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Se trata de un estudio abierto, multicéntrico, randomizado para tratar de
evaluar los efectos beneficiosos del tacrolimus afiadido a una solucion de lavado
hepatico, con el objetivo de corroborar la hipétesis de que este farmaco es capaz de
disminuir el dafio hepatocelular tras la reperfusion del injerto hepatico preservado,
mejorando la funciéon del mismo tras el trasplante ortotdpico de higado.

Para ello se estudia prospectivamente una muestra de 137 pacientes, que se
randomizan en 2 grupos: en el grupo | se realiza el lavado del injerto pretrasplante
con una solucién de lavado (Plasmalyte A) con tacrolimus a concentracion de 20
ng/ml y el grupo Il se realiza el lavado con la misma solucién, pero sin tacrolimus.

Tras la hepatectomia del receptor, el 6rgano del donante se extrae de la
solucién de preservacion (solucién de la universidad de Wisconsin) y se lava
durante 15 minutos con la solucién asignada a caso. Todos los pacientes reciben el
mismo tratamiento inmunosupresor postrasplante (tacrolimus + esteroides).

Como variable principal de eficacia se cuantifica el porcentaje de reduccion
en el pico maximo de GPT en las primeras 48 horas postrasplante de cara a valorar
el dafo hepatocelular producido por la isquemia y posterior reperfusion en el
6rgano trasplantado.

Se realiza un subanalisis en pacientes que reciben injertos procedentes de
donantes que cumplen determinados criterios de marginalidad y, por dltimo, se
estratifica la muestra segun la edad del donante (mayores de 50 afios/ menores de
50 afios), comparando asimismo la lesién hepatica por isquemia-reperfusion en
cada uno de los grupos, mediante el analisis de la variable principal, en funcién de
que reciban un injerto perfundido con una solucién de lavado con tacrolimus o sin el
farmaco.

Como variables secundarias se estudian y comparan, entre pacientes
tratados y no tratados, otros parametros capaces de cuantificar el dafio
hepatocelular y la funciéon sintética del 6rgano trasplantado: GOT, GGT, bilirrubina,

actividad de protrombina e INR, asi como la incidencia y gravedad del primer



episodio de rechazo agudo en los 3 meses posteriores al trasplante, la

supervivencia del injerto y del paciente y la incidencia general de efectos adversos.

El estudio concluye que el lavado del injerto hepatico del donante con una
solucién con tacrolimus comparado con el lavado con una solucién con placebo no
disminuye la lesiéon hepatocelular ocasionada por isquemia-reperfusiéon al estudiar
el total de los receptores tras la realizacién de trasplante hepatico. Sin embargo, si
disminuye el dafo en el subgrupo de pacientes trasplantados con un &érgano
procedente de un donante < 50 afios, sin diferencias cuando el donante es mayor.
En el total de la muestra, no se observan diferencias entre tratados y no tratados

en cuanto a la mortalidad del receptor ni en cuanto al riesgo de rechazo.
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AA: acontecimiento adverso

AMF: Acido micofendlico

AntiHBs: Anticuerpo frente al antigeno de superficie de la hepatitis B
AntiHBc: Anticuerpo anticore del virus de la hepatitis B

ATP: Adenosin trifosfato

Blr: Bilirrubina

C: Centigrados (°C: grados centigrados)

Ca: Calcio

CMV: Citomegalovirus

CPA: Célula presentadora de antigenos

CRD: Cuaderno de recogida de datos

CsA: Ciclosporina A

D. tipica: Desviacion tipica

FA: Fosfatasa alcalina

FBP: Fructosa 1,6 bifosfato

FKBP: Proteina de unién al FK

g: gramo

GGT o yGT: Gammaglutamil transpeptidasa

GOT/AST: Glutamil oxalacético transaminasa/ aspartato
aminotransferasa

GPT/ALT: Glutamato piruvato transaminasa/ alanina aminotransferasa
HBsAg: Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

HES: Hydroxethyl Starch

HTK: Solucién de preservacion histidina-triptéfano-cetoglutarato
ICAM: Moléculas de adhesién intracelulares

i.v.: Intravenoso



IFN: Interferdon
IL: Interleucina

INR: Ratio internacional normalizada

K: Potasio
Kg: Kilogramo
L: litro

LCR: Liquido cefalorraquideo

LDH: Lactato deshidrogenasa

Max: Maximo

Mg: Magnesio

mg: Miligramo

Mg: Microgramo

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
min: Minuto

mmol: Milimol

mol: Mol

mOsm: Miliosmol

N: Tamafio muestral

Na: Sodio

NF-AT: Factor nuclear de las células T activadas
NF-kB: Factor nuclear kB

ng: Nanogramo

NOS: Oxido nitrico sintetasa

ONT: Organizacion Nacional de Trasplantes
Osm: Osmolaridad

PAF: Factor activador plaquetario

PEG: Polietilenglicol

PG: Prostaglandina

PMN: Polimorfonucleares



RLO: Radicales libres de oxigeno

TCR: Receptor especifico de la célula T

TNF: Factor de necrosis tumoral

TP: Tiempo de protrombina

TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada
Tx: Trasplante

UCI: Unidad de cuidados intensivos

UI: unidades internacionales

UNOS: United Network for Organ Sharing

UW: Solucion de preservacion de la Universidad de Wisconsin
VEB: Virus de Epstein-Barr

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH: Virus de la inmundeficiencia humana

XD: Xantin deshidrogenasa

XO: xantin oxidasa
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1. INTRODUCCION




Introduccioén



1.- HISTORIA DEL TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante de oOrganos constituye uno de los avances mas
espectaculares de la historia de la medicina. El avance de diversas ramas de la
ciencia y la tecnologia, asi como el esfuerzo de multitud de profesionales ha
logrado que el trasplante constituya hoy una realidad, un procedimiento
rutinario en la practica médica que ya ha conseguido salvar a miles de enfermos
y mejorar su calidad de vida.

Esto ha sido posible gracias a los extraordinarios avances realizados en
cuanto a la preservacion de los Organos del donante, las terapias
inmunosupresoras, las técnicas quirargicas y los cuidados del receptor, antes,
durante y después de la cirugia.

En la civilizacién de Occidente, los trasplantes de dérganos y tejidos,
homologos y heterdlogos, se inician y prodigan hace mas de 250 afios, gracias al
advenimiento de las ciencias naturales. En 1746 se acufia el término “injerto
animal” por Duhamel du Monceau, quien tres anos mas tarde injertd con éxito
espolones extraidos de pollos jovenes en la cresta del mismo o de otro animal. A
lo largo del siglo XIX se prodigaron todo tipo de injertos, de tejidos y 6rganos,
entre animales de la misma especie y entre animales diferentes®,

Los primeros fracasos se relacionaron con errores en la técnica
quirurgica, sobre todo en lo referente al campo de la cirugia vascular, hasta que
en 1902, Alexis Carrel sienta las bases de las modernas anastomosis
vasculares?, punto de partida fundamental para el desarrollo de los trasplantes.

El primer homotrasplante clinico fue renal y realizado en 1936 por
Voronoy®. No llegd a funcionar. En los afios siguientes se realizaron varios
intentos mas, con resultados desalentadores; los drganos trasplantados dejaban
de funcionar porque sufrian un proceso bioldgico de base inmunoldgica: el

rechazo.



El trasplante hepatico se empieza a mencionar en la literatura médica en
1955. El primer informe se publicd en una revista llamada Transplantation
Bulletin, antecesor de la actual Transplantation. En este articulo, C. Stuart Welch
describié la colocacion de un higado auxiliar canino en pelvis o canal
paravertebral derecho de receptores no inmunosuprimidos®. La revascularizacion
de la arteria hepatica se realizaba desde la aorta o la arteria iliaca y el flujo
portal se restauraba redirigiendo el retorno venoso de la cava inferior del
receptor a la porta del injerto hepatico. Afos mas tarde se descubriria que
existian otros factores, ademas del rechazo, que contribuian a la rapida
destruccién del trasplante auxiliar. Es Jack Cannon quien comienza a plantearse
la extraccion del higado nativo previa al implante del nuevo 6rgano (trasplante
ortotdpico). Dos grupos de investigadores trabajan en esta linea durante los
afios siguientes: el equipo de Francis D. Moore, en Boston, y el liderado por
Thomas E. Starzl, en Chicago. Se realiza una nueva técnica de hepatectomia
total® y en 1960 se publican 31 experimentos en perros realizados por el equipo
de Moore’® con 7 supervivientes de entre 4 y 12 dias y 80 por parte del grupo
de Starzl’, de los que sobrevivieron 18 entre 4 y 20 dias. Aln no existia
inmunosupresion eficaz y el rechazo se presentaba tras el 5° o 6° dia en ambas
series y era la considerado como la principal causa de la muerte. Unos afos mas
tarde, Groth!® demostré que las reducciones drasticas del flujo hepatico eran, en
parte, responsables del rechazo y hacian el injerto mas susceptible a las

infecciones!!?,



" frat el

Figura 1. Trasplante hepatico auxiliar en perros (técnica de Welch modificada).
Marchioro TL, Rowlands DT Jr et al. Inmunosuppression after experimental and

clinical homotransplantation of the liver. Ann Surg. 1964; 160:411-439



Figura 2. Trasplante hepatico ortotépico. Starzl TE, Demetrio AJ, Van Thiel DH.
Medical progress: liver transplantation, part I. Tomado de The New England

Journal of Medicine. 1989; 321:1014-1022.

En esta época se llegé a la conclusion de que era imprescindible, de cara
a mejorar la supervivencia de los animales tras el trasplante, la prevencion de la
lesion isquémica del injerto y asi se comenzaron a emplear soluciones de
preservacion. Inicialmente se utilizaron soluciones salinas o Ringer, Utiles
durante las primeras 5 o 6 horas. Posteriomente se fueron introduciendo
modificaciones'®!* hasta que, en 1978, gracias a la solucién ideada en la
Universidad de Wisconsin!®, fue posible la preservacién de injertos hepaticos
humanos refrigerados hasta 18-24 h'%17,

El requisito final para el éxito del trasplante en perros fue el uso de by-

pass plasticos y posteriormente by-pass con bomba, con'®!® o sin



anticoagulacién?:2

, que drenaban el flujo venoso esplacnico del receptor a la
vena cava superior durante la hepatectomia y el implante del nuevo injerto.

Un concepto errdneo acerca de la fisiologia hepatica fue lo que condujo a
Welch a pensar en el rechazo como el Unico responsable de la destruccion de los
injertos hepaticos de los perros*??. El shunt portocava (fistula de Eck) realizado
para el trasplante hacia que todo el retorno venoso esplacnico de la porta se
desviase sin pasar por el higado. Se producia una atrofia del injerto®?, que en
esa época se atribuia a déficit de flujo total y no a falta de paso de determinados
componentes sanguineos por el higado via portal®*?°. Aunque estaba
equivocado, Welch cre6 un modelo experimental de gran importancia, que se
basaba en hacer coexistir en el mismo animal dos higados que Unicamente se
diferenciaban por la cantidad de aporte sanguineo derivado a cada uno de sus
sistemas portales. Cuando este experimento se repitid bajo inmunosupresion
pudo observarse que aquellos injertos con escaso aporte de flujo portal reducian
su tamafio en comparacidn con los injertos con flujo normal®®. No era, pues, el
rechazo la Unica causa del deterioro hepatico. Lo mismo ocurria cuando se
dividia en dos el higado del mismo animal y se vascularizaba con retorno venoso

27,28

portal procedente de diferentes territorios esplacnicos El fragmento peor

vascularizado se atrofiaba. Continud investigandose a partir de estos modelos
experimentales, llegando a la conclusion de que tanto la insulina como otras

sustancias aportadas por el flujo portal influian de forma importante en el

28,29,30,31

trofismo hepatico y el paso de la sangre portal a través del higado

evitaba otras consecuencias adversas ocasionadas por la fistula de Eck32.

Tras la demostracion por Medawar en 1944 de que el rechazo era un

33,34

fendmeno de base inmunoldgica se ensayaron multiples pautas

inmunosupresoras, que fueron mejordandose hasta el descubrimiento del
sinergismo entre azatioprina y esteroides, consiguiéndose a partir de ese

momento una mejoria de los resultados clinicos3>:3®,



En la tabla 1 se resumen cronoldgicamente los principales regimenes

inmunosupresores empleados.

Inmunosupresor

Inconvenientes

Uso en tx

abdominales

Irradiacién corporal | No efectivo, peligroso No

total

Azatioprina No efectivo, peligroso No

Azatioprina + | Subdptimo Higado

esteroides

Drenaje adyuvante de | Requeria pretratamiento 20-30 | Higado

conducto toracico dias antes

Timectomia adyuvante | Eficacia no probada Si

Esplenectomia Innecesaria Si

adyuvante

Globulina antilinfocito | Subdptimo Si

adyuvante

Ciclofosfamida Sélo util en toxicidad a azatioprina | Higado

Irradiacion linfatica | Peligroso Higado

total

Ciclosporina Subdptimo Si

Ciclosporina + | Nefrotoxicidad. Mal control | Si

esteroides rechazo

FK506 + esteroides Nefrotoxicidad. Mal control | Si
rechazo

Tabla 1. Principales regimenes inmunosupresores y utilidad clinica.

Starlz TE. Transplantation of the liver. Chapter 1: History of liver and

other splachnic organ transplantation. W.B. Saunders Company 1996.



Una vez demostrada la efectividad de la combinacién de azatioprina +
prednisona como régimen inmunosupresor en animales y trasplantes renales en
humanos, se realizé el primer trasplante hepatico clinico. Thomas Starzl realizé
el primer trasplante de higado en humanos en el afio 1963%. A un nifio de tres
afos afecto de atresia biliar que se encontraba en muy mal estado le trasplanté
el higado de otro nifio fallecido de un tumor cerebral. Solo sobrevivid cinco
horas. En el mismo afio, dos meses mas tarde, realizd su segundo trasplante
hepatico, esta vez entre adultos. El receptor era un vardn de 48 afios de edad
afecto de un hepatoma que afectaba a la totalidad del higado y el donante un
varon de 55 afios con un glioma cerebral. Coincidiendo con la asistolia del
donante se procedié a la extraccion inmediata del higado. El trasplante fue un
éxito, pero el receptor falleci6 22 dias después a causa de una embolia de
pulmén. El examen patoldgico del injerto hepatico era normal.

En los afios siguientes, la evolucion de las terapias inmunosupresoras y
una mejor preservacion de los injertos3® permitieron que la supervivencia de los
receptores aumentase paulatinamente. El trasplante hepatico era una realidad
clinica.

A finales de los afios 80 ya habia una lista de patologias que se
consideraban susceptibles de tratamiento mediante trasplante hepatico; estas
patologias estaban divididas en: enfermedades colestasicas, trastornos del

parénquima®°, errores innatos del metabolismo3°4°

y tumores.

Al mismo tiempo que aumentaba el nimero de indicaciones disminuian
las circunstancias que inicialmente contraindicaban el trasplante. Asi, comenzé a
considerarse la posibilidad de trasplantar pacientes con cirugias o shunt
portosistémicos previos; la trombosis de la porta y las venas mesentéricas
superiores, que hasta entonces hacian el trasplante dificil o imposible, habian
dejado de ser un obstaculo insalvable mediante el uso de injertos venosos*™?;

se flexibilizaron los limites de edad de los receptores y la obtenciéon de érganos

para receptores pediatricos aumentoé con el uso de fragmentos hepaticos.



Hecho/descubrimiento

Preinmunosupresion Welch 1955 Primera cita en la literatura
Trasplante auxiliar de higado en
perros

Moore, 1960 Primer trasplante ortotopico de
Starzl higado en perros

INnmunosupresiéon Starzl 1963 Primeros tres intentos clinicos
trasplante ortotépico de higado.
Maxima supervivencia 21 dias

Starzl 1965 Primera supervivencia superior a
un afio en perros

Starzl 1968 Trasplantes ortotdpicos de higado
con supervivencia prolongada

Calne 1968 Primeros cuatro casos de
Cambridge, primera supervivencia
mas de cuatro meses

Starzl 1969 Veinticinco casos en Denver

Tabla 2. Hechos de relevancia para el éxito del trasplante hepatico. Rodés

Teixidor J. Trasplante de 6rganos y células.. Fundacion BBVA ed. 2006.




La primera cirugia de reduccién hepatica se realizé en Denver en 19754,
pero la técnica fue descrita y publicada mas tarde***. En 1989 Lynch y Strong
realizaron con éxito un trasplante de una porcién de Iébulo hepatico izquierdo de
donante vivo relacionado®®, técnica mejorada y popularizada después por
Broelsch*’. Estos procedimientos de reduccién hepética fueron facilitados
mediante la utilizacién de la técnica del piggyback, es decir, la conservacion de
la cava retrohepatica del receptor y la anastomosis de las venas suprahepaticas
del injerto a ramas de las venas hepaticas. El piggyback, descrito inicialmente
por Calne*® para el trasplante de higados pediatricos a adultos, fue utilizado
esporadicamente durante unos afios y finalmente popularizado por Tzakis y

cols*.



2.- ESCASEZ DE DONANTES

En los ultimos afios el trasplante hepatico ha representado un gran
avance desde el punto de vista terapéutico al conseguir una mejoria sustancial,
tanto de la supervivencia como de la calidad de vida, de aquellos pacientes
afectos de una hepatopatia terminal. En la actualidad, la supervivencia del
paciente a los 5 y 10 afos se cifra alrededor de un 90% y un 75-80%,
respectivamente®®. No cabe ninguna duda, por tanto, de que el trasplante
hepatico es una terapéutica altamente eficaz, Unicamente condicionada por el

numero limitado de donantes.

ACTIVIDAD DE TRASPLANTE HEPATICO
Espaiia 1984-2006
Mimero absoluto
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Grafico 1. Datos de 2006. Organizacion Nacional de Trasplantes



Debido a esta gran eficacia terapéutica, este tipo de tratamiento se esta
ofreciendo progresivamente a un mayor nimero de pacientes, lo que provoca, a
pesar del elevado numero de donantes que se generan en Espafa, un mayor
tiempo en lista de espera y, como consecuencia, un mayor numero de

fallecimientos entre los enfermos que esperan un érgano que no llega a tiempo.

EVOLUCION LISTA DE ESPERA GLOBAL 2006
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Gréfico 2. Datos de 2006. Organizacion Nacional de Trasplantes

En los Graficos 1 y 2 se representa el aumento de la actividad de
trasplante hepatico que se ha producido en los ultimos afios y la evolucion de la

lista de espera.



Esta desproporcién entre la oferta y la demanda de érganos ha hecho
necesario el desarrollo de alternativas para aumentar el nimero de injertos

hepaticos Utiles para trasplante.

2.1.- ALTERNATIVAS A LA ESCASEZ DE

ORGANOS*!

- MEJORA DE TODOS LOS ASPECTOS RELACIONADOS CON LA
DONACION
En Espafa tenemos los indices de donacidn mas altos del mundo
(Gréficos 3 y 4). Aln asi, la tasa de negativa familiar en nuestro pais se
mantiene estable por encima del 15% en los Ultimos afios (Grafico 10),
por lo que los esfuerzos encaminados a disminuir el numero de
negativas pueden suponer un aumento sustancial del numero de
donantes. La labor de los equipos de coordinacién de trasplantes
también es fundamental de cara a una mejor deteccidén y seleccién de
potenciales donantes.
Otra alternativa a la escasez de dérganos es la obtencidon de o6rganos
procedentes de donante vivo: la utilizacién de donantes familiares para
el trasplante renal se utilizd ya en los inicios del trasplante y se ha
mantenido en los paises cuya donacion de cadaver es escasa o las listas
de espera largas. En la actualidad, y debido a esta escasez de érganos,
el interés por el donante vivo ha aumentado de nuevo y se ha extendido
a la donacion de drganos extrarrenales como el higado. La donacién de
vivo tiene el inconveniente del riesgo de morbimortalidad en el donante
y los problemas éticos que puede acarrear.
Aproximadamente un 5% de nuestros donantes son donantes en

asistolia, cuya muerte se determina mediante la irreversibilidad del cese



de las funciones cardiorrespiratorias. No sdlo se obtienen rifiones viables
para trasplante de estos donantes, también se han trasplantado con

éxito en nuestro pais higados procedentes de este tipo de donantes.
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Gréfico 4. Datos de 2006. Organizacion Nacional de Trasplantes

APROVECHAMIENTO MAXIMO DE LOS ORGANOS

Una de las técnicas que ha contribuido a disminuir las listas de espera en
el trasplante hepatico infantil sin menoscabo de las listas de espera de
adultos ha sido el split, que consiste en realizar una particion hepatica
para trasplantar a un adulto con el lI6bulo derecho y a un nifio con el
segmento lateral izquierdo. Actualmente se esta trabajando en la
obtencion de dos injertos hepaticos para poder trasplantar a dos adultos,
ya que son estas listas de espera las mas preocupantes.

Otra forma de aumentar el nuimero de organos disponibles para
trasplante a lo largo de estos Ultimos afios ha sido ampliar los criterios
de aceptacion de los donantes, tanto en el sentido de ser menos
estrictos en cuanto a los antecedentes patoldgicos, como en el de

flexibilizar los limites de edad.



MEJORAS EN LA PRESERVACION Y CONSERVACION DE LOS
ORGANOS

El aumento en la edad media de los donantes provoca un aumento de la
utilizacion de érganos considerados como “subdptimos” o “marginales”,
con mayor riesgo de desarrollo de lesién por isquemia-reperfusién. De
ahi la relevancia cada vez mayor de las investigaciones encaminadas a
mejorar las soluciones de preservacion que hagan posible una mayor
utilizacion de estos 6rganos, manteniendo buenos resultados funcionales

en el receptor.

XENOTRASPLANTE

Se trata del trasplante entre diferentes especies, es decir, de érganos de
animal al hombre. La experiencia con este tipo de trasplantes es
antigua, pero no se han conseguido supervivencias prolongadas, aunque
algunos drganos de primates funcionaron durante meses. El trasplante
de primates al hombre seria el mas factible desde el punto de vista de
compatibilidad inmunoldgica, pero los problemas éticos, de disponibilidad
de animales y el riesgo de transmisién de enfermedades, como los
retrovirus, lo hacen inviable. El cerdo tiene menos problemas de
disponibilidad, pero en este caso la barrera inmunoldgica es muy grande.
Para evitar el rechazo fulminante debido a los xenoanticuerpos que se
generan en el hombre se ha conseguido introducir genes humanos en el
cerdo; estos cerdos transgénicos expresan antigenos humanos en sus
células endoteliales, evitandose el rechazo por xenoanticuerpos. Se esta
investigando el trasplante de érganos de cerdo a primates, pero a corto
plazo no se puede pensar aun en aplicacion humana. Las epidemias
actuales en los cerdos y el descubrimiento de los retrovirus porcinos

representan otro obstaculo alun sin resolver.



