al pes inicial. El grau de significaci6 de les diferéncies
entre les mitjanes del pes inicial i del pes als diferents intervals de temps ha estat
establert amb el métode de la t de Student per a mostres petites. Les dades
obtingudes es mostren a les taules 21 a 29. L’evolucié del pes en cadascun dels

grups es pot observar en forma de corbes a les GRAFIQUES 1 a 3.
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GRUP A: control nansa de Thiry Vella
SERIE Aa (n=5)

TEMPS mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
{(dies) estandard P, P, P,-P,
0 313.80 | 10.37 329 300 - - -
1 308.20 | 11.16 325 294 P, P; NS 5.60 -1.78
2 305.60 | 10.69 322 292 P, P, NS 8.20 - 2.61
3 303.40 | 9.96 317 289 P, P; NS 10.40 - 3.31
4 300.80 | 8.98 312 288 P, P, NS 13.00 -4.14
5 301.40 | 9.31 312 290 P, Ps NS 12.40 - 3.95
6 305.20 | 10.56 317 292 P, Ps NS 8.60 -2.74
7 309.80 | 12.02 325 297 PoP; NS 4.00 -1.27
TAULA 21

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001
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SERIE Ab (n=5)

TEMPS | mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
(dies) estandard P, P, P, - P,
0 263.80 | 4.81 270 260 - - -
1 258.00 | 5.61 264 252 P, P, NS 5.80 -2.19
2 254.80 | 5.89 262 249 PoP, * 9.00 - 3.4
3 253.00 | 6.92 262 246 Po Py * 10.80 -4.09
4 251.20 | 6.37 260 244 PPy ** 12.60 -4.77
5 252.80 | 3.56 258 249 PoPs ** 11.00 -4.16
6 254.40 | 3.20 257 250 PoPsg ** 9.40 - 3.56
7 258.40 | 3.84 262 252 P, P; NS 5.40 -2.04 |
9 264.40 | 4.1 269 258 P, Py NS -0.60 + 0.22
11 268.20 | 2.86 272 264 P, P,; NS -4.40 + 1.66
13 271.40 | 2.60 275 268 Py Py * -7.60 + 2.88 |
14 274.60 | 3.57 280 270 Po Py * -10.80 + 4.09
TAULA 22

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05 ** p<0.01 *** n<0.001
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SERIE Ac (n=5)
TEMPS | mitjana | desviaci6 maxim | minim | comparacié | diferéncia %
{dies) estandard P, P, P, - P,

0 304.60 | 5.72 310 297 - - -

1 300.20 | 5.26 306 295 P, P, NS 4.40 -1.44
2 297.00 | 4.89 304 292 P, P, NS 7.60 -2.49
3 295.20 | 4.60 300 290 P, Py * 9.40 - 3.08
4 293.60 | 5.12 301 288 PoP, * 11.00 - 3.61
5 293.80 | 6.49 304 286 P,P; * 10.80 -3.54
6 294.40 | 7.63 307 287 PoPs * 10.20 -3.34
7 296.60 | 7.30 309 290 P, P, NS 8.00 -2.62
9 299.20 | 5.26 308 295 P, Py NS 5.40 -1.77
11 298.80 | 3.03 303 296 P, P;; NS 5.80 -1.90
13 300.60 | 4.50 308 296 P, P,z NS 4.00 -1.31
15 301.80 | 5.06 310 297 P, P;s NS 2.80 -0.91
17 303.40 | 4.92 31 298 P, P;; NS 1.20 -0.39
19 304.60 | 5.50 313 298 P, P, NS 0.00 0.00
21 306.20 | 5.71 315 300 P, P;; NS -1.60 + 0.52
22 298.00 | 7.00 309 290 P,, P,, NS 8.20 -2.67
23 293.60 | 7.02 304 285 Py Py * 12.60 -4.11
24 289.40 | 7.12 300 280 Py Poy ** 16.80 -5.48
25 286.80 | 7.85 300 280 P, Py ** 19.40 -6.33
26 285.20 | 9.06 299 274 P,y Py ** 21.00 - 6.85
27 285.00 } 7.03 297 280 P, Py, *** 1 21.20 -6.92
28 286.80 | 8.16 301 281 P,y Py ** 19.40 - 6.33
30 289.00 | 8.00 303 284 Py Py ** 17.20 - 5.61
32 291.00 | 7.1 304 284 Py Py ** 15.20 -4.96
34 293.20 | 8.10 307 286 P,y Py ** 13.00 -4.24
36 295.40 | 9.12 310 285 P,, P;s NS 10.80 - 3.62

TAULA 23

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS
NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001
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GRUP B: isotrasplantament LEW-LEW

SERIE Ba (n=5)
TEMPS | mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
{dies) estandard P, P, Po - P,
0 352.00 | 10.04 367 340 - - -
1 341.80 | 8.64 356 335 P, P, NS 10.20 -2.89
2 335.00 | 10.09 353 330 PoP, * 17.00 -4.82
3 332.40 | 10.01 350 325 PPy * 19.60 - 5.56
4 329.40 | 7.63 341 320 P, P, ** 22.60 -6.42
5 327.80 | 7.42 333 315 PoPs ** 24.20 - 6.87
6 327.80 | 10.20 335 310 PoPg ** 24.20 - 6.87
7 329.60 | 10.31 337 312 P, P, ** 22.40 - 6.36
TAULA 24

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A
DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001
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SERIE Bb {n=5)
TEMPS | mitjana | desviaci6 maxim | minim { comparacié | diferéncia %
(dies) estandard Po Py P, - P,

0 332.20 | 13.80 347 312 - - -

1 318.80 | 10.84 330 307 P, P, NS 13.40 -4.03
2 308.00 | 18.85 328 277 PP, * 24.20 -7.28
3 306.20 | 18.59 327 277 PoP; * 26.00 -7.82
4 305.80 | 22.16 331 272 P, P, NS 26.40 -7.94
5 308.40 | 20.83 335 279 P, Ps NS 23.80 -7.16
6 311.80 | 18.91 339 290 P, Ps NS 20.40 -6.14
7 315.40 | 17.57 342 299 PoP; NS 16.80 - 5.05
9 321.00 | 18.81 348 298 P, Py NS 11.20 -3.37
1 327.20 | 19.91 353 300 P, P;; NS 5.00 -1.50
13 332.00 | 20.08 357 305 P, P;; NS 0.20 - 0.06
14 334.40 | 21.31 360 305 P, P,s NS -2.00 + 0.60

TAULA 25

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS
NS =No Significatiu * p<0.05 ** p<0.01 *** n<0.001
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SERIE Be (n=5)
TEMPS | mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
(dies) estandard P, P, P, - P,
350.20 | 3.96 355 345 - - -
335.40 3.57 340 332 P, P, *** 14.80 -4.22
327.20 | 5.54 335 322 P, P, *** 23.00 - 6.56
322.20 | 7.04 330 313 PoPy *** 28.00 -7.99
319.60 | 5.94 328 313 Po P, *** 30.60 -8.73
321.00 | 3.31 326 317 P, P *** 29.20 - 8.33
323.20 4.71 327 315 PyPg *** 27.00 -7.70
325.60 | 8.17 330 312 PoP; *** 24.60 -7.02
329.00 | 7.14 336 318 P, Py *** 21.20 - 6.05
332.00 7.03 340 322 P, Py *** .18.20 -5.19
13 335.60 | 6.98 342 328 Po Py ** 14.60 -4.16
15 339.40 | 7.12 345 329 P, P, * 10.80 - 3.08
17 342.80 | 8.92 350 329 P, P;; NS 7.40 -2.11
19 346.40 | 10.23 355 330 P, Pys NS 3.80 -1.08
349.80 | 12.25 360 330 P, P,, NS 0.40 -0.11
22 318.00 | 8.03 327 305 P, Py, ** 31.80 -9.09
23 312.00 | 8.27 320 298 P, P, *** | 37.80 -10.80
24 289.40 7.12 300 280 Py Py *** | 41.00 -11.72
25 306.40 | 9.42 314 290 P,y Pys *** | 43.40 -12.40
26 306.80 | 8.31 315 293 P,y Py *** | 43.00 -12.29
27 306.00 | 8.24 315 295 P, P,; *** | 43.80 -12.52
28 307.80 | 7.32 317 299 P, Py *** | 42.00 -12.00
30 309.60 | 6.87 320 302 P,y Py *** | 40.20 -11.49
32 312.00 | 5.33 321 307 P, Py, *** | 37.80 -10.80
34 314.40 | 5.7 320 310 P,y Py, *** | 35.40 -10.12
36 318.40 | 8.79 332 310 P,, P ** | 31.40 - 8.97
TAULA 26

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS
NS =No Significatiu * p<0.05

** p<0.01 *** p<0.001
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GRUP C: Alotrasplantament LBN-LEW

SERIE Ca (n=5)
TEMPS | mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
(dies) estandard P, P, P, - P,
o | 33500 | 7.00 343 | 328 - - -
1 317.20 | 15.28 336 300 Po Py * 17.80 -5.31
2 313.20 | 18.43 334 290 PoP, * 21.80 - 6.50
3 311.40 | 18.54 332 288 PP, * 23.60 -7.04
a4 309.40 | 18.54 330 286 P,P, * 25.60 - 7.64
5 309.00 | 18.60 328 284 PoPs * 26.00 -7.76
6 309.00 | 18.43 326 282 PoPs * 26.00 -7.76
7 309.40 | 18.62 325 280 P, P, * 25.60 -7.64
TAULA 27

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001
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SERIE Cb (n=5)
TEMPS | mitjana } desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
(dies) estandard Po P, Po - P,
0 265.20 | 17.07 284 245 - - -
1 251.80 | 14.51 270 235 P, P, NS 13.40 - 5.06
2 249.80 | 12.23 265 235 P, P, NS 15.40 - 5.80
3 248.80 | 9.49 260 235 P, P; NS 16.40 -6.18
4 244,40 | 9.86 255 232 P, P, * 20.80 -7.84
5 238.80 | 7.19 248 230 P, Ps * 26.40 -9.95
6 236.80 | 3.63 243 234 PoPs * 28.40 -10.70
7 240.60 | 2.19 244 238 P, P, * 24.60 -9.27
9 244,60 | 2.88 249 242 PoPy * 20.60 -7.76
1 254.60 | 7.09 267 249 P, P;; NS 10.60 - 3.99
13 253.00 | 8.18 264 241 P, Pys NS 12.20 - 4.60
14 251.60 | 12.07 263 231 P, Pis NS 13.60 -5.12
TAULA 28

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.0017
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SERIE Cc {n=5)
TEMPS | mitjana | desviacié maxim | minim | comparacié | diferéncia %
(dies) estandard P, P, P, - P,
0 267.80 | 12.33 282 255 - - -
1 254.20 | 9.62 266 245 P, P, NS 13.60 - 5.07
2 249.40 | 9.44 261 240 PP, * 18.40 -6.87
3 247.00 | 8.21 257 238 PP, * 20.80 -7.76
4 244.00 | 7.24 253 236 PP, * 23.80 - 8.88
5 241.60 | 5.77 249 235 P, Ps ** 26.20 -9.78
6 242.60 | 4.03 247 237 PoPs ** 25.20 -9.41
7 245.20 | 3.96 250 240 P, P, ** 22.60 -8.43
9 248.00 | 2.73 252 245 PoPy ** 19.80 -7.39
1 251.40 | 2.30 254 248 Py Py, * 16.40 -6.12
13 252.80 | 2.58 256 249 Po Pys * 156.00 - 5.60
15 253.80 | 3.42 258 249 PoPys * 14.00 -5.22
17 255.60 | 3.36 260 251 P, P;; NS 12.20 - 4.55
19 257.40 | 3.36 262 253 P, P,o NS 10.40 - 3.88
21 259.40 | 4.21 265 254 P, P;; NS 8.40 -3.13
22 243.20 | 1.64 245 241 Py Py *** | 16.20 -6.24
23 236.40 | 3.50 240 231 Py, Py *** | 23.00 - 8.86
24 235.00 | 2.91 239 231 P,y Py *** | 24.40 -9.40
25 232.00 | 3.80 237 227 Py, Py *** | 27.40 -10.56
26 229.20 | 4.96 235 222 P,, Py *** | 30.20 -11.64
27 226.00 | 7.31 233 214 P,y P,; *** | 33.40 -12.87
28 221.60 | 12.42 231 200 P,y Py *** | 37.80 -14.57
30 218.40 | 16.13 229 190 Pyy Py *** | 41.00 -15.80
32 216.60 | 17.75 227 185 P,y Py, *** | 42.80 -16.49
34 215.20 | 18.61 225 182 P,y Py *** | 44.20 -17.03
36 213.80 | 18.99 225 180 P,y Py *** | 45.60 -17.57
TAULA 29

ESTADISTICA DESCRIPTIVA | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE PES INICIAL | PES A DIFERENTS
INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu  * p<0.05 ** p<0.01 *** n<0.001
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GRAFICA 1
VARIACIONS DEL PES (Grup A)
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GRAFICA 2 |
VARIACIONS DEL PES (Grup B)
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GRAFICA 3
VARIACIONS DEL PES (Grup C)

0 10 20 30 40 50
Dies
= Serie Ca -« Seérie Cb = Seérie Cc

208



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DE L'EVOLUCIO MICROMORFOLOGICA I FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL
Merce Herndndez i Gonzilez
ISBN:978-84-693-6289-1/DL:T-1606-2010

4.4.2.1.Grup A

En observar les mitjanes de pes dels animals portadors de nansa de Thiry-Veila
(TAULES 21, 22 i 23) s’ha observat que es produeix una pérdua de pes progressiva
posterior a la intervenci6. Aquesta pérdua de pes es manté fins al dia 4 del
postoperatori en les tres series d’animals del grup, perd la diferéncia entre el pes
inicial i els pesos corresponents als dies primer al quart només es mostra
estadisticament significativa en les séries b i ¢ a partir del segon i tercer dia
respectivament.

Posteriorment al dia 4, els animals tendeixen a recuperar pes i, fins i tot,
arriben a assolir el seu pes inicial. Aquesta recuperacié es mostra més rapida en els
animals de la série b, els quals arriben al pes inicial el dia 9, mentre que els de la série
¢ no ho fan fins el dia 19 postoperatori.

Després de la interposicié ortotopica del budell prim (TAULA 23), en les rates
de la série ¢ s’observa de nou una pérdua de pes, el percentatge de la qual respecte
al pes previ, ara corresponent al dia 21, és superior al que es produia en relacié a la
primera intervencid. En aquests animals, la pérdua de pes mostra diferéncies
estadisticament significatives respecte al pes inicial ja des del primer dia post-
reintervencié {(dia 22), i la tendéncia a la recuperacid dels valors inicials no es
produeix fins a 6 dies després (dia 27). Aquest augment progressiu de pes es manté
fins el final de I’estudi, tot mostrant diferéncies estadisticament no significatives el
dia 36.

442.2. Grup B
Després del isotrasplantament heterotopic de budell prim (TAULES 24, 25 i
26), els animals han presentat una pérdua de pes progressiva fins els dies 4 a 6
postoperatoris, amb diferéncies estadisticament significatives respecte al pes inicial
a partir del seg6n dia en les séries a i b, i ja des del primer dia en la série c.
Posteriorment al dia 4, s’ha observat una tendéncia a la recuperacié del pes
en tots els animals, tot assolint-se un pes similar a V'inicial al voitant dels dies 13 a

15 en la série b i dels dies 20 a 21 en la série c.
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En els animals de la série ¢ (TAULA 26), posteriorment a la interposicié
ortotdpica s’ha produit una pérdua de pes amb diferéncies estadisticament
significatives a partir del primer dia postoperatori {dia 22). Aquesta pérdua evoluciona
progressivament fins el dia 6 postintervencié (dia 27), on mostra un percentatge que
arriba a valors de -12.52% respecte al pes inicial pre-reintervenci6. Posteriorment al
dia 27, també es tendeix a la recuperaci6, perd les diferéncies de pes es mantenen

estadisticament significatives fins al final de I’estudi.

4.4.2.3.Grup C

En els animals receptors d’un alotrasplantament heterotopic de budell prim, es
produeix una pérdua de pes progressiva fins els dies 5 a 6 postoperatoris (TAULES
27, 28 29), amb un percentatge de pérdua respecte al pes inicial que va del -7.76%
observat a la série a fins al -10.70% observat a la série b.

Posteriorment, es tendeix a un lent i progressiu augment de pes, sense arribar
a assolir el pes inicial ni després de 21 dies en els animals de la série ¢, si bé les
diferéncies de pes respecte a l'inicial no es mostren estadisticament significatives a
partir del dia 17 post-trasplantament.

Després de la interposicié ortotopica del budell trasplantat (TAULA 29), es
produeix de nou una pérdua de pes amb diferéncies estadisticament significatives ja
des del primer dia post-reintervencié (dia 22). Tal pérdua de pes arriba a ser de -

17.57 % respecte al pes pre-reintervencié el dia final de I’estudi (dia 36).