2.2.- DONANTES MARGINALES/SUBOPTIMOS

Como se ha comentado previamente, una de las alternativas frente a la
desproporcion entre el nimero de donantes y receptores hepaticos es la
ampliacion de los criterios de aceptacion de drganos mediante la utilizacion de
los denominados injertos “subdptimos” o “marginales”, que son aquellos que, sin
ser ideales, relinen las condiciones suficientes para ser implantados.

Las caracteristicas de los donantes de o6rganos en Espafia se ha ido
modificando en los Ultimos afios hacia un mayor envejecimiento de los mismos
(Graficos 5, 6 y 7) y, por tanto, a una mayor prevalencia de antecedentes
patoldgicos.

Ademas, el nimero de 6rganos procedentes de donantes fallecidos por
traumatismo craneoencefélico, generalmente jévenes y previamente sanos, ha
ido disminuyendo al mismo tiempo que aumenta el nimero de drganos de
donantes cuya causa de muerte es el accidente cerebrovascular (Graficos 8 y 9),
lo que implica una mayor incidencia de arteriosclerosis.

De forma analoga a este cambio en el perfil del donante y debido a la
presion cada vez mayor de las listas de espera, los equipos de trasplante
hepatico han ido modificando sus limites de aceptacion de los injertos obtenidos,
utilizando higados para trasplante que parecen tener una probabilidad inferior de
optima funcionalidad o supervivencia que la que tendrian aquellos procedentes

de un donante “ideal”.
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Hablaremos, pues, de donante “marginal” o “suboptimo” para referirnos
a aquel que presenta un riesgo inmediato de disfuncion o fallo primario después
del trasplante o a medio o largo plazo como consecuencia de la transmision al
receptor de una infeccion o un tumor.

En la bibliografia médica existen multiples estudios que analizan factores
de riesgo del donante asociados a la supervivencia o la funcion del injerto
hepatico tras el trasplante. La mayor parte de los estudios sefialan como factor
de riesgo para una menor supervivencia la edad elevada del donante®?>3-5%,
especialmente en receptores con hepatitis crénica C>*°%, Como factores de
riesgo se han sefalado también otras caracteristicas, entre las que se
encuentran el sexo femenino del donante (especialmente cuando se trasplanta a

un receptor masculino)®’->8

, aspectos del mantenimiento hemodinamico como la
utilizacién de dosis elevadas de aminas vasoactivas (especialmente dopamina)®®,

la parada cardiaca o hipotensién mantenida®®, la estancia prolongada en la



59,61,62
) ,

unidad de cuidados intensivos (UCI la presencia de infecciones

bacterianas o serologias positivas para citomegalovirus (CMV)®? o virus de la

hepatitis B (VHB) o C (VHC), la observacion de alteraciones analiticas como

elevacion de sodio®* o la acidosis®'®?

, la existencia de antecedentes de ingesta
alcohdlica importante, arteriosclerosis®®, hipertension arterial®? y las alteraciones
macro® y microscépicas del injerto, en forma de macro y microesteatosis
hepaticas®®%%7, Algunos autores incluso han desarrollado puntuaciones® para
intentar valorar el riesgo de disfuncion del injerto dependiendo de las
caracteristicas del donante. Sin embargo, entre los trabajos publicados existe
una gran disparidad de criterios respecto a qué caracteristicas del donante
deben considerarse como verdaderos factores de riesgo. En la actualidad no

existe ningin modelo matematico que prediga de forma precisa el riesgo de fallo

del injerto dependiendo de las caracteristicas del donante.

- EDAD

El uso de injertos hepaticos procedentes de donantes “afiosos” es cada
vez mas frecuente. En Espafia, segun datos facilitados por la
Organizacién Nacional de Trasplantes, la edad media de los donantes
hepaticos adultos ha aumentado desde el afio 1991, que se situaba en
los 30 hasta los 52.8 afios en al afio 2006 (Figura 7). Otro dato
interesante: en el afio 1999 un 30.6% de los donantes tenia méas de 60
afos y un 11.2% mas de 70; en cambio en 2006 el porcentaje de
donantes mayores de 60 afios ha aumentado a un 38.6% y el de
mayores de 70 afos a 19.5% (Figura 5).

En Galicia, la media de edad de los donantes fue de 56.4 en el afio 2006,
mas de tres aflos por encima de la media nacional (datos de la Oficina
de Coordinacion Autondmica de Trasplantes). Probablemente, este
incremento de la media de edad de los donantes gallegos pueda

explicarse por la alta tasa de negativas familiares registrada en esta



comunidad (21.5%, Grafico 10), que también se sitla por encima de la
media espafola (15.2%), lo que obliga a los equipos de trasplante a
aceptar un mayor numero de donantes “marginales” para poder hacer
frente a las listas de espera.

Concretamente, dentro de Galicia, fue en el hospital Clinico de Santiago
de Compostela donde se registr6 una media de edad mayor de los
donantes hepaticos en el afio 2006 (59.2 afios). En este centro, antes de
finalizar el afio 2007, con datos de enero a noviembre, la media de edad
de los donantes hepaticos era extraordinariamente alta, de 69 afos, con
buenos resultados funcionales en los receptores. Esta cifra refleja el
esfuerzo cada vez mayor del equipo de cara a un aprovechamiento

optimo de los escasos donantes disponibles en relacidon a la demanda.
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Estudios morfoldgicos y fisioldgicos sugieren que el higado comparado
con otros drganos, envejece mas lentamente. Los analisis de funcién
hepatica no se alteran significativamente en relacion con la edad, y la
funcion de sintesis y la concentracion de albumina se mantienen
relativamente estables. Sin embargo, el flujo hepatico desciende un 40-
45% vy el biliar un 50%, observandose también disminucion de la
actividad del citocromo P-450. Los cambios ultraestructurales que se
producen en el higado con el paso de los afios pueden hacer que
disminuya la disponibilidad de oxigeno y otras sustancias®®. Ademas, los
donantes >60 afos muestran tasas mayores de esteatosis
microvesicular de moderada a severa comparadas con aquellos de
donantes <60 afios, asi como valores mayores de bilirrubina y tiempo de
protrombina®®. Los injertos procedentes de donantes afiosos son mas
susceptibles a las lesiones producidas durante la isquemia fria’%7?,
efecto potenciado probablemente por la mayor prevalencia de esteatosis
y la disminuciéon en la sintesis de ATP tras la reperfusién, que puede
afectar a la capacidad de sintesis y disminuir la funcién, con un patrén
de colestasis tras el implante’?. En el higado de los donantes de mas
edad los hepatocitos disminuyen en numero, aunque aumentan en
tamafio para intentar compensar la reducciéon de la celularidad”3.

En cuanto a las complicaciones postrasplante, los datos encontrados en
la literatura son dispares. Por un lado, se ha publicado que los higados
de donantes “anosos” son mas susceptibles al rechazo, las
complicaciones biliares®® y presentan un riesgo mayor de complicaciones
vasculares debido a arteriosclerosis de la arteria hepatica® y un riesgo

mayor de transmisiéon de tumores ocultos’*7”>,

Por otro lado, otros
autores no observaron una incidencia significativamente mayor de
rechazo agudo, estenosis de la via biliar, toxicidad por inhibidores de la

calcineurina, insuficiencia renal con requerimiento de dialisis ni aumento



del tiempo de estancia en UCI ni hospitalaria’®. En cuanto a la
supervivencia del injerto y del receptor, los datos tampoco son
unanimes; mientras algunos estudios muestran una supervivencia
menor, otros encuentran diferencia sélo a largo plazo o no encuentran
diferenciass3'54'72'76'77'78.

La utilizacion de donantes “afiosos” para receptores con virus de la
hepatitis C se ha asociado a una menor supervivencia de estos
pacientes, detectdndose una relacion entre la mayor incidencia de
cirrosis y la progresion de la fibrosis y la edad del donante”®8°,

En resumen, no parece sensato desestimar un donante sélo por edad
avanzada, pero son donantes que requieren una evaluacion minuciosa:
del propio donante, para evitar un acimulo de factores de riesgo y del

injerto hepatico previo al implante, con realizacion de biopsia en casos

dudosos®?,

ESTEATOSIS

La incidencia de esteatosis en la poblacion estd aumentando vy
habitualmente se asocia con obesidad, consumo de alcohol, edad
avanzada y diabetes tipo II. Hay dos patrones histoldgicos de esteatosis
hepatica: un patron difuso con vacuolas grasas de pequefio tamafio
(esteatosis microvesicular) y otro combinado con depdsitos vacuolares
grasos grandes y pequefios (esteatosis macrovesicular)®2. El uso de
injertos con esteatosis macrovesicular se ha asociado con mayor
incidencia de disfuncién y fracaso primario del injerto®3. Los mecanismos

implicados podrian ser el deterioro del metabolismo en los hepatocitos

84,85,86 87,88
I

esteatosicos los efectos de los lipidos (particularmente

durante la isquemia fria), la disminucién del flujo portal y el incremento

de la sensibilidad al estrés oxidativo en la reperfusién®:°0-°1,



Los injertos hepaticos esteatdsicos son mas susceptibles a la lesion

producida por la isquemia fria®?°3

y la esteatosis de moderada a severa
se ha postulado como la primera causa de lesidn por isquemia-
reperfusién®®. Existen datos que sugieren que la recidiva de la hepatitis
C es mas frecuente en receptores de drganos que proceden de donantes
con esteatosis moderada-severa®.

Habitualmente se aceptan injertos con una esteatosis de hasta el 30%°%°
y se pueden utilizar con esteatosis entre el 30 y el 60% en ausencia de
otros factores de riesgo adicionales en el donante o el receptor; los

organos con esteatosis >60% normalmente son considerados no

vélidos®’.

TIEMPO DE ISQUEMIA

El tiempo de isquemia ha sido identificado como un factor de riesgo
independiente de mortalidad. Dos andlisis del European Liver Transplant
Registry, publicados en 2000%® y 2006°° muestran peores resultados,
con aumento de la mortalidad, cuando el tiempo total de isquemia
excede de 12-13 horas. Es necesario acortar los tiempos de isquemia en
la medida de lo posible, sobre todo en injertos procedentes de donantes

con otros criterios de marginalidad.

TIEMPO DE ESTANCIA EN UCI E INFECCIONES

Los donantes con una estancia en UCI prolongada tienen un riesgo de
infeccion mayor. Los resultados de un analisis multivariante sefalaron el
tiempo de estancia en UCI=3 dias como la Unica caracteristica del
donante que influia en la infeccion del mismo, demostrada mediante la
positividad de los cultivos obtenidos antes de la extracciéni®. Un
mantenimiento cuidadoso del donante, con prevencién y tratamiento

adecuado de las infecciones, puede limitar la transmisién de éstas al



receptor. La mayoria de los estudios realizados sugieren que los injertos
hepaticos obtenidos de  donantes bacteriémicos  funcionan
adecuadamente en el receptor y no someten a éste a un riesgo
importante de transmisidon, siempre y cuando se administre tras el
trasplante un tratamiento activo contra la infeccidon detectada en el

donante101,102,103

DONANTES CON SEROLOGIAS POSITIVAS

De acuerdo con los resultados de varios estudios, la supervivencia de
los pacientes VHC+ que reciben un injerto hepatico procedente de un
donante VHC+ es equivalente a la de aquellos que lo reciben de un
donante VHC-1%%1%5, Deben descartarse aquellos 6rganos que muestran
en la biopsia datos de hepatitis y fibrosis significativas!®®. Sin embargo,
como ya se ha comentado, los receptores VHC+ con o6rganos
procedentes de donantes “afiosos” si presentan una mayor incidencia de
fracaso del injerto y una mayor mortalidad que los receptores VHC- a los
que se trasplanta érganos de estos donantes de mayor edad®°.

En el caso de los donantes con anti-HBc+ se han comunicado una tasa
de transmisién a receptores VHB- entre 17-94% sin
profilaxis!07:108:109.110 " Actyalmente, se usa inmunoglobulina antiVHB, con
o sin lamivudina, para prevenir la recurrencia de VHB en el receptor asi
como la transmisién del donante al receptor en casos de donante anti-
HBc+. Los higados de donantes anti-HBc+ deben asignarse en primer
lugar a receptores HBsAg+ o, en segundo lugar, a receptores anti-HBs+
o anti-HBc+, aunque pueden asignarse a receptores VHB- en casos

criticos.



MALIGNIDAD

En una revisidon de los datos de UNOS Tumor Registry se demostraron
unas tasas de transmision de cancer muy bajas (de 31986 trasplantes
hepaticos realizados entre 1994 y 2001 sélo se registraron 7 casos de
transmision de tumores, aunque con una mortalidad muy alta). Existe
consenso en cuanto a la mayoria de tumores que contraindican la
donacion. El melanoma, el sarcoma de partes blandas, el cancer de
mama y el de pulmon representan contraindicaciones absolutas. Para el
resto, es necesario valorar criterios de curacién segun el tratamiento
recibido. Los que no constituyen una contraindicacion son los primarios
del SNC, excepto aquellos muy agresivos como el glioblastoma
multiforme y el medulolastoma, asi como los antecedentes de
craniectomia, derivacion de liquido cefalorraquideo (LCR) y/o
tratamiento radioterapico, que aumentan el riesgo de transmision

tumoralt?,

ENFERMEDADES HEPATICAS BENIGNAS

Muchos injertos hepaticos con tumores benignos o traumatismos leves
son aprovechables para trasplante. Es necesario valorar cuidadosamente
estos organos y las caracteristicas de las lesiones (con realizacion de
biopsia si hay dudas, en el caso de los tumores), evitando la asociacidn
con otros criterios de marginalidad y desechando aquellos injertos que

presentan lesiones con potencial malignot*2,

TRASPLANTE DOMINO

En el trasplante hepatico secuencial o domind, un paciente con una
hepatopatia crdénica o un tumor primario hepatico (receptor domind)
recibe un érgano completo procedente de un donante vivo que presenta

una enfermedad metabdlica (donante domind), el cual a su vez recibe un



injerto procedente de un donante cadaver. Aunque se han comunicado
casos de trasplantes domin6 en pacientes con hiperoxaluria, en la casi
totalidad de los casos publicados la enfermedad metabdlica es la

polineuropatia amiloidética familiar tipo I''3,

En resumen, la escasez de donantes de higado optimos suficientes para
trasplantar a todos los pacientes en lista de espera requiere una ponderacion de
los posibles riesgos y beneficios que supone aceptar un donante “marginal”
frente a los riesgos de mortalidad o agravamiento de los pacientes mientras
esperan el trasplante. La gravedad de los pacientes en lista de espera, la
mortalidad de los mismos y el tiempo medio de espera para recibir un trasplante
varian de forma significativa entre los diferentes centros de trasplante; estos
factores se relacionan directamente con la variabilidad existente en los criterios

de aceptacion de donantes.



3.- LIQUIDOS DE PRESERVACION

Como ya se ha comentado, la desproporcion entre la oferta y la
demanda de odrganos para trasplante ha provocado un incremento en la
utilizacion de drganos de donantes “marginales”. Por este motivo y por la
necesidad de transportar los 6rganos entre diferentes hospitales, en ocasiones
muy distantes, la preservacion de los mismos ha adquirido una importancia
capital.

En el mismo momento en que se produce la parada circulatoria,
comienzan a producirse una serie de cambios bioquimico-estructurales, que con
el tiempo terminan por convertirse en irreversibles y provocan la muerte celular.

La preservacion de los érganos ha de iniciarse en el mismo momento en
que se certifica la muerte del donante, pudiendo distinguirse dos fases hasta la
implantacién del 6rgano en el receptor:

- Tiempo de isquemia caliente: es el tiempo que transcurre desde el cese
del flujo sanguineo por el 6rgano hasta la colocacion en un medio de
preservacion.

- Tiempo de isquemia fria: es el tiempo de almacenaje de los 6rganos,

desde la colocacidn en el medio de preservacion hasta el implante.

Los distintos métodos de preservacion de drganos comenzaron a
desarrollarse en respuesta a la necesidad de 6rganos procedentes de donantes
cadaveres a partir de los afios 60!, Inicialmente, los esfuerzos investigadores
se dirigieron hacia la conservacion de los injertos renales, ya que fue el primer
organo que empez06 a trasplantarse a gran escala. Ademas, era relativamente
sencillo monitorizar el proceso de rechazo. Cuando este se producia, el paciente
sobrevivia gracias a la didlisis.

Se comenzaron a usar dos métodos de preservacion: la refrigeracion

simple y las maquinas de perfusion. Para la preservacion mediante refrigeracién



se retira la sangre del sistema vascular con soluciones de lavado y después se
almacena el 6rgano refrigerado con hielo hasta el momento del implante. Las
maquinas de perfusién, usadas sélo para rifidon, son sistemas de perfusién
continua ideados por Belzer!!® y colaboradores; mediante este sistema, y con los

116

avances en la composicion de los liquidos de perfusion**®, llegaron a conseguir la

preservacion de los rifiones durante periodos de tiempo prolongadost!’-118,

La conservacion en frio es el método de eleccion para la preservacion de
la mayoria de los o6rganos. Se comenzd a usar en riidn por Collins y
colaboradores con el descubrimiento de la denominada solucién de Collins!®.

Esta solucién y otras similares?%12!

se mostraron ineficaces para |la
conservacion prolongada de otros dérganos. El panorama cambié radicalmente
cuando Belzer y colaboradores desarrollaron la denominada solucion de la
Universidad de Wisconsin (UW), la mas utilizada en la actualidad y eficaz para la
preservaciéon en frio, fundamentalmente, de érganos abdominales: higado!??,
rifién23 y pancreas'?*,

La hipotermia (1-4°C) es efectiva porque reduce el metabolismo basal y
las reacciones catabolicas, tanto las que se producen espontaneamente como las
que son catalizadas por enzimas celulares (por cada 10°C de reduccidon de
temperatura, el metabolismo celular se reduce un 50%). La tolerancia del
higado y los demas dérganos a la isquemia fria es considerablemente superior a
la tolerancia a la isquemia caliente. Ademas, el dafio que se produce es
diferente: la isquemia caliente produce mayor dafio en la funcién hepatocelular,
mientras que en el tiempo de isquemia fria el dafio se produce
fundamentalmente sobre las células sinusoidales!?®126:127,

El enfriamiento del 6rgano (perfusion hipotérmica) se realiza mediante
soluciones a 4°C con una composicion bioquimica dirigida a evitar los efectos
deletéreos de la isquemia-reperfusion. Por tanto, esta estrategia de combinacidn

de soluciones de preservacién e hipotermia ha conseguido buenos resultados

mediante:



- Reduccion del tiempo de isquemia caliente

- Reduccién de los cambios celulares durante el tiempo de isquemia fria

- Reduccién del dano por reperfusion una vez restaurado el flujo
sanguineo en el receptor.

A pesar de esto, datos recientes indican que el dafio producido por un
tiempo de preservacion prolongado continlia representando un importante factor
de riesgo que influye en la incidencia de fracaso primario del injerto, sobre todo
cuando se trasplantan érganos procedentes de donantes “subdptimos”, situacién
cada vez mas frecuente, como se ha comentado, dada la desproporcién entre el

numero de donantes y la creciente necesidad de érganos para trasplante.

3.1.- CARACTERISTICAS DE LOS LIQUIDOS DE

PRESERVACION

Las soluciones de preservacién han evolucionado mucho a medida que
se ha ido avanzando en el conocimiento de los mecanismos patogénicos de las
lesiones por isquemia.

Al principio se usaban “soluciones cristaloides”, que favorecian el edema
celular al aportar gran cantidad de sodio a la célula hipdxica. Por eso, para
contrarrestar este edema, se comenzaron a emplear “soluciones
hiperosmolares”, surgiendo asi la solucidn de Sacks (usaba manitol como
sutancia osmoética), de Collins (glucosa y fosfatos), de Calne (con fraccién
proteica del plasma, fundamentalmente albimina), de Lambote (sucrosa), etc.

Méas adelante, estas soluciones se fueron modificando para evitar la
transmineralizacion de iones celulares, igualandose cada vez mas su
composicion a la del liquido intracelular. Asi surgieron las “soluciones
intracelulares” (Collins C1, C2, C3 y C4 y Euro Collins), a las que se han ido

incorporando determinados aditivos para su perfeccionamiento, hasta llegar a



producir soluciones mas complejas entre las que se encuentra una de las mas

empleadas en la actualidad: la solucion de la Universidad de Wisconsin (UW).

Con los diferentes componentes de los liquidos de preservacion se

consigue®?8:

- MINIMIZAR EL EDEMA CELULAR:
El edema celular se produce como consecuencia del paso de iones a
favor de los gradientes de concentracion a uno y otro lado de la
membrana celular, como resultado de la disminucién de la actividad de
la Na*/K* ATPasa. Para evitar en lo posible esta translocacion idnica, los
liguidos de preservacion intentan disminuir estos gradientes
asemejandose en su contenido idnico a la composiciéon de iones del
medio intracelular (rico en K* y pobre en Na*). Ademas, para evitar el
paso de agua al interior de Ila célula, contienen sustancias
osmoéticamente activas como azlcares (glucosa, sucrosa, manitol) o

lactobionato, trisacaridos, rafinosa, etc.

- MINIMIZAR LA ACIDOSIS INTRACELULAR:
La acidosis intracelular se produce como resultado de la glucolisis
anaerobia. La hipotermia, en parte, disminuye esa glucolisis. Para
contrarrestar la acidosis, en los liquidos de preservacion se introducen
sustancias tampdén que mantienen el pH, como bicarbonato, citrato,
fosfatos, lactobionato e histidina. La inclusién de glucosa como sustancia
osmética en las soluciones de preservacion puede ser perjudicial en
tejidos con gran capacidad glucolitica (como el higado), ya que estimula

la glucolisis anaerobia y, por tanto, aumenta la acidosis.



PREVENIR EL EFECTO DE LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO (RLO):

Se afiaden sustancias antioxidantes con actividad “scavenger” para
frenar el efecto de los radicales libres de oxigeno, como glutation,
manitol, dimetiltiourea, quelantes de hierro (desferroxamina). También
se pueden afiadir enzimas como la superdoxido dismutasa, que
metaboliza iones superdxido. A nivel de la génesis de radicales libres por
la via de la degradacion de las bases purinicas se puede actuar

afiadiendo inhibidores de la xantin oxidasa como el alopurinol.

APORTAR PRECURSORES DE ATP:
La adicion de inosina, adenosina, etc., permiten una rapida reposicion de

los niveles de ATP.

DISMINUIR LA ENTRADA DE CALCIO DURANTE LA REPERFUSION:

Esta entrada de calcio es muy perjudicial porque activa la fosfolipasa
citosodlica que ataca a la membrana celular. Por eso se afladen sustancias
bloqueantes de los canales de calcio como verapamilo, nifedipino o
diltiazem. A este nivel, también se puede actuar con sustancias
inhibidoras de la calmodulina (trifluoperacina), que es la proteina

citosdlica receptora de calcio.

APORTAR SUSTANCIAS PROTECTORAS DE LA MEMBRANA CELULAR:
Los liquidos de preservacién pueden incluir también corticoides
(dexametasona) o clorpromacina, que han demostrado sus cualidades

protectoras de membrana.

APORTAR SUSTANCIAS VASOACTIVAS:
Con estas sustancias se consigue una mejor perfusiéon del drgano

trasplantado. Asi, los liquidos de preservacion pueden contener



isoproterenol, dopamina, antagonistas de Ilos receptores de la

endotelina, etc.

- DISMINUIR LA RESPUESTA INFLAMATORIA PRODUCIDA POR LA
ISQUEMIA:
Esta respuesta inflamatoria puede desencadenar un circulo vicioso al
desarrollar nuevas lesiones mediante sus mecanismos humorales o
aporte de radicales libres de oxigeno de los PMN. Existen sustancias

inmunomoduladoras que pueden controlar este efecto.

3.2.- PRINCIPALES LIQUIDOS DE

PRESERVACION HEPATICA

Las soluciones que se emplean en la actualidad para la preservaciéon

hepatica son:

- SOLUCION DE LA UNIVERSIDAD DE WISCONSIN (UW)
Es la mas utilizada en preservacién hepatica. Se trata de una solucién de
tipo “intracelular” (ya que su concentracidon idnica es similar a la del
liquido intracelular). A diferencia de las soluciones que se empleaban

129 'no lleva glucosa para no favorecer

previamente (Collins, Euro Collins
la glucolisis anaerobia ni el consiguiente aumento de la acidosis
intracelular (via metabdlica especialmente importante en el higado).
Para sustituir las propiedades osmoéticas de la glucosa se afadid

130 rafinosa y HES (Hydroxethyl starch o almidén sintético),

lactobionato
que le proporciona una viscosidad relativamente alta. Ademas contiene
sustancias tampon (fosfato), precursores de la sintesis de ATP

(adenosina), sustancias con actividad anti-RLO (glutation!** como



“scavenger” y alopurinol, inhibidor de la xantin oxidasa) vy
citoprotectores (magnesio). Esta solucién ha sido evaluada mediante un
estudio multicéntrico europeo demostrando resultados superiores al

EuroCollins de cara a la funcién del injerto!32,

SOLUCION HISTIDINA-TRIPTOFANO-CETOGLUTARATO (HTK)

Fue introducida por H. J. Brettschneider. Esta solucion se basa en la
adiciéon de un potente sistema tampdn (histidina), junto con los otros
dos sustratos. Su viscosidad es muy baja, no contiene componentes de
alto peso molecular y proporciona un nivel de proteccion del hepatocito y
una perfusion hepatica adecuada y similar a la solucion UW. Ademas,
por su bajo contenido en potasio, no es necesario el lavado pre-
reperfusion. Un estudio prospectivo realizado en Europa entre 1996 y
1999 sobre 214 trasplantes hepaticos sugirié que la solucion HTK podria
ser una alternativa razonable a la solucién UW para tiempos de
preservacién de hasta 10 horas!3®. Mangus y colaboradores publicaron
un estudio comparando la utilizacion de UW y HTK, no encontrando
diferencias significativas entre los resultados de los grupos en los que se
habia utilizado una u otra solucién®3*. Testa publicé un estudio similar en

donantes vivos, obteniendo los mismos resultados!>>,

SOLUCION CELSIOR

Creada por Pasteur-Merieux, es una mezcla de las dos soluciones
anteriores, con lactobionato y manitol como la solucién UW, e histidina al
igual que la HTK!®. Contiene también scavengers de radicales de
oxigeno. Desde el punto de vista electrolitico es una solucién con alto

contenido en sodio y bajo en potasio.



Celsior

| ANO DE INTRODUCCION 1988 1975 1994
PROCEDENCIA USA Germany France
COMPONENTES
Na™ (mmol/L) 25-30 15 100
K* (mmol/L) 125-130 10 15
Mg?* (mmol/L) 5 13 4
Ca®* (mol/L) - 0.25 0.015
Manitol (g/L) - 30 60
Acido lactobionico (mmol/L) 100 - 80
HES (g/L) 50 - -
Rafinosa (mmol/L) 30 - -
Histidina(mmol/L) - 180 30
H.PO4/HPO, (mmol/L) 25 - -

OH (mmol/L) - - 100
Glutation (mmol/L) 3 - 3
Alopurinol (mmol/L) - 1 -
Adenosina (mmol/L) 5 - -
Acido acético - 1 -
dicarboxilico (mmol/L)

Triptéfano (mmol/L) - 2 -
Acido aminoglutaminico - - 20
(mmol/L)

mOsm/L 320 310 320
pH 7.4 7.2 7.3

Tabla 3. Composicion de las soluciones Wisconsin, HTK y Celsior. Xiao-Ning Feng
et al. Current status and perspective of liver preservation solutions. Review

article. Hepatobiliary and pancreatic diseases international, 2006; 5:490- 494



Se han realizado varios estudios que sugieren la superioridad de la
solucién de Celsior frente a la solucidn UW'37*3 aunque serian necesarios mas
estudios para confirmarlo. En la actualidad, la solucién UW se considera la
solucién estandar para la preservacion de drganos abdominales y las soluciones
HTK y Celsior se emplean fundamentalmente para preservar érganos toracicos

(corazon y pulmaén).

3.3.- MODIFICACIONES DE LA SOLUCIONES DE

PRESERVACION HEPATICAS!®

- MICROCIRCULACION HEPATICA
Algunos estudios sugieren que la deformabilidad de los eritrocitos se
pierde con la exposicidn a los liquidos de preservacidén. Estos hematies
pueden obstruir los sinusoides y causar dafios en los pequefios vasos. La
solucion HTK causa un deterioro de los glébulos rojos menor que la
solucion UW, por tanto, es mas beneficiosa para la microcirculacion

hepéatica4?

. Cuando las células sanguineas contactan con el HES que
contiene la UW, se agregan en particulas de 18-30 ym de diametro que
bloquean los sinusoides (10 um de didmetro), produciendo alteraciones
de la microcirculacion. Plaats prefundié higados de rata con UW sin HES,
encontrando una menor agregacién celular*!, Otro estudio en humanos
también demostré agregacion de los glébulos rojos al utilizar UW. Por
todo ello, se ha propuesto una soluciéon con baja viscosidad sin HES
como alternativa a la UW. Franco-Gou y colaboradores sustituyeron HES
por polietilenglicol (PEG) e invirtieron las concentraciones de sodio y

potasio de la solucion UW, observando disminucion de la lesion por

isquemia-reperfusién en comparacion con la solucién UW estandar'*2.



FACTOR ANTI- APOPTOSIS ANTICUERPO ANTI TNF-a

La lesion por isquemia-reperfusion es la causa fundamental del fracaso
primario del injerto. Durante este proceso, el TNF-a juega un papel
fundamental en la induccién de apoptosis y, por tanto, en la destruccién
tisular. Se realizaron estudios en ratas afiadiendo monoanticuerpo anti-
TNF-a a la solucidn de preservacidon que mostraron disminucion de los

niveles de GPT y reduccién de la apoptosis!*.

FACTOR PROTECTOR ENDOTHELIAL FK506

El dafio en el endotelio sinusoidal produce trastornos de la
microcirculacion que impiden el flujo sanguineo tras la reperfusién. Los
estudios realizados en este campo sugieren que las citoquinas liberadas
por la células de Kupffer, como el TNF-a, causan dafio endotelial. El
aumento de la secrecién de endotelina induce contraccion endotelial y
dafia la microcirculacion. Se ha confirmado que el FK506 disminuye las
citoquinas séricas, los radicales libres y la infiltracion neutrofilica. Su
adicién a las soluciones de preservacién puede, por tanto, disminuir el

dafio por isquemia-reperfusion*4.

SUPLEMENTO ENERGETICO FRUCTOSA 1,6 BIFOSFATO (FBP)
Existe una asociacion entre déficit energético y lesion por reperfusion.

Hirokawa y colaboradores4’

propusieron un efecto protector de FBP
sobre el desarrollo de este tipo de lesion mediante el mantenimiento de
los niveles de ATP y de calcio intracelulares. Se ha publicado también
que inhibe la generacidn de radicales libres de oxigeno y la peroxidacion

lipidica'*®.

INTERVENCION CON GENES PROTECTORES



INSULINA

Algunos centros afiadian insulina a la solucion de Wisconsin para la
preservacion hepatica, aunque el efecto de esta hormona era
controvertido. En un hospital de Hong Kong se realizd un estudio
comparando los efectos de una solucién UW con insulina y otra sin ella
sobre la supervivencia del injerto y la funcidon del mismo que llegd a la
conclusion de que la insulina aceleraba el metabolismo hepatico vy

agravaba la lesidn por reperfusiont®’,



4.- INMUNOSUPRESION EN TRASPLANTE

HEPATICO

Desde que en 1954 se realizara el primer trasplante renal con éxito, los
trasplantes de érganos han prolongado y mejorado la calidad de vida de muchos
pacientes con patologias cardiacas, hepaticas, renales y pulmonares croénicas.
Antes de la introduccion de las drogas inmunosupresoras, los trasplantes
fracasaban debido al rechazo agudo del injerto. Sin embargo, los avances en el
conocimiento de las bases celulares y moleculares del proceso de rechazo, asi
como la disponibilidad de agentes inmunosupresores, han sido fundamentales

para el éxito de los trasplantes clinicos.

4.1.- INMUNOLOGIA DEL TRASPLANTE 8

La puesta en contacto de moléculas extrafias a un organismo con el
sistema inmunoldgico de éste, desencadena una serie de fendmenos dirigidos a
la destruccion y eliminacion de las mismas. Esta respuesta se basa en un
fendmeno fundamental: la capacidad de diferenciaciéon, por parte del sistema
inmunoldgico, entre las células propias del organismo y las células extrafias vy,
secundariamente, en la puesta en marcha de mecanismos efectores dirigidos a
la destruccion especifica de esas células extranas.

La destruccion de un aloinjerto por el sistema inmune del receptor tiene
lugar en dos fases bien diferenciadas: una fase inicial, en la que se produce el
reconocimiento de las células del injerto como extrafias (fase de reconocimiento
o fase de induccion de la respuesta) y una segunda fase, en la que se produce la

activacion de los mecanismos de destruccion del injerto (fase efectora).

- FASE DE RECONOCIMIENTO



Las primeras células del receptor que tienen contacto con el injerto son
las células presentadoras de antigenos (CPA: células dendriticas,
macréfagos y células endoteliales); éstas adquieren los antigenos por
pinocitosis, los degradan y los ensamblan junto con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), formando un complejo
que se muestra en la superficie de la célula para su presentacion a los
linfocitos T y que se fija a un receptor especifico de la célula T (TCR).
Esta es la sefial principal del reconocimiento antigénico; sin embargo, se
necesita otra senal accesoria o de coestimulacion consistente en la unién
de la molécula CD28 del linfocito T con la molécula B7 (CD80-CD86) de
la CPA para que se lleve a cabo este reconocimiento. Recientemente se
han descubierto otras moléculas de coestimulacion como CTLA-4

(CD152); CDb40 y CD40L.

FASE EFECTORA

Esta interaccion entre la CPA y la célula T induce la secrecion, por parte
de esta, de interleucina 2 (IL-2), interferén-gamma (IFN-y) e IL-4, asi
como la expresion del receptor de la IL-2 en su superficie. La IL-2
estimula la maduracion y proliferacion de los linfocitos T citotdxicos,
mientras que la IL-4 estimula el crecimiento y la diferenciaciéon de los
linfocitos B a células plasmaticas productoras de anticuerpos. El INF-y
activa los macréfagos y estimula la expresién de moléculas de clase II
en la superficie de las células endoteliales. La expresion del receptor de
la IL-2 permite a dicha citoquina interactuar con los precursores de la
células T citotoxicas, asi como retroalimentar la estimulacion de las
células T helper para su proliferacion.

Tras la activacion celular se produce la expansion clonal de los linfocitos
efectores, que serdn los encargados de infiltrar el injerto para destruirlo.

Mientras que los mecanismos efectores celulares (linfocitos T citotdxicos)



se presentan siempre, los mecanismos humorales (anticuerpos) soélo
intervienen en algunas ocasiones y, en general, suelen asociarse a
rechazo vascular, muy poco frecuente en el trasplante hepatico. Los
linfocitos T destruyen las células del injerto por citotoxicidad directa.
Para ello, liberan perforina, que permeabiliza la membrana celular, y
activan los mecanismos de apoptosis (muerte celular programada) de la

célula diana.

4.2.- AGENTES INMUNOSUPRESORES

En los primeros afios del trasplante hepatico la inmunosupresion se
basaba en la utilizaciéon de azatioprina y esteroides, con pobres resultados. Con
la introduccion y el desarrollo de nuevos agentes en la practica clinica, se ha
conseguido que hoy en dia dispongamos de un buen numero de farmacos
capaces de manipular el sistema inmune y controlar con eficacia el rechazo e,

incluso, provocar tolerancia a largo plazo en algunas ocasiones.

4.2.1.- CORTICOSTEROIDES

Son potentes agentes antiinflamatorios con los siguientes mecanismos
de accidén: inhibicion de la quimiotaxis de los leucocitos y control de la
permeabilidad vascular, inhibicidn de la sintesis de citocinas, interfiriendo en la
respuesta celular y humoral, e inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. Estan
indicados en la prevencion y el tratamiento del rechazo agudo. Producen un gran
numero de efectos adversos, ya que son muchos los tejidos y genes que
reaccionan a ellos; tales efectos incluyen retraso del crecimiento, aumento de la
susceptibilidad a las infecciones, obesidad, miopatia, osteonecrosis aséptica,
hiperglucemia, hipertensién arterial, dislipemia, hirsutismo y cataratas, entre

otros.



CLASIFICACION DE LOS INMUNOSUPRESORES

1. Agentes farmacolégicos

1) Drogas fijadoras de inmunoglobulinas
- Inhibidores calcineurina: ciclosporina A y tacrolimus
- Independientes calcineurina: rapamicina
2) Inhibidores divisidén celular/metabolismo nucledtidos
- Drogas antilinfoproliferativas no selectivas y citotdxicas
= Azatioprina y ciclofosfamida
- Drogas especificas y linfoselectivas
*  Micofenolato mofetil
= Mizoribina brequinar sddico y leflunomida
3) Corticoides

4) Mecanismo no bien conocido: deoxiperiguanina

11. Agentes biolégicos

1) Anticuerpos
- Policlonales: antitimociticos (ATG) y antilinfociticos (ALG)
- Monoclonales murinos: antiCD3 (OKT3)
- Monoclonales humanizados: basiliximab y daclizumab

2) Proteinas de fusién CTLA 4 Ig y toxina IL-2

3) Citocinas y receptores de citocinas

4) Péptidos-MHC

111. Agentes fisicos

1) Irradiacién: rayos X y ultravioleta

2) Manipulacién anatomica/fisica: esplenectomia, plasmaféresis y leucoféresis.

Tabla 4. Clasificacion de los inmunosupresores. Varo Pérez E, Otero Anton E.
Trasplante hepatico: avances en inmunosupresion e inmunotolerancia. Drug

update. Drug Farma, S.L. 2003.




4.2.2.- AZATIOPRINA

Es un derivado imidazdlico de la 6-mercaptopurina que actua inhibiendo
la sintesis de purinas y la proliferacion de los linfocitos T. Su principal efecto
adverso es la mielotoxicidad, ademas del aumento de susceptibilidad a las

infecciones y al desarrollo de neoplasias a largo plazo.

4.2.3.- CICLOSPORINA (CsA)

Es un inmunosupresor del grupo de los inhibidores de la calcineurina. Se
une a un receptor intracelular (ciclofilina) formando un complejo activo que
inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina y produciendo, de este modo,
inhibicion de la proliferacion de células T y evitando la expansién clonal de las
células T helper y citotoxicas.

Se utiliza en inmunosupresion primaria en asociacion con otros
inmunosupresores. Debido a la variabilidad farmacoldgica es necesario adecuar
la dosis mediante la monitorizacién de los niveles séricos.

Las reacciones adversas mas comunes son la disfuncién renal,
hirsutismo, hiperplasia gingival, hipertension e hiperlipemia. La nefrotoxicidad
es un factor limitante y afecta a la mayor parte de los sujetos tratados. Es la
principal indicacidn para interrumpir el farmaco o modificar su administracion.

Cualquier medicamento que modifique las enzimas microsémicas, en
particular el sistema del citocromo P-450, puede alterar las concentraciones de

ciclosporina en sangre.

4.2.4.- TACROLIMUS (FK506)

El tacrolimus es un antibidtico macrdlido producido por el Streptomyces

tsukubaensis descubierto en 1984 en Japdén'*’., Tres afios mas tarde se



demostraron sus propiedades inmunosupresoras in vitro!>°. Actualmente, es uno
de los inmunosupresores mas eficaces de uso clinico y, al igual que la

ciclosporina, se clasifica dentro del grupo de los inhibidores de la calcineurina.

Figura 4. Férmula quimica del tacrolimus. www.fugisawa.com

A semejanza de la ciclosporina, el tacrolimus anula la activacion de
linfocitos T al inhibir la calcineurina®!. Se liga a una proteina intracelular, la
proteina 12 de wuniéon al FK506 (FKBP-12), que es una inmunofilina
estructuralmente similar a la ciclofilina. Se forma en tal situaciéon un complejo de
tacrolimus-FKBP 12, calcio, calmodulina y calcineurina, que inhibe la actividad
de la fosfatasa de calcineurina. La inhibiciéon de la actividad de la fosfatasa
impide la desfosforilacion y la translocacion nuclear de NF-AT (factor nuclear de
las células T activadas) y culmina en la inhibicion de la activacion y proliferacion
de linfocitos T. Como se puede observar en la Figura 5, la ciclosporina y el
tacrolimus difieren en los receptores intracelulares, pero comparten una sola via

comun para la inmunosupresion.


http://www.fugisawa.com/
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Figura 5. Mecanismo de accién del tacrolimus

Expert Reviews in Molecular Medicine, 2000. Cambridge University Press

Dada la gran variabilidad de la farmacocinética de un sujeto a otro, es
necesario individualizar las dosis para obtener resultados 6ptimos. La absorcidn
por tubo digestivo es incompleta y variable. Los alimentos disminuyen la rapidez
y la magnitud de la absorcién. La unién del tacrolimus a proteinas plasmaticas
es de un 75- 99% vy lo hace principalmente con la albumina y la proteina a;-
acida. Su vida media es de unas 12 horas. El sistema del citocromo P-450
metaboliza el tacrolimus en el higado y algunos de sus metabolitos son activos.
La mayor excrecion del farmaco original y sus metabolitos ocurre por las heces y
menos del 1% del tacrolimus administrado se excreta sin modificaciones por la
orina.

A diferencia de la ciclosporina, el tacrolimus no sdlo se utiliza para
prevenir el rechazo agudo, sino que también se puede utilizar para tratar el

rechazo agudo corticorresistente. Ademas de su eficacia inmunosupresora, el



tacrolimus produce diversos efectos que parecen contribuir a atenuar el dafio
por isquemia-reperfusion.

El tacrolimus pude producir los siguientes efectos adversos:
nefrotoxicidad, neurotoxicidad (temblores, cefalea, alteraciones motoras,
convulsiones), molestias gastrointestinales, hipertensidon, hiperpotasemia,
hiperglucemia y diabetes. Al igual que ocurre con otros inmunosupresores, con
el uso de tacrolimus aumenta el riesgo de infecciones y de cancer.

Debido al riesgo de nefrotoxicidad, es necesario medir de forma precisa
y seriada las concentraciones de tacrolimus en sangre y la funcién renal, en
particular cuando el farmaco se utiliza con otros nefrotdxicos. Al igual que ocurre
con la ciclosporina, cualquier medicamento que modifique el sistema enzimatico

citocromo P-450 puede alterar las concentraciones de tacrolimus en sangre.

4.2.5.- MICOFENOLATO MOFETIL

Es un producto de diversas especies de Penicillium; su forma activa es el
acido micofendlico (AMF), que es un inhibidor selectivo, no competitivo ni
reversible de la deshidrogenasa de monofosfato de inosina, enzima que participa
la via de sintesis de nucleétidos de guanina. Tanto los linfocitos T como los B
dependen de forma importante de dicha via para su proliferacion. El AMF inhibe
de manera selectiva la proliferacion y las funciones de los linfocitos, como la
formacion de anticuerpos, la adherencia celular y la migracion.

Se emplea como farmaco combinado con otros inmunosupresores para
prevenir el rechazo agudo y se ha propuesto para el tratamiento del rechazo
agudo corticorresistente.

Sus principales efectos toxicos son gastrointestinales (dolor abdominal
diarrea, vomitos) y hematoldgicos (anemia, leucopenia, trombopenia), ademas

del aumento de la susceptibilidad a las infecciones.



4.2.6.- RAPAMICINA (SIROLIMUS)

Es un macrolido obtenido del hongo Streptomyces hygroscopicus que
actla en una fase tardia de la proliferacion celular, inhibiendo las sefiales
especificas para las citoquinas. Este inmunosupresor se une a una inmunofilina
(FKBP-12) y actla sobre una proteina diana, inhibiendo una enzima relacionada
con la division celular. Se propone su uso en inmunosupresion primaria asociada
con CsA, con la que parece tener un efecto inmunosupresor sinérgico.

En cuanto a sus efectos adversos, puede aparecer trombocitopenia,

anemia y dislipemias.

4.2.7.- ANTICUERPOS ANTILINFOCITARIOS

Son productos bioldgicos dirigidos contra las proteinas de superficie de la
membrana linfocitaria. Se dividen en policlonales y monoclonales; de estos
tltimos los mas utilizados son OKT3 y antiCD25 humanizados quiméricos
(basiliximab y daclizumab). Sus principales indicaciones son la prevencion del

rechazo agudo y el tratamiento del rechazo agudo corticorresistente.

Todos los inmunosupresores de los que disponemos tienen ventajas e
inconvenientes, tanto por si mismos como por las caracteristicas del paciente o
de la situaciéon clinica en que van a ser empleados. Cada equipo de trasplante
utiliza sus propios protocolos de inmunosupresion. Hoy en dia, con el gran
numero de inmunosupresores de que disponemos seria posible realizar lo que se
conoce como inmunosupresion “a la carta”, es decir, la individualizacion del
tratamiento para cada enfermo segun sus necesidades.