4.4.3. COMPARACIQ DE LES VARIACIONS DE PES ENTRE ELS GRUPS
Els percentatges de pérdua o augment de pes observats en cada grup
d’animals han estat comparats entre les séries equivalents per tal de relacionar les

variacions observades amb el model experimental utilitzat.
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Els intervals de temps escollits per a realitzar les comparacions han estat els
seglients:

* 24 hores post-primera intervencid (dia 1): per a totes les séries.

* Dia de maxima perdua de pes post-primera intervencié (dia max.1): per a

totes les séries.

* 24 hores post-interposicié ortotopica (dia 22): per a les séries c.

* Dia de maxima pérdua de pes post-reintervencié (dia max.2): per ales séries

c.

* Pes al final de I'estudi: dia 7 per a les séries a, dia 14 per a les séries b, dia

36 per a les séries c.

La comparacié dels valors d’aquests percentatges ha estat realitzada
mitjangant el métode de la t de Student. Les dades obtingudes es mostren a la
TAULA 30 i es representen a la GRAFICA 4.
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[+ oo mox Jom 7 [ e s [z e moce J oo
EXTH £ e

-1.78 | -4.14 -1.27 | —-
{Dia 4)
Series a -2.89 | -6.87 -6.36 | ---- ——— — —-
(Dia 5-6)
- 5.31 | -7.76 7.64 | —
(Dia 5-6)
n -2.19 | -4.77 -2.04 | +4.09
{Dia 4)
Series b l -7.94 -5.05 | +0.60
(Dia 4)
Cb -10.70 -9.27 | -5.12 —
T {Dia 6)
Ac -3.61 -2.62 -0.91 -2.67 -6.92 -3.52
(Dia 4) (Dia 27)
Series ¢ l -8.73 7.02 |-3.08 |-9.09 |-12.52 -8.97
(Dia 4) {Dia 27)
Cc -9.78 -8.43 -5.22 -6.24 -17.57 -17.57
(Dia 5) (Dia 36)
TAULA 30

PERCENTATGE MITJA DE VARIACIO DE PES RESPECTE A L’INICIAL ALS DIFERENTS INTERVALS DE

TEMPS EN TOTES LES SERIES
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GRAFICA 4
PERCENTATGE DE VARIACIO DE PES
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A la GRAFICA 4, pot observar-se com la maxima pérdua de pes posterior a la
primera intervencid es produeix al voltant dels 4-6 dies en tots tres grups. Aquesta
pérdua de pes és més important en el grup d’animals alotrasplantats, amb valors entre
-7.76 i -10.70% respecte al pes inicial, essent discretament inferior després del
isotrasplantament, amb pérdues del 6.87 al 8.73%.

A les 24 hores de la intervencié quirtirgica, el percentatge de pérdua de pes
respecte a l'inicial és inferior en el grup control A que en els grups B i C d’animals
trasplantats. Els valors del grup control A oscilen entre -1.78 i -2.19%, mentre que
en els animals isotrasplantats o del grup B, la pérdua de pes es mostra de -2.89 a -
4.29 i en els alotrasplantats o del grup C és de -5.05 a 5.31%. Aquesta tendéncia
a perdre pes que s‘observa en els animals trasplantats persisteix durant tot el periode
d’estudi.

Pel que fa a la recuperacié dels valors de pes inicial, també es donen
diferéncies entre els tres grups. En el grup d’animals isotrasplantats s’observa una
tendéncia cap a la recuperacié de pes similar, malgrat que més lenta, a la que
presenten els animals no trasplantats del grup control. En canvi, els animals
alotrasplantats no mostren signes de recuperacié de pes, tot persistint la tendéncia

a la pérdua fins el final de "estudi.
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4.5. CARACTERISTIQUES MICROMORFOLOGIQUES

A la paret intestinal, s'han valorat les alteracions micromorfoldgiques de les
vellositats, criptes i lamina propia, aixi com la preséncia de bacteries a la llum
intestinal. L’estudi de la micromorfologia s’ha realitzat a partir de I'observacié
microscopica de cinc mostres corresponents a cadascun dels intervals de temps de
10 minuts, 7 dies, 14 dies, 21 dies i 36 dies, excepte en el cas del Grup A en el qual
la mostra post-reperfusié als 10 minuts no existeix. L’aspecte microscopic de les
diverses estructures de la paret intestinal es mostra a les TAULES 31, 32 33.

Aqguestes alteracions han estat quantificades en forma de score o puntuacio
tal com ha estat explicat a |'apartat corresponent. Per tal d'obtenir una major
informacid, el valor total de la puntuaci6 obtinguda ha estat desdoblat en dos valors
segons les alteracions observades es localitzessin a la superficie intraluminal de
I"epiteli (vellositats i criptes) o a zones més profundes de la paret intestinal (lamina
propia i muscularis mucosae). El grau d'alteraci6 s’ha valorat de O a 12 en la
superficie intraluminal i de O a 10 en la zona profunda. En cap mostra s’han observat
bacteries a la llum intestinal.

Els valors obtinguts, expressats en mitjanes i dispersions tipiques, han estat
comparats entre fes séries d’un mateix grup per tal d’observar les alteracions que es
produeixen en relacié al temps d’evolucid. Tanmateix, s'han comparat les mitjanes
entre les séries equivalents dels grups diferents per tal d’observar les alteracions
propies dels models experimentals d’iso i alotrasplantament intestinal (Grups B i C)

i en relacié amb el model control en nansa de Thiry-Vella (Grup A).
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10 minuts

II 7 dies I" 14 dies I" 21 dies m 36 dies "

Alteracié Curtes i amples | Curtes i amples | Curtes i amples | Curtes i amples
vellositats - Limfatics no
visibles

Alteraci6 Dilatades en Desorganitzaci6 | Desorganitzacié | Curtes i amples
criptes -——- alguna mostra cel.lular cel.lular

Dilatacié
Lamina Estasi vascular Estasi vascular Normal Normal
propia _
Muscularis Normal Normal Normal Normal
mucosae —
Bacteries “ - No No No No

TAULA 31: GRUP A: ALTERACIONS MICROMORFOLOGIQUES A LA PARET INTESTINAL DELS ANIMALS
PORTADORS DE NANSA DE THIRY-VELLA

I 10 minuts m 7 dies m 14 diss m 21 dies m 36 dies ll

Alteracié Normals o amb Allargades i Allargades i Allargades i Allargades i
vellositats perdua cel.lular estretes estretes amples estretes

parcial a puntes | Limfatics Limfatics no Limfatics no Limfatics no

dilatats visibles visibles visibles

Alteraci6 Normals o Certa Dilatades Dilatades Dilatades
criptes dilatades en desorganitzacio

alguna mostra cel.lular
Lamina Edema Estasi vascular Normal Normal Normal

rdpis alguna mostra
Muscularis Normal Normal Normal Normal Normal
{L_mucosae

Bacteries | No No No No No

TAULA 32: GRUP B: ALTERACIONS MICROMORFOLOGIQUES A LA PARET INTESTINAL DEL BUDELL PRIM

ISOTRASPLAN

TAT (LEW--LEW)

I 10 minuts I" 7 diss l" 14 dies I" 21 dies "I 36 dies
]

Alteraci6 Normals o amb Curtes i amples Allargades i Allargades i Allargades i
vellositats peérdua cel.lular Limfatics dilatats amples amples estretes
parcial a puntes Pérdua cel.lular Perdua cel.lular Pérdua cel.lular
parcial en alguna parcial parcial
mostra Infiltrat
extravascular
Alteraci6 Normals o Certa Desorganitzacié Desorganitzacié | Desorganitzaci6
criptes dilatades en desorganitzacio cel.lular i cel.lular cel.lular i
alguna mostra cel.lular dilatacid dilatacio

Lamina Edema Infiltrat cel.lular Infiltrat cel.lular Infiltrat cel.lular Infiltrat cel.lular
rdpia en alguna mostra

Muscularis Normal Engruixida Anormal Anormal Aprimada

Mucosae l

Bacteries WI No No No No No

TAULA 33: GRUP C: ALTERACIONS MICROMORFOLOGIQUES A LA PARET INTESTINAL DEL BUDELL PRIM
ALOTRASPLANTAT (LBN-LEW)
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4.5.1. HOMOGENEITAT DE LES DADES

Tot aplicant el test d’independéncia, s’"ha comprovat que els valors obtinguts
en les puntuacions corresponents a I’afectacié global de la superficie intraluminal i a
I"afectacio de la zona profunda compleixen els criteris d’homogeneitat (p =2 0.05}. En
canvi, no ha estat aixi quan es valora per separat cadascuna de les estructures
(vellositats, criptes, lamina prdpia i muscularis mucosae).

En valorar I’homogeneitat de variancies (p =0.05 per ales proves de Cochran
i Bartlett Box), aquesta condicié no s'ha complert en les puntuacions corresponents
ales séries del Grup A, pero cal recordar que la vulneracié d’aquest requisit no afecta
el grau de significacié degut a que tots els grups a comparar tenen el mateix tamany
(n=5), de manera que permet |’aplicacié de |’analisi de varianca per a realitzar les

comparacions oportunes.

4.5.2.VARIACIO DE LES CARACTERISTIQUES MORFOLOGIQUES DE CADA GRUP
EN EL TEMPS

4.5.2.1. Valor de la puntuacié a la superficie intraluminal

Els valors corresponents a les puntuacions obtingudes a partir de I'observacié
de la micromorfologia de les vellositats i criptes de la mucosa del budell prim es
mostren expressats en mitjanes i dispersions tipiques a les TAULES 34, 35i 36ies
representen a la GRAFICA 5.
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I 10 minuts I" 7 dies "I 14 dies m 21 dies "l 36 dies I

---- 1.34+£0.46 2.08+0.52 2.44+0.37 2.74+0.89

Alteraci6
veliositats

i

Alteracié
criptes --=- 0.90+0.26 1.76 £0.15 0.86+0.31 1.48+0.28

!

Puntuacié
superficie

J

- 2.24+0.57 3.84+0.49 3.30+0.62 4.22+0.37

TAULA 34: GRUP A: GRAU D'AFECTACIO MICROMORFOLOGICA DE LA SUPERFICIE INTRALUMINAL DE LA
MUCOSA INTESTINAL DELS ANIMALS PORTADORS DE NANSA DE THIRY-VELLA

I 10 minuts m 7 dies m 14 dies m 21 dies I" 36 dies

Alteraci6
vellositats 2.24+1.72 2.22+0.49 1.30+£0.97 2.34+£0.40 2.62+0.69

J

Alteracié
criptes 0.20+0.27 1.60+0.47 1.00+0.00 1.00+0.00 1.42+0.31

i

Puntuaci6

superficie 2.44+1.96 3.72+0.92 2.30+0.97 3.34+£0.40 4.04+0.59

:

TAULA 35: GRUP B: GRAU D'AFECTACIO MICROMORFOLOGICA DE LA SUPERFICIE INTRALUMINAL DE LA
MUCOSA DEL BUDELL PRIM ISOTRASPLANTAT (LEW—LEW)

" 10 minuts m 7 dies ” 14 dies I" 21 dies u 36 dies

e ————————

Alteracié
vellositats 2.24+1.72 3.06+0.26 3.10+£0.80 2.10+£0.10 3.50+0.30

i

Alteracié
criptes 0.20+0.27 1.80+£0.44 1.26+£0.50 1.62+0.04 1.00+0.70

Puntuacié
superficie 2.44+1.96 4.86+0.54 4.35+1.16 3.62+0.13 4.50+0.90

TAULA 36: GRUP C: GRAU D'AFECTACIO MICROMORFOLOGICA DE LA SUPERFICIE INTRALUMINAL DE LA
MUCOSA DEL BUDELL PRIM ALOTRASPLANTAT (LBN-LEW)

i
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GRAFICA 5
PUNTUACIO SUPERFICIE INTRALUMINAL

1

0
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

=GrupA = GrupB < Grup C
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L’'aplicaci6é de 'analisi de varianga i la prova de contrast de Scheffé per a
valorar la influéncia del factor temps sobre les alteracions globals de la
micromorfologia de la superficie intraluminal de la mucosa intestinal en els tres
models experimentals, ha mostrat diferéncies estadisticament significatives (p < 0.05)
tal com s’asenyala a les TAULES 37, 38i 39.

o ] 0
=
| O | * [  ET%
B NS e i A 7
* * f1ad NS | NS | NS || 144 * I Ns | NS [ 124
* [ Ns |t 24 * | Ns [ Ns | NS lloqgl * | Ns | Ns | NS {[r4]
e || ¢ Jasa » | Ns | Ns | Ns | Ns “ 354 * | ns | ns | Ns | Ns a6
TAULA 37: GRUP A TAULA 38: GRUP B TAULA 39: GRUP C

En el Grup A, la mucosa del budell prim disposat en forma de nansa de Thiry-
Vella mostra un grau d'afectacié progressiu sobre tot a expenses d’alteracions a les
vellositats, les quals tendeixen a perdre al¢ada i eixamplar-se.

Tanmateix, pot observar-se la dilatacié a les criptes i una certa degeneracié
cel.lular, tot conservant la capacitat de regeneracié la qual pot comprovar-se per la
preséncia de mitosis.

Els valors de les puntuacions d’aquestes alteracions micromorfoldgiques
mostren diferéncies estadisticament significatives respecte al budell normal ja des
dels 7 dies postoperatoris i continuen mantenint-se estadisticament significatives
entre els diferents periodes de temps.

En els Grups Bi C, als 10 minuts de la revascularitzacid, s’observa una pérdua
cel.lular parcial a les puntes de les vellositats en algunes mostres.

Posteriorment, després del isotrasplantament intestinal (Grup B), el grau
d’'afectaci6é reflexat en les puntuacions obtingudes també mostra valors amb
tend&ncia a un augment progressiu degut sobretot a alteracions a la morfologia de les

vellositats, perd en aquest cas, la seva forma tendeix a ser allargada i estreta. Les
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criptes presenten una certa dilatacid.

En el Grup C o d’alotrasplantament, el grau d’afectacié adquireix els valors
més aits, mostrant-se les vellositats curtes i amples a les primeres fases | més
estretes i llargues al final, amb denudacié parcial de I'epiteli i fent-se dificil observar
la preséncia de mitosis a les criptes.

En els grups B i C, I'aplicacié dei contrast de Scheffé mostra diferéncies
estadisticament significatives amb el budell normal en quasi tots els periodes de

temps, perd sense variacions importants entre un i altre d’aquests intervals.
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4.5.2.2. Valor de la puntuacié a la zona profunda

El grau d’afectacioé de la zona profunda de la mucosa intestinal (lAmina propia
i muscularis mucosae) es mostra en forma de mitjanes i dispersions tipiques a les
TAULES 40, 41i 42 i es representa a la GRAFICA 6.

Alteracié
ldmina propia

Alteraci6
muscularis mucosae

ey ——

l 10 minuts H 7 dies “' 14 dies m 21 dies m 36 dies
|

- 0.54+0.4b 0.40+£0.37 0.10+0.14 0.04+0.08

- 0.46 £0.50 0.00+£0.00 0.40+0.54 0.00x0.00

[

Puntuaci6

zona profunda - 1.00x0.95 0.40+0.37 0.5010.46 0.40+0.08

TAULA 40: GRUP A: ALTERACIONS MORFOLOGIQUES OBSERVADES A LA ZONA PROFUNDA DE LA MUCOSA
INTESTINAL DELS ANIMALS PORTADORS DE NANSA DE THIRY-VELLA

I 10 minuts "l 7 dies I" 14 dies "| 21 dies III 36 dies ll
Alteraci6
ldmina propia

0.30+0.27 0.76 £0.25 0.00+£0.00 0.38+0.21 0.46+0.28
Alteracié

muscularis mucosae 0.00+£0.00 0.40+0.41 0.00+0.00 0.10+£0.22 0.00+£0.00
Puntuacié
zona profunda 0.30+0.27 1.16+0.65 0.00+£0.00 0.48+0.42 0.46+£0.28

TAULA 41: GRUP B: ALTERACIONS MORFOLOGIQUES OBSERVADES A LA ZONA PROFUNDA DE LA MUCOSA DEL
BUDELL PRIM ISOTRASPLANTAT (LEW-LEW)

Alteraci6
lamina propia
—

Alteraci6
muscularis mucosae

l 10 minuts “ 7 dies "I 14 dies "I 21 dies I“ 36 dies

0.3010.27 0.86+0.21 2.0010.81 0.562+0.35 0.44+0.26

0.00+0.00 0.30+0.44 1.00+0.00 0.32+0.43 0.20+0.44

Puntuacié

2ona profunda 0.30+0.27 1.16+0.35 3.00+£0.81 0.84+0.58 0.64+0.21

TAULA 42: GRUP C: ALTERACIONS MORFOLOGIQUES OBSERVADES A LA ZONA PROFUNDA DE LA MUCOSA DEL
BUDELL PRIM ALOTRASPLANTAT (LBN-LEW)
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GRAFICA 6 |
PUNTUACIO ZONA PROFUNDA

3,5

3
2,5
2
1,5
1

0,5

0
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies
=GrupA ®=GrupB =Grup C
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L’aplicaci6 de I'analisi de varianga per a valorar la influéncia del factor temps
sobre les alteracions globals de la micromorfologia de la zona profunda de la mucosa
intestinal en els tres models experimentals, ha detectat la preséncia de diferéncies
estadisticament significatives, les quals han estat localitzades mitjancant la prova de

Scheffé tot mostrant els resultats assenyalats a les TAULES 43, 44 i 45.

En el Grup A, es produeix una afectacié minima en forma d’estasi vascular a
lalamina propia als 7 i 14 dies, sense apreciar-se alteracions a la muscularis mucosae
(FIGURA 35), i sense detectar-se diferéncies estadisticament significatives als
diferents intervals de temps.

En els Grups B i C, destaca als 10 minuts de la revascularitzacié, la preséncia
d’edema a la lamina propia, el qual ja no es apreciable posteriorment, tot mostrant-se
un cert aprimament d'aquesta capa en els periodes posteriors. Tanmateix pot
observar-se dilatacié dels vasos limfatics a les vellositats fins els 7 dies
postrasplantament (FIGURA 36).

En el Grup C, després del alotrasplantament intestinal, la mucosa presenta
infiltrats cel.lulars a la lamina propia i en algun cas pot observar-se un cert

engruiximent de la muscularis mucosae.
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FIGURA 35: ESTASI VASCULAR
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FIGURA 36: DILATACIO DELS VASOS LIMFATICS A LES VELLOSITATS
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4.5.3. COMPARACIO DE LES CARACTERISTIQUES MORFOLOGIQUES ENTRE ELS
GRUPS

Per tal de valorar la preséencia de graus diferents d’alteracions
micromorfoldgiques relacionades amb els efectes dels diferents models experimentals
emprats, s’han comparat els valors de les puntuacions corresponents a les
caracteristiques que mostra cada grup per a un mateix interval de temps. Mitjangant
I"andlisi de varianga, s’han detectat diferéncies estadisticament significatives
(p=0.05), les quals han estat localitzades tot aplicant la prova de contrast de
Scheffé. Les dades obtingudes en relacié a la puntuacié de la superficie intraluminal
es mostren de la TAULA 46 ala 50 i les relatives a la puntuacié de la zona profunda
s’assenyalen a les TAULES 51 a la 55.

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE LES PUNTUACIONS OBTINGUDES A
LA SUPERFICIE INTRALUMINAL A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- B *1B NS| B NS| B NS| B
- INS| C * INS] C NS * ) C NSINSj C NS{NS| C
TAULA 46: TAULA 47: TAULA 48: TAULA 49: TAULA 50:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE LES PUNTUACIONS OBTINGUDES A
LA ZONA PROFUNDA A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- B NS| B NS| B NS} B * B
- INS]| C NS|NS| C * +jJC NS|NS| C *INS| C
TAULA 51: TAULA 52; TAULA 53: TAULA 54: TAULA 55:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies
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4.5.3.1. Periode postreperfusié (10 minuts)
L’afectacié postreperfusié no mostradiferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups de trasplantament, ni a la superficie intraluminal ni a la zona

profunda.

4.5.3.2. Als 7 dies

S’observen diferencies estadisticament significatives en el grau d'afectacié de
la superficie intraluminal entre el grup control en nansa de Thiry-Vella i els grups de
trasplantament. Quant ala zona profunda, no es detecten diferéncies estadisticament

significatives entre els tres grups.

4.5.3.3. Als 14 dies

A la superficie intraluminal s’observen diferéncies estadisticament
significatives entre els dos grups de trasplantament, perd no en relacié al grup en
nansa de Thiry-Vella.

A la zona profunda es produeixen alteracions amb diferencies estadisticament
significatives entre els dos grups de trasplantament i entre el grup

d’alotrasplantament i el grup control.

4.5.3.4. Als 21 dies
No es detecten diferencies estadisticament significatives en el graud’afectacid

de la micromorfologia entre els tres grups.

4.5.3.5. Als 35 dies

A la superficie intraluminal no s‘observen diferéncies estadisticament
significatives entre els tres grups.

La zona profunda presenta graus d’afectacié amb diferéncies estadisticament

significatives entre el grup control i els dos grups de trasplantament.
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4.6. DETERMINACIONS MORFOMETRIQUES
4.6.1. HOMOGENEITAT DE LES DADES

Amb I'aplicacié del test d’independéncia, s’ha comprovat que tots els valors

de cada série compleixen els criteris d’homogeneitat (p = 0.05) i, per tant, poden ser

utilitzats per a la inferéncia estadistica.

En avaluar la homogeneitat de variancies, aquesta condicié s’ha complert en

els valors de les séries de cada grup (p=0.05, F™; 5., 605< 15.5).

4.6.2. VARIACIONS OBSERVADES PER A CADA GRUP EN EL TEMPS

S’han obtingut els valors dels parametres seglents:

Alcada de les vellositats

Amplada de les vellositats

Superficie absortiva per vellositat

Diametre

Percentatge d’escurgament del segment intestinal

Superficie epitelial o area absortiva epitelial

Aquestes determinacions es mostren en forma de mitjanes i dispersions

tipiques a les TAULES 56 a 61 i la seva evolucié queda representada a les
GRAFIQUES 7 a 12.
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[romps 0 J[ 10 minss J[ 7aus ][ 10es [ 21aiee [ s600e
r 1

GRUP A 338.06 316.31 238.76 293.90 324.12
(Thiry-Velia) +40.58 - +34.69 +24.93 +56.48 +52.52
GRUP B 338.06 392.53 336.55 306.61 292.82 439.44
(Isotrasplantament) +40.58 +27.27 +38.13 +15.60 +65.98 +49.08
GRUP C 338.06 392.53 387.98 310.47 388.22 310.97
{Alotrasplantament) +40.58 +27.27 +44.68 +36.79 +36.90 +46.21

TAULA 56: ALCADA DE LES VELLOSITATS (p)

ll" 7 dies m 14 dies m 21 dies l" 36 dies
7

GRUP A 96.10 141.72 114.67 146.18 171.78
{Thiry-Vella) +15.85 === +20.12 +13.18 +25.81 +11.07

[ ]

GRUP B 96.10 124.03 130.63 151.24 129.81 104.78
{Isotrasplantament} +15.85 +16.54 +09.24 +18.57 +21.67 +15.80
GRUP C 96.10 124.03 137.86 105.35 131.69 102.27
{Alotrasplantament) +15.856 +16.54 +27.47 +18.07 +17.12 +19.67

TAULA 57: AMPLADA DE LES VELLOSITATS (p)

GRUP A 751.99 573.47 660.26 810.58
{Thiry-Vella) - +84.55 +51.86 +103.50 +76.96
GRUP B 954.51 793.71 698.79 710.04 962.49
{Isotrasplantament) +35.97 +85.56 +49.31 +102.22 +1056.90

GRUP C 773.97 954.51 831.28 671.11 910.10
{(Alotrasplantament) +92.25 +35.97 +104.13 +74.56 +103.99

TAULA 58: SUPERFICIE ABSORTIVA PER VELLOSITAT {p}

X

W~
m-—l

—
33
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GRUP A
{Thiry-Vella)

l" 7 dies m 14 dies "I 21 dies I" 36 dies |

GRUP B
(isotrasplantament)

GRUPC
(Alotrasplantament)

2073.00 2356.00 2689.60 3577.00 3851.65
+416.45 - +123.41 +202.04 +218.21 +503.59
2073.00 2536.00 2528.80 2060.80 1844.00 2357.60
+416.45 +402.94 +470.60 +130.64 +239.64 +241.33
2073.00 2536.00 2355.20 1408.00 2251.20 2403.20
+416.45 +402.94 +291.27 +336.91 +358.36 +679.12

GRUP A
{Thiry-Vella)

i

TAULA 59: DIAMETRE (@)

Temps O "" 7 dies I" 14 dies "I 21 dies I" 36 dies
D L

GRUP B
{Isotrasplantament}

i

GRUP C
(Alotrasplantament)

J

17.58 18.28 28.25 36.28
+2.42 +5.58 +2.33 +2.60
17.45 19.35 19.75 31.10
0.00 +3.99 +4.35 +2.46 +3.11
17.76 20.156 20.69 32.31
0.00 +3.32 +7.98 +4.52 +4.97

TAULA 60: PERCENTATGE D'ESCURCAMENT DEL SEGMENT INTESTINAL

GRUP A
{Thiry-Vella)

GRUP B
{isotrasplantament)

i

GRUP C
(Alotrasplantament)

TAULA 61: AREA O SUPERFICIE ABSORTIVA EPITELIAL {cm?)
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GRAFICA 7 |
micres ALCADA DE LES VELLOSITATS
500
400 s
300 )
200
100
Te?nps 0 10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
=GrupA #=GrupB = Grup C
GRAFICA 8
micres AMPLADA DE LES VELLOSITATS
200
P
150
100
50
Tecr)nps 0 10minuts 7 dies 14 dies 21 dies Dia

=Grup A ®=GrupB = Grup C
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GRAFICA 9 |
.. SUPERFICIE ABSORTIVA PER VELLOSITAT
1000
800 N
600
400
200
Te?nps 0 10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
=GrupA = GrupB = GrupC
'GRAFICA 10
micres DIAMETRE DEL BUDELL
Miles
4 D
3
2
1
Te?nps 0 10minuts 7 dies 14 dies 21 dies Dia 36

= GrupA #GrupB = Grup C
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GRAFICA 11|
PERCENTATGE D’ESCURGCAMENT

40

30

20

10

centimetres 2
50

7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
<= Grup A #GrupB = Grup C

\GRAFICA 12
AREA ABSORTIVA EPITELIAL

40

30

20

10

0

Temps O 10minuts 7 dies 14 dies 21 dies Dia 3

=Grup A = GrupB Grup C
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4.6.2.1. Alcada de les vellositats

Com pot observar-se a la TAULA 56 i la GRAFICA 7, les vellositats de la
mucosa del budell prim disposat en nansa de Thiry-Vella presenten una certa
tendéncia a I‘escurcament de la qual es recuperen una vegada realitzada la
interposicid ortotopica del budell.

L'aplicacié de l'analisi de variancies en la comparacié de les mitjanes
obtingudes per tal de valorar variacions en |'alcada de les vellositats en relacié al
temps d’'evolucié (TAULA 62), ha evidenciat la preséncia de diferéncies
estadisticament significatives en les mostres del Grup A {(p<0.05). Mitjancant la
prova de Scheffé, s'ha detectat que aquestes diferéncies es dénen entre el budell
normal i el budell exclés durant 14 dies, moment en el qua! I'alcada presenta una
reduccidé d’unes 100y respecte als valors inicials. No han estat observades altres
diferéncies estadisticament significatives en I'alcada vellositaria en relacié al temps.

En les mostres procedents del budell prim isotrasplantat (Grup B), s’ha
observat una progressiva reduccié en |'algada vellositaria fins el dia 21 (TAULA 56,
GRAFICA 7), amb un increment important després de colocar el budell trasplantat en
continuitat amb el transit digestiu. Posteriorment a la interposicié ortotopica, les
determinacions obtingudes als 35 dies presenten diferéncies estadisticament
significatives respecte als intervals de temps previs, tot evidenciant que el transit
digestiu pot influir sobre I'increment observat en |'alcada de les vellositats (TAULA
63).

En la mucosa dei budell prim alotrasplantat (Grup C), les vellositats presenten
oscilacions en la seva alcada durant el periode de temps estudiat (TAULA 56,
GRAFICA 7), perdo es mantenen en uns valors que no mostren en cap moment

diferéncies estadisticament significatives (TAULA 64).
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4.6.2.2. Amplada de les vellositats

En el Grup A, les vellositats del budell prim en nansa de Thiry-Vella presenten
una tendéncia inicial a |’'eixamplament (TAULA 57, GRAFICA 8), tot mostrant
diferéncies estadisticament significatives respecte al budell normal als 7 dies de la
derivacié (TAULA 65). Posteriorment, les determinacions als 14 i 21 dies mostren
variacions en |'amplada vellositaria sense diferéncies estadisticament significatives
entre aquests intervals de temps, pero si entre els valors obtinguts als 21 dies i els
inicials. Després de la interposicié ortotdpica, I'ampiada veliositaria també mostra
variacions estadisticament significatives respecte als valors inicials, perd no es pot
pensar en 'efecte d’'aquesta reintervencié sobre tal fet al no observar-se diferéncies
estadisticament significatives respecte a l'interval previ (21 dies).

En el Grup B o d’isotrasplantament, es dona una tendéncia inicial a
'eixamplament fins als 14 dies (TAULA 57, GRAFICA 8), moment en el qual la
variacié mostra diferéncies estadisticament significatives en relacié a la mostra de
budell normal (TAULA 66). Posteriorment, als 21 i 35 dies les determinacions
presenten oscilacions les quals només sén estadisticament significatives entre els 36
i 14 dies, sense relacions evidents amb la interposicié ortotodpica.

En el Grup C o d’'alotrasplantament LBN-LEW, I'amplada de les vellositats
presenta unes oscilacions en el temps (TAULA 57, GRAFICA 8), pero sense mostrar

en cap moment diferéncies estadisticament significatives (TAULA 67).
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4.6.2.3. Superficie absortiva per vellositat

La determinacié del tamany de la superficie intraluminal de les vellositats del
budell prim disposat en forma de nansa de Thiry-Vella evidéncia una tendéncia inicial
a la reducci6 fins als 14 dies (TAULA 58, GRAFICA 9), seguida d'un augment
progressiu fins al final de V'estudi. En relacié6 al temps d’evolucidé, |'analisi de
variancies i el contrast de Scheffé (TAULA 68) mostren diferéncies estadisticament
significatives respecte al budell normal als 14 dies, on els valors de la superficie
absortiva per vellositat adquireixen els valors més inferiors. Tanmateix, el mateix fet
fa que s’estableixin diferencies estadisticament significatives amb la determinacié
corresponent als 36 dies, on el tamany és maxim després de la interposici6
ortotopica.

En el budell iso i alotrasplantat, s’observa als 10 minuts de la reperfusié un
augment del tamany, el qual no presenta diferéncies estadisticament significatives
respecte a determinacions posteriors (TAULES 69 i 70).

Aquest augment inicial ve seguit d'una tendencia a la reduccié fins als 14 dies
(TAULA 58, GRAFICA 9) la qual es dona de forma similar en els dos tipus de
trasplantament. En canvi, les determinacions posteriors mostren un comportament
diferent. Mentre als 21 dies el budell isotrasplantat presenta un increment moderat
del tamany de la superficie intraluminal de les vellositats, el budell alotrasplantat el
presenta d’una forma més accentuada. Posteriorment a la interposici6 ortotopica, el

budell isotrasplantat continua amb la seva tendéncia a l'increment, mentre que el
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budell alotraspiantat mostra una reduccié dels valors de la superficie mitjana per

vellositat els quals arriben a ser similars als del budell normal.

4.6.2.4. Diametre

Quan el budell prim es disposat en forma de nansa de Thiry-Vella (Grup A) el

seu diametre mostra una tendencia progresiva a l’augment (TAULA 59, GRAFICA 10},
i les determinacions obtingudes mostren diferéncies estadisticament significatives
respecte als valors inicials als 21 dies de la intervencié (TAULA 71).
Als 36 dies, la mesura del diametre continua augmentant en forma estadisticament
significativa respecte al valors inicials i als intervals de 7 i 14 dies, sense poder-se
observar cap relacié amb la interposicié ortotopica d’aquest budell exclés, en no ser
estadisticament significatives les diferéncies que es donen entre els intervals de 21
i 36 dies.

Enelsgrups Bi C (TAULA 59, GRAFICA 10), el diametre del budell trasplantat
ha presentat variacions les quals no han estat estadisticament significatives en cap
interval de temps pel que fa al budell isotrasplantat (TAULA 72) i, en el budell
alotrasplantat, només ho han estat entre els 10 minuts de la revascularitzacié iels 14
dies post-trasplantament, moment en el qual el diAmetre ha mostrat els valors més
inferiors (TAULA 73).
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4.6.2.5. Percentatge d’'escurcament del segment intestinal

TAULA 73: GRUP C

En mesurar les longituts inicial i final del segment intestinal trasplantat, es va

observar una clara tendencia a |’escurcament, la qual va ser registrada en forma de

percentatge de pérdua de longitut respecte als valors inicials. Les determinacions

d’aquest percentatge expressades en forma de mitjanes i dispersions tipiques es
mostren a la TAULA 60 i es representen a la GRAFICA 11.

En els tres grups d’animals, es produeix un escurgament del segment intestinal

el percentatge del qual es mostra maxim als 36 dies, amb diferéncies estadisticament

significatives respecte a tots els intervals de temps anteriors (TAULES 74, 75 i 76).
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4.6.2.6. Area o superficie absortiva epitelial

En els tres grups d‘animals, el tamany de |'area absortiva de la mucosa
intestinal ha presentat una tendencia inicial cap a la reduccié respecte als valors
inicials (TAULA 61, GRAFICA 12). Aquesta disminucié del tamany es maxima als 7
dies per al Grup A i als 14 dies per als dos grups de trasplantament. La manca de
diferéncies estadisticament significatives entre els valors fins als 21 dies i els valors
obtinguts als 35 dies mostra la manca d’influéncia de la interposicié ortotdpica sobre
I’evolucié del tamany de I’area absortiva intestinal (TAULES 77, 78 79).
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4.6.3. COMPARACIO DE LES DETERMINACIONS OBSERVADES ENTRE ELS GAFS

Per tal de valorar la influéncia del trasplantament intestinal sobre els

parametres analitzats aixi com per a establir comparacions amb el model control en
nansade Thiry-Vella, han estat comparades les mitjanes procedents de cadascun dels
grups per a un mateix interval de temps. Els resultats obtinguts s’assenyalen a les
TAULES 80 a 109.