Ademas de la obtencidon de nuevos inmunosupresores mas eficaces y con

menos efectos adversos, el objetivo final de la investigaciéon en el campo de la



inmunosupresion es la induccidon de inmunotolerancia, es decir, la ausencia de

rechazo sin necesidad de mediacién inmunosupresora.



5.- LESION POR ISOUEMIA- REPERFUSION

El dafo por isquemia-reperfusion es el trastorno producido en un drgano
o tejido por los efectos de una isquemia, mas o menos severa, y la posterior
reoxigenacion. Puede ocurrir en un gran nimero de situaciones clinicas, como
aquellas asociadas a estados de bajo gasto, en intervenciones quirdrgicas o
durante la obtencién y conservacion de 6rganos para trasplante.

El trasplante de higado consiste en la extirpacién total o parcial del
higado de un individuo y su posterior implante en otro. Este proceso implica
que, durante periodos mas o menos prolongados de tiempo, el injerto va a sufrir
la falta de aporte de sangre adecuadamente oxigenada, lo que ocasiona lesiones
especificas de isquemia. Posteriormente, el o6rgano va a sufrir una
reoxigenacion, que produce otro tipo de lesiones, durante la reperfusién. A todo
este conjunto de trastornos se le conoce con el nombre de lesiones por
isquemia-reperfusion.

Estas lesiones se producen siempre en el proceso de la donacién y el
trasplante, aunque con mayor o menor intensidad, y la preservacion de los
organos es un elemento clave para disminuir sus efectos. La lesiéon por
isquemia-reperfusiéon es un proceso multifactorial que produce dafio en la
funcion del injerto hepatico. De hecho, es la causa de mas del 10% de los casos
de disfuncion precoz del injerto y puede ocasionar una mayor incidencia tanto de

152,153 Es més, este tipo de lesidén disminuye el

rechazo agudo como croénico
numero de donantes Utiles para trasplante, debido a que los higados de
donantes marginales son mas susceptibles al dafio isquémico. Por ello,
minimizar los efectos adversos del dafio por isquemia-reperfusion puede
aumentar ostensiblemente el nimero de enfermos que pueden ser trasplantados
con éxito.

Las lesiones por isquemia-reperfusion dependen, fundamentalmente, de

tres factores!>*:



- La calidad del donante (mayor riesgo en donantes marginales)

- El tiempo de isquemia (a mayor tiempo de isquemia, mayor
riesgo, especialmente por encima de las 10-12 h)

- La preservaciéon del 6rgano (aspectos técnicos y soluciones de
preservacion y lavado).

Por desgracia, actualmente no existe una profilaxis efectiva para la
lesion por isquemia-reperfusion. Es necesario conocer los mecanismos que
subyacen al dafio hepatico para poder actuar de cara a la recuperacion del dafio
tisular y la funcién organica, mejorando, de este modo, el prondstico del

trasplante.

Entre los mecanismos celulares subyacentes a la lesion hepatica por

isquemia-reperfusion se han propuesto los siguientes:

5.1.- CASCADAS CELULARES

Existe una amplia evidencia que sugiere que la activacién de las células
de Kupffer, los polimorfonucleares (PMN), las células endoteliales y los radicales
libres de oxigeno son criticos en la patogenia del dafio por isquemia-
reperfusion’®>!>3,  La consecuencia final de todos estos procesos
interrelacionados entre si es la alteracidon de la estructura tisular que conduce a
la disfuncion hepatoclelular.

Los cambios histopatoldogicos fundamentales que se producen en el
higado isquémico después de la reperfusion son edema celular, vacuolizacién,
alteracidn de las células endoteliales e infiltracion por polimorfonucleares (PMN).
Las células no parenquimatosas, como las células de Kupffer y las células
endoteliales, parecen ser mas susceptibles a la lesidon por isquemia-reperfusion

que los hepatocitos, observandose, tras el almacenamiento en frio de los



injertos hepaticos y la posterior revascularizacion, necrosis coagulativa y muerte
celular por apoptosis de las células endoteliales del sinusoide!®®.

La primera consecuencia de la lesidn por isquemia-reperfusién es la
anoxia tisular, que altera el metabolismo energético intracelular y la funcién
enzimatica, produciendo una deplecion del ATP, aumento de la concentracion de
sodio intracelular y edema'®®. La concentracién de calcio intracelular también

aumenta, lo que produce activacion de enzimas proteoliticas y de vias

inflamatorias que produciran ain mas dafio tisular.
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Figura 6. Cascada de la lesiéon por isquemia-reperfusion. St. Peter SD et al.
Tacrolimus as a liver flush solution to ameliorate the effects of
ischemia/reperfusion injury following liver transplantation. Liver transplantation.

2003; Vol 9, n°2:144-149.

Las células endoteliales activadas expresan en superficie una serie de

moléculas de adhesion y antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad



(MHC), preparando el endotelio para nuevas interacciones con los PMN. El
acumulo y la activacibn de estos PMN aumentan las alteraciones de la
microcirculacion del tejido lesionado. El dafio del hepatocito inducido por los PMN
es la consecuencia de la adhesion entre las dos células, mediada probablemente
por integrinas y moléculas de adhesién intracelulares (ICAM)*7,

Otras células no parenquimatosas involucradas en el dafio hepatico por
isquemia-reperfusion son las células de Kupffer, los macréfagos de los
sinusoides hepaticos, que parecen ser relativamente resistentes a la isquemia y
se activan durante la reperfusiéon. Cuando se activan, sintetizan una serie de
factores, como citoquinas proinflamatorias (protaglandinas-PG, factor activador
plaquetario-PAF, IL-1, TNF-a, IL-6, IFN-y) y radicales libres de oxigeno (RLO),
que actlian como citotdxicos directos sobre células endoteliales y hepatocitos.
Ademas, inducen cambios en los receptores de membrana celular de los
hepatocitos, células endoteliales y PMN, activan otras células de Kupffer y PMN y

pueden inducir gradientes quimiotacticos para los neutréfilos®e,

5.2.- CELULAS T

Se ha postulado que la isquemia prolongada hace que el injerto se
vuelva mas inmunogénico y, por tanto, mas susceptible a la repuesta inmune
mediada por células T!*°. Estas células tienen importancia tanto en la lesién a
corto como a largo plazo en el proceso de isquemia-reperfusiont®. Los estudios
que sugieren que la inmunosupresién sistémica (ciclosporina, tacrolimus) puede
atenuar la lesion durante este proceso sugieren la implicacion en él de los
linfocitos T. La adherencia de los linfocitos en el sinusoide hepatico se produce
en la fase precoz de la reperfusion, con dafio sobre la funcion hepatica tras

1

periodos de isquemia fria prolongados!®l. Los efectos protectores de la IL-10

pueden deberse, no solo a la inhibicion de la liberacion de citoquinas en las

células de Kupffer, sino también a la inhibicién de las células T%2,



Las células endoteliales sinusoidales del higado expresan moléculas
necesarias para la presentacion de antigenos (CD80/ CD86, CD40) y pueden
actuar como presentadoras de antigenos para los linfocitos CD4* y CD8%1%3, Las
células endoteliales no necesitan madurar para adquirir la capacidad de
presentar antigenos, porque pueden captar el antigeno por endocitosis vy
presentarlo a las células T. Ademas, las células T que infiltran en higado
expresan citoquinas, factores quimiotacticos y moléculas de adhesion que
incrementan la adhesion mas células T a las células endoteliales. Debido a que el
higado participa en el aclaramiento de sustancias téxicas procedentes del tracto
gastrointestinal, es posible que las células endoteliales presenten a éstas como
antigenos y activen asi las células T durante el proceso de la isquemia y la

reperfusion.

5.3.- RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Los radicales libres de oxigeno (actualmente se prefiere el término
especies reactivas de oxigeno) son uno de los factores mas importantes y que
intervienen de forma mas precoz en el dafo tisular tras la reperfusién de
organos isquémicos. Los principales radicales libres son el radical superoxido,
hidroxilo y el perdxido de hidrégeno y se producen a partir de la hipoxantina
mediante la enzima xantin-oxidasa, en las células endoteliales, asi como en las
células de Kupffer y los PMN'%4,

Cuando la célula se encuentra en situaciones de anaerobiosis, el
metabolismo se transforma en anaerobio, debido a la ausencia de O, para la
fosforilacion oxidativa (principal via de obtencion de ATP en condiciones
fisioldgicas). Esta deplecion de ATP conduce a una imposibilidad para mantener
el citoesqueleto celular y finalmente a la muerte celular. La degradaciéon de ATP

para atender las necesidades energéticas conduce al acimulo de hipoxantina,

que habitualmente serd degradada a xantina y urea mediante la enzima xantin



deshidrogenasa; pero en situaciones de isquemia, esta enzima se convierte en
xantin oxidasa (por el incremento del calcio citosdlico y la activacion de
proteasas), que cataliza la degradacidon de la hipoxantina en xantina y acido
drico, con produccién de radicales libres!®®.

La accidon lesiva de las especies reactivas de oxigeno se debe a su
capacidad para reaccionar con cualquier componente celular, destacando por su
susceptibilidad las proteinas, los lipidos de membrana, y los acidos nucleicos.
Cuando entran en contacto con las membranas de la células producen
peroxidacion de sus componentes lipidicos (acidos grasos poliinsaturados y
fosfolipidos), ocasionando una importante desestructuraciéon de la membrana
que puede desembocar en lisis celular®®,

El dafio ocasionado por los radicales libres a las células endoteliales
conduce a la pérdida de la integridad microvascular y la disminucion del flujo
sanguineo.

Existen sustancias endodgenas antioxidantes, como superdxido-
dismutasa, catalasa, glutation y beta-caroteno que pueden disminuir los efectos
de los radicales libres, pero que se saturan si se produce gran cantidad de

ellost®’.



Introduccion

REPERFUSION

~ XANTHINE XANTHINE
DEHYDROGENASE OXIDASE

P L1 o L
== P R [ O e o5

Figura 7. Formacién de radicales libres de oxigeno. St. Peter SD et al.
Tacrolimus as a liver flush solution to ameliorate the effects of
ischemia/reperfusion injury following liver transplantation. Liver transplantation.

2003; Vol 9, n©2:144-149.



6.- EFECTOS DE TACROLIMUS SOBRE LA LESION

POR ISQUEMIA-REPERFUSION

El tacrolimus o FK506 es un inmunosupresor de probada eficacia que se
clasifica dentro del grupo de los inhibidores de la calcineurina. Este farmaco,
inicialmente introducido en clinica como alternativa a la ciclosporina A,

constituye en la actualidad el pilar fundamental del tratamiento inmunosupresor

168,169 170,171 172,173

en el trasplante de higado , rifion y pancreas
También se han obtenido resultados favorables en el tratamiento con
tacrolimus de varias enfermedades de base inmunoldgica, como la artritis

174

reumatoide!’, enfermedad inflamatoria intestinall”®

y enfermedades
dermatoldgicas’®y oftalmolégicas®””.

Los inhibidores de la calcineurina, ademas, poseen diversas
caracteristicas que limitan el dafio tisular causado por isquemia-reperfusion y el
tacrolimus es el inhibidor de la calcineurina mas efectivo y potente en este
sentido.

El tacrolimus se une con alta afinidad al complejo calcineurina-
calmodulina, blogueando su participacion en la activacion o fosforilacién calcio-
dependiente de un importante regulador de la transcripcién intranuclear
denominado factor nuclear de las células T activadas (NF-AT)!”8. Al ser
altamente lipofilico, el tacrolimus atraviesa facilmente Ila membrana
citopldsmical’®. La inhibiciéon del NF-AT impide la transcripcién del gen que
codifica la IL-2, impidiendo la activacién de la célula T*®. A través del bloqueo
de la actividad de la calcineurina, también inhibe la union del NF-AT a la regién
amplificadora del gen de la IL-2!8!, Otros factores de transcripcién activados por
calcineurina y, por tanto, inhibidos por el tacrolimus son AP-1, AP-3, Oct-1 y
factor nuclear kappaB (NF-kB)!82,

La diana intracelular del tacrolimus es una inmunofilina citosdlica soluble

conocida como proteina de unién al FK (FKBP)®3, Las inmunofilinas FKBP son



una familia de proteinas de unidn independientes de la ciclofilina, la proteina a la
que se une la ciclosporina®. Se han descrito varias proteinas de la familia de
las inmunofilinas capaces de interaccionar con el tacrolimus, como FKBP12,
FKBP12.6, FKBP13, FKBP25, FKBP51 y FKBP59'8°, Recientemente, la FKBP12 ha
sido definida como la Unica FKBP activada en la via responsable del efecto
supresor de las células T del tacrolimus!®®,

Ademas de la supresion de la células T, el tacrolimus parece producir
muchos mas efectos a nivel celular. De hecho, varios estudios sugirieron que
ejercia un efecto de proteccion tisular ante el dafio isquémico cuando se
administraba por via intravenosa antes de producirse dicha isquemia'87:188189,190
Esta proteccidon parece deberse a la actuacion del farmaco a multiples niveles:
alteraciones de la microcirculacion, metabolismo de los radicales libres, vias

activadas por calcio, cascadas inflamatorias, estabilidad mitocondrial, apoptosis

y regeneracion tisular.

6.1.- EFECTOS SOBRE LA MICROCIRCULACION

Uno de los primeros mecanismos que se considerd implicado en el efecto
del tacrolimus fue la alteracién de la microcirculacion hepatica*®!. En un modelo
en ratas se demostrd una rapida recuperacion de la microcirculacion periférica
hepatica al administrar tacrolimus 30 minutos antes de la isquemia caliente!®2.
En el examen histoldgico se pudo objetivar menor grado de congestion
periportal en el grupo al que se habia administrado tacrolimus que en el grupo
control.

Posteriormente, se demostrd que el tacrolimus era capaz de mejorar la
microcirculacion ante el deterioro que se producia habitualmente en el momento

de la reperfusion mediante la supresion de la expresion endotelial de un potente

vasoconstrictor: la endotelina 11°3.



El tacrolimus también altera la via del éxido nitrico, inhibiendo la
expresion del gen de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) mediante el bloqueo del

NF-kB%4,

6.2.- DISMINUCION DE FORMACION DE

RADICALES LIBRES

Los productos obtenidos de la degradacion del ATP son convertidos en
urea por la enzima xantin deshidrogenada (XD). En condiciones de isquemia, la
XD se convierte en xantin oxidasa (XO) y, en presencia de oxigeno (en el
momento de la reperfusion) la XO convierte todos los productos acumulados de
la degradacion del ATP en xantina y anion superoxido, causando una liberacion
masiva de radicales libres de O, que conducen a la peroxidacion lipidica y a la
destruccidn celular'®>, Esta reaccién es particularmente importante en el higado,
que contiene la mayor reserva de ATP y XD del organismo*°®.

Varios investigadores han documentado una disminucion de radicales
libres paralela a la disminucién del dano por isquemia-reperfusién al administrar
tacrolimus antes de que se produzca la isquemial**1%7,

El tacrolimus, mediante el mantenimiento del contenido de ATP celular vy,

por tanto, la disminucidn de radicales libres y quizds mediante un efecto

antioxidante parece capaz de disminuir el dano por isquemia-reperfusion.

6.3.- VIAS MEDIADAS POR CALCIO

Durante la isquemia, el déficit de oxigeno desencadena un mecanismo
anaerobio, impidiendo la recuperacion del ATP y acumuldndose productos
acidos. Las bombas idnicas de membrana dejan de funcionar y se genera un

desequilibrio en los gradientes electroliticos entre los espacios intra y



extracelular, asi como entre los distintos compartimentos intracelulares. Con la
pérdida de la integridad de la membrana celular, se produce edema y aumento
de calcio intracelular. Este calcio intracelular es capaz de poner en marcha las
vias que conducen a la inflamacién y la muerte celular*®®,

El tacrolimus administrado antes de la isquemia ha demostrado disminuir
la concentracion de calcio intracelular, mantener la funcion mitocondrial y

regular los sistemas enzimaticos que inician la via de la inflamacién®®®.

6.4.- RESPUESTA INFLAMATORIA A LA ISQUEMIA

La interaccion entre las células inflamatorias del parénquima, el
endotelio vascular y las células inflamatorias circulantes es clave en la lesion por
isquemia-reperfusion. Al producirse este dafio en el parénquima y el endotelio,
se precipita una cadena de eventos que incluyen la expresion de moléculas de
adhesion endoteliales, la activacion plaquetaria y leucocitaria y la activacidén de
todo el dispositivo de defensa inflamatoria, que produce como resultado el dafio
tisular?00:201,

Se ha demostrado que la adhesién de las plaquetas al endotelio vascular
induce dafio microvascular y apoptosis hepatocelular tras el dafio por isquemia y
posterior reperfusion. Tras la isquemia, aumenta la produccién de factor
activador plaquetario (PAF), que estimula la activacidon de las plaquetas. En un
modelo cardiaco, se observd una accidn sinérgica del tacrolimus con un

antagonista del receptor del PAF, que podria explicar en parte la reducciéon del

dafio por isquemia-reperfusién°?,



6.5.- RESPUESTA CELULAR A LA LESION.

La produccion de radicales libres de O, los cambios en el pH y las
elevadas concentraciones de calcio estimulan la apertura de los poros y
producen la despolarizacion de la membrana mitocondrial, impidiendo la
fosforilacidon oxidativa del ATP. La recuperacion de la polaridad de la membrana
se correlaciona con la viabilidad celular. La ciclosporina parece capaz de
bloquear la despolarizacion mitocondrial y seria interesante investigar el efecto
del tacrolimus en este sentido.

El tacrolimus parece capaz, tanto de proteger a las células de la necrosis
producida por el dafio por isquemia-reperfusion, como de alterar las vias que
conducen a la apoptosis.

Por otro lado, el higado es el Unico érgano sdlido con capacidad de
regeneracién tisular. Asi, cuando se produce dafio severo por isquemia-
reperfusion, es posible la regeneracién de aquellas células que finalmente se
perdieron por necrosis o apoptosis. El tacrolimus, ademas de minimizar el dafio
por isquemia-reperfusion, fomenta la regeneracién®*3, como han demostrado
estudios en los que se ha observado un aumento de la mitosis al tratar con este
farmaco. La ciclosporina A también ha demostrado poseer efectos

204,205
’

hepatotrdpicos pero cuando se usan a dosis altas, la eficacia del

tacrolimus en cuanto a la estimulacién de la mitosis es mucho mayor?°®.

Los efectos del tacrolimus sobre la lesidon por isquemia-reperfusion
habian sido estudiados fundamentalmente en modelos animales. St. Peter y
colaboradores publicaron en 2003 el primer estudio clinico prospectivo
randomizado para evaluar el efecto sobre la lesidon por isquemia-reperfusién del
uso de tacrolimus afiadido al liquido de lavado de los injertos hepaticos pre-
trasplante, observando una mejoria en la funcién primaria del injerto y una

disminucién del dafio hepatocelular en el grupo de pacientes que recibieron



organos lavados con solucion con tacrolimus, comparado con el grupo de

pacientes que recibieron dérganos lavados con la solucion habitual sin este

farmaco®®’
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Figura 8. Efectos del tacrolimus en la respuesta inflamatoria ante la lesion por
isquemia-reperfusion. St. Peter y cols. Effects of tacrolimus on ischemia-

reperfusion injury. Liver Transplantation. 2003; 9(2):105-116.
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Los excelentes resultados obtenidos en trasplante hepatico, tanto en la
supervivencia como en la calidad de vida de los pacientes trasplantados, ha

desencadenado un aumento en el niumero de candidatos a esta terapia.

Espafa es el pais con el indice de donacion mas alto del mundo pero,
aun con esto, el numero de donantes es insuficiente para cubrir esta creciente
demanda de 6rganos para trasplante. La consecuencia de esta discrepancia
entre el niumero de donantes y el nimero de pacientes candidatos a trasplante
es el acumulo de enfermos en lista de espera, con el consecuente aumento del
riesgo de progresion de su enfermedad o de fallecimiento.

Ademas, el perfil del donante de érganos ha cambiado mucho en los
ultimos afios. Con el aumento de las medidas de seguridad de los vehiculos, las
campafas para promover el uso de casco y la mejora en la atenciéon al paciente
con traumatismo craneoencefélico, el niUmero de donantes jovenes sanos es
cada vez menor.

Todos estos factores han obligado a los equipos de trasplante hepatico a
ampliar los criterios de aceptacion de los donantes mediante la utilizacion de los
denominados 6rganos “subéptimos” o “marginales” (procedentes de donantes
“afosos”, con antecedentes patoldgicos, con estancia prolongada en UCI,
hemodindmicamente inestables, con cierto grado de esteatosis, etc) para poder
trasplantar al mayor nimero posible de aquellos pacientes que se encuentran en
lista de espera.

Este cambio cualitativo en los donantes hepaticos demanda un método
optimo de preservacion para mejorar la funciéon tras la revascularizacion en el
receptor, dado que son estos Organos “marginales” los mas susceptibles al

desarrollo de lesion por isquemia-reperfusion severa.

Basandose en estudios preliminares realizados en animales, que

postulaban el beneficio de la administracion de tacrolimus pretrasplante en



cuanto a la disminucion de la lesion por isquemia-reperfusion en el érgano
trasplantado, St. Peter y colaboradores realizaron el primer estudio clinico
prospectivo randomizado para evaluar el efecto del lavado de los injertos
hepaticos con una soluciéon con tacrolimus antes del trasplante, con la hipotesis
de que el uso de este inmunosupresor podia disminuir el dafio hepatocelular en
la reperfusion del injerto hepatico preservado, mejorando la funcidén primaria
tras la realizacion de trasplante ortotépico®®’. Se incluyeron en el estudio 20
pacientes que se trasplantaron entre octubre de 2000 y octubre de 2001 y se
randomizaron en dos grupos. El grupo 1 (grupo de tratamiento) recibié 6érganos
perfundidos con una solucion de lavado con tacrolimus pretrasplante y el grupo
2 (grupo placebo) recibié injertos perfundidos con la solucidon de lavado sin este
farmaco. Se evalud la lesion por isquemia-reperfusion en ambos grupos tras el
trasplante a través de la medida de parametros de laboratorio que reflejaban
dafo hepatocelular y funcién sintética y, comparando los dos grupos de
tratamiento, se concluyd que el lavado del higado antes del trasplante con una
soluciéon con tacrolimus mejoraba la funciéon primaria del injerto y disminuia el
dafio hepatocelular tras la reperfusién en comparacion con el lavado con la

misma solucién sin tacrolimus.

El objetivo de este trabajo es corroborar la hipdtesis de St. Peter y
colaboradores, evaluando el efecto de la perfusidon de aloinjertos hepaticos con
tacrolimus antes del trasplante sobre la lesién por isquemia-reperfusion.

Para ello se compara el dafio hepatico producido por isquemia
reperfusion en pacientes que reciben un injerto perfundido con una solucién de
lavado que contiene tacrolimus frente a pacientes cuyo injerto se perfunde con
una solucion de lavado convencional sin tacrolimus.