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DE L'ALCADA VELLOSITARIA
A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Sigmificatiu * p<0.05

A A A A A

- |18 NS| B *!B NS| B *| B

- iNS{ C *INS| C * INS| C NSNS C NS{ * | C
TAULA 80: TAULA 81: TAULA 82: TAULA 83: TAULA 84:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DE L'AMPLADA VELLOSITARIA
A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05

A A A A A

- 1B NS B *1B NS B *| B

- INS| cC NS|NS| C NS} * | C NSINS| C *INS| C
TAULA 85: TAULA 86: TAULA 87: TAULA 88: TAULA 89:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies
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COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DE LA SUPERFICIE ABSORTIVA

PER VELLOSITAT A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- B NS| B * B NS| B NS| B
- INSj C NS|{NS| C NS|{NSi C *INS| C NS} * 1 C
TAULA 90: TAULA 391: TAULA 92: TAULA 93: TAULA 94:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DEL DIAMETRE INTESTINAL A
DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- B NS| B *18B * B *|1B
- INS| C NSINS] C +1+1C *INS] C *INS| C
TAULA 95: TAULA 96: TAULA 97: TAULA 98: TAULA 99:
10 minuts 7 dies 14 diss 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DEL PERCENTATGE

D'ESCURCAMENT DEL SEGMENT INTESTINAL ALS DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- B NS|{ B NSi B *!1 B NS| B
- -1 C NS|INS| C NS|NS| C *INS| C NSINS| C
TAULA 100: TAULA 101: TAULA 102: TAULA 103: TAULA 104:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE ELS VALORS DEL TAMANY DE L'AREA
ABSORTIVA DE L’EPITEL! INTESTINAL A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05
A A A A A
- !B NS| B *1B NS | B NS| B
- [NS] C NS[NS| C * INS| C NS|NS| C NS|NS| C
TAULA 105: TAULA 106: TAULA 107: TAULA 108: TAULA 109:
10 minuts 7 dies 14 dies 21 dies 36 dies
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4.6.3.1. Periode postreperfusié (10 minuts)

Després d‘observar que no es produien diferencies estadisticament
significatives entre els valors dels parametres analitzats en mostres corresponents al
budell iso i alotrasplantat als 10 minuts de la seva revascularitzacié, es va decidir de
prendre com a valor d’aquest interval de temps a la mitjana de les determinacions
obtingudes. D'aquesta manera, al considerar igual el valor en els grups B i C, no es

produeixen diferencies estadisticament significatives.

4.6.3.2. Als 7 dies

En aquest interval, només es detecten diferéncies estadisticament
significatives en relacié a I’algada de les vellositats entre el grup A o nansa de Thiry-
Vella i el budeil alotrasplantat (TAULA 81).

4.6.3.3. Als 14 dies

L'alcada de les vellositats mostra variacions estadisticament significatives
{p<=0.05) entre el Grup control A i el budell iso i alotrasplantat, sense que s’observin
diferéncies entre ambdues formes de trasplantament (TAULA 82).

Quant a I'amplada, es donen diferencies estadisticament significatives entre
el budell exclés o del grup A i el budell isotrasplantat (TAULA 87). Tanmateix
s’observen variacions significatives estadisticament entre les dues formes de
trasplantament (Grups B i C).

Lasuperficie absortiva mitjana pervellositat mostradiferénciesestadisticament
significatives entre el budell control i el budell isotrasplantat donat que és en aquest
periode de temps on es registren els valors més baixos (TAULA 92).

En comparar les mitjanes de les determinacions del diametre del budeli,
s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els tres grups, tot mostrant
un comportament diferent d’aquest parametre als 14 dies en relaci6 al model
experimental aplicat (TAULA 97).

L’escurgcament que pateix el budell prim no mostra diferéncies estadisticament

significatives entre les dues formes de trasplantament ni en relacié a la seva exclusié
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de! transit digestiu (TAULA 102).

El tamany de l‘area d’absorcid de la mucasa intestinal es mostra amb
diferéncies estadisticament significatives quan es comparen el budell trasplantat i el
budell exclés, perd sense notar diferéncies importants entre les determinacions

d’ambdues formes de trasplantament (TAULA 107).

4.6.3.4. Als 21 dies

En aquest periode evolutiu, el trasplantament intestinal i la exclusié del budell
prim ja no mostren variacions estadisticament significatives en |’algada ni I’amplada
de les vellositats, ni tampoc a |’area d’absorcié (TAULES 83, 88 i 108).

Les diferéncies que es produeixen s'observen en el didametre i la longitut del
segment intestinal entre el budell exclds i el budell trasplantat, sense detectar-se
variacions entre les dues formes de trasplantament (TAULES 98 i 103).

Tanmateix s’observen diferéncies en el tamany de la superficie absortiva
mitjana per vellositat entre el budeil contro! i el budell alotrasplantat, el qual adquireix

en aquest interval de temps els valors més alts (TAULA 93).

4.6.3.5. Als 36 dies

En el periode final de I’estudi, als 15 dies d’haver colocat el segment de budell
prim en continuitat amb el transit digestiu, s’observen diferéncies estadisticament
significatives en l'algada de les vellositats entre el budell procedent de la nansa de
Thiry-Vella i el budell isotrasplantat, i també s’observen variacions entre les dues
formes de trasplantament (TAULA 84).

Estadisticament, I'amplada de les vellositats mostra diferencies entre el budell
control i el budell trasplantat, sense donar-se variacions entre els dos tipus de
trasplantament (TAULA 89). El mateix fet es produeix en relacié al diametre del
segment intestinal (TAULA 99).
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4.7. DETERMINACIONS FUNCIONALS: ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA
4.7.1. HOMOGENEITAT DE LES DADES

Amb I'aplicacié del test d’independéncia, s’ha comprovat que tots els valors
de cada série compleixen els criteris d’homogeneitat (p =20.05) i, per tant, poden ser
utilitzats per a la inferéncia estadistica.

En avaluar la homogeneitat de variancies, aquesta condici6é s'ha complert en

tots els valors de les séries de cada grup (p=0.05, F"; 5., 0.05< 15.5).

4.7.2. VARIACIONS EN L’ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA EN CADA GRUP EN EL
TEMPS

Tot coneixent les quantitats de glucosa i aigua perfundides a la lium del
segment intestinal i posteriorment recollides, s’han pogut realitzar les determinacions
que es detallen expressades en forma de mitjanes i dispersions tipiques a les TAULES
110, 111 i 112. Tanmateix, I’evolucié en i’absorcié intestinal de glucosa i aigua es
representa a les GRAFIQUES 13, 14 i 15. Els resultats procedents de |'aplicacié de
I'analisi de varianga i la prova de Scheffé per a valorar diferéncies estadisticament
significatives en |'evolucié que presenta |I’absorcié de glucosa i d’aigua a través de
la superficie intraluminal de la mucosaintestinal per a cadascun dels grups es mostren
ales TAULES 113 a 121.

l 7 dies m 14 dies l I 21 dies m 36 dies
QUANTITAT DE GLUCOSA 1.495 1.8569 1.53% 2.087
ABSORVIDA (#Mol) +0.476 +0.362 +0.146 +0.490
VOLUM D'AIGUA 0.460 0.480 0.560 0.700
ABSORVIT {ml} +0.181 +0.148 +0.054 +0.158
GLUCOSA ABSORVIDA
PER SUPERFICIE 0.062 0.064 0.044 0.063
{Mol/em?) +0.019 +0.018 +0.010 +0.012

{

AIGUA ABSORVIDA PER 0.019 0.016 0.015% 0.021
SUPERFICIE (ml/cm?) +0.007 +0.006 +0.002 +0.004
ABSORCIO DE GLUCOSA | 3.375 3.991 2.745 2.975
AIGUA (uMol/mi) +0.692 +0.510 +0.178 +0.101
ABSORCIO DE GLUCOSA |
AIGUA PER SUPERFICIE 0.140 0.137 0.081 0.093
wMol/ml/cm?/10°) +0.023 +0.023 +0.024 +0.017

TAULA 110: ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA EN ANIMALS PORTADORS DE NANSA DE THIRY-VELLA (GRUP A}
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ABSORVIDA (gzMol)

VOLUM D’AIGUA
ABSORVIT (mi)

PER SUPERFICIE
(wMol/cm?)

AIGUA {zMol/ml)

{#zMol/mifcm?/10°}

QUANTITAT DE GLUCOSA

GLUCOSA ABSORVIDA

AIGUA ABSORVIDA PER
SUPERFICIE {ml/cm?}

ABSORCIO DE GLUCOSA |

ABSORCIO DE GLUCOSA |
AIGUA PER SUPERFICIE

| 7 dies m 14 dies "I 21 dies I" 36 dies I

1.120 0.784 0.562 0.529
+0.171 +0.1656 +0.004 +0.119
0.340 0.280 0.200 0.200
+0.0%4 +0.044 +0.000 +0.000
0.037 0.040 0.028 0.013
+0.012 £0.002 +0.014 +0.002
0.011 0.014 0.010 0.005
+0.003 +0.002 +0.005 +0.002
3.302 2.810 2.814 2.646
+0.223 +0.366 +0.022 +0.597
0.117 0.149 0.144 0.069
+0.052 +0.024 +0.074 +0.012

TAULA 111: ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA DESPRES DEL ISOTRASPLANTAMENT INTESTINAL (GRUP B)

QUANTITAT DE GLUCOSA

ABSORVIDA (uMol)

VOLUM D’AIGUA
ABSORVIT (ml)

PER SUPERFICIE
(wMollcm?)

AIGUA ABSORVIDA PER
SUPERFICIE (ml/cm?)

AIGUA {(zMol/ml)

GLUCOSA ABSORVIDA

ABSORCIO DE GLUCOSA |

ABSORCIO DE GLUCOSA |
AIGUA PER SUPERFICIE
(wMol/mi/cm?/10°)

0.959

0.643

0.607

0.708

" 7 dies l" 14 dies fll l 21 dies l“ 36 dies "
———-——-———,————————[

+0.276 +0.057 +0.277 +0.309
0.220 0.200 0.200 0.260
+0.083 +0.000 +0.100 +£0.114
0.028 0.043 0.027 0.019
+0.004 +0.007 +0.010 +0.009
0.006 0.013 0.010 0.006
+0.001 +0.002 +0.003 +0.003
4.523 3.216 3.102 2.724
+0.602 +0.288 +0.278 +0.011
0.156 0.216 0.121 0.103
+0.103 +0.037 +0.057 +0.018

TAULA 112: ABSORCIO DE GLUCOSA { AIGUA DESPRES DEL ALOTRASPLANTAMENT INTESTINAL [GRUP C}
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'GRAFICA 13!
yMol/em? GLUCOSA ABSORVIDA

0,07

0,06 i
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
= Grup A ®GrupB = Grup C

'GRAFICA 14
mijcm? AIGUA ABSORVIDA

0,025

0,02 i

0,015

0,01

0,005 1

7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
= Grup A ®GrupB = GrupC
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| GRAFICA 15
ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA

uMol/mifcm/10’
0.25

0,2

0,15 e e

0,05

0
7 dies 14 dies 21 dies Dia 36
= Grup A = GrupB <= Grup C
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COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO EN L’EVOLUCIO DE L’ABSORCIO DE GLUCOSA PER
SUPERFICIE ABSORTIVA INTESTINAL DINS DE CADA GRUP

NS =No Significatiu

|

NS |l 14d

Ns | NS [ 514]

NS | NS | NS "35d

TAULA 113: GRUP A

7d

NS il 144

NS | NS Jfoqg ||
[+ vs [[ssa]

TAULA 114: GRUP B

7d

NS 1}l 144

NS | % 214 “
NS | Ns | NS " 36d

TAULA 115: GRUP C

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO EN L'EVOLUCIO DE L'ABSORCIO D’AIGUA PER
SUPERFICIE ABSORTIVA INTESTINAL DINS DE CADA GRUP

NS =No Significatiu

0

NS [[7ad]

Ns | NS zw"
NS

Ns | Ns " 254

TAULA 116: GRUP A

7d

NS | 1ad

Ns | NS Jlo4])
NS | * [ NS |lg5q

TAULA 117: GRUP B

7d

* | 144

NS | fl2ud )
NS | NS | NS " 36d

TAULA 118: GRUP C

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO EN L'EVOLUCIO DE L’ABSORCIO DE GLUCOSA |

AIGUA PER SUPERFICIE ABSORTIVA INTESTINAL DINS DE CADA GRUP

7d
NS |l 144
- »

=]

* | Ns | NS "35d

TAULA 119: GRUP A

NS =No Significatiu

7d

NS It 1ad

Ns | NS 21d"
Ns | Ns | Ns " 35d

TAULA 120: GRUP B
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4.7.2.1. Grup A

Amb el segment de budell prim disposat en forma de nansa de Thiry-Vella,
s'ha observat una tendéncia a la disminucié en els nivells d’absorcié de glucosa i
aigua, els quals presenten un increment després de la colocacié del budell en
continuitat amb el transit digestiu (TAULA 110, GRAFIQUES 13, 14 i 15). La
comparacié de les mitjanes obtingudes per separat de |’absorcié de glucosa i de
I’absorcié d’aigua amb I’objectiu de valorar les variacions que es produeixen en
aquests parametres en relacié al temps s’evolucié no ha mostrat diferéncies
estadisticament significatives (TAULES 113 i 116). En canvi, quan la comparacié
entre els diferents intervals de temps es realitza amb els valors de les mitjanes de
I’absorci6 de glucosa per mililitre d'aigua i per unitat de superficie absortiva (TAULA
119), es donen diferencies estadisticament significatives entre les determinacions

inicials corresponents al dia 7 i els valors obtinguts posteriorment, als 14 i 36 dies.

4.7.2.2. Grup B

En el budell prim isotrasplantat, s'observa una disminucié progressiva de la
capacitat d’absorcié de glucosa i aigua per part de la mucosa intestinal (TAULA 111,
GRAFIQUES 13, 14 15).

Quan s’'analitzen estadisticament per separat les variacions dels valors de
I’absorci6 de glucosa per superficie absortiva (TAULA 114), es produeixen diferéncies
estadisticament significatives entre les determinacions inicials dels 7 i 14 dies
respecte als valors obtinguts al final del periode (36 dies).

En relacié a I'absorcié d'aigua per unitat de superficie, també s’observen
diferéncies estadisticament significatives entre els valors obtinguts als 14 dies i els
corresponents als 36 dies (TAULA 117). En canvi, la comparacié de les mitjanes
obtingudes de I’absorcié de glucosa per mililitre d’aigua i centimetre quadrat de
superficie no evidencien diferéncies estadisticament significatives durant la seva
evolucié (TAULA 120).
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4.7.2.3. Grup C

Desprésdel alotrasplantament intestinal, s'observa unatendenciaal’increment
en els valors de I'absorcié de glucosa i aigua fins el dia 14, perd posteriorment es
produeix una disminucié progressiva d'aquesta capacitat d’absorcié (TAULA 112,
GRAFIQUES 13, 14i 15).

La comparacié de les mitjanes per establir diferéncies valorables en I’evolucié
de les determinacions obtingudes en relacié al temps, mostra variacions
estadisticament significatives en |’absorci6 de glucosa per unitat de superficie entre
els 14 i els 21 dies (TAULA 115). Pel que fa a |'absorcié d’aigua per centimetre
quadrat, es poden observar variacions significatives en els intervals inicials, entre els
7 i 14 dies, i també entre els 14 i 21 dies (TAULA 118). La valoracié conjunta de la
capacitat d’absorcié de glucosa i aigua no ha evidenciat diferencies estadisticament
significatives durant el periode de temps estudiat (TAULA 121). Tampoc s’han donat
diferencies entre les determinacions corresponents al dia 21 i les del dia 36, de
manera que la colocacié del budell en forma ortotopica no sembla modificar la

capacitat absortiva per a la glucosa i I’aigua del budell trasplantat.

4.7.3. COMPARACIO DE L'ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA ENTRE ELS GRUPS

Mitjangant I’analisi de varianca i la prova de contrast de Scheffé, s'han
comparat les mitjanes obtingudes en les determinacions de glucosa i aigua de cada
grup durant un mateix interval de temps amb I’'objectiu de detectar la preséncia de
diferéncies estadisticament significatives amb les quals sigui posible valorar els
efectes del trasplantament sobre ia capacitat absortiva intestinal i comparar-los amb
els produits després de la simple exclusié de Thiry-Vella. Les dades obtingudes en

aquest procés estadistic es mostren a les TAULES 122 a 133.
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COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE LES DETERMINACIONS DE L'ABSORCIO DE
GLUCOSA PER UNITAT DE SUPERFICIE A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05

A A A A

*1B * 1B NS| B *+ 1B
*INS| C NS(NS| C *INS{ C *INSI C
TAULA 122 TAULA 123 TAULA 124 TAULA 125
7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE LES DETERMINACIONS DE L'ABSORCIO
D'AIGUA PER UNITAT DE SUPERFICIE A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05

A A A A

NS| B NSi B NS| B * B
*INS| C NS|NS| C *INS| C * INS| C
TAULA 126 TAULA 127 TAULA 128 TAULA 129
7 dies 14 dies 21 dies 36 dies

COMPARACIO DE MITJANES | GRAU DE SIGNIFICACIO ENTRE LES DETERMINACIONS DE L'ABSORCIO DE
GLUCOSA | AIGUA PER UNITAT DE SUPERFICIE A DIFERENTS INTERVALS DE TEMPS

NS =No Significatiu * p<0.05

A A A A

NS| B NS| B NS| B NS| B
NS|NS| C . = 1C NSiNS| C NS|NS| C
TAULA 130 TAULA 131 TAULA 132 TAULA 133
7 dies 14 dies 21 dies 36 dies
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4.7.3.1. Als 7 dies

Durant aquest periode inicial, I'absorcié de glucosa mostra diferéncies
estadisticament significatives entre les determinacions corresponents al budell
trasplantat (grups B i C) i les corresponents al budell control en nansa de Thiry-Vella
(TAULA 122). L'absorcié d’aigua només presenta variacions significatives entre el
grup control i el budell alotrasplantat (TAULA 126).

Quan es comparen les mitjanes corresponents a les determinacions de la
capacitat d’'absorcié de glucosa per mililitre d’aigua i unitat de superficie no
s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els tres models

experimentals aplicats (TAULA 130).

4.7.3.2. Als 14 dies

L’absorcid de glucosa mostra diferéncies estadisticament significatives quan
es comparen les determinacions del budell exciés control amb el budell isotrasplantat
(TAULA 123). En canvi, |"absorcié d’aigua no es veu afectada en forma diferent per
I'exclusié6 o el trasplantament del budell prim, no apreciant-se diferencies
estadisticament significatives durant aquest interval de temps (TAULA 127).

Quan es valora la capacitat d’absorcié de glucosa i aigua per unitat de
superficie, es donen diferencies entre el budell exclés i el budell alotrasplantat i,

també entre els dos tipus de trasplantament (TAULA 131).

4.7.3.3. Als 21 dies

L'absorcié de glucosa per superficie i la d’aigua mostren diferencies
estadisticament significatives entre el budeli exciés control i el budell alotrasplantat,
sense apreciar-se variacions importants en relacié a tipus de trasplantament utilitzat
(TAULES 124 i 128). L'avaluaci6 de la capacitat d’absorci6é de glucosa per mililitre
d’'aigua i per unitat de superficie no mostra diferéncies estadisticament significatives

en relacié al model experimental utilitzat (TAULA 132).
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4.7.3.4. Als 36 dies

L'absorcié de glucosa per superficie i fa d’aigua presenten diferéncies
estadisticament significatives entre el budell trasplantat i el budell control, sense que
s’observin variacions en relacié al tipus de trasplantament realitzat (TAULES 125 i
129).

Quant a la capacitat d'absorcié de glucosa i aigua per unitat de superficie
no es produeixen diferéncies estadisticament significatives en relacié al mode!

experimental utilitzat (TAULA 133).
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4.8. ANALIS! DE CORRELACIO | REGRESSIO
Amb la finalitat de coneixer I’existéncia de relaci6 o dependéencia entre alguns
dels parametres determinats, hem obtingut el valor de I'index r,, o coeficient de

correlacid linial de Pearson.

2
xy ’

determinacié, ens permet avaluar I'intensitat de la relacié.

El quadrat d’aquest coeficient de correlaci6 r anomenat coeficient de

Per tal de descriure les caracteristiques d’aquesta relacié linial entre els
parametres o variables estudiats, s’ha establert I’equacié de la recta que millor
s'ajusta a les dades de la distribucié observada o recta de regressié. Amb els valors
de la recta de regressié es poden inferir prediccions sobre l'interval de confianga del
valor en mitjana que prendra la variable dependent per cada grau de variacié dels
valors de la variable independent.

Aquestes proves han estat realitzades dins de cada grup A, B i C, és a dir,
incloent en el grup que s’analitza les mostres procedents dels diferents intervals de
temps.

L'analisi de correlacid i regressié ha permés d’avaluar la preséncia de relacions
entre parametres morfométrics i funcionals, entre parametres morfoldgicsi funcionals,

entre els parametres funcionals entre si i entre els parametres morfometrics entre si.

4.8.1. REGRESSIO | CORRELACIO SIMPLE O PARCIAL

4.8.1.1. Relacid entre variables morfologiques i funcionals

La deteccié de relacions de dependéncia entre el grau d'afectacié de la
micromorfologia ‘de la superficie mucosa del budell prim (puntuacié superficie
intraluminal) i la capacitat funcional per a |’absorcié de glucosa i d’aigua (g/lucosa
absorvida per superficie (uMol/cm?), quantitat d’aigua absorvida per superficie
(ml/cm?)) s’ha realitzat amb el métode de regressié i correlaci6 parcial. Els valors
obtinguts del coeficient de correlacié de Pearson (r), del coeficient de determinacié
(r¥), el grau de significacié (p) i els marges de \'interval de confianca al 95% es
mostren de la TAULA 134 ala 139.
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CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superficie mucosa
r=0.146 ¥ = 0.021 p = 0.536

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<ryg005=0.44 ;p>0.05)

TAULA 134: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP A

CORRELACIO { REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superficie mucosa

r = 0.465 ? = 0.216 p = 0.044

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<r,, 0, =0.45 ;p=>0.05}

TAULA 135: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP B

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superficie mucosa

r=0.199 r* = 0.039 p = 0.414

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<r,,,0,=0.45 ;p=0.05)

TAULA 136: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP C
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CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superficie mucosa
r=0.186 r* = 0.034 p = 0.431

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<r,, 405 =0.44; p=0.05)

TAULA 137: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO D’AIGUA EN EL GRUP A

CORRELACIO 1 REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superficie mucosa
r=0497 r*=0.247 p = 0.030

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<r,;¢05=0.45; p=0.05)

TAULA 138: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO D'AIGUA EN EL GRUP B

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Puntuacié superffcie mucosa
r = 0.005 r? = 0.000 p = 0.982

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<ry; 005 = 0.45; p=0.05)

TAULA 139: RELACIO MORFOLOGIA-ABSORCIO D'AIGUA EN EL GRUP C
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L’analisi de correlaci6 i regressié simple entre els parametres morfologics i
funcionals estudiats mostra una manca de dependéncia significativa entre elis. Tot
observant aquests resultats, es pot afirmar que el grau d’afectacié de la
micromorfologia de la superficie mucosa del budell prim expressat en forma de
puntuacié no reflecteix necessariament alteracions en la capacitat funcional per a
I"absorcié de glucosa i aigua ni en el budell trasplantat ni en el disposat en forma de

nansa de Thiry-Vella.

4.8.1.2. Relaci6 entre variables morfometriques i funcionals

Els resultats obtinguts de l'analisi de correlacié i regressi6 simple per tal
d’establir relacions de dependéncia entre el tamany de la superficie absortiva (Area
epitelial absortiva (cm?)) i la capacitat d’absorcié de glucosa i d'aigua (Quantitat de
glucosa absorvida (uMolj, Volum d’aigua absorvit (ml)} es mostren de la TAULA 140
ala 145.
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CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)

r= 0213 r? = 0.045 p = 0.367

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<rys005 =0.44; p20.05)

TAULA 140: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP A

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)

r=02556 *=0065 p=0.291

NO REUNE!XEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r<r,,; 05 =0.45; p=0.05)

TAULA 141: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP B

CORRELACIO 1| REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva {cm?}
r = 0.5623 2 = 0.274 p = 0.021
Interval de confianga (0 =0.05)
Glucosa absorvida 3.27 a 35.83 uMols

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r2r,, 05 =0.45; p<0.05)

TAULA 142: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO DE GLUCOSA EN EL GRUP C
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CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)
r = 0.308 r? = 0.095 p = 0.185

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r=<r,s0 05 =0.44; p=0.05)

TAULA 143: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO D'AIGUA EN EL GRUP A

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva {cm?)
r=0.185 ¥ = 0.034 p = 0.446

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<rq;005=0.45; p=0.05)

TAULA 144: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO D’AIGUA EN EL GRUP B

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)

r=0.314 ¥ = 0.099 p = 0.189

NO REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (r<r,,; 05 =0.45; p=0.05)

TAULA 145: RELACIO AREA ABSORTIVA | ABSORCIO D'AIGUA EN EL GRUP C
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No s’ha observat una relacié de dependéncia entre el tamany de I'area
absortiva de la mucosa i I'absorcié de glucosa en els Grups A i B.

En el Grup C o de budell alotrasplantat, la quantitat de glucosa absorvida ha
presentat una relacié de dependéncia positiva amb el tamany de I’area absortiva de
la mucosa. El 52% de la variabilitat de la quantitat de glucosa absorvida pel budell
alotrasplantat pot ser explicat per les variacions de tamany de |’area absortiva.

La pendent de la recta de regressié indica que per cada cm? de variaci6 del
tamany de la superficie absortiva mucosa es preveu un augment mitja de la quantitat
de glucosa absorvida entre 3.27 yMol i 35.83 uMol.

Pel que fa al volum d’aigua, no s’ha demostrat unarelacié de dependéncia amb

el tamany de la superficie absortiva en cap dels grups.
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4.8.1.3. Relacié entre variables funcionals
Els valors obtinguts de I’analisi de correlacid i regressié simple per tal d’avaluar

relacions entre I’absorcid de glucosa i la d’aigua es mostren a les TAULES 146, 147

i 148.

CORRELACIO | REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Glucosa per superficie (zMol/cm?)
r = 0.866 r? = 0.750 p = 0.000
Interval de confianga (@=0.05}

Aigua per superficie 1.85 a 3.33 ml/cm?

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r=ry 900, =0.56; p<0.01)

TAULA 146: RELACIO ENTRE LES ABSORCIONS DE GLUCOSA | D'AIGUA EN EL GRUP A

CORRELACIO 1 REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Glucosa per superficie (zMol/cm?)
r = 0.932 r? = 0.868 p = 0.000
interval de confianca {(a=0.05)

Aigua per superficie 2.21 a 3.31 ml/cm?

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r2ruy00n=0.57; p<0.01)

TAULA 147: RELACIO ENTRE LES ABSORCIONS DE GLUCOSA | D'AIGUA EN EL GRUP B

CORRELACIO 1t REGRESSIO SIMPLE

Variable dependent: Glucosa per superficie {zMol/cm?)
r = 0.885 * = 0.784 p = 0.000
Interval de confianga (a=0.05)

Aigua per superficie 1.86 a 3.24 mi/cm?

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r2r,,4,,=0.57; p<0.01)

TAULA 148: RELACIO ENTRE LES ABSORCIONS DE GLUCOSA | D'AIGUA EN EL GRUP C
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S’ha demostrat una relacié de dependéncia significativa positiva entre
I"absorcié de glucosa i la d’aigua tant en el budell prim trasplantat com en el budell
disposat en nansa de Thiry-Vella.

Segons els coeficients de determinacio (r,), en el Grup A, el 75.6% de la
variabilitat de la quantitat de glucosa absorvida per superficie pot ser explicat per les
variacions en I’absorcié d’aigua; en el Grup B, el 86.8% de la variabilitat de la
quantitat de glucosa absorvida per superficie pot ser explicat per les variacions en
I'absorci6 d"aigua i en el Grup C, el 78.4% de la variabilitat de la quantitat de glucosa
absorvida per superficie pot ser explicat per les variacions en |’absorcié d’aigua.

Les pendents de les rectes de regressio indiquen que:

* En el Grup A, per cada uMol/cm? de glucosa absorvida es preveu un

augment mitja de I’absorcié d’aigua entre 1.85 i 3.33 ml/cm?.

* En el Grup B, per cada yMol/cm? de glucosa absorvida es preveu un

augment mitja de I"absorcié d’aigua entre 2.21 i 2.31 mi/cm?.

* En el Grup C, per cada yMol/cm? de glucosa absorvida es preveu un

augment mitja de I’absorcié d’aigua entre 1.86 i 3.24 mi/cm?,
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4.8.2. REGRESSIO MULTIPLE

4.8.2.1. Relacié entre variables morfomeétriques

L’establiment de relacions entre el tamany de I’area absortiva de la mucosa i
altresdeterminacions morfomeétriques com sén|’algada, ampladai superficie absortiva
mitjana per vellositat, el diametre i el percentatge mitja d’escurcament del segment
intestinal permet valorar quin d’aquests parametres influeix de forma més important
sobre les variacions de tamany de la superficie absortiva mucosa.

Els valors dels coeficients de correlacié multiple (R) en els Grups A, Bi C es
mostren a les TAULES 149, 150i 151.

Tanmateix, el conjunt de coeficients de regressi6 (r) obtinguts per a valorar la
importancia amb que cadascuna de les variables independents contribueix a explicar
la variable dependent, es mostren en forma de matriu de correlacions a les TAULES
152, 153 154.

CORRELACIO | REGRESSIO MULTIPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)
R = 0.759 R? = 0.577 p = 0.021
Interval de confianga (a=0.05)
Algada vellositats -0.09 a 0.28
Amplada vellositats -0.29 a 0.0b y
Superficie per vellositat -0.11 a 0.07 y

Didmetre 1.87E-0.4 a 0.018 y
Escurcament -0.82 a 0.52 %

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (R2ry,005 =0.71; p<0.05)

TAULA 149: RELACIO ENTRE PARAMETRES MORFOMETRICS EN EL GRUP A
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CORRELACIO | REGRESSIO MULTIPLE

Variable dependent: Area absortiva {cm?)
R = 0.936 R2 = 0.876 p = 0.000
interval de confianga (a=0.05)
Algada vellositats -0.32 a 0.17 y
Amplada vellositats -0.28 a 0.003 u
Superficie per vellositat -0.02 a 0.20 y
Didmetre 0.001 a 0.027 u
Escurcament -1.18 a 0.43 %

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA (R2ry1500n =0.80; p<0.01)

TAULA 150: RELACIO ENTRE PARAMETRES MORFOMETRICS EN EL GRUP B

CORRELACIO | REGRESSIO MULTIPLE

Variable dependent: Area absortiva (cm?)
r = 0.850 2 = 0.723 p = 0.000
Interval de confianga {d=0.05)

Algada vellositats -0.04 a 0.15 y
Amplada vellositats -0.40 a -0.003 yu
Superficie per vellositat -0.03 a 0.04 y

Didmetre 0.009 a 0.022 u
Escurgcament -1.12 a -0.18 %

REUNEIXEN CRITERIS DE DEPENDENCIA {r2r,;00,,=0.80; p<0.01)

TAULA 151: RELACIO ENTRE PARAMETRES MORFOMETRICS EN EL GRUP C
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Area
absortiva
0.36 Algada
vellositats
0.09 0.46 Amplada
vellositats
0.20 0.93 0.59 Superficie
it * vellositats
0.57 0.21 0.59 0.27 Diametre
* * budell
0.34 0.30 0.55 0.40 0.79 Percentatge
* e escurgament

TAULA 152: MATRIU DE CORRELACIONS (r) ENTRE VARIABLES MORFOMETRIQUES
{GRUP A)
(* = dependencia significativa (p<0.01}, ** = dependéncia significativa (p<0.001))

Area
absortiva
0.79 Algada
* vellositats
-0.39 -0.37 Amplada
vellositats
0.83 0.98 -0.34 Superficie
i * vellositats
0.82 0.64 -0.15 0.66 Diametre
i * il budell
" 0.24 0.62 -0.50 0.55 0.03 Percentatge
* *e escurgament

TAULA 153: MATRIU DE CORRELACIONS (r) ENTRE VARIABLES MORFOMETRIQUES
(GRUP B)
(* = dependencia significativa {p<0.01), ** = dependéncia significativa (p<0.001))
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FUNCIONAL DEL TRANSPLANTAMENT INTESTINAL EXPERIMENTAL

Area
absortiva
0.24 Algada
vellositats
0.08 0.70 Amplada
* ¥ vellositats
0.27 0.77 0.71 Superficie
il * vellositats
0.67 0.13 0.19 0.22 Didmaetre
. budell
-0.17 -0.22 -0.28 -0.21 0.31 Percentatge
escur¢gament

TAULA 154: MATRIU DE CORRELACIONS (r) ENTRE VARIABLES MORFOMETRIQUES
(GRUP C)
(* = dependencia significativa (p=<0.01), ** = dependeéncia significativa (p=<0.001}))

Els valors dels coeficients de correlacié multiple (R) (TAULES 149, 150i 151)
mostren que existeix una relacié significativa entre el tamany de |'area absortiva
mucosa i les altres variables morfométriques analitzades en els tres Grups d’animals.

En avaluar quina d’aquestes variables contribueix de forma més important
sobre les variacions de tamany de |‘area absortiva (TAULES 152, 153 i 154), els
coeficients de regressié multiple han mostrat una dependéncia positiva significativa
amb el diametre en els tres Grups.