Como variable principal de eficacia se cuantifica el porcentaje de

reduccién en el pico maximo de GPT en las primeras 48 horas postrasplante de



cara a valorar el dafio hepatocelular producido por la isquemia y posterior
reperfusién en el 6érgano trasplantado y se realiza un subanalisis en pacientes
que reciben 6rganos con determinados criterios de marginalidad. También se
realiza una estratificacion de la muestra segun la edad del donante (donantes
mayores y menores de 50 afos), comparando asimismo la lesion hepatica
producida por isquemia reperfusion en cada uno de los grupos, mediante de
analisis de la variable principal, en funcién de que reciban un injerto perfundido
con una solucién de lavado con tacrolimus o un injerto perfundido con una
solucién de lavado convencional.

Como variables secundarias, se estudian y se comparan entre pacientes
tratados y no tratados, otros parametros capaces de cuantificar el dafio
hepatocelular y la funcién sintética del o6rgano trasplantado: GOT, GGT,
bilirrubina, actividad de protrombina, INR.

Finalmente se estudia la incidencia y gravedad del primer episodio de
rechazo agudo (probado mediante biopsia y que requiere tratamiento) en los
tres meses posteriores al trasplante, el tiempo transcurrido hasta la aparicion
del primer episodio de rechazo agudo, la supervivencia del injerto y del paciente

y la incidencia general de efectos adversos.



Justificacion y objetivo
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Material y método



1.- DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio abierto, multicéntrico, randomizado 1:1, con dos
ramas. Los pacientes se asignaron de forma aleatoria a uno de los siguientes
brazos de tratamiento:

- Grupo I: Los pacientes de este grupo recibieron un injerto hepatico
perfundido con 1 litro de una solucién de lavado Plasmalyte 148® con
tacrolimus a una concentracion de 20 ng/mL.

- Grupo ll: Los pacientes de este grupo recibieron un injerto hepatico
perfundido con 1 litro de una solucién de lavado convencional Plasmalyte

148%® sin tacrolimus.

2.- PACIENTES

2.1- TAMANO MUESTRAL

La muestra inicial era de 140 pacientes, 70 en cada grupo de estudio.
Finalmente se estudiaron 137 pacientes, al cumplirse alguno de los criterios de
exclusion en tres de los enfermos. Participaron en la inclusiéon de enfermos y la
recogida de datos varios centros espafioles y portugueses, que se especifican

mas adelante.

2.2.- CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes de ambos sexos, de cualquier raza, de edad igual o superior a

18 afos.



Primer trasplante hepatico ortotépico.

Pacientes en edad fértil con prueba de embarazo negativo; utilizacién de
método anticonceptivo eficaz durante el estudio.

Todos los pacientes fueron completamente informados y otorgaron un

consentimiento informado por escrito.

2.3.- CRITERIOS DE EXCLUSION

Tiempo de isquemia fria total del higado donante >12 horas.

Receptores de trasplante multiorganico o trasplantes de érganos previos
(incluyendo re-trasplante hepatico).

Receptores de un injerto auxiliar o enfermos en que se habia utilizado un
higado bioartificial.

Receptores de un trasplante parcial de higado.

Receptores de un trasplante de higado de donante vivo.

Receptores de un injerto ABO incompatible.

Receptores de un injerto procedente de un donante en asistolia.
Hepatitis fulminante como causa de trasplante hepatico.

Creatinina sérica en el momento del trasplante superior a 1.5 mg/dL.
Pacientes para los que la terapia inmunosupresora post-trasplante de
eleccion, segun criterio del investigador, fuera distinta a la estandarizada
en el protocolo de este estudio.

Receptores con sintomas o antecedentes de neoplasia de cualquier tipo
(incluyendo leucemia).

Receptores con infecciones concomitantes no controladas significativas
y/o diarrea, vomito o Ulcera péptica activa severas.

Paciente o donante VIH positivos.

Alergia o intolerancia a HCO-60 o0 compuestos relacionados

estructuralmente, esteroides, antibiéticos macrélidos o tacrolimus.



- Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

- Pacientes que estuvieran participando o hubieran participado en otro
ensayo clinico y/o estuvieran tomando o hubieran tomado un farmaco
experimental en los 28 dias previos.

- Pacientes con cualquier manifestacion de abuso de sustancias, trastorno
psiquiatrico o afeccién que, a criterio del investigador, pudiese invalidar
la comunicacion entre enfermo e investigador.

- Baja probabilidad de cumplimiento del programa de visitas del protocolo.

2.4.- RETIRADA PRECOZ DEL ESTUDIO

- Muerte del paciente

- Re-trasplante

- Acontecimiento adverso que, a criterio del investigador, interfiriese con
el desarrollo del estudio

- Retirada del consentimiento

- Embarazo

3.- DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO

3.1.- TRATAMIENTO ADMINISTRADO A CADA

GRUPO DE PACIENTES:

- MEDICACION EXPERIMENTAL (Grupo 1): Tacrolimus: Prograf®
(laboratorio Fugisawa) afiadido a 1 litro de una solucién de lavado
Plasmalyte 148® (laboratorio Baxter), a una concentracién de 20 ng de

tacrolimus/mL de solucion de lavado.



- MEDICACION CONTROL (Grupo II): Solucion de lavado Plasmalyte

148®: 1 litro.

3.2.- LIQUIDOS DE PRESERVACION Y LAVADO

- Como LIQUIDO DE PRESERVACION se utiliz6 la solucion de la
Universidad de Wisconsin: ViaSpan® (laboratorio Bristol-Myers
Squibb), con la siguiente composicién: Poli (O-2-hidroxietil) almidén 0.4-
0.5 (pentafraccion): 50 g/L, acido lactobidénico: 35.83 g/L (105 mmol/L),
hidréoxido de potasio 56%: 14.5 g/L (100 mmol/L), hidréxido de sodio
40%: 3.679 g/L (27 mol/L), adenosina: 1.34 g/L (5 mmol/L), alopurinol:
0.136 g/L (1 mmol/L), dihidrégeno fosfato de potasio: 3.4 g/L (25
mmol/L), sulfato de magnesio x 7 H,O: 1.23 g/L (5 mmol/L), rafinosa x
5 H,O0: 17.83 g/L (30 mmol/L), glutation: 0.922 g/L (3 mmol/L),
hidréxido de sodio 20%, acido clorhidrico 14.6% y H,O. Osmolaridad:

320 mOsm/L.

- La SOLUCION DE LAVADO utilizada fue Plasmalyte 148® (laboratorio
Baxter), con la siguiente composicion: cloruro sédico: 5.26 g/L, cloruro
potasico: 0.37 g/L, cloruro magnésico hexahidratado: 0.30 g/L, acetato
sodico trihidratado: 3.68 g/L, gluconato sdédico: 5.02 g/L y H,O para
ajuste de pH a 7.4. Sodio: 140 mmol/L, cloruro: 98 mmol/L, potasio: 5
mmol/L, acetato: 27 mmol/L, magnesio: 1.5 mmol/L, gluconato: 23

mmol/L. Osmolaridad: 295 mOsm/L.

3.3.- TECNICA QUIRURGICA Y PROCEDIMIENTO

DE LAVADO



- Realizacion de la hepatectomia del donante (sin anastomosis porto-
cava).

- Perfusion con solucién de preservacion (solucion de Wisconsin).

- Anastomosis de venas suprahepaticas a vena cava.

- Perfusion del injerto con 1 litro de la solucion de lavado:

o Grupo I: solucién Plasmalyte 148® con tacrolimus (20 ng/mL).
o Grupo Il: solucién Plasmalyte 148® sin tacrolimus.

- Retirada de la cavidad abdominal de la solucion de lavado, mezclada con
la soluciébn de preservacion contenida originalmente en el 6rgano,
mediante succidn continua situada en la fosa retrohepatica.

- Anastomosis portal y reperfusion con sangre venosa portal.

- Anastomosis arterial y reperfusion con sangre arterial.

3.4.- DURACION DEL TRATAMIENTO

La duracién del tratamiento fue el tiempo necesario para lavar el 6rgano
con cada solucién, experimental y control: aproximadamente unos 15 minutos.

El tiempo de seguimiento fue de tres meses.

3.5.- TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

POSTRASPLANTE

- TACROLIMUS a dosis inicial de 0.10-0.15 mg/Kg/dia, con niveles valle
durante las seis primeras semanas de 10-20 ng/mL (preferiblemente 15
ng/mL) y posteriormente de 5-15 ng/mL.

- ESTEROIDES: metilprednisolona 500 mg en bolo Unico antes de la

reperfusion y después prednisona oral a dosis de 15-20 mg/dia durante



el primer mes, 10-15 mg/dia durante el segundo mes y 5-10 mg/dia
durante el tercer mes.
En caso de rechazo, metilprednisolona: 3 bolos de 500 mg i.v. durante

tres dias consecutivos. A continuacion, a criterio del investigador.

3.6.- MEDICACION CONCOMITANTE

Se registré la medicacion concomitante recibida en los 7 dias previos a la

inclusion y durante el tiempo de estudio.

4.- VARIABLES DE EFICACIA

4.1.- VARIABLE PRINCIPAL:

Evaluaciéon de la lesidén por isquemia-reperfusién mediante la valoracion
del dafio hepatocelular del 6rgano trasplantado, por medio de la cuantificacion
del porcentaje de reduccion en el pico maximo de GPT en las primeras 48 horas

postrasplante.

4.2.- VARIABLES SECUNDARIAS:

- Otros parametros que cuantifican el dafio por isquemia-reperfusion:
GOT, LDH, bilirrubina total, actividad de protrombina, INR.

- Incidencia y severidad del primer episodio de rechazo agudo
(demostrado histolégicamente y que requiere tratamiento especifico) en
los primeros tres meses postrasplante y tiempo hasta la aparicion del

primer episodio.



- Supervivencia del injerto.
- Supervivencia del paciente.

- Incidencia de efectos adversos.

5.- ANALISIS ESTADISTICO

Se han realizado pruebas de normalidad para todas las variables
cuantitativas (test de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors) con el fin de aplicar las
pruebas paramétricas o no paramétricas correspondientes en funcién del ajuste

0 no de estas variables a una distribuciéon normal.

5.1.- POBLACION DE ANALISIS

El analisis principal incluye a todos los pacientes randomizados que
recibieron las soluciones de perfusion del estudio.

El andlisis de las variables secundarias se basa en los principios de
intencion de tratar, definidos como todos los pacientes randomizados que
recibieron las soluciones de lavado del estudio y al menos una dosis de la

terapia postrasplante recomendada.

5.2.- ANALISIS GLOBAL DE LA VARIABLE

PRINCIPAL

El tratamiento estadistico de la variable principal (descenso en el pico
maximo de GPT en las primeras 48 horas postrasplante) consiste en:
- Estadistica descriptiva: media, desviacion tipica, mediana, rango

intercuartil.



- Evaluacion del cambio entre el valor maximo de GPT obtenido en las
primeras 48 horas postrasplante con respecto a los valores basales
iniciales en el grupo control y en el grupo experimental, mediante la
prueba de Wilcoxon.

- Comparacion, entre los grupos control y experimental, de los valores
maximos obtenidos de GPT en las primeras 48 horas postrasplante y del
cambio de la variable principal a lo largo del seguimiento, mediante la
prueba de Mann- Whitney.

- Comparacion, entre ambos grupos, del porcentaje de pacientes
normalizados en cada una de las visitas y al final del estudio mediante
tablas de contingencia y prueba de Chi-cuadrado. Diferencias en la
normalizacién de los valores de la variable principal al final del estudio,

mediante el método de Kaplan-Meier.

5.3.- ANALISIS DE LA VARIABLE PRINCIPAL EN
FUNCION DE LAS CARACTERISTICAS DEL DONANTE

(OPTIMOS-SUBOPTIMOS/ ANOSOS-NO ANOSOS)

- Analisis de la distribucion del porcentaje de pacientes con donantes
optimos/”subdptimos” y afiosos/no afiosos en los grupos control y
experimental mediante las tablas de contingencia y prueba de Chi-
cuadrado.

- Estudio del comportamiento de la variable principal en los grupos
resultantes consistente en:

o0 Estadistica descriptiva: media, desviacién tipica, mediana, rango
intercuartil.
0 Evaluacion del cambio entre el valor maximo de GPT obtenido en

las primeras horas postrasplante con respecto a los valores



basales iniciales en los distintos grupos mediante la prueba de
Wilcoxon.

0 Comparaciones entre los grupos de los valores maximos
obtenidos de GPT en las primeras 48 horas postrasplante y del
cambio de la variable principal a lo largo del seguimiento,
mediante la prueba de Mann-Whitney o de Kruskal Wallis
(cuando el n° de grupos a comparar es mayor de 2).

o Comparacion del porcentaje de pacientes normalizados en cada
una de las visitas y al final del estudio mediante tablas de

contingencia y prueba de Chi-cuadrado.

54.- ANALISIS DE LAS VARIABLES

SECUNDARIAS CUANTITATIVAS

El tratamiento estadistico sigue los tres primeros puntos descritos para
la variable principal.

- Estadistica descriptiva: media, desviacion tipica, mediana, rango
intercuartil.

- Evaluacion del cambio entre el valor maximo de cada variable en las
primeras horas postrasplante con respecto a los valores basales iniciales
en el grupo control y en el grupo experimental mediante la prueba de
Wilcoxon.

- Comparacion, entre los grupos control y experimental, de los valores
maximos obtenidos en las primeras 48 horas postrasplante y del cambio

a lo largo del estudio, mediante la prueba de Mann-Whitney.



5.5.- ANALISIS DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS

CUALITATIVAS

Las variables cualitativas se han expresado en forma de frecuencias y
porcentajes. Las pruebas de contraste para analizar las diferencias en estas
variables han sido la Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher para las

variables dicotémicas.

5.6.- INCIDENCIA GENERAL DE

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

Descripcion de los acontecimientos adversos, gravedad y causalidad de
los mismos; comparacion de la prevalencia de acontecimientos adversos
entre ambos grupos mediante las tablas de contingencia y prueba de Chi-

cuadrado.

La realizacion de este andlisis estadistico se ha llevado a cabo utilizando
el programa Statistical Package for Social Sciencies (SPSS) en su version 13.5.

Se han considerado estadisticamente significativos aquellos valores de p< 0,05.



6.- INVESTIGADORES PRINCIPALES Y CENTROS

PARTICIPANTES
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Universitario. Santiago de Compostela (A Corufia, Espafia).

- Dr. Ignacio Gonzalez-Pinto. Hospital Central de Asturias. Oviedo
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- Dr. Jorge Ortiz de Ubina. Hospital de Cruces. Barakaldo (Vizcaya,
Espafia).

- Dr. Andrés Valdivieso. Hospital de Cruces. Barakaldo (Vizcaya, Espafia).

- Dr. Fernando Pardo. Clinica Universitaria de Navarra. Pamplona
(Navarra, Espafia).
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- Dr. Fernando José Oliveira. Hospital de la Universidade de Coimbra
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- Dr. Victor Ribeiro. Hospital de Santo Antonio (Porto, Portugal).

- Dr. Fernando San Juan. Hospital La Fe (Valencia, Espafa).

- Dr. Victor Sanchez Turrién. Clinica Puerta de Hierro (Madrid, Espafa).

- Dr. Julio Santoyo. Hospital Carlos Haya (Malaga, Espafia).

- Dr. Eloy Tejero. Hospital Clinico de Zaragoza (Zaragoza, Espafia).
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1V. RESULTADOS




Resultados



1.- DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA

La muestra esta compuesta por un total de 137 pacientes. El 48% de
ellos (N= 66) recibié un injerto hepatico perfundido con una solucién de lavado
que contenia tacrolimus a una concentracion de 20 ng/ml (grupo experimental).
El 52% restante (N= 71) recibié un injerto hepatico perfundido con una solucién

de lavado sin tacrolimus (grupo control).

1.1.- DATOS DEL ORGANO Y DEL DONANTE

EDAD: La edad del donante esta comprendida entre los 15 y los 84
afios, con un valor medio de 51.35 afios (desviacion tipica: 17.08) y una
mediana de 52.2 afios. La edad media de cada uno de los grupos de estudio no
difiere significativamente entre si (grupo experimental: 53.15 afios; grupo
control: 49.66 afos; p= 0.254). La distribucion de la edad del donante se detalla

en la tabla 1:

GRUPO DE EDAD PORCENTAJE GRUPO DE EDAD PORCENTAJE
< 20 afios 5.1 51-60 afios 25.0
21-30 arfios 12.5 61-70 afios 11.0
31-40 arfios 9.6 71-80 arios 16.2
41-50 afios 17.6 > 80 afios 2.9

Tabla 1: Distribucion de la edad del donante

SEXO: El 68.4% de los donantes son hombres y el 31.6% mujeres. Esta
distribucidon es equivalente a la obtenida en los grupos control y experimental,

de manera que las diferencias no son estadisticamente significativas (Tabla 2).




GRUPO DE TRATAMIENTO HOMBRES MUJERES

Control 66.2% 33.8%

Experimental 71.2% 28.8%

Tabla 2: Sexo del donante. Chi-cuadrado: 0.324; p= 0.351

ESTADO VIRAL DEL DONANTE: En la tabla 3 se detalla el porcentaje

de donantes con resultados positivos para cada una de las determinaciones

virales, tanto en el total de la muestra como en los grupos de tratamiento.

ESTADO TOTAL EXPERIMENTAL  CONTROL Chi-cuadrado
VIRAL + % % % ®

CMV 73.5 72.7 74.3 0.16 (0.922)

VEB 9.6 45 145 3.86 (0.145)

VHB (anticore) 3.7 7.6 0.0 5.50 (0.025)*

VHC 2.2 3.0 1.4 0.40 (0.478)

VIH 0.0 0.0 0.0 | e

Tabla 3: Estado viral del donante. * Significacién obtenida en el estadistico

exacto de Fisher

No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo experimental y control, excepto en el porcentaje de donantes VHB

positivo, ya que en el grupo control ningun donante es anticore positivo.

CRITERIOS “UNOS” MODIFICADOS: En la siguiente tabla (Tabla 4)
se presenta el porcentaje de donantes que cumplen cada uno de los criterios de
marginalidad, asi como el porcentaje de donantes marginales/ subéptimos en el

total de la muestra y en los grupos de estudio.




TOTAL EXPERIMENTAL CONTROL Chi-cuadrado

CRITERIOS "UNOS"

% % % ()
Tiempo de estancia hospitalaria > 5 dias 8.8 12.1 5.6 1.80 (0.149)
Transaminasas > 3 veces el limite normal superior 2.9 3.0 2.8 0.01 (0.662)
Esteatosis macrovesicular > 30% 4.6 6.5 2.9 2.05 (0.358)
Dosis dopamina > 15 pg/kg/min durante mas de 24 h 4.4 4.5 4.2 0.01 (0.624)
Sodio plasmatico en la hepatectomia > 160 mmol/L 5.8 6.1 5.6 0.01 (0.599)
Donante marginal/subéptimo 8.0 7.6 8.5 0.04 (0.551)

Tabla 4: Porcentaje de donantes que cumplen los criterios UNOS definidos en el

protocolo y porcentaje de donantes marginales/ subdptimos

Como se puede observar, no se han obtenido diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de donantes subdptimos/
marginales entre los grupos control y experimental.

El conjunto de los resultados obtenidos en los datos del donante pone de
manifiesto que no existen diferencias estadisticamente significativas en las

caracteristicas del donante entre los grupos control y experimental.

1.2.-DATOS DEL RECEPTOR

EDAD: La edad del paciente estd comprendida entre los 27 y los 69
anos, con un valor medio de 55.64 afios (Desv. Tipica: 8.79) y una mediana de
56.75 afios. No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas en la
edad media del paciente en funcién de los grupos de tratamiento (grupo
experimental: 56.48 afios; grupo control: 54.85 afios; p= 0.28). La distribucion

de la edad del receptor se muestra en la Tabla 5:



21-30 afios 31-40 afios 41-50 afhos 51-60 afos 61-70 afos

2.2% 1.5% 21.3 % 40.4 % 34.6 %

Tabla 5: Distribuciéon de la edad del receptor

SEXO: El 73.2% de los pacientes son hombres y el 26.8% mujeres. Esta

distribucidon es similar a la obtenida en los grupos control y experimental, de

manera que las diferencias no son estadisticamente significativas (Tabla 6).

GRUPO DE TRATAMIENTO HOMBRES MUJERES
Control 69.0 % 31.0 %
Experimental 77.3 % 22.7 %

Tabla 6: Sexo del receptor. Chi-cuadrado: 1.183; p= 0.185

ESTADO VIRAL DEL RECEPTOR: en la Tabla 7 se detalla el porcentaje
de donantes con resultado positivos para cada una de las determinaciones

virales, tanto en el total de la muestra como en los grupos de tratamiento. No se

han obtenido diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

ESTADO TOTAL EXPERIMENTAL  CONTROL Chi-cuadrado
VIRAL + % % % ®
CMV 76.3 80.3 72.5 1.59 (0.451)
VEB 55.6 61.5 50.0 1.82 (0.404)
VHB 11.1 12.1 10.1 0.41 (0.814)
VHC 43.7 43.9 435 0.004 (0.998)
VIH 0.0 0.0 0.0 | e

Tabla 7: Estado viral del paciente




DIAGNOSTICO PRINCIPAL DEL PACIENTE: el diagnéstico principal
de la mayoria de los pacientes trasplantados es cirrosis (75.9%). El siguiente
diagnéstico mas frecuente es el carcinoma (21.2%). El resto de los
diagnoésticos descritos en el Cuaderno de Recogida de Datos (CRD) esta
escasamente representado: tan s6lo en un 1.5% de los pacientes el diagnoéstico
principal es colangitis, en un 0.7% la enfermedad metabdlica y en el 0.7%
restante estd calificado como "otros" (concretamente, metastasis hepéaticas de
tumor endocrino). En ninguno de los pacientes se ha diagnosticado la

enfermedad de Budd-Chiari.

EXPERIMENTAL CONTROL
DIAGNOSTICO PRINCIPAL

% %0
Cirrosis 72.7 78.9
Carcinoma 22.7 19.7
Enfermedad Metabdlica 1.5 0.0
Colangitis 1.5 1.5
Otros 1.5 0.0

Tabla 8: Diagnoéstico principal del paciente. Chi-cuadrado: 2.471; p= 0.65

Esta distribucién es similar a la observada en cada uno de los grupos de
tratamiento y las diferencias no resultan estadisticamente significativas (Tabla
8).