Amb el calcul dels coeficients de determinacid, s'ha observat que ia variabilitat
del tamany de I’area absortiva és explicada per variacions del diametre en un 33% per
al Grup A, en un 68% en el Grup B i en un 45% en el Grup C.

En el Grup B o d’isotrasplantament, també s'han observat relacions de
dependéncia significativa entre el tamany de I’area absortiva i I'alcada i superficie
absortiva mitjana per vellositat, amb uns graus de dependeéncia del 62% i del 68%

respectivament per a cadascuna d'aquestes dues variables.
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4.9. ALTERACIONS ULTRAESTRUCTURALS

Les mostres del budell prim trasplantat ortotopicament i procedents de les
Séries ¢ dels Grups B i C han estat processades en forma de talls ultrafins per tal de
ser observades al Microscopi Electronic de Transmissié (MET).

L’estudi ultraestructural s’ha centrat sobre les cél.lules absortives en les quals
s’han valorat aspectes com sén la seva apariéncia morfoldgica general i del
citoplasma, la vora de microvillis i xarxa terminal, reticle endoplasmatic, mitocéndries,
membrana cel.lular lateral i espai intercel.lular. Les caracteristiques d’aquestes
estructures han estat comparades entre el budell iso i alotrasplantat i en relaci6 a les
observades en mostres de budell prim normal procedents de segments intestinals

equivalents.

4.9.1. CITOPLASMA

A diferéncia del que es pot observar al citoplasma dels enterocits del budell
normal, en el budell trasplantat destaca la preséncia d’abundants vacuols tant en el
grup d’iso com en el d'alotrasplantament (FIGURA 37). Llevat d’aquesta alteracié, les

cél.lules presenten un aspecte morfologic conservat.

4.9.2. VORA DE MICROVELLOSITATS | XARXA TERMINAL

La vora de microvellositats presenta una apariéncia general sense alteracions.

Quan s’observen les microvellositats en seccid transversal, s’aprecia una certa manca
de nitideca als filaments del citoesquelet, la qual podria reflexar algun tipus de
degeneracié en aquesta estructura.

Tanmateix, en les mostres de budell prim isotrasplantat, les microvellositats
presenten una série de rugositats en la seva membrana, tal com pot observarse a la
FIGURA 38.

Pel que fa a l'estat de la xarxa terminal, si bé és molt dificil observar
correctament aquesta estructura, la densitat que correspén a la seva localitzacidé no

sembla mostrar diferéncies entre el budell normal i el budell iso i alotrasplantat. Les
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vesicules de pinocitosi a la base de la vora en raspall han estat presents en les

mostres procedents dels dos grups de budell trasplantat.

4.9.3. RETICLE ENDOPLASMATIC

A diferéncia del que s’observa en el budell normal, en els talls procedents de
mostres de budell trasplantat, el reticle endoplasmatic presenta una certa
desestructuracié i un tamany més reduit (FIGURA 39), tot mostrant una proporcié

més important del reticle endoplasmatic rugés respecte al llis.

4.9.4. MITOCONDRIES

Tant entremig de les estructures del reticle endoplasmatic com a la seva
localitzacié en altres zones, les mitocéndries es mostren augmentades de tamany i
amb les membranes trencades en el budell isotrasplantat. En canvi, en el budell

alotrasplantat la seva morfologia es manté preservada (FIGURA 40).

4.9.5. ESPAI INTERCEL.LULAR

La membrana lateral dels enterdcits no mostra les interdigitacions que poden
observar-se entre cél.lules adjacents en el budell normal. En els enterocits del budell
isotrasplantat, es mantenen conservats els complexes d’'unié intercel.lular a la zona
apical, si bé l'espai intercel.lular presenta una certa irregularitat al llarg del seu
trajecte.

En el budell prim alotrasplantat, el citoplasma al voltant de la membrana
cel.lular lateral presenta nombrosos vacuols de tamanys variats, els quals adhuc

arriben a deformar el propi espai intercel.lular (FIGURA 41).
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FIGURA 37: CEL.LULES EPITELIALS DEL BUDELL PRIM ISOTRASPLANTAT
(MET, 1.600x a la magnificacié original).
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FIGURA 38: MICROVELLOSITATS DELS ENTEROCITS DEL BUDELL PRIM
ALOTRASPLANTAT (MET, 31.500x a la magnificacié original).
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FIGURA 39: RETICLE ENDOPLASMATIC DELS ENTEROCITS DEL BUDELL PRIM
ALOTRASPLANTAT (MET, 25.000x a la magnificaci6 original).
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FIGURA 40: MITOCONDRIES EN ELS ENTEROCITS DEL BUDELL PRIM ISOTRASPLANTAT
(MET, 20.000x a la magnificaci6 original).
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FIGURA 41: DEFORMACIO DE L’ESPAI INTERCEL.LULAR EN ELS ENTEROCITS DEL
BUDELL ISOTRASPLANTAT (MET 5.000x a la magnificacié original).
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5. DISCUSSIO
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5. DISCUSSIO
5.1. MODEL EXPERIMENTAL
5.1.1. TIPUS DE TRASPLANTAMENT

El model experimental de Deltz i Thiede de trasplantament ortotopic en dos

temps'? utilitzat en el present treball resulta adequat per a la realitzacié d’estudis de
la funcié absortiva intestinal, sobre tot durant la fase en que el budell trasplantat es
troba disposat en forma heterotdpica i amb dues ostomies cutanies?''61633%! | 5
majoria de treballs sobre trasplantament intestinal a la rata utilitzen aquest tipus de

trasplantament15,71,101.142,147,167

5.1.2. CONSIDERACIONS TECNIQUES

Per tal de minimitzar els efectes mecanics derivats de la técnica, a més d’una
disseccié acurada del pedicle vascular, és Util marcar certes lligadures de forma que
es faciliti la localitzacié posterior de determinades zones®2. La identificacié del pedicle
vends posteriorment al rentat vascular resulta més facil quan s’ha deixat marcada la
lligadura de la vena esplénica durant I'extraccié del budell. A més a més, amb el
marcatge també s’'assegura la orientacié correcta de I'empelt*®2.

En relacié a la preservacié en isquémia freda del budell donant, cal tenir en
compte els possibles efectes lesius del rentat vascular sobre la microcirculacié®®. El
model experimental de Monchick i Russell'!, en el qual es basen la majoria de treballs,
descriu el rentat vascular /n situ a través de la perfusié de la solucié freda
a I'artéria aorta distalment a la sortida de la mesentérica superior i drenant cap a la
vena porta. Seguint aquest model, hem realitzat la lligadura de la vena esplénica
préviament a la perfusi6, sense observar la congesti6 venosa que descriu Zhong quan
recomana de no realitzar aquesta lligadura fins no haver finalitzat el rentat®®.

Actualment encara no hi ha acord sobre el métode d’eleccié6 per a la
preservacid del budell a trasplantar, havent controvérsia entre la utilitzacié de la
solucié d’Eurocollins o la de la Universitat de Wisconsin front d’altres solucions més

clasiques®%6359.65304 En el nostre cas, hem preferit I’Us del Ringer lactat donat que
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els temps d’isquémia freda no havien de superar els 60 minuts i seguint la
recomanacié de Toledo-Pereira de reservar les solucions esmentades per a estudis de
viabilitat després de periodes d’isquémia freda superiors a 6 hores®.

Els temps operatoris mitjans utilitzats per a cadascuna de les fases del
trasplantament han estat similars als referits per I’equip de Deltz'?, inclds pel que fa
al periode d’isquémia freda, amb una mitjana de 48 minuts. Perd aquest temps
registrat al nostre treball és superior al d'alguns autors els quals el redueixen fins a
22%%% 5 26 +4 minuts®®2,

Considerant aquesta reduccié en el temps d’isquémia freda, s'han descrit
métodes d’'anastomosi vascular termino-terminal amb ia técnica del cuff de I'artéria
mesenteérica i la vena porta amb els vasos renals, obtenint-se temps d’isquémia
mitjans de només 10+ 4 minuts®®®3%’, Es podria pensar que les avantatges que
suposa aquesta reduccié de temps no estarien compensades pel risc de complicacions
associats a la nefrectomia que cal realitzar en el receptor®®?, perd en els treballs que

apliquen aquesta técnica no s’han produit'53%,

5.1.3. MORBIDITAT | MORTALITAT

Les causes principals de morbimortalitat han estat d’origen técnic i d’origen
septic. Latrombosi venosa ha estat la complicacié vascular mortal més freqlent, amb
un 7,31% dels animals trasplantats, mentre que d’altres estudis també a la rata
mostren unes incidéncies que varien des del 2.5 al 25%20147.148.181.302

En la majoria de treballs s’utilitza sutura continua amb fil monofilament per a
I’anastomosi vascular. Aquest tipus de sutura continua és preferible a la realitzacié
de punts separats donat que, a més de la seva estanqueitat, al ser més rapida de
practicar permet reduir el temps d’'isquémia freda. Perd també presenta l'inconvenient
de que es tendeix a aplicar massa tensi6 a |’apretar el nus, quedant I’anastomosi amb
un calibre menor del desitjat i augmentant el risc de trombosi.

Enrelacié a l’anastomosi intestinal durant la interposicié ortotdpica, només en

dos animals es varen produir complicacions mortals, una deguda a oclusié i I'altre
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deguda a dehiscéncia, el que representa un 4.87% dels animals trasplantats. Per
evitar aquesta mena de complicacions, I'equip de Zhong recomana la realitzaci6
d’aquesta anastomosi sobre una pecga de macarré del calibre de la llum intestinal, el
qual es trenca en finalitzar I’anastomosi i és absorvit posteriorment pel propi budell®%2,

Els animals que varen presentar complicacions mortals d’origen técnic no varen
sobreviure més enila del quart dia postoperatori i varen ser substituits a l'igual que es
fa en atres treballs®®,

Comparant la morbimortalitat global d’origen técnic per grups, els animals
trasplantats han presentat una major mortalitat que el grup control (Grup A), amb
16.66% en el cas del isotrasplantament {Grup B) i 17.39% per a|’alotrasplantament
(Grup C). Aquests valors s6n inferiors als que presenten altres estudis, en els quals
les dades oscil.len al voltant del 20-309%2%-102.148,

Pero si bé les complicacions técniques han incidit de forma similar en els dos
grups d’'animals trasplantats, no ha estat aixi pel que fa a les complicacions d’origen
séptic, les quals només han afectat al grup d’alotrasplantament, sotmés a tractament
immunosupressor. En aquest grup C s’han produit 2 morts, un per sépsia amb
abcessos renals i pulmonars i l’altre per peritonitis, el que representa el 4.87 % de tots
els animals trasplantats i el 8.69% del grup d’alotrasplantats. També en el grup C
s’han registrat tres casos de pneumonia, els quals representen un 7.31% dels
trasplantats i un 13.04 dels receptors d’alotrasplantament. La pneumonia no va
arribar a produir la mort degut a que es va detectar en el moment de! sacrifici.

La segona causa de complicacions en el grup de rates alotrasplantades és el
rebuig, el qual ha causat la mort en dos ocasions, el que representa també un 4.87%
de mortalitat entre els animals trasplantats i un 8.69% dels alotrasplantats. L'aparicid
de rebuig malgrat el tractament immunosupressor amb Ciclosporina A ha estat
descrita per altres autors’®'°2'% sobretot en relacié amb I'aplicacié de pautes curtes
de tractament'°*278 a |a utilitzaci6 de la via oral per a la seva admnistraci$?®1%8112157,
En canvi, 'aplicaci6 de pautes de 15mg/Kg/dia via IM durant 7 dies seguida de
I’administracié de la mateixa dosi a dies alterns durant 28 dies més, tal com la

utilitzada al nostre estudi, sembla ser la més adequada per a la prevencié del rebuig
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a la rata?’®, Els dos casos de rebuig observats es varen produir en les fases inicials
de la experimentacid, de forma que podria pensar-se en un defecte en I’administracié
del farmac com podria ser la injeccié subcutania de la soluci6.

La revisié dels treballs en els quals la Ciclosporina A ha estat la base del
tractament immunosupressor també mostra que, malgrat utilitzar el mateix animal,
els resultats no han estat els mateixos segons les combinacions de soques donants
i receptores®, ni tampoc en el cas d’animals més grans com el gos o el porc'®'%,
arribant a afirmar que aquest agent immunosupressor per si sol pot ser insuficient per
a la prevencié indefinida del rebuig al budell trasplantat®’8,

En el nostre estudi, la diferéncia de morbimortalitat de causa no técnica
observada entre el grup d’animals isotrasplantats i els alotrasplantats ens fa coincidir
amb altres autors en aquesta dificultat que presenta la Ciclosporina A pel control de
la resposta immunoldgica al trasplantament intestinal, aixi com la seva incapacitat de
preservar la funcié de barrera immunoldgica dels elements immunocompetents
intestinals front a les complicacions séptiques. Tal incapacitat fa que els animals
alotrasplantats no evolucionin de la mateixa forma que els isotrasplantats malgrat

que, en teoria, el tractament immunosupressor hauria de permetre aquest fet.

5.1.4. VARIACIONS DEL PES

Per a valorar les variacions en el pes dels animals, cal considerar com a
periodes diferents la fase de trasplantament heterotopic de la fase posterior a la
interposicié ortotopica. Durant els 21 dies en el quals el budell es troba disposat en
forma heterotdpica, les variacions de pes que s’han produit no depenen de la
funcionalitat del budell trasplantat sind que s6n a conseqiiéncia de la resposta
fisiologica a la intervencié quirtrgica. En canvi, després de la interposici6 ortotdpica,
les variacions dependran parcialment de la capacitat funcional del budell trasplantat.

Durant eis 21 dies de trasplantament en posicié heterotopica, I’evolucié del
pes que han presentat els animals dels tres grups ha estat similar, coincidint amb

I’'observat en altres estudis''#391:3%%:319 pard després de la interposicié ortotopica, hem
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observat que mentre els animals del grup control i els isotrasplantats evolucionen de
forma similar i arriben a recuperar el pes inicial al final de |’estudi, els animals
alotrasplantats presenten una evolucié més lenta, amb una pérdua de pes progressiva
que no sembla estabilitzar-se fins als darrers dies de |'estudi. Una evolucié similar

també ha estat descrita en altres treballg? 4150,
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5.2. ALTERACIONS MORFOLOGIQUES
5.2.1. SISTEMA DE GRADACIO HISTOLOGICA

Malgrat els avantatges que suposa el sistema de gradacié de I|'estat
micromorfologic dissenyat per I’'equip de Pritchard i Sonnino?®” amb I'objectiu de
poder establir un protocol de treball comu i valid per a tots els estudis de la
micromorfologia del budell trasplantat, la majoria de treballs posteriors al seu disseny
no I'apliquen'®”3%-31" Inclds s’estableixen altres sistemes de descripcié de l'estat
histologic basats en estadis evolutius'®3®, o bé en altres formes propies de
puntuacié®1°',

En el nostre estudi, hem preferit aplicar-lo, si bé hem afegit modificacions
quant a l’obtencié del valor numeéric final. Tal modificacié consisteix en dividir e! valor
1 corresponent a la preséncia d'una determinada alteracié pel nombre de camps de
microscopi on s’ha observat.

Aquesta modificaci6 respon al fet de que les seccions de budell examinades
poden no ser representatives de |'estat general de la mucosa intestinal degut a que
I'afectacié produida pel rebuig pot donar-se en forma parcelaria’®'®’. Amb la
modificacié efectuada s’aporta major informacié, ja que [|‘observacié d’una
determinada alteracié en tots els camps de microscopi (10 sobre 10) significara un
grau d’afectacié més important que quan només es limiti a un determinat nombre de
camps {(x sobre 10).

En no haver d’altres treballs que apliquin el mateix sistema de gradaci6
histologica, les comparacions amb els estudis d’altres autors no poden basar-se en
els valors numérics obtinguts.

També per a obtenir un informacié més descriptiva del grau d’afectacid, el
valor total de la puntuacié obtinguda ha estat desdoblat en dos valors, un per a la
zona corresponent a la superficie intraluminal i |’altre corresponent a la zona profunda
de la paret intestinal. D’aquesta manera es pot coneixer quina porcié de la paret

intestinal es veu més afectada durant I’evolucié postrasplantament.
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5.2.2. VARIACIONS DE LES CARACTERISTIQUES MICROMORFOLOGIQUES

En els diferents grups s’han produit variacions en el grau d’afectacié

histologica en relacié al model experimental i al temps d’evolucié.

Als 10 minuts de la revascularitzacié, en el budell trasplantat (Grups B i C)
s'han observat els efectes derivats de la isquémia freda i el rentat vascular, és a dir,
alteracions associades amb la técnica quirtrgica del trasplantament?’®,

Els valors de les puntuacions corresponents a les estructures de la superficie
intraluminal (vellositats i criptes) han estat superiors als relatius a la zona profunda
(lamina propia i muscularis mucosae), amb valors de 2.44+1.96 i 0.30+0.27
respectivament (TAULES 35,36,41 i 42). Aquests valors assenyalen alteracions
micromorfoldgiques localitzades fonamentalment a les vellositats, les quals han
mostrat una forma discretament irregular a les puntes. A la zona profunda, s'ha
observat la preséncia d’edema en algunes mostres a la lamina propia. Tals
observacions correspondrien a la fase | d’afectacié histoldgica post isquémia i
reperfusié segons la descripcié donada per I’equip de Thaler i Margreiter®®, i es
relacionaria amb un periode curt de preservacié del budell. Aquestes alteracions
també coincideixen amb les observades per altres autors 936465101304

Als 7 dies, la valoraci6 evolutiva de la micromorfologia del budell prim ha
mostrat un grau d’afectacié amb valors al voitant de 3.72 a 4.86 per a la superficie
intraluminal i de 1.16 a la zona profunda. Aquest grau d’afectacié de la supeficie
intraluminal ha estat més important en els grups de budell trasplantat que en el grup
contron, amb diferéncies estadisticament signifiqatives (p<0.05)(TAULA 47).

Quan es considera el valor numéric obtingut, el grau d’alteracié histologica de
la mucosa és similar en ambdues formes de trasplantament (TAULES 35,36 i 47),
malgrat que la micromorfologia de les vellositats i criptes és diferent. Aixi, als 7 dies
del isotrasplantament, les vellositats presenten una forma allargada i estreta mentre
que en el budell alotrasplantat es mostren més curtes i amples. Tanmateix pot
observar-se encara alguns signes d’alteracié derivada de la técnica quirtrgica com és
la dilataci6 dels vasos limfatics deguda a llur seccié durant |'extraccié del budell
(FIGURA 36).
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A la zona profunda de la paret intestinal, on les diferéncies entre els valors
numeérics dels grups B i C tampoc no eren significatives (TAULA 52), s’observa que
en algunes mostres de budeli alotrasplantat apareix un nombre augmentat de cél.lules
limfoidals amb infiltrat cel.lular a la lamina prdpia, mentre que tal observacié no es
dona en cas d'isotrasplantament, on els valors obtinguts provenen de la preséncia
d’estasi vascular en aquesta zona.

Als 14 dies, mentre el budell prim del grup control mostra unes vellositats
curtes i amples, el budell trasplantat dels grups B i C les mostra allargades i amples
i amb certa dilatacid a les criptes de Lieberkiihn. Les zones profundes no mostren
alteracions importants en aquests dos grups, amb puntuacions al voltant de O a 1.

Pero en el cas de I'alotrasplantament, els valors de les puntuacions globals
corresponents al seu estat histoldgic es van fent progressivament més elevats, a
expenses d’alteracions observades tant a les estructures superficials com a les
profundes, sobretot als 14 dies on s’estableixen diferéncies importants i
estadisticament significatives entre I'iso i I’alotrasplantament (GRAFICA 6, TAULES
41,42,48i53).

Tals diferéncies entre la micromorfologia del budell iso i alotrasplantat es basen
en la preséncia en aquest ultim de I'infiltrat cel.lular a la lAmina propia, el qual es pot
observar amb més freqiiéncia a mida que avanca el temps.

Als 21 i 36 dies, en el budell isotrasplantat, les aiteracions de la
micromorfologia de les vellositats es mantenen estables i sense canvis evolutius
estadisticament significatius (TAULA 38). La zona profunda arriba a adquirir una
morfologia normal al final de I'estudi.

En canvi en el budell alotrasplantat, malgrat que si es consideren els valors
numerics no s’observen diferencies estadisticament significatives a la superficie
intraluminal (TAULA 39) ni a la zona profunda (TAULA 45), la micromorfologia va
mostrant alteracions degeneratives. Les alteracions com la pérdua cel.lular parcial i
I'infiltrat extravascular, si bé s’expressen en el valor numéric obtingut, no estan
presents a tots els talls observats microscopicament.

Aquest comportament evolutiu diferent que mostren els dos tipus de
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trasplantament en relacié al seu aspecte micromorfologic ve donat per un origen
també diferent de |’afectaci6 de les estructures de la paret intestinal. Les alteracions
micromorfologiques del budell isotrasplantat del Grup B sén produides pels efectes
del propi fet del trasplantament sobre la circulacié limfatica i I'inervacié del budell,
perd no depenen de la resposta immunoldgica, en ser les dues rates donant i
receptora immunogenéticament idéntiques.

En canvi, en el budell alotrasplantat recauen els efectes de la técnicai els de
la resposta immunolégica unidireccional en forma de rebuig*'>.

Les alteracions morfoldgiques observades després de lisotraspiantament
coincideixen amb les descrites per estudis com el de Monchick i Russell'' o el de
Thiede i Deltz'3, entre d’altres’®'%2, i afecten principalment les estructures de la
superficie mucosa, amb una afectacié minima de les zones profundes.

La preséncia de cél.lules linfoidals a la lAmina prdpia del budell alotrasplantat
també ha estat descrita per altres autors’®’%%3 atribuint-la a una resposta inflamatdria
o bé aindicis de rebuig.

En els treballs de I'equip de Kirkman’®3'°, malgrat el tractament amb
Ciclosporina A, la morfologia del budell trasplantat tampoc no s’ha mostrat
completament normal. Les vellositats s’han presentat lleugerament escurcades i
amples, sense lesions aparents a les cél.lules absortives al microscopi optic i amb un
nombre important de cél.lules limfoidals a la lAmina prodpia.

En altres treballs, la micromorfologia del budell trasplantat s’ha mantingut
intacta102'159'167'312.

La secci6 de la inervacid extrinseca o del sistema autdonom que requereix el
trasplantament s’associa amb alteracions de la motilitat, absorcid i secreci6, perd no
sembla influir sobre la micromorfologia de la paret intestinal'®”%'%.

Pel que fa a la micromorfologia del budell control en nansa de Thiry-Vella del
grup A, les alteracions han estat fonamentalment un escurgament i eixamplament de
les vellositats, acompanyat de dilatacié de les criptes de Lieberkihn. Canvis similars
han estat observats per Teitelbaum'®” i Watson'®?, sense coneixer quin és el significat
de tal fet.
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5.3. ESTUDI MORFOMETRIC

En realitzar les determinacions micromorfométriques de les estructures de la
mucosa intestinal es valoren d'una forma més objectiva els canvis observats al’estudi
micromorfologic. Amb aquestes determinacions es pot calcular el tamany de la
superficie epitelial absortiva per tal de valorar la preséncia o no de variacions
responsables d’alteracions en la caé:acitat d‘absorcié de nutrients del budell

trasplantat.

5.3.1. SISTEMES DE MESURAMENT

Eis estudis on es realitzen determinacions micromorfométriques de les
estructures de la mucosa del budell prim trasplantat sén molt poc freqients. Degut
a aixo, s'ha fet necessari dissenyar un métode propi de mesura per tal de determinar
el tamany de la superficie epitelial o area absortiva de la mucosa.

La mesura de V'alcada i amplada vellositaries han estat obtingudes directament
mitjancant el sistema d’analisi d’imatges i basant-se en el metode aplicat per
Kirkman’® i Schroeder'%'%4,

Abans de l'introduccié dels sistemes informatitzats d’analisi d’imatges, la
practica de tals determinacions requeria |I'is de micrometres de platina o d’ocular,
amb els quals s’obtenien un valors que requerien de calculs complexes per a generar
dades utils®'>,

314 va utilitzar seccions

Un estudi realitzat per I'equip de Carreras i Murillo
longitudinals i transversals del budell prim per a mesurar la superficie intraluminal de
la mucosa intestinal. Amb aquests talls es va calcular el nombre de vellositats per
unitat de superficie (villis/mm?), el valor del qual multiplicat pel procedent de la
determinacié geometrica de la superficie mitjana per vellositat donava el valor de
I’area de la superficie mucosa. En el nostre estudi, |’aplicacié del sistema d’analisi
d‘imatges o morfometre ha simplificat els calculs per a obtenir aquesta determinacid.

La mesura de l'area o superficie epitelial absortiva pot utilitzar-se pel
coneixement de |'estat funcional de! budell quan es considera en relacié a les dades

obtingudes de les proves d’absorcié de glucosa i aigua. L’establiment d’aquesta
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relacié pot donar una idea més aproximada de I'estat funcional del budell prim que les
determinacions efectuades en altres treballs en els quals els valors obtinguts de les
provés d’absorcié només es valoren en relacié a la llargada del budell trasplantat
(Mol/cm) o al temps de duracié de la prova (yg/min), sense tenir en compte altres

parametres morfometrics'©!.161.163.164

5.3.2. VARIACIONS MICROMORFOMETRIQUES

Als 10 minuts de la reperfusié, en el budeli traspiantat deis grups B i C
s‘observa un increment de !I'algada, amplada i superficie absortiva per vellositat, el
qual no presenta diferencies estadisticament significatives {p=0.05) amb els valors
mostrats a les mostres de budell prim obtingudes préviament al trasplantament
(TAULES 63,64,66,67,69i 70). Aquestes observacions morfometrigues no han estat
descrites per aitres autors, perd d’elles es desprén que els efectes de |'isquémia i
reperfusié relacionats amb la técnica quirdrgica no produeixen variacions
micromorfologiques en les estructures ni en el tamany de la superficie epitelial
absortiva en el periode immediat al trasplantament.

Posteriorment, als 7, 14 i 21 dies, les determinacions morfométriques de la
mucosa intestinal mostren una evolucié diferent entre el budell control del grup A i
el budell trasplantat dels grups B i C.

Entre eis 7 i 14 dies s’observa una reduccié progressiva en{'algada vellositaria
en els tres grups (GRAFICA 7).

En el budell trasplantat, el tamany de la superficie epitelial absortiva presenta
una reduccié progressiva i estadisticament significativa en aquest interval de temps
(GRAFICA 12), mentre que en el budell control aquest parametre mostra una
tendéncia a I'increment. Aquest increment es dona en el grup control a expenses d’un
augment del diametre intestinal (GRAFICA 10), el qual no s’observa en els grups de
budell trasplantat. La influéncia del didmetre sobre el tamany de la superficie epitelial
absortiva ve confirmada per I’analisi de correlacié entre parametres morfomeétrics
(TAULA 152).
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Aquestes observacions en relacié a I'algada vellositaria i superficie o area
epitelial absortiva coincideixen amb les obtingudes per I’equip de Lear i Watson'®"'3,
el qual les atribueix a I’atrofia consegient a la disposicid del budell fora del transit
digestiu.

Perd entre els 14 i 21 dies, sense que encara s'hagi interposat el budell en
continuitat amb el transit digestiu, s'ha observat una tendéncia a l'increment dels
valors de la superficie epitelial absortiva en tots els grups (GRAFICA 12), sense que
s’hagin observat diferencies estadisticament significatives en el temps (TAULES
77,78 i 79) ni entre els grups (TAULES 108 i 109).

Aquesta tendéncia a recuperar els valors morfomeétrics inicials o del budell
normal cap al final de I'estudi (36 dies) es mostra en tots els grups en relacié a la
superficie absortiva per vellositat i a la superficie epitelial absortiva, perd en relaci6
als altres parametres s’observen diferencies entre els grups. Aixi, el budell control del
grup A no arriba a recuperar els valors inicials de I’amplada vellositaria ni del diametre,
els quals presenten valors superiors, i el budell isotrasplantat tampoc recupera el valor
inicial de flur algada vellositaria.

No tenim dades d’altres autors per a comparar les obtingudes en el nostre
estudi.

Valorant aquesta manca de recuperacid dels valors inicials de ['algada
vellositaria en el budell isotrasplantat als 36 dies en comparacié al I’evolucié del
budell alotrasplantat, en alguns treballs s'ha suggerit una possible influéncia de la
Ciclosporina A sobre la regeneraci6 cel.lular dels enterdcits®'®. Perd els mecanismes
pels quals la Ciclosporina A podria induir la regeneracié cel.lular no es coneixen, si bé
es postula sobre una participacié de les cél.lules del sistema immunitari les quals, en
veure’'s influenciades per la Ciclosporina A actuarien mitjangant processos enzimatics
per a iniciar la resposta regenerativa®'®. Perd no és possible confirmar aquest fet a
partir de les nostres dades, ni tampoc existeixen treballs anteriors on es valori
I’actuacié de la Ciclosporina A sobre la regeneracié dels enterécits.

Quant a la diferent evolucié dels valors que pren el diametre en el budell

control del grup A respecte al budell trasplantat, podria considerar-se que tal
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diferéncia ve donada per una diferent inervaci6. El budell control manté la inervacié
extrinseca o del sistema nervios autonom de la qual careix el budell traspliantat, en
seccionar-se aquesta durant llur extracci6®'’.

El fet de que al final de I’estudi no s’observin diferencies estadisticament
significatives en el tamany de la superficie epitelial absortiva entre el budell
trasplantat i el budell normal suggereix que en cas de produir-se defectes en
I’absorcié de nutrients, tal incapacitat no depén d’'una reduccié en la superficie
absortiva, sind que cal trobar altres causes per explicar aquesta incapacitat.

Aquesta observacié també confirma la teoria d'alguns autors que consideren
que la integritat de la micromorfologia del budell trasplantat pot no ser representativa

de la mateixa integritat de la capacitat funcional’®:'0%155.163.167.312
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5.4. ALTERACIONS FUNCIONALS
5.4.1. ABSORCIO DE GLUCOSA | AIGUA

Les proves funcionals mostren comportaments evolutius diferents entre els
grups.

Durant tot el periode d’estudi, la quantitat de glucosa absorvida per unitat de
superficie mucosa {(uMol/cm?) es manté en uns nivells superiors en el budeli control
del Grup A que en els dos grups de budell trasplantat (GRAFICA 15). El mateix passa
pel que fa a |’absorcié d’aigua. Pero les variacions s6n diferents segons es tracti d’un
o d’altre element (GRAFIQUES 13 i 14). En el budell control del Grup A, fins als 14
dies s’observa un descens progressiu en I’absorcié d’aigua per unitat de superficie,
mentre que |'absorci6é de glucosa va augmentant progressivament. Entre els 14 i 21
dies, la quantitat d’aigua que es difon continua disminuint encara que d’una forma
més lenta que I'absorcié de glucosa els nivells de la qual baixen més bruscament.
Posteriorment a la interposicié ortotopica, es produeix un increment en |’absorcié
d’ambdos elements fins arribar a valors semblants als inicials i sense diferéncies
estadisticament significatives (GRAFIQUES 13,14 i 15, TAULES 113 a 121).

En el budell trasplantat dels grups B i C, I’evolucié en I'absorcié de glucosa i
aigua és similar en les dues formes d’iso i d’alotrasplantament, pero diferent a
I'observada pel budell control en nansa de Thiry-Vella (TAULES 122 a 129). Enles
fases inicials i fins als 14 dies es produeix un increment en les quantitats absorvides
tant de glucosa com d’aigua, perd posteriorment a aquest periode, la tendéncia és
absorvir progressivament menys, sense que la interposicio ortotopica sembli interferir
sobre aquest fet. Aquests resuitats coincideixen amb els observats per Hatcher'®' i
Watson'®,

Segons Schroeder'%* les variacions que es produeixen mentre el budell es troba
disposat heterotopicament depenen de canvis de tipus atrofic a les estructures de la
mucosa intestinal. En el nostre estudi, tot prenent com a referéncia l'alcada
vellositaria, s’ha observat que mentre aquesta tendeix a reduir-se fins als 14 dies
(GRAFICA 8), 'absorcié de glucosa i d’aigua s’incrementen progressivament en els

dos grups de budell trasplantat (GRAFIQUES 13, 14 i 15), la qual cosa aniria en
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contra de |'opinié de Schroeder. Perd, en canvi, en periodes de temps posteriors, el
fet d’observar-se una reduccié en |'absorcié de glucosa malgrat que el tamany de
I'area d’absorcié epitelial recuperi els seus valors inicials després de la interposicié
ortotopica suggereix, tal com fa el mateix Schroeder, que la superficie epitelial no és

tant important per a I’absorcié com |’estat funcional de les cél.lules absortives'®*.

5.4.2. EFECTES DE LA ISQUEMIA | REPERFUSIO SOBRE L'ABSORCIO

En general, quan el periode d’isquémia no ha sobrepassat els sixanta minuts,

les alteracions que es puguin produir sén reversibles i llur expressié histoldgica i
funcional no hauria de manifestar-se més enlla dels 7 dies®**3'2183318_ perg en el
nostre estudi els defectes d’absorcié persisteixen i es fan més importants a mida que
avanca el temps postrasplantament.

El nostre estudi no aporta dades referents a I’activitat funcional de la mucosa
intestinal post-isquémia i reperfusi6é en relacié a |'activitat enzimatica de la vora en
raspall®'®, ni a canvis hemodinamics de la microvascularitzaci6®® responsables
d’alteracions funcionals, perd donat que el temps d’isquémia freda mitja ha estat
només d'uns 48 minuts i qué les alteracions micromorfoldgiques relacionades amb els
efectes de la isquémia-reperfusi6 no s‘observen més enlla dels 7 dies
postrasplantament, considerem, tot coincidint amb Watson'®®, que les variacions
detectades en |'absorcié no sén un resultat directe d'aquest fendmen sind que

depenen d’altres factors.