Dentro del grupo de pacientes a los que se les ha diagnosticado cirrosis
(N= 104; 75.9% de la muestra), el tipo mas frecuente es la cirrosis virica
seguida por la cirrosis alcohdlica. En la siguiente tabla (Tabla 9) se muestran los
porcentajes obtenidos en el total de la muestra y en los grupos de estudio.
Como en casos anteriores, no se han encontrado diferencias estadisticamente

significativas en la distribucion del tipo de cirrosis entre los grupos de estudio.



DIAGNOSTICO PRINCIPAL: EXPERIMENTAL CONTROL

CIRROSIS % %
Cirrosis biliar primaria 7.8 6.4 9.1
Cirrosis biliar secundaria 1.0 2.1 0.0
Cirrosis virica 44.1 51.1 38.2
Cirrosis autoinmune 1.0 0.0 1.8
Cirrosis alcohdlica 40.2 36.2 43.6
Cirrosis criptogénica 4.9 4.3 5.5
Otros tipos de cirrosis 1.0 0.0 1.8

Tabla 9: Tipos de cirrosis en el subgrupo de pacientes cuyo diagndstico principal

es la cirrosis. Chi-cuadrado: 4.495; p= 0.610

En el subgrupo de pacientes con cirrosis virica (N= 45), la mayoria esta
producida por Hepatitis C (86.7%) y, en menor proporcion, por Hepatitis B
(13.3%). En ningun paciente se ha diagnosticado Hepatitis B delta. En los
grupos de tratamiento los porcentajes se distribuyen de manera similar y las
diferencias no son estadisticamente significativas (Tabla 10).

Por ultimo, en el subgrupo de pacientes cuyo diagnéstico principal es el

carcinoma (N= 29), en el 100% de los casos es un carcinoma hepatocelular.

EXPERIMENTAL CONTROL
PACIENTES CON CIRROSIS VIRICA
% %
Hepatitis B 12.5 14.2
Hepatitis C 87.5 85.7
Hepatitis B delta 0.0 0.0

Tabla 10: Tipos de cirrosis virica en el subgrupo de pacientes cuyo diagnoéstico

principal es la cirrosis virica. Chi-cuadrado: 0.031; p= 0.600



HISTORIAL MEDICO: En la Tabla 11 se detalla el porcentaje de

pacientes en cuyo historial médico figura cada una de las caracteristicas

descritas en el CRD.

EXPERIMENTAL CONTROL
HISTORIAL MEDICO

% %
Cirugia toréacica 2.2 0.0 4.2
Cirugia abdominal 16.8 15.2 18.3
Cirugia para tumores 5.8 9.1 2.8
Anomalias congénitas 2.2 3.0 1.4
Otro 78.1 75.7 80.3

Tabla 11: Historial médico del paciente

DIAGNOSTICO SECUNDARIO: el 34.3% de los pacientes incluidos en
la muestra no presenta ninguna de las patologias definidas en el CRD en el

apartado de Diagnostico Secundario. En el 65.7% restante las distintas

patologias se presentan con la siguiente frecuencia (Tabla 12):

DIAGNOSTICO TOTAL EXPERIMENTAL CONTROL

SECUNDARIO % % %
Diabetes 33.3 38.1 29.2
Hipertension arterial 24.2 19.0 29.2
Enfermedad coronaria 2.2 2.4 21
Trastornos psiquiatricos 8.9 4.8 12.5
Discapacidad 1.1 0.0 2.1
Insuficiencia renal 6.7 4.8 8.3
Otros diagnosticos 72.2 76.2 68.8

Tabla 12: Diagndstico secundario del paciente




La suma de los porcentajes en cada columna es superior al 100% ya que
en muchos casos se da mas de un diagndstico secundario. Concretamente, en el
44% de los pacientes se ha diagnosticado una Unica patologia, en el 37.8% dos,

enel 11.1% 3 y en el 6.7% hasta 4 enfermedades distintas.

ANALISIS DE LABORATORIO: en la Tabla 13 se muestran los
estadisticos descriptivos de las variables de laboratorio de la visita basal en el
total de la muestra. Se ha realizado el test de Kolmogorov-Smirnov para
comprobar si la distribucidon de las variables se ajusta a una normal y, de este
modo, aplicar las pruebas paramétricas o no paramétricas que correspondan.

Segun los resultados obtenidos, tan so6lo la Actividad de Protrombina, el
INR y el Fibrinégeno siguen una distribucién normal, el resto de las variables,
no. En consecuencia, para comparar los resultados obtenidos entre los grupos
control y experimental se utilizard la T de Student para las variables normales y

la Prueba de Mann-Whitney para las no normales.

Los analisis descriptivos de las pruebas de laboratorio en los dos grupos

de estudio se presentan en la Tabla 14. En ningun caso se han observado

diferencias estadisticamente significativas.
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Percentiles

Desv. tip. Minimo Maximo 50
(mediana)
GOT/AST 129 102.16 197.19 12.00 | 1649.00 35.50 58.00 98.60
GPT/ALT 132 74.03 139.78 13.00 1128.00 25.85 41.00 71.75
yGT 118 101.82 131.53 7.20 798.00 34.15 63.50 111.00
Fosfatasa alcalina 117 227.05 173.05 35.00 1123.00 113.00 185.00 272.50
Bilirrubina total 136 3.51 4.57 0.10 39.50 1.10 1.90 4.40
LDH 75 366.75 298.85 2.55 1919.00 204.00 290.00 425.00
Creatinina 136 0.88 0.25 0.40 1.80 0.70 0.87 1.00
Urea 130 34.83 23.81 5.32 183.00 21.75 31.65 39.00
Activ. protrombina 96 65.65 17.79 16.30 105.00 53.00 65.00 77.50
INR 106 1.44 0.34 0.95 2.86 1.20 1.36 1.60
TTPA 131 33.89 24.19 0.99 240.00 27.00 33.80 40.60
Fibrinbgeno 101 243.53 118.86 64.00 610.00 152.00 221.00 299.50

Tabla 13: Estadistica descriptiva de los andlisis de laboratorio en el total de la muestra. Visita basal

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL
Media Mediana Desv. tip. Minimo Maximo Media Mediana | Desv. tip.  Minimo Méaximo
GOT/AST 62 98.42 59.20 167.98 12.00 | 1130.00 67 105.62 58.00 222.05 13.00 | 1649.00 0.902
GPT/ALT 64 74.36 41.00 131.22 13.00 | 1030.00 68 73.72 41.00 148.36 13.00 | 1128.00 0.527
yGT 58 101.27 58.50 132.73 7.20 663.00 60 102.35 64.00 131.48 10.00 798.00 0.895
Fosfatasa alcalina 57 206.40 183.00 122.35 48.00 726.00 60 246.67 189.50 209.44 35.00 1123.00 0.924
Bilirrubina total 66 3.97 2.00 5.67 0.30 39.50 70 3.07 1.90 3.18 0.10 15.24 0.559
LDH 36 324.89 254.50 179.28 156.00 1038.00 39 405.40 338.00 375.67 2.55 1919.00 0.433
Creatinina 66 0.87 0.81 0.23 0.45 1.73 70 0.90 0.90 0.27 0.40 1.80 0.368
Urea 62 35.82 31.00 25.54 5.32 183.00 68 33.93 32.50 22.28 9.80 161.00 0.790
Activ. protrombina 47 67.28 69.00 17.88 29.00 105.00 49 64.08 64.00 17.75 16.30 100.00 0.373
INR 51 1.41 1.33 0.31 1.00 2.37 55 1.46 1.40 0.37 0.95 2.86 0.552
TTPA 64 33.35 33.73 18.54 0.99 120.00 67 34.40 34.00 28.70 0.99 240.00 0.894
Fibrinbgeno 43 244.05 216.00 132.88 64.00 610.00 58 243.14 223.30 108.51 95.00 600.00 0.658

Tabla 14: Estadistica descriptiva de los andlisis de laboratorio en los grupos de estudio. Visita basal.



DATOS DE LA CIRUGIA Y NECROSIS: el tiempo medio de isquemia fria total
es de 6.09 horas (Desv. Tipica: 2.18 horas; Minimo-Maximo: 0.58-13.50 horas). No se
han obtenido diferencias estadisticamente significativas en el tiempo medio de
isquemia entre los grupos de estudio (Tiempo medio grupo experimental: 6.02 horas;
tiempo medio grupo control: 6.16 horas; p= 0.7).

La necrosis del injerto es ausente en el 60.3% de los casos, leve en el 31.4% y
moderada en el 8.3% restante. No se ha diagnosticado necrosis severa en ninguno de
los injertos. En los grupos de estudio los porcentajes obtenidos son similares tal y

como se refleja en la Tabla 15:

Necrosis EXPERIMENTAL CONTROL
Ausente 61.0 59.7
Leve 28.8 33.9
Moderada 10.2 6.5

Tabla 15: Necrosis del injerto evaluada histolégicamente en biopsia. Chi-cuadrado:

0.761; p=0.84

En conclusién, los resultados obtenidos en el analisis descriptivo de las
caracteristicas basales del donante y del receptor, ponen de manifiesto que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y experimental. Por
tanto, en principio no existe sesgo alguno en la muestra que pueda influir en los

resultados posteriores.



2.- ANALISIS DE LA VARIABLE PRINCIPAL

2.1.- EVALUACION DEL VALOR MAXIMO DE LA GPT
(Ul/L) OBTENIDO EN LAS PRIMERAS 48 HORAS

POSTRASPLANTE

El valor maximo de la GPT en las 48 horas postrasplante (GPT-max) se ha
definido como el dato mas desfavorable de los referidos en la visita 2 (24 horas) y en
la visita 3 (48 horas). En el 68.9% de los pacientes el pico maximo se ha obtenido a

las 24 horas, en el 31.1% restante, a las 48 horas.

EVALUACION DEL CAMBIO ENTRE GPT-MAX Y LOS VALORES BASALES
INICIALES EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

En primer lugar, se han analizado las posibles diferencias entre los valores de
GPT en la visita basal y GPT-max tanto en el total de la muestra como en los grupos
de estudio. Para ello, se ha aplicado la prueba de Wilcoxon, test estadistico indicado
para evaluar las diferencias en datos pareados, es decir, una misma variable medida
en un mismo sujeto en distintos momentos del tiempo.

En la Tabla 16 se presentan los estadisticos descriptivos de la GPT basal y
GPT-max.

La prueba de Wilcoxon ha resultado estadisticamente significativa en los 3
casos (p< 0.05). Es decir, como era de esperar, los valores de GPT-max son
significativamente mas altos que los valores de GPT basal, tanto en el total de la

muestra como en los grupos control y experimental.



TOTAL DE LA GRUPO GRUPO

MUESTRA EXPERIMENTAL CONTROL
GPT GPT- GPT GPT- GPT GPT-

BASAL max BASAL max BASAL max
N 132 135 64 66 68 69
Media 74.03 602.63 74.36 623.29 73.72 582.87
Desv. Tipica 139.78 625.15 131.22 690.26 148.36 560.27
Minimo 13.00 44.00 13.00 44.00 13.00 108.00
Maximo 1128.00 3527.00 1030.00 3527.00 1128.00 2294.00
Percentil 25 25.85 203.00 25.25 225.75 26.35 190.00
Percentil 50

41.00 389.00 41.00 397.50 41.00 376.00
(mediana)
Percentil 75 71.75 756.00 78.00 796.50 65.82 705.5
p (prueba de

< 0.001 < 0.001 < 0.001

Wilcoxon)

Tabla 16: Estadisticos descriptivos de la GPT basal y GPT-max

COMPARACION, ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, DE LOS VALORES DE
GPT-MAX

En este caso, se han aplicado las pruebas de Mann-Whitney y de la mediana
con el fin de analizar si existen diferencias significativas en el valor de GPT-max entre
los grupos de estudio. Los resultados obtenidos en ambas pruebas ponen de
manifiesto que no puede afirmarse que existan diferencias estadisticamente
significativas en el valor de GPT-max entre los grupos control y experimental (Prueba

de Mann-Whitney: p= 0.914; Prueba de la mediana: p= 0.798).

COMPARACION, ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, DEL CAMBIO

OBSERVADO ENTRE LOS VALORES DE GPT BASALES Y GPT-MAX



A continuacion se ha estudiado el cambio producido en los niveles de GPT en
las primeras 48 horas postrasplante evaluando la variacidon observada entre los valores
basales de este parametro y GPT-max. Dicha variaciéon se ha cuantificado tanto en
términos absolutos (GPTmax - GPT basal) como en porcentaje (incremento de GPT con
respecto al valor basal * 100).

Por término medio, y en el total de la muestra, el incremento absoluto entre
los niveles basales de GPT y el pico madximo es de 535.9 UI/L (desv. Tipica: 628.73).
Esta variable no se distribuye como una normal, por lo que es mas correcto utilizar el
valor de la mediana para cuantificar el cambio producido. Dicho valor es de 294.0

UI/L. En los grupos de estudio, los resultados son los siguientes (Tabla 17):

GPT méax - GPT BASAL

EXPERIMENTAL CONTROL

N 64 66
Media 551.97 520.30
Desv. Tipica 715.11 537.00
Minimo -563.00 -83.00
Maximo 3397.00 2145.00
Percentil 25 121.50 155.25
Percentil 50 (mediana) 286.40 301.00
Percentil 75 815.00 649.00

Tabla 17: Estadisticos descriptivos del incremento absoluto de GPT en las primeras 48

horas postrasplante

Los estadisticos de contraste realizados para analizar si existen diferencias en
el incremento de GPT entre los grupos control y experimental no han resultado
estadisticamente significativos (Prueba de Mann-Whitney: p= 0.684; Prueba de la

mediana: p= 0.861).



Posteriormente se ha evaluado el aumento de la GPT en las primeras 48 horas
postrasplante en términos de porcentaje con respecto a los valores basales. En la
Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos en el total de la muestra y en los
grupos de tratamiento. Como en el caso anterior, es una variable con una gran
dispersion que no se comporta como una distribucion normal, por lo que es mas
conveniente medir el cambio mediante la mediana. Esto supone que en el grupo
control el 50% de los pacientes ha experimentado un aumento en los niveles de GPT
superior al 705.40% y el otro 50% un aumento inferior a esta cifra (valor de la
mediana). En el grupo experimental este dato es del 790.70%.

Las pruebas no paramétricas realizadas para comprobar si existen diferencias
entre los grupos control y experimental no han resultado estadisticamente
significativas (Prueba de Mann-Whitney: p= 0.562; Prueba de la mediana: p= 0.599).

En conjunto, los resultados obtenidos en este punto ponen de manifiesto que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en la
magnitud del cambio en la GPT entre los valores basales iniciales y el pico maximo en

las 48 horas postrasplante, tanto en términos absolutos como relativos.

EXPERIMENTAL CONTROL
N 130 64 66
Media 1581.65 1609.08 1555.05
Desv. Tipica 2376.20 2583.60 2175.96
Minimo -54.66 -54.66 -37.73
Maximo 17450.00 17450.00 11546.70
Percentil 25 282.08 207.40 369.48
Percentil 50 (mediana) 769.76 705.40 790.7
Percentil 75 2020.80 2081.40 2013.86

Tabla 18: Estadisticos descriptivos del incremento, en porcentaje, de GPT en las

primeras 48 horas postrasplante



CAMBIO EN LOS NIVELES DE GPT A LO LARGO DEL SEGUIMIENTO
Se ha analizado el cambio en los niveles de GPT a lo largo del estudio desde
distintos puntos de vista:

1. Cambio en términos absolutos de los niveles de GPT desde la
visita inicial hasta el final de estudio.

2. Cambio en términos absolutos del pico maximo de GPT en las
primeras 48 horas postrasplante (GPT-max) en las siguientes visitas del
estudio (GPTmax - GPT de cada visita).

3. Cambio en porcentaje de GPT en las siguientes visitas del
estudio (cambio de GPT en cada visita con respecto al valor de GPT-max *
100)

En todos los casos el test estadistico realizado para comparar las diferencias
entre los grupos es la prueba de Mann-Whitney.

En el Gréafico 1 se representa la evolucion de la GPT en términos absolutos
(punto 1). Se ha representado el valor de la mediana puesto que es el pardmetro
estadistico que mejor describe una variable cuantitativa que no se distribuye de
manera normal. En él se puede observar que la tendencia de cambio en los grupos de
estudio es paralela y las pruebas no paramétricas realizadas no han mostrado
significacion estadistica en ninguna de las visitas (p> 0.05).

La diferencia, en términos absolutos, entre GPT-max y las determinaciones de
GPT de cada una de las visitas se representa en el Grafico 2. En él se representa la
diferencia entre GPT-max y el valor de GPT de las visitas 4, 5 6 y 7. No se muestra la
diferencia de GPT-max con las visitas 2 y 3 (24 y 48 horas) ya que el valor de GPT-
max se obtiene, precisamente, del dato més alto observado en cualquiera de estas dos
visitas. Como en el caso anterior, el valor representado es el de la mediana.

Si bien se observa que en los meses 1 y 3 la diferencia en el grupo
experimental es mayor que en el control (y, por tanto, que el descenso de la GPT ha

sido mayor) estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica.
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Gréafico 1: Evolucion de los niveles de GPT a lo largo del estudio. Mediana. Visita basal:
p= 0.527. 24 horas: p= 0.998. 48 horas: p= 0.923. Dia 5: p= 0.831. Dia 14: p=
0.961. Mes 1: p= 0.127. Mes 3: p= 0.377

Por ultimo, en el Grafico 3 se representa el porcentaje de la reducciéon de la
GPT a lo largo del periodo de seguimiento con respecto a GPT-méax. En él se observa
que al cabo de 5 dias, la GPT-méax se ha reducido en un 57.25% en el grupo control y
en un 54.21% en el experimental (diferencias no significativas: p= 0.878). Al cabo de
2 semanas, la reduccion es ligeramente superior al 80% en ambos grupos (p= 0.649).

Transcurrido un mes desde el trasplante, la reducciéon en la GPT se sitda en torno al



90% en los dos grupos (p= 0.222), porcentaje muy similar al de los tres meses

postrasplante, donde la diferencia entre

estadisticamente significativa (p= 0.687).
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Grafico 2: Diferencia entre GPT- max y GPT en el resto de las visitas. Mediana.

Dia 5: p= 0.447. Dia 14: p= 0.845. Mes 1: p= 0.786. Mes 3: p= 0.772
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Gréafico 3: Porcentaje de reduccion de la GPT a lo largo del estudio desde el

valor de GPT- max. Mediana

NORMALIZACION DE LA GPT

Se ha definido que un paciente "ha normalizado la variable principal de eficacia
(GPT)" cuando alcanza valores normales de acuerdo con las referencias del laboratorio.

Se ha calculado el porcentaje acumulado de pacientes que han alcanzado
valores normales de GPT en cada momento del estudio: por ejemplo, el porcentaje
obtenido en el dia 14 incluye a todos aquellos pacientes que han normalizado la GPT a
los 14 dias postrasplante o en cualquier momento previo a dicha visita.

De este modo, los resultados obtenidos se muestran en el Gréafico 4.
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Grafico 4: Porcentaje acumulado de pacientes que han normalizado la GPT en cada

Aunque no se han obtenido diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en ninguna de las visitas (p> 0.05), el porcentaje acumulado de pacientes que

han normalizado la GPT en cualquier momento del estudio previo a cada visita

una de las visitas del estudio

seflalada, es superior en el grupo experimental en practicamente todos los casos.

Sin embargo, es conveniente sefialar que en ocasiones, pacientes con valores
normales de GPT en una de las visitas, en la o las siguientes vuelven a tener valores
superiores a lo normal, por lo que seria adecuado definir claramente el criterio de
normalizaciéon, es decir, si con una Unica determinacién con valores normales se
considera que el paciente "ha normalizado la GPT" aunque posteriormente haya un

ascenso de la misma, o si es necesario confirmar la normalizacion en varias visitas

consecutivas.



A continuacidon se han realizado curvas de supervivencia mediante el método

de Kaplan-Meier con el fin de evaluar si existen diferencias en la velocidad de

normalizacion de la GPT en los grupos de estudio. Se ha considerado que "el tiempo

hasta la normalizacion" son los dias transcurridos entre la visita basal y la primera

determinacion normal de la GPT obtenida a lo largo del seguimiento. Como en el caso

anterior, cabe resaltar que algunos pacientes que normalizan la GPT en un dia

determinado del estudio, vuelven a tener valores superiores a lo normal en visitas

posteriores.

Los resultados obtenidos se representan a continuacion en el grafico 5
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Grafico 5: Normalizaciéon de la GPT. Curvas de supervivencia en los grupos de

tratamiento




En este grafico se observa que la velocidad de normalizacién de la GPT en los
primeros dias de seguimiento es muy similar en ambos grupos. A partir del dia 40-50
aproximadamente, la velocidad de normalizacion es mayor en el grupo experimental,
sin embargo, segun el test de log-rank realizado, estas diferencias no son
estadisticamente significativas (test de log-rank: 0.79; p= 0.3727).

En consecuencia con estos resultados, no existen diferencias estadisticamente
significativas, entre los grupos de estudio, en los dias transcurridos entre la visita
basal y la primera determinacion normal de la GPT en aquellos pacientes que han
normalizado la GPT en cualquier momento del estudio (N= 90; 70.3% del total de la

muestra) (Tabla 19):

Tacrolimus Control

N 45 45
Media 31.58 41.40
Desv. Tipica 27.19 42.67
Minimo 0 0
Méximo 96 207
Mediana 28.0 27.0

Tabla 19: Estadisticos descriptivos del tiempo transcurrido (en dias) desde la visita
basal hasta la primera determinacion normal de GPT. Selecciéon de pacientes que han
normalizado la GPT en cualquier momento del estudio. t-Student: p= 0.197; prueba

de Mann-Whitney: p= 0.622

2.2.- ANALISIS DE LA VARIABLE PRINCIPAL EN
FUNCION DEL TIPO DE DONANTE (OPTIMO/MARGINAL-

SUBOPTIMO)



La muestra inicial se ha segmentado atendiendo a la condicion del donante
(6ptimo o marginal/subéptimo) y al grupo de estudio (control o experimental).

En primer lugar, se han analizado las posibles diferencias en la variable
principal entre pacientes con donante 6ptimo y pacientes con donante marginal.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 20.

Se ha realizado la prueba de Mann-Whitney para analizar las diferencias entre
ambos grupos y los resultados han puesto de manifiesto que en el grupo de pacientes
con donantes marginales/subéptimos el cambio entre la GPT basal y el pico maximo de
GPT en las primeras 48 horas postrasplante es significativamente inferior que en el
grupo con donantes 6ptimos, tanto en términos absolutos como en porcentaje (p<
0.05). Este menor aumento parece ser consecuencia de que el pico maximo de la GPT
en las primeras 48 horas es inferior en el grupo con donantes subéptimos/marginales

(260 UI/L frente a 396 UI/L en el grupo con donantes 6ptimos) y esta diferencia roza

la significacion estadistica (p= 0.056).