5.4.3. DENERVACIO | FUNCIO ABSORTIVA

El trasplantament de budell prim comporta la denervacié extrinseca o del
sistema autdnom i I’afectacié del sistema intrinsec o entéric consegiient a la seccié
de la paret intestinal.

Els resultats obtinguts en el nostre treball mostren un comportament funcional

diferent entre el budell control i el budell trasplantat que coincideix amb les
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observacions de Watson'®® i, més recentment, amb les de Ishii®'2. Aquests autors
consideren que la reduccié en I'absorcié de glucosa, aigua i electrolits no prové
d’alteracions relacionades amb fendmens immunoldgics, donat que ['evolucié és
semblant entre I'iso i I'alotrasplantament, sind que estaria originada sobretot per la
denervacié extrinseca del budell. Tal afirmacié ve recolgcada pel fet ja assenyalat de
que els nivells d’absorcié tant de glucosa com d'aigua es mantenen més elevats en
el grup control, on el budell disposat en nansa de Thiry-Vella manté integra la seva
inervacié extrinseca.

Malgrat que la influéncia de la denervacié extrinseca i intrinseca sobre la
modulacidé de |’absorcié d’aigua, electrolits i nutrients ha estat valorada en nombrosos
estudis, no sén encara ben coneguts els mecanismes que controlen aquestes
reaccions®%°,

L'afectacié funcional derivada de fa denervacié que apareix després del
trasplantament del budell prim també el diferencia del trasplantament d’altres organs
com sén els ronyons, fetge, cor o pancreas en els quals la denervacié no implica
alteracions per al desenvolupament de llur funcié.

El descens en la capacitat d’absorcié d’aigua observat en el budell control del
grup A del nostre estudi, en el qual la inervacié autonoma esta preservada, és contrari

a les idees de Watson'®?

segons les quals la denervacié extrinseca produiria un
augment de la secrecié de Clor i una disminucié de I'entrada de fluid a la mucosa,
concretament a les criptes de Lieberkiihn. Segons Watson, I’activitat de les criptes
en condicions normals estaria controlada molt directament pel sistema nervids
autdénom, mentre que !'activitat absortiva de les vellositats, on s'absorvirien els
nutrients com la glucosa, no estaria influida tan intensament per aquesta forma
d’inervacid, participant altres factors sobre ella.

Pero els efectes de la denervacid extrinseca mostren resultats diferents segons
I'animal utilitzat i inclis hi ha controvérsies malgrat I'utilitzacié de models
experimentals similars. A larata, Teitelbaum'®’ conclueix que la denervacié extrinseca
enl'isotrasplantament ve associada a una pérdua transitoria de la capacitat d'absorcié

d’'aigua i sodi, la qual es normalitza completament als 8 dies del trasplantament. Tal
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observacié coincidiria amb els nostres resultats donat que la primera determinacié de
I'absorcié d'aigua es realitza als 7 dies postrasplantament, periode en el qual és
possible una certa recuperaci6 de |'activitat adrenérgica®'’, si bé no tenim dades per
demostrar-ia.

En relacié a |’absorcié de giucosa, la menor influéncia del sistema nerviés
autonom sobre I'absorcié de nutrients a les vellositats afirmada per Watson'®, es
podria valorar com un dels factors en favor dels resultats obtinguts al nostre estudi.

Pel que fa a la influéncia de la motilitat intestinal sobre |'absorcié, aguesta es
veu afectada tant per la denervacié extrinseca com per la seccié de la inervacié
entérica de la musculatura llisa de la paret intestinal®?'3?2, A la rata, després del
trasplantament I’activitat mioeléctrica pot detectar-se als dos dies, pero no és
manifesta macroscopicament visible fins passats almenys 11 dies*3?2. En el nostre
treball, hem pogut observar la preséncia de peristaltisme en el budell trasplantat
heterotopicament als 14 dies postrasplantament.

Pero si els efectes de la denervacié extrinseca i intrinseca sén reversibles amb
el temps'92171.241.321 1o queda justificada la depressié progressiva observada en
I’absorcié de glucosa i aigua que ha mostrat el nostre estudi i que coincideix amb

I'observada també a llarg termini per altres autors tant a la rata com a d'altres
anima|396'322'323'324'325

5.4.4. INTERRUPCIO LIMFATICA | ABSORCIO

La regeneracié del flux limfatic és important no sols per a I'absorcié de lipids,

sind també perque la preséncia d’estasi limfatic pot dificultar I’absorcié de nutrients
no-limfatic depenents com serien proteines i carbohidrats, a més de comprometre la
microvascularitzacié de la mucosa.

En el nostre estudi, la dilatacié dels limfatics no es detecta microscopicament
després dels 7 dies postrasplantament, de forma que el defecte d’absorcié de glucosa
i aigua no sembla dependre de I’afectacié de la circulaci6 limfatica.

Un fet observat en alguns treballs és que I’absorcié de lipids és inferior després
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de lalotrasplantament en animals tractats amb Ciclosporina A, la qual cosa ha
suggerit que la Ciclosporina A podria reduir la capacitat de regeneracié limfatica,
sense quedar clar si aquest és un efecte toxic especific per a la Ciclosporina A o bé

es dona simplement en relacié a la immunosupressié'”°.

5.4.5. RESPOSTA IMMUNOLOGICA | FUNCIO ABSORTIVA

La tendéncia a la disminucié en I'absorcié de glucosa en el budell trasplantat
(GRAFICA 14) durant fases avancades postrasplantament no pot explicar-se pels
efectes de laisquemia-reperfusid, ni de la denervacié. En el cas del alotrasplantament,
aquesta disminucié pot ser explicada pels efectes del rebuig i per una possible
toxicitat de la Ciclosporina A sobre el budell prim.

La preséncia d’un nombre augmentat de limfocits a la lamina propia del budell
alotrasplantat que s’ha observat ja des dels 7 dies postrasplantament coincideix amb
les observacions de Oberhuber i Margreiter?’%3%°, els quals {'atribueixen a un signe
inicial de rebuig malgrat el tractament immunosupressor amb Ciclosporina A.

En el nostre estudi, si bé I’absorcié de glucosa i aigua decreix després dels 14
dies tant en I'iso com en I'alotrasplantament, els nivells s6n inferiors en aquest ultim.

Tal fet podria estar relacionat amb efectes toxics de la Ciclosporina A%°.
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5.5. INTERPRETACIO DE L'ANALIS! DE CORRELACIO

L"analisi de correlacid i regressi6 ha evidenciat una manca de relacié entre les
dades obtingudes de ia valoracié de |'estat micromorfoldgic de la mucosa intestinal
i les proves d’absorcié. Aquesta manca de dependéncia estadisticament significativa
(r<0.44) entre les puntuacions obtingudes a la superficie intraluminal i I’absorcié de
glucosa i aigua en tots els grups (TAULES 134 a 139) no fa més que confirmar la
manca de relacié entre I'aspecte micromorfologic al microscopi optic i la capacitat
funcional de la mucosa intestinal afirmat per alguns autors’6:10%185.163.167.312

Quant al’establiment de relacions entre parametres morfomeétricsi funcionals,
mentre que els budell control i isotrasplantat es comporten de forma similar i no
evidencien relacions de dependéncia estadisticament significativa entre I’absorci6 de
glucosa i el tamany de la superficie epitelial absortiva (r<0.44, TAULES 140i 141),
en el budell alotrasplantat si que s’estableix aquesta relacié {r=0.45, TAULA 142).

El tamany de ia superficie epitelial i la difusié d’aigua tampoc no han mostrat
relacions de dependéncia estadisticament significatives en cap dels grups (r<0.44,
TAULES 143 a 145).

No disposem de dades d’altres autors per a poder comparar els resultats
obtinguts.
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5.6. ALTERACIONS ULTRAESTRUCTURALS

En general, per a detectar alteracions al budell trasplantat, els examens
de les mostres es realitzen amb el microscopi dptic convencional donada la simplicitat
que representa el processament histoldgic. Es per aquest motiu que els estudis de la
ultraestructura de les cél.lules de 1a mucosa del budell trasplantat sén poc freqlients.

L'aplicacié de la Microscopia Electronica de Scanning, en observar només la
superficie intraluminal de la mucosa, permet valorar parcialment |I’aspecte en conjunt
de la porcié apical de les microvellositats, perd no pot detectar alteracions cel.lulars
sind és que aquestes siguin importants.

Els estudis sobre I'evolucié del budell trasplantat realitzats pels equips de
Lear'® i T.Yamataka®'' en els quals s’utilitza la Microscopia Electronica de Scanning,
no varen detectar alteracions ala vora de microvillis, tot considerant que els resultats
obtinguts eren similars a les observacions procedents de [a microscopia dptica
convencional.

En canvi, quan aquesta técnica s’ha aplicat per a valorar |’estat de la superficie
epitelial després del periode d‘isquémia i reperfusié, Lee i el seu equip® varen poder
observar edema i ruptura de les microvellositats, tot quedant exposada la lamina
propia, essent aquestes observacions també compatibles amb les dades aportades per
la microscopia optica i les determinacions morfomeétriques.

Eis resultats mostrats pels estudis on s’utilitza la Microscopia Electronica de
Transmissié per a realitzar una valoraci6 més completa de |'estat cel.lular no sén
comparables entre si degut a que s’observen aspectes diferents de la mucosa
intestinal. L’estudi de Tait et al®® observa I'estat dels enterdcits aillats i en cultiu per
tal de valorar llur viabilitat previament al seu trasplantament sobre una porcié de la
paret intestinal denudada de mucosa, mentre que I'equip de Bass et al*!, observa
I’evolucié del budell prim fetal després del seu trasplantament.

Per tal de poder comparar les dades obtingudes en el nostre estudi, només es
disposa de I'experiéncia de A.Yamataka i el seu equip®?’ les observacions de la qual
sén equivalents a les nostres pel que fa a la morfologia de les microvellositats en el

budell alotrasplantat. Segons A.Yamataka, tals alteracions sén degudes als efectes
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del rebuig i es detecten a partir del 8¢ dia postrasplantament.

Considerant aquesta alteracié de les microvellositats i les observacions
realitzades en altres estudis segons les quals els primers efectes del rebuig recauen
sobre les ceél.lules endotelials i sobre les del epiteli de les criptes, es pot pensar que
els canvis en les microvellositats podrien també ser considerats com un dels primers
signes de rebuig. ,

Aquesta alteraci6 de les microvellositats no pot ser vaiorada com un efecte de
les reaccions d’isquémia i reperfusié donat que en I'estudi de Yamataka®?’ no es
detecta a les mostres obtingudes als 2 i 4 dies del trasplantament.

Quant a les altres alteracions ultraestructurals observades al nostre estudi, si
bé no disposem d’altres estudis per a comparar-les, poden ser valorades en quant al
seu possible origen i també en relacié a les alteracions funcionals a que poden donar
lloc.

Els vacuols citoplasmatics no electrondensos presents als enterocits no poden
ser conseglients a la resposta immunitaria, ja que es ddnen per igual en ambdues
formes de traspiantament.

Aquesta preséncia de vacuols citoplasmatics també s’ha descrit en fases
inicials postrasplantament en relacié a la preservacié6 amb solucié d’Eurocollins®*,
perd no quan s’utilitzen altres solucions. Es dificil considerar aquests vactols com un
efecte derivat de l'isquémia i reperfusié ja que no es detecten amb la microscopia
optica en fases més tempranes.

Malgrat que aquests vaculols poden participar en processos d’absorcié o
transport intracel.lular de sustancies, la importancia de la seva preséncia rau en que
quan es localitzen en el citoplasma adjacent a la membrana cel.lular lateral, poden
arribar a deformar V'espai intercel.lular (FIGURA 41). La deformacié d’aquesta zona
pot afectar els processos relacionats amb I’absorcié sobre tot d’aigua i electrolits®®'.

Tanmateix, els canvis en la morfologia dels microvillis poden afectar |"’absorci6
de nutrients.

La deteccié de lesions a les mitocondries dels enterdcits del budell prim

isotrasplantat pot ser deguda només a un defecte de la técnica histoldgica, si bé cal
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considerar que aquestes microestructures també mostren un tamany més gran que
el que s'observa a les mostres del budell alotrasplantat i de budell normal.

Una justificaci6 semblant podria donar-se en relacié a les caracterisques
observades en el reticle endoplasmatic.

Perd en el cas que aquestes alteracions no depenguessin de defectes de
processament histologic, podrien relacionar-se amb la disminucié de la capacitat
absortiva del budell trasplantat en estar implicades en alteracions de processos
enzimatics necessaris per a |’absorcié de nutrients®?,

La detecci6 d'alteracions a |’ultraestructura cel.lular dels enterdcits suggereix
la necessitat de complementar l'estudi al microscopi Optic amb |'observacié al
microscopi electronic de transmissid, sobretot quan no existeix una relacié ldgica

entre les dades cliniques i les aportades per I'examen anatomopatologic.
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5.7. ANALISI GLOBAL DELS RESULTATS

Durant les fases inicials postrasplantament i fins els 7 dies, les alteracions de
la micromorfologia del budell trasplantat depenen dels efectes de la isquémia i
reperfusid i de la seccié dels vasos limfatics i afecten fonamentalment la superficie
intraluminal de la mucosa intestinal (vellositats i criptes).

En periodes més avangats, el comportament del budell iso i alotrasplantat es
diferent. Mentre que en el budell isotrasplantat la micromorfologia de la paret
intestinal tendeix a adquirir llurs caracteristiques normals o inicials, en el budell
alotrasplantat s’observen alteracions sobre tot a les zones profundes de la mucosa
intestinal (lamina propia i muscularis mucosae). La preséncia de cél.lules limfoidals en
aquestes zones significa un origen immunolégic d’aquestes alteracions.

Durant els periodes inicials, mentre s’observen micromorfologicament els
efectes de la tecnica quirirgica sobre la mucosa intestinal, les determinacions
morfométriques de les estructures de la superficie absortiva no evidencien variacions
en llur tamany, signe de que els efectes de la técnica quirdrgica quant a isquemia i
reperfusié i seccid dels vasos limfatics no afecten el tamanyu de la superficie
absortiva intestinal.

Posteriorment, després dels 14 dies, els valors micromorfométrics evolucionen
cap als inicials, sense diferéncies estadisticament significatives entre els valors
obtinguts del budell normal i els del budell trasplantat al final de I’estudi.

Pel contrari, les determinacions funcionals evidencien una incapacitat
progressiva per a |'absorci6 de glucosa ja des de periodes inicials, sense que aquesta
evolucid pugui correlacionar-se estadisticament amb I’evoluci6 favorable que mostren
les estructures de la superficie absortiva, la qual ve reflexada en els parametres
morfomeétrics.

Quan es valoren les caracteristiques ultraestructurals de les cel.lules de I'epiteli
intestinal, s’observen alteracions que poden relacionar-se amb una fallada de la funcié
absortiva. La deformacié a la membrana de les microvellositats, la preséncia de
vacuols al citoplasma adjacent a |'espai intercel.lular, aixi com les lesions de la

membrana mitocondrial poden ser responsables d’alteracions en els processos de
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transport cel.lular d’aigua, electrolits i nutrients.
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6. CONCLUSIONS
Després de |'analisi dels resultats obtinguts en aquest treball, creiem que es

pot arribar a les conclusions segtients:

6.1. CONCLUSIO PRIMERA
Els efectes derivats de la técnica quirtrgica del trasplantament quant a
isquemia i reperfusié afecten fonamentalment la micromorfologia de les estructures

de la superficie intraluminal i sén absolutament reversibles després de 7 dies.

6.2. CONCLUSIO SEGONA
La técnica quirdrgica del trasplantament de budell prim no ha produit canvis

significatius en la capacitat absortiva.

6.3. CONCLUSIO TERCERA
Les alteracions micromorfologiques derivades deis efectes de la técnica
quirtdrgica no es reflecteixen en variacions micromorfomeétriques de la superficie

epitelial absortiva.

6.4. CONCLUSIO QUARTA
En els models d’iso i alotrasplantament utilitzats, I’estudi morfometric de la
superficie epitelial absortiva a llarg plag no ha mostrat diferencies estadisticament

significatives respecte a la que presenta el budell normai.

6.5. CONCLUSIO CINQUENA

La capacitat absortiva mesurada amb la prova d’absorcié de glucosa ha
mostrat diferencies significatives entre el grup control i els grups de budell
trasplantat. No s’han observat observat diferencies entre els dos grups de

trasplantament.
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6.6. CONCLUSIO SISENA
En el budell trasplantat es produeix una tendéncia progressiva a la disminuci6

de la capacitat per a I’absorcié de glucosa i aigua.

6.7. CONCLUSIO SETENA
Les correlacions de la funcié absortiva amb el tamany de la superficie epitelial
no han demostrat dependéncia estadistica en els grups control i de budell

isotrasplantat. Si ha existit correlacié significativa en el grup de budell alotrasplantat.

6.8. CONCLUSIO VUITENA _
En el grup de budell alotrasplantat, I’estudi ultraestructural ha mostrat
alteracions a les microvellositats, reticle endoplasmatic i mitocondries que explicarien

la insuficiéncia absortiva d'aquest grup experimental.
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