DONANTE
DONANTE
MARGINAL 7/
OPTIMO
SUBOPTIMO
N 126 11
GPT basal 38.30 47.00 0.279
GPT-max 396.00 260.00 0.056

Diferencia absoluta
entre GPT-méax y GPT basal 315.00 176.00 0.012
Diferencia en %

entre GPT-méax y GPT basal 834.38 488.89 0.032

Tabla 20: Mediana de la variable principal y de la variacién de la misma en funcion del

tipo de donante. p: significacion obtenida en la prueba de Mann-Whitney




Si se realizan los mismos andlisis en cada uno de los grupos de estudio, los
resultados son los detallados en la Tabla 21. Como en el total de la muestra, los
valores de la mediana del pico maximo de GPT, y de la diferencia entre la GPT basal y
la GPT-méax, son inferiores en los pacientes con donantes marginales/subdéptimos,
tanto en el grupo control como el experimental. Sin embargo, tan s6lo se obtienen
diferencias estadisticamente significativas en el grupo control en el cambio de la GPT-
max con respecto a la GPT basal en términos absolutos.

En cualquier caso, estos resultados deben interpretarse con cautela debido a la
heterogeneidad en los tamafios muestrales de los grupos resultantes, sobre todo

debido al escaso n°® de pacientes con donantes subdptimos/marginales.

GRUPO

GRUPO CONTROL

EXPERIMENTAL

1 2 P
N 65 6 61 5
GPT basal 38.00 46.00 | 0.367 41.00 58.00 | 0.644
GPT-méax 384.00 | 283.50 | 0.280 | 411.00 | 260.00 | 0.124

Diferencia absoluta
entre GPT-méax y GPT basal 319.00 | 185.00 | 0.044 | 301.00 | 176.00 | 0.166
Diferencia en %

entre GPT-méax y GPT basal 868.29 | 548.99 | 0.118 | 834.38 | 446.58 | 0.218

Tabla 21: Mediana de la variable principal y de la variacion de la misma en funcién del
tipo de donante. Grupos control y experimental. p: significacion obtenida en la prueba

de Mann-Whitney. 1. Donante 6ptimo. 2. Donante marginal / subéptimo

NORMALIZACION DE LA GPT EN FUNCION DEL GRUPO DE ESTUDIO Y

DEL TIPO DE DONANTE




El porcentaje acumulado de pacientes que han alcanzado valores normales de
GPT en cada una de las visitas del seguimiento (0 en momentos previos a las mismas)

en funcién del grupo de estudio y el tipo de donante se representa en el Grafico 6.
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Gréfico 6: Porcentaje acumulado de pacientes con valores de GPT normales en cada

una de las visitas del estudio en funcién del grupo de estudio y tipo de donante

En ningun caso los resultados han sido estadisticamente significativos a pesar
de que, dentro del grupo con donantes 6ptimos, el porcentaje de pacientes
normalizados es superior en aquellos tratados con tacrolimus. En el grupo con
donantes marginales no se aprecia una tendencia clara y hay que considerar que el
numero de pacientes con donantes marginales es muy bajo.

En cualquier caso, es conveniente recordar la enorme heterogeneidad de los
tamafios muestrales de los 4 grupos resultantes, asi como el hecho de que se ha
considerado la normalizacibn con una Unica determinaciéon de GPT a pesar de que
muchos pacientes presentan valores normales en una visita y posteriormente, no. Por

tanto, hay que interpretar estos resultados con cautela.



La velocidad de normalizacion de la GPT en cada uno de los 4 grupos no

muestra una tendencia clara (Gréafico 7) y los resultados no son estadisticamente

significativos (test de log-rank: 0.95; p= 0.8128).
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Grafico 7: Normalizaciéon de la GPT. Curvas de supervivencia en funcién de los grupos

2.3.-

de tratamiento y tipo de donante

FUNCION DE LA EDAD DEL DONANTE

ANALISIS DE LA VARIABLE PRINCIPAL EN




Se ha analizado el comportamiento de la variable principal entre pacientes con
donantes mayores de 50 afios (donantes "afiosos") o menores de 50 afios (donantes
"no afosos™), asi como entre los 4 grupos resultantes del cruce entre la edad del
donante y de grupo de estudio (control o experimental).

Los analisis realizados han sido los mismos que los efectuados con la variable

principal.

CAMBIO ENTRE GPT-MAX Y LOS VALORES BASALES INICIALES EN LOS
GRUPOS DE ESTUDIO
En primer lugar, se han analizado las posibles diferencias entre los valores de

GPT en la visita basal y GPT-max tanto en el total de la muestra como en los grupos

de estudio. En la Tabla 22 se presentan los estadisticos descriptivos de la GPT basal y

GPT-max.

‘ Donante < 50 afios ‘ Donante > 50 afios

‘ GPT BASAL GPT-méax ‘ GPT BASAL GPT-max
N 60 61 71 74
Media 62.18 547.40 84.30 648.99
Desv. Tipica 51.90 655.80 184.60 598.90
Minimo 13.00 44.00 13.00 73.00
Méaximo 271.00 3527.00 1128.00 3159.00
Mediana 48.00 321.10 34.00 425.00
p (prueba de Wilcoxon) < 0.001 < 0.001

Tabla 22: Estadisticos descriptivos de la GPT basal y GPT-méax en funcion de la edad
del donante
En la tabla 23 se muestran los estadisticos descriptivos de estas mismas
variables en los 4 grupos resultantes de la segmentacion de la muestra por edad del

donante y tipo de tratamiento.




La prueba de Wilcoxon ha resultado estadisticamente significativa en todos los
casos (p< 0.05). Es decir, como era de esperar, los valores de GPT-max son
significativamente mas altos que los valores de GPT basal en todos los subgrupos

analizados.

Donante < 50 afos Donante > 50 afos

GPT BASAL ' GPT-max GPT BASAL ' GPT-max

Tacrolimus Control Tacrolimus | Control Tacrolimus Control Tacrolimus Control

N 27 33 27 34 37 34 39 35
Media 69.10 56.60 563.30 534.70 78.20 90.90 664.80 631.30
D. Tipica 58.20 46.30 798.00 528.90 166.30 204.96 612.30 591.90
Minimo 18.00 13.00 44.00 109.00 13.00 14.00 73.00 108.00
Méaximo 275.00 | 220.00 3527.00 | 2217.00 1030.00 | 1128.00 3159.00 | 2294.00
Mediana 51.00 45.00 261.00 380.00 33.60 35.50 462.00 367.00
p

(Mann- 0.298 0.380 0.945 0.506
Whitney)

Tabla 23: Estadisticos descriptivos de la GPT basal y GPT-méax en funcion de la edad

del donante y del grupo de tratamiento

COMPARACION, ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, DE LOS VALORES DE
GPT BASAL Y GPT-MAX

Como en andlisis anteriores, se ha aplicado la prueba de Mann-Whitney con
objeto de analizar las diferencias en los valores de la GPT basal y la GPT-max entre los
grupos de estudio.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que, légicamente, no existen
diferencias estadisticamente significativas en la GPT basal entre pacientes que han

recibido un trasplante de un donante menor de 50 afios y los pacientes con un donante



mayor de 50 afios (p= 0.264). Tampoco se obtienen diferencias entre los grupos
control y experimental en pacientes con donantes afiosos y no afiosos como se aprecia
en los niveles de significacion obtenidos (Tabla 23).

Sin embargo, si se han obtenido diferencias estadisticamente significativas en
el valor de la GPT-max entre los grupos "afioso" y "no afoso” (p= 0.049). Como se
aprecia en la tabla 22, la mediana de la GPT-max es superior en el subgrupo de
pacientes con donantes mayores de 50 afios, que la mediana de GPT-max en el de
pacientes con donantes menores de esta edad (425 UI/L frente a 321.10 UI/L).

Las diferencias observadas entre los 4 grupos resultantes del cruce entre la
edad del donante y el tipo de solucién de lavado del injerto pueden analizarse desde
distintos punto de vista:

1. Analizar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
4 grupos simultaneamente (prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para varias
muestras independientes).

2. Analizar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos control y experimental en el subgrupo con donantes menos de 50 afios y
en el subgrupo con donantes mayores de 50 afios de forma independiente (prueba
de Mann-Whitney para dos muestras independientes).

3. Analizar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con donantes afiosos y no afiosos en el subgrupo de pacientes control y
en el subgrupo de pacientes experimental de forma independiente (prueba de
Mann-Whitney para dos muestras independientes).

De este modo, los resultados son los siguientes:

1. La prueba de Kruskal-Wallis pone de manifiesto que no existen
diferencias estadisticamente significativas ni en los valores de GPT basal (p=

0.481) ni de GPT-max (p= 0.172) entre los 4 grupos simultaneamente.



2. En el subgrupo con donantes menores de 50 afos, la mediana de
la GPT-méax es superior en el grupo control (380 UI/L frente a 261 Ul/L) aunque no
de forma estadisticamente significativa (p= 0.38).

Por el contrario, en el subgrupo con donantes mayores de 50 afos, la
mediana de la GPT-méax es superior en el grupo tratado con tacrolimus (462 UI/L
frente a 367 UI/L) aunque, como en el caso anterior, esta diferencia no es
estadisticamente significativa (p= 0.56).

3. En el grupo de pacientes tratados con Tacrolimus, la mediana de la
GPT-max es significativamente inferior en el grupo con donantes menores de 50
anos (261 UI/L frente a 462 UI/L) (p= 0.043).

En el grupo control, los valores de la mediana de la GPT-méax son
similares en los grupos definidos por la edad del donante (380 UI/L en pacientes
con donantes <50 afios y 367 UI/L en pacientes con donantes >50 afios), de

forma que las diferencias no son estadisticamente significativas (p= 0.432).

COMPARACION DEL CAMBIO OBSERVADO ENTRE LOS VALORES DE GPT
BASALES Y GPT-MAX

Posteriormente se ha estudiado el cambio producido en los niveles de GPT en
las primeras 48 horas postrasplante con respecto a la GPT basal cuantificada en
términos absolutos (GPTmax - GPT basal) y en porcentaje (incremento de GPT con
respecto al valor basal * 100).

El valor de la mediana del incremento absoluto entre los niveles basales de
GPT y el pico maximo en el grupo de pacientes con donantes no afiosos es de 264.5
UI/L vy en el de pacientes con donantes mayores de 50 afios de 374.5 UI/L. Estas
diferencias alcanzan la significacion estadistica (p= 0.047).

Sin embargo, el incremento porcentual es muy similar en ambos grupos
(722.8 en pacientes con donantes no afosos y 793.2 en pacientes con donantes

afosos) y no se obtienen diferencias estadisticamente significativas (p= 0.07).



En la Tabla 24 se presentan los estadisticos descriptivos del cambio absoluto y

porcentual de la GPT en los 4 grupos resultantes del cruce entre grupo de tratamiento

y edad del donante.

Donante < 50 afos Donante > 50 afos
Absoluto ' Porcentual Absoluto ' Porcentual
Tacro Control Tacro Control Tacro Control Tacro Control
N 27 33 27 33 37 33 37 33
Media 494.00 476.50 | 1035.00 | 1399.00 594.10 564.10 | 2027.00 | 1710.80

D. Tipica 793.80 533.40 | 1498.60 | 2092.00 659.90 545.20 | 3103.70 | 2278.40
Minimo -2.00 -83.00 -2.67 -37.70 | -563.00 -63.00 -54.70 -11.41
Maximo 3397.00 | 2145.00 | 6038.90 | 11546.7 | 3141.00 | 1848.00 | 17450.0 | 10852.9

Mediana 176.00 298.00 303.45 791.10 418.00 304.00 834.40 771.90

P(Mann-

0.295 0.160 0.860 0.755
Whitney)

Tabla 24: Estadisticos descriptivos del incremento absoluto y porcentual de la GPT en
las primeras 48 horas postrasplante en funcién de la edad del donante y del grupo de

tratamiento

1. El incremento absoluto y porcentual no difiere de forma
estadisticamente significativa entre los 4 grupos de estudio (p= 0.171y p= 0.145,
respectivamente).

2. En el grupo de pacientes con donantes menores de 50 afos, el
incremento de la GPT en las primeras 48 horas postrasplante (tanto absoluto como
porcentual) es mayor en el grupo control que en el tratado con tacrolimus. Esta

diferencia es especialmente notable en términos porcentuales (303.5 en el grupo



con tacrolimus frente a 791.1 en el grupo control), aunque no alcanza la
significacion estadistica (p= 0.16).

En el grupo con donantes mayores de 50 afos, no se obtienen
diferencias apreciables en términos absolutos ni, especialmente, en porcentuales.

3. En el grupo tratado con tacrolimus, el incremento absoluto es
significativamente superior en el subgrupo con donantes afiosos (418 UI/L frente a
176 Ul/L; p=0.047), al igual que el porcentual (834.4 frente a 303.5; p= 0.035).

Por el contrario, en el grupo control, apenas se observan diferencias ni en
términos absolutos (298 UI/L en el grupo con donantes menores de 50 frente a
304 UI/L en el grupo con donantes mayores de 50 afios; p= 0.383), ni
porcentuales (791 en el grupo con donantes menores de 50 frente a 771.9 en el

grupo con donantes mayores de 50 afios; p= 0.621).

CAMBIO EN LOS NIVELES DE GPT A LO LARGO DEL SEGUIMIENTO
Al igual que en el total de la muestra, se ha analizado el cambio en los niveles

de GPT a lo largo del estudio desde los siguientes distintos puntos de vista:

1. Evolucion de la GPT en términos absolutos desde la visita
inicial hasta el final de estudio.
2. Cambio en términos absolutos del pico maximo de GPT
en las primeras 48 horas postrasplante en las siguientes visitas del estudio.
3. Cambio en porcentaje de GPT en las siguientes visitas del
estudio.
1. En el Gréafico 8 se representa la evolucion de la GPT en términos
absolutos en los grupos definidos por la edad del donante. El test estadistico

realizado es la prueba de Mann-Whitney.



Los valores de GPT son significativamente superiores en el grupo de pacientes
con donantes mayores de 50 afios en las primeras etapas de seguimiento,
concretamente desde las 48 horas postrasplante hasta el dia 14. Al cabo de un mes,
las diferencias desaparecen.

En el grafico 9 se muestran los valores obtenidos en los 4 grupos definidos por

la edad del donante y el grupo de tratamiento.

ul/L
450

79,5
400

350 r__—\38115
300 / \
250 /301 \
AT

150 \
150 \ 83
100
3

48

8 43,6
50

34 51 40 41,5
0 : : : : : :

Basal 24 H 48 H Dia5 Dial4 Mes1l Mes3

—&— <= 50 afios —8—=> 50 afos
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Gréfico 9: Evolucion de los niveles de GPT a lo largo del estudio en funcion de la edad

del donante y el tipo de tratamiento. Mediana

e La prueba de Kruskal- Wallis para varias muestras
independientes pone de manifiesto que no existen diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de GPT a lo largo del estudio

entre los 4 grupos simultaneamente.

Visita
P (Kruskal- 24 h 48 h Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
basal
Wallis)

‘ 0.481 ‘ 0.467 ‘ 0.087 ‘ 0.136 ‘ 0.136 ‘ 0.502 ‘ 0.852 |



P
(Mann-

Whitney)

e En el grupo de pacientes con donantes menores de 50 afios,
no se han obtenido diferencias estadisticamente significativas en los
valores de GPT en cada uno de los momentos del estudio en funcién de la
soluciéon de lavado (p> 0.05), si bien se aprecia que los valores a lo largo
de los primeros 5 dias postrasplante son ligeramente superiores en el
grupo control.

Tampoco se han obtenido diferencias entre los grupos control y
experimental en aquellos pacientes que han recibido el injerto de un
donante mayor de 50 afios (p> 0.05), aunque los valores en las
primeras 24 y 48 horas postrasplante sean superiores en el grupo tratado

con tacrolimus.

Visita
24 h 48 h Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
basal
<50
0.298 0.500 0.606 0.799 0.813 0.352 0.882
anos
> 50
0.945 0.820 0.791 0.656 0.631 0.231 0.377
afos

e En el grupo experimental, los niveles de GPT desde las 24
horas hasta el primer mes postrasplante, son superiores en el subgrupo de
pacientes con donantes mayores de 50 afios. Sin embargo, estas
diferencias s6lo han resultado estadisticamente significativas a las 48
horas postrasplante, en que la mediana de la GPT de los pacientes con
donantes menores de 50 afios es de 222 UI/L, frente a las 414 UI/L
obtenidas en pacientes con donantes afiosos (p= 0.041).

Por su parte, en el grupo control, los niveles de GPT desde las 48

horas hasta el primer mes postrasplante, también son mayores en el




subgrupo de pacientes con donantes de mas de 50 afios, aunque en

ningudn caso alcanzan la significacion estadistica.

Visita
P 24 h 48 h Dia 5 Dial4 | Mes 1 Mes 3
basal
(Mann-
Tacrolimus 0.149 0.163 0.041 0.158 0.206 0.894 0.810
Whitney)

Control 0.721 0.479 0.150 0.070 0.053 0.922 0.500

2. La mediana de las diferencias entre la GPT-méax y la GPT en cada
una de las visitas en términos absolutos del estudio, en los grupos definidos
por la edad del donante, se representa en el grafico 10. Si bien se aprecia que
estas diferencias son mayores en el grupo con donantes mayores de 50 afios (y,
por tanto, el descenso de la GPT ha sido superior), no han resultado

estadisticamente significativas.
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Gréafico 10: Diferencia entre GPT-max y GPT en el resto de las visitas en
funcion de la edad del donante. Mediana. Dia 5: p= 0.320. Dia 14: p= 0.222. Mes

1: p= 0.058. Mes 3: p= 0.104




Los resultados obtenidos en cada uno de los cuatro grupos resultantes de
la division de la muestra inicial por la edad del donante y el tipo de tratamiento, se

muestran en el grafico 11.

e No hay diferencias estadisticamente significativas entre los 4
grupos simultaneamente en la diferencia absoluta entre el pico maximo de
la GPT en las primeras 48 horas postrasplante y los valores de GPT a lo

largo del estudio.

‘ Dia 5 ‘ Dia 14 ‘ Mes 1 ‘ Mes 3 ‘
P (Kruskal-Wallis)
‘ 0.315 ‘ 0.440 ‘ 0.219 ‘ 0.332 ‘

e En el grupo de pacientes con donantes menores de 50 afos,
la diferencia absoluta entre el valor maximo de la GPT en las primeras 48
horas postrasplante y la GPT en cada una de las visitas, es ligeramente
superior en el grupo control, pero en ningun caso se alcanza la
significacion estadistica.

En aquellos pacientes con donantes mayores de 50 afios, por el
contrario, la diferencia entre GPT- max y la GPT medida en cada una de las
visitas es superior en el grupo tratado con tacrolimus, lo que significa que
el descenso de la GPT ha sido mayor. Sin embargo, las diferencias

tampoco son estadisticamente significativas.

Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
P

< 50 afios 0.523 0.243 0.531 0.393
(Mann-Whitney)

> 50 afios 0.200 0.651 0.535 0.787




e En el grupo tratado con tacrolimus la diferencia entre GPT-
max y la GPT a lo largo del seguimiento es mayor en el subgrupo de
pacientes con donante mayor de 50 afios y, por tanto, el descenso de la
GPT ha sido mayor, aunque no alcanza la significacion estadistica salvo en

el mes 1 en que se roza dicha significacion (p= 0.05).

Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
P
Tacrolimus 0.064 0.114 0.050 0.085
(Mann-Whitney)
Control 0.717 0.798 0.512 0.509
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Dia5 | Dial4 | Mes1 | Mes 3
Tacrolimus y <50 141.0 236.0 223.5 220.5
Control y <50 afios 150.0 304.0 297.0 309.0
Tacrolimus y =50 267.0 367.0 429.0 430.0
Control y =50 afos 122.5 271.0 307.2 315.5

Gréfico 11: Diferencia entre GPT-max y GPT en el resto de las visitas en funcion de la

edad del donante y el tipo de tratamiento. Mediana.



En el grupo control apenas se observan diferencias en funcion de
la edad del donante, y en ningun caso se obtienen diferencias

estadisticamente significativas.

3. Por ultimo, se ha evaluado el cambio en la GPT a lo largo del
seguimiento desde el valor maximo obtenido en las primeras 48 horas en
términos porcentuales. Los andlisis realizados ponen de manifiesto que no hay
diferencias estadisticamente significativas en funcion de la edad del donante
(Grafico 12).

En el Gréafico 13 se representan los resultados obtenidos en los 4 grupos de

estudio.
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Grafico 12: Diferencia entre GPT-max y GPT en el resto de las visitas en
términos porcentuales en funcion de la edad del donante. Mediana. Dia 5: p= 0.536.
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Gréafico 13: Diferencia entre GPT-méx y GPT en el resto de las visitas en términos

porcentuales en funcion de la edad del donante y el grupo de tratamiento. Mediana.

e No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas

en los grupos definidos por la edad del donante y el grupo de tratamiento.

‘ Dia 5 ‘ Dia 14 ‘ Mes 1 ‘ Mes 3
P (Kruskal-Wallis)
‘ 0.727 ‘ 0.589 ‘ 0.259 ‘ 0.550 ‘




e En el grupo de pacientes con donantes menores de 50
afios, el cambio porcentual en el pico maximo de la GPT con respecto a los
valores de GPT de cada visita no muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos control y experimental (p> 0,05).

En los pacientes con donantes mayores de 50 afos, tampoco se

aprecian diferencias entre los tratados con tacrolimus y el grupo control

(p> 0,05).
Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
P
< 50 afios 0.408 0.222 0.754 0.646
(Mann-Whitney)
> 50 afios 0.580 0.615 0.353 0.878

. Por ultimo, ni en el grupo de pacientes con tacrolimus ni en
el grupo control se observas diferencias apreciables entre los subgrupos

definidos por la edad del donante.

Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3
P
Tacrolimus 0.790 0.639 0.121 0.268
(Mann-Whitney)
Control 0.286 0.230 0.600 0.394

En resumen, los resultados ponen de manifiesto que en el grupo de pacientes
con donantes afiosos, el pico maximo de la GPT en las primeras 48 horas postrasplante
y los niveles de GPT a lo largo de las primeras semanas de seguimiento, son
significativamente superiores que en el grupo de pacientes con donantes menores de
50 afios. Paralelamente, el descenso, en términos absolutos, de la GPT a lo largo del
estudio partiendo de la GPT-max, es superior en pacientes con donantes afiosos
aunque no de forma estadisticamente significativa. No se observan, sin embargo,

diferencias en el descenso porcentual.



Un comportamiento muy similar se obtiene en el grupo de pacientes
experimentales, pero no asi en el grupo control, donde la variacién de la variable
principal es muy similar en pacientes con donantes menores de 50 afios 0 mayores de

esta edad.

NORMALIZACION DE LA GPT EN FUNCION DEL GRUPO DE ESTUDIO Y
LA EDAD DEL DONANTE

El porcentaje acumulado de pacientes con valores normales de GPT en cada
una de las visitas del estudio, en funcién de la edad del donante y el grupo de estudio,
se representa en el Grafico 14.

En ningun caso los resultados han sido estadisticamente significativos a pesar
de que en casi todas las visitas de seguimiento, el porcentaje de pacientes que han
normalizado la GPT en esa visita o en dias anteriores, es ligeramente mayor en el
grupo experimental y con donantes menores de 50 afios.

En el grafico 15 se representa el valor de la media y de la mediana del tiempo
transcurrido hasta el primer valor normal de GPT en el grupo de pacientes que han
normalizado la GPT en algn momento del estudio. Los resultados no son
estadisticamente significativos (p= 0.604), si bien el tiempo medio es inferior en el
grupo experimental tanto en pacientes con donantes afilosos como en no afosos). Los
valores de la mediana son practicamente equivalentes en los 4 grupos de estudio
(Prueba de Kruskal-Wallis: p= 0.844; prueba de la mediana: p= 0.647).

Por ultimo, la velocidad de normalizacion de la GPT en cada uno de los 4
grupos no muestra una tendencia clara (Grafico 16) aunque los pacientes del grupo
control con donantes mayores de 50 afios son los que presentan una menor velocidad
de normalizacion. Los resultados, sin embargo, no son estadisticamente significativos

(test de log-rank: 1.43; p= 0.698).
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Funciones de supervivencia
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N= 26

Casos censurados: 7
Eventos: 19

Media y E. S.: 47 (7)
1.C. (95%): (33, 61)

Prob. de normalizar la GPT
(E.S)

Dia 2: 3.8% (3.8)

Dia 5: 11.5% (6.3)

Dia 14: 19.2% (7.7)

Mes 1: 42.3% (9.7)

Mes 3: 69.7% (9.1)

N= 32

Casos censurados: 8
Eventos: 24

Mediay E. S.: 64 (13)
1.C. (95%): (38, 90)

Prob. de normalizar la GPT
(E.s)

Dia 2: 0%

Dia 5: 6.2% (4.3)

Dia 14: 25.0% (7.7)

Mes 1: 53.1% (8.8)

Mes 3: 64.2% (8.8)

N= 36
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Eventos: 26
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1.C. (95%): (39, 65)
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(E-S)

Dia 2: 5.6% (3.8)

Dia 5: 8.3% (4.6)

Dia 14: 13.9% (5.8)

Mes 1: 46.2% (8.2)

Mes 3: 67.4% (7.9)

N= 31

Casos censurados: 11
Eventos: 20

Mediay E. S.: 79 (11)
1.C. (95%): (57, 101)

Prob. de normalizar la
GPT (E.S.)

Dia 2: 3.2% (3.2)

Dia 5: 3.2% (3.2)

Dia 14: 12.9% (6.0)
Mes 1: 35.5% (8.6)
Mes 3: 63.9% (9.1)

Grafico 16: Normalizacion de la GPT. Curvas de supervivencia en funcion de los grupos

de tratamiento y la edad del donante




3.- ANALISIS DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS

3.1.- ANALISIS DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS
CUANTITATIVAS: EVALUACION DEL VALOR MAXIMO DE
LAS VARIABLES OBTENIDO EN LAS PRIMERAS 48 HORAS

POSTRASPLANTE.

Las variables secundarias cuantitativas analizadas son, segun se describe en el
protocolo, la GOT, y-GT, bilirrubina, actividad de protrombina e INR. Los pasos
seguidos en el tratamiento estadistico de estas variables son los mismos que los
realizados para la variable principal.

Los estadisticos descriptivos basales de las variables descritas ya se han
mostrado en la Tabla 13. En el Anexo | se detallan los estadisticos descriptivos de
todas las determinaciones analiticas en cada una de las visitas del estudio.

El valor maximo de las variables en las 48 horas postrasplante se ha
definido, al igual que en el caso de la GPT, como el dato mas alto de los referidos en la
visita 2 (24 horas) o en la visita 3 (48 horas).

Los estadisticos descriptivos de estos valores se detallan en las Tablas 25
(total de la muestra) y 26 (por grupos de estudio), asi como los niveles de

significacion obtenidos en los tests estadisticos.

EVALUACION DEL CAMBIO ENTRE LOS VALORES MAXIMOS Y LOS
VALORES BASALES INICIALES DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS EN LOS
GRUPOS DE ESTUDIO

Como en el caso de la GPT, en primer lugar se han analizado las posibles

diferencias entre los valores de los parametros secundarios en la visita basal y los



valores maximos en cada uno de los grupos de estudio. Para ello, se ha aplicado la
prueba de Wilcoxon. De este modo, los valores maximos de GOT, bilirrubina e INR han
resultado significativamente superiores que los valores basales de estos parametros
(p< 0.05). Sin embargo, el pico maximo de yGT y de la actividad de protrombina no

difieren de forma significativa de los valores basales (p> 0.05) (Tabla 26).

COMPARACION, ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, DE LOS VALORES DE
MAXIMOS DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS

En este caso, se ha aplicado la prueba de Mann-Whitney con el fin de analizar
si existen diferencias significativas en los picos méximos de las variables secundarias

entre los grupos de estudio.

Bilirrubina protrombina
GOT (UlI/L) ¢GT (UI/ZL)

(mgsdL) (%0)

Media 681.89 127.17 6.74 70.35 1.72
Minimo 63.00 19.00 0.20 39.00 0.90
Maximo 7888.00 763.00 218.00 150.50 4.21
Desviacion tipica 1017.39 125.04 23.74 17.80 0.54
Percentil 25 218.25 49.50 1.70 56.60 1.40
Percentil 50

374.50 82.00 3.36 68.60 1.60
(mediana)
Percentil 75 662.75 149.00 5.30 80.00 1.90

Tabla 25: Estadisticos descriptivos de los valores maximos 48 h postrasplante de las

variables secundarias. Total de la muestra



Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que no puede afirmarse que
existan diferencias estadisticamente significativas en los valores maximos de GOT,
yGT, bilirrubina, actividad de la protrombina e INR entre los grupos control y

experimental (p> 0.05).

Maximo

Maximo
Maximo GOT Maximo yGT Actividad
Bilirrubina
Protrombina

Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control
Media 793.79 | 573.49| 110.35| 143.12 6.62 6.86 70.07 70.63 1.75 1.69
Minimo 66.00 63.00 19.00 21.00 0.40 0.20 39.00 40.00 0.90 0.99
Maximo 7888.0 | 2520.0| 495.00 | 763.00| 170.00 | 218.00| 113.60 | 150.50 4.09 4.21
Desviacion tip. 1341.3 | 536.23| 109.54 | 137.19 20.92 26.30 15.81 19.80 0.56 0.53
Percentil 25 208.25 241.25 47.00 64.75 1.75 1.70 56.20 57.45 1.40 1.40
Percentil 50 (mediana) 376.00 | 374.50 74.00 92.50 3.72 3.30 70.00 67.00 1.61 1.60
Percentil 75 662.75 | 706.95| 109.00 | 164.55 5.78 5.20 81.25 78.85 1.98 1.90
p (Wilcoxon) * < 0.001 | <0.001 0.636 0.115 0.013 0.005 0.343 0.146 | <0.001 0.008
p (Mann-Whitney) ** 0.270 0.389 0.771 0.659 0.269

Tabla 26: Estadisticos descriptivos de los valores maximos 48 h postrasplante de las
variables secundarias. Grupos de estudio. * Significacion obtenida en la Prueba de
Wilcoxon (comparacion entre los valores basales y el pico maximo de la variable). **
Significacion obtenida en la Prueba de Mann-Whitney (comparacion entre los grupos

de estudio del pico maximo de cada variable)

COMPARACION, ENTRE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, DEL CAMBIO
OBSERVADO ENTRE LOS VALORES BASALES Y LOS VALORES MAXIMOS DE LAS
VARIABLES SECUNDARIAS

A continuacidon se ha estudiado el cambio producido en los niveles de GOT,

yGT, bilirrubina, actividad de protrombina e INR en las primeras 48 horas



postrasplante evaluando la variacion observada entre los valores basales de estos

parametros y los picos maximos. Dicha variacién se ha cuantificado tanto en términos

absolutos como en porcentaje con respecto al valor basal.

En los grupos de estudio, los estadisticos descriptivos del incremento

absoluto de estas variables se detallan en la Tabla 27. Se ha aplicado el test de

Mann-Whitney para comprobar si existen diferencias en este incremento entre los

grupos de estudio y los resultados no han alcanzado la significacién estadistica en caso

alguno. Por tanto, no se puede afirmar que existan diferencias significativas, entre el

grupo control y experimental, en la magnitud del aumento de las variables secundarias

en las primeras 48 horas postrasplante con respecto a los valores iniciales.

GOT vGT Bilirrubina A. Protrombina INR
Max - Basal Max - Basal Max - Basal Max - Basal Max - Basal
Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control
Media 630.7 508.9 8.6 35.99 2.59 3.82 2.70 6.42 0.31 0.22
Minimo -807.0 -269.0 -467.0 | -524.00 -30.60 -8.40 -44.00 -33.00 -1.47 -0.82
Maximo 7822.0 2454.0 456.0 729.00 152.90 202.76 42.00 72.70 2.39 2.43
Desviacion tip. 1329.3 546.9 134.3 | 164.73 19.76 25.04 18.05 23.53 0.60 0.54
Percentil 25 123.0 181.2 -31.5 -25.00 -0.33 -0.53 -11.00 -8.80 0.00 -0.06
Percentil 50 (mediana) 255.0 337.0 4.0 9.00 0.72 0.90 5.00 3.50 0.30 0.18
Percentil 75 598.3 677.5 42.8 89.50 2.57 2.71 14.00 22.32 0.52 0.46
p (Mann-Whitney) 0.27 0.389 0.771 0.659 0.269

Tabla 27: Estadisticos descriptivos del incremento absoluto (respecto a los valores

basales) de las variables secundarias en las primeras 48 horas postrasplante.

Similares resultados se han obtenido al evaluar el aumento de las variables en

términos porcentuales con respecto a los valores basales (Tabla 28). En consecuencia,




no se obtienen diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de cambio
de las variables secundarias entre los grupos de estudio.

En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos control y experimental en la magnitud
del cambio de la GOT, yGT, bilirrubina, actividad de protrombina e INR entre los

valores basales iniciales y el pico maximo en las 48 horas postrasplante, tanto en

términos absolutos como porcentuales.

GOT vyGT Bilirrubina A. Protrombina INR
Cambio Cambio Cambio Cambio Cambio
porcentual porcentual porcentual porcentual porcentual

Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control Tacrol. Control
Media 65.6 73.0 -27.0 -1.7 -4.7 -7 1.3 4.2 11.6 9.1
Minimo -84.5 -86.2 -6.3 -12.2 -23.8 -36.8 -7.4 -4.6 -18.1 -12.8
Maximo 249.8 202.3 915.7 191.2 343.8 323.1 112.8 72.5 163.3 41.4
Desviacion tip. 99.6 98.0 95.9 95.5 89.9 95.0 54.0 74.9 58.4 57.7
Percentil 25 54.6 45.9 152.0 78.8 101.5 98.5 28.9 31.8 36.6 22.9
Percentil 50 (mediana) 60.4 76.1 -50.8 -47.1 -25.7 -25.6 -19.0 -15.8 -2 -4.7
Percentil 75 92.0 93.6 52.9 65.3 63.2 61.7 15.4 28.4 28.8 23.1

p (Mann-Whitney) * 0.539 0.469 0.687 0.699 0.241

Tabla 28: Estadisticos descriptivos del incremento porcentual (respecto a los valores

basales) de las variables secundarias en las primeras 48 horas postrasplante

CAMBIO EN LOS NIVELES DE LAS VARIABLES SECUNDARIAS A LO
LARGO DEL SEGUIMIENTO

Se ha analizado el cambio en los niveles de las variables secundarias a lo largo
del estudio de la misma forma que se realizé con la variable principal, es decir, desde

3 puntos de vista:



1. Cambio en términos absolutos desde la visita inicial hasta el
final de estudio.

2. Cambio en términos absolutos de cada variable a lo largo del
estudio con respecto al pico maximo de las en las primeras 48 horas
postrasplante.

3. Cambio porcentual de cada variable en las siguientes visitas del

estudio con respecto al valor maximo.

En los Gréficos 17-21 se representa la evolucion de las variables secundarias
en términos absolutos. Se ha representado el valor de la mediana en las variables no
normales (GOT, yGT y bilirrubina) y la media en las normales (Actividad de

Protrombina e INR).
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Gréfico 17: Evolucion de la GOT a lo largo del estudio. Mediana



En dichos graficos se observa que indicadores hepéaticos como la GOT y la
bilirrubina disminuyen progresivamente a lo largo del estudio desde valores maximos
iniciales. No ocurre asi, sin embargo, con la yGT, que asciende lentamente en las
primeras 48 horas y de manera notable hasta el dia 14, para posteriormente disminuir
de forma brusca.

Los parametros de coagulacion evolucionan progresivamente hacia valores
normales (aumento de la Actividad de la Protrombina hacia valores mas cercanos al

100% y descenso del INR hasta cifras muy proximas a 1).
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Gréfico 18: Evolucion de la yGT a lo largo del estudio. Mediana
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Gréfico 19: Evolucion de la bilirrubina a lo largo del estudio. Mediana
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Gréfico 20: Evolucion de la actividad de la protrombina a lo largo del estudio. Media
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Gréfico 21: Evolucion del INR a lo largo del estudio. Media

El test estadistico realizado para comparar las diferencias entre los grupos es
la prueba de Mann-Whitney en las variables no normales y la t-Student en las
normales. En ningun caso se han obtenido diferencias estadisticamente significativas,
como puede observarse en la Tabla 29, donde se resumen los niveles de significacion

obtenidos en cada una de las pruebas realizadas.

La diferencia, en términos absolutos, entre los picos maximos y las
determinaciones de cada variable en cada una de las visitas se representa en los
Gréficos 22-26. En ellos se representa la diferencia entre el pico maximo de las
variables secundarias y el valor de las mismas en las visitas 4, 5 6 y 7. No se
muestran las diferencias con las visitas 2 y 3 (24 y 48 horas) ya que el valor maximo
se obtiene, precisamente, del dato méas alto observado en cualquiera de estas dos
visitas. Como en el caso anterior, el valor representado es el de la mediana en las

variables no normales y la media en las normales.



BASAL
24 h
48 h
DIAS
DIA 14
MES 1

MES 3

GOT (*) ‘
0.902
0.791
0.704
0.196
0.914
0.117

0.600

YGT (*) BILIRRUBINA (*) A. PROTROMBINA (**)
0.895 0.559 0.380
0.263 0.587 0.622
0.105 0.897 0.821
0.830 0.775 0.498
0.489 0.942 0.228
0.766 0.650 0.382
0.399 0.103 0.955

INR (**)
0.520
0.685
0.960
0.875
0.891
0.458

0.392

Tabla 29: Nivel de significacion obtenido en la comparacién entre los grupos de

estudio

* Prueba de Mann-Whitney; ** T de Student
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Gréafico 22: Diferencia absoluta entre GOT-méax y GOT a lo largo del estudio. Mediana




Diferencia Gamma-GT (UI/L)
25

0 T T Y

-15
o5 P ad
_3?/.r/'
-50
/ -48
-75 1
~101 -119,1 //

-100 & /
-125

-150

-148
-175

-200

Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3

== Tacrolimus == Control

Gréfico 23: Diferencia absoluta entre GT -max y »GT a lo largo del estudio. Mediana
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Grafico 24: Diferencia absoluta entre bilirrubina-max y bilirrubina a lo largo del

estudio. Mediana
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Gréfico 25: Diferencia absoluta entre A. de protrombina-méx y A. de Protrombina a lo

largo del estudio. Media
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Gréfico 26: Diferencia absoluta entre INR-méax e INR a lo largo del estudio. Media



BILIRRUBINA A. PROTROMBINA

GOT (%) YGT (*) INR (**)
(&) (Gald)

DIAS 0.642 0.851 0.919 0.533 0.882

DIA 14 0.639 0.762 0.510 0.392 0.599

MES 1 0.989 0.323 0.777 0.815 0.971

MES 3 0.596 0.214 0.869 0.771 0.981

Tabla 30: Nivel de significacion obtenido en la comparacién entre los grupos de
estudio de la diferencia absoluta entre los picos maximos de cada variable y su valor
en cada visita

* Prueba de Mann-Whitney; ** T de Student

En la tabla 30 se detallan los niveles de significacion obtenidos en las pruebas
realizadas. Como se puede comprobar, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en la diferencia absoluta entre los valores maximos y en

cada momento del estudio en ninguna de las variables secundarias.

Por dltimo, en los Gréficos 27-31 se representa el porcentaje de la reduccion
de las variables secundarias a lo largo del periodo de seguimiento con respecto a su
pico maximo.

No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas en caso alguno

como se manifiesta en la Tabla 31.
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Gréfico 27: Diferencia porcentual entre GOT-max y GOT a lo largo del estudio.
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Gréfico 28: Diferencia porcentual entre yGT -max y GT a lo largo del estudio. Mediana
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Grafico 29: Diferencia porcentual entre bilirrubina-max y bilirrubina a lo largo del

estudio. Mediana

Diferencia porcentual Actividad de la protrombina

0] T T T
-5
-10
15 Q;14'05

\ -20,57

-20 N

-18,76 \ \ -26,15
-25 N

-30

2853 w5, 55

-28,75
-35
-40
-45
-50
Dia 5 Dia 14 Mes 1 Mes 3

—&— Tacrolimus —#— Control

Gréfico 30: Diferencia porcentual entre A. de protrombina-méx y A. de Protrombina a

lo largo del estudio. Media
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Gréfico 31: Diferencia porcentual entre INR-max e INR a lo largo del estudio. Media

GOT (*) ‘
0.085
0.322
0.283

0.475

YGT ()
0.334
0.262
0.360

0.219

BILIRRUBINA (*)
0.779
0.484
0.665

0.692

A. PROTROMBINA (**)
0.278
0.174
0.668

0.615

INR (**)
0.874
0.489
0.894

0.827

Tabla 31: Nivel de significacion obtenido en la comparacién, entre los grupos de

estudio, de la diferencia porcentual entre los picos maximos de cada variable y su

valor en cada visita

* Prueba de Mann-Whitney; ** T de Student

En definitiva, los analisis realizados ponen de manifiesto que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio, en la evolucion




de las variables secundarias cuantitativas a lo largo del seguimiento, ni en términos

absolutos ni porcentuales

3.2.- INCIDENCIA Y GRAVEDAD DEL PRIMER

EPISODIO DE RECHAZO AGUDO

El 73% de los pacientes de la muestra no ha sufrido episodios de rechazo
agudo. El 27% restante, si.

En funcion del grupo de estudio, el 30.3% de los pacientes del grupo
experimental ha experimentado algun rechazo agudo del injerto, frente al 23.9% de
los pacientes del grupo control. Estas diferencias no son estadisticamente significativas
(Chi-cuadrado: 0.702; p= 0.259).

En el subgrupo de pacientes que han sufrido algun rechazo agudo (N= 37), el
83.8% ha experimentado un unico episodio, frente al 16.2% que ha experimentado 2.
Ningun paciente ha sufrido mas de 2 episodios de rechazo.

Estos porcentajes son similares a los obtenidos en cada uno de los grupos de
estudio, ya que en el grupo control, el 88.2% ha tenido un unico episodio de rechazo y
el 80.0% en el grupo experimental. El 11.8% de los pacientes del grupo control y el
20% del grupo experimental ha sufrido 2 episodios. Estas diferencias, sin embargo, no
alcanzan la significacion estadistica (Chi-cuadrado= 0.459; p= 0.413).

El 94.6% de los episodios de rechazo evolucionan favorablemente, tan sélo un
5.4% no se resuelven. Estos porcentajes son equivalentes a los observados en los
grupos de estudio (95% de episodios de rechazo resueltos en el grupo experimental y
94.1% en el grupo control).

El tiempo medio transcurrido hasta la aparicion del primer episodio de rechazo
agudo es de 12.7 dias (minimo-méximo: 3-49 dias). En el grupo control este valor

medio es de 12.7 dias (minimo-maximo: 5-34 dias) y en el experimental de 12.67 dias



(minimo-maximo:

3-49 dias). No se han obtenido diferencias estadisticamente

significativas en el tiempo medio de aparicion del primer episodio de rechazo entre los

grupos de estudio (p= 0.577).

A continuacién, se ha realizado, mediante el método de Kaplan-Meier la

velocidad de aparicion del primer episodio de rechazo agudo y las posibles diferencias

entre los grupos de estudio.

Los resultados obtenidos se representan en el Gréfico 32.

El test de log-rank muestra que las diferencias no son estadisticamente

significativas (test log-rank: 0.49; p= 0.4824).

Supervivencia acum

1.0

Funciones de supervivencia

0 20 40 60

Tiempo hasta el primer rechazo

randomiz

o Control

+ Control-censurado

B Tacrolimus

+ Tacrolimus-censurado

80 100 120 140

TACROLIMUS

CONTROL

N= 59

N= 62

Casos censurados: 39

Casos censurados: 45

Eventos: 20

Eventos: 17

Mediay E.S.: 92.2 (7.4)

Media y E.S.: 83.3 (5.6)

1.C. (95%): (78, 107)

1.C. (95%): (72, 94)

Prob. de sufrir un
episodio de rechazo
agudo (E.S.)

Dia 2: 0

Dia 5: 1.69% (1.7)

Dia 14: 25.4% (5.7)
Mes 1: 32.2% (6.1)
Mes 3: 33.9% (6.2)

Prob. de sufrir un
episodio de rechazo
agudo (E.S.)

Dia 2: 0

Dia 5: 3.2% (2.24)

Dia 14: 22.6% (5.3)
Mes 1: 25.8% (5.6)
Mes 3: 27.4% (5.7)




Grafico 32: Rechazo agudo. Curvas de supervivencia en los grupos de tratamiento

3.3.- SUPERVIVENCIA DEL INJERTO Y DEL PACIENTE

SUPERVIVENCIA DEL INJERTO
Sélo 3 pacientes han sido retrasplantados tras ser retirados del estudio, de los
cuales 1 fallece y otro fue retirado del estudio por grave violacion del protocolo, por lo

que no pueden realizarse analisis estadisticos validos.

SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE

Del total de la muestra, el 5.8% de los pacientes (N= 8) fallecen. En el grupo
control fallece un 4.2% de los pacientes y en el grupo experimental un 7.6% (Chi-
cuadrado: 0.698; p= 0.319).

Las curvas de supervivencia muestran que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (Grafico 33) (test de log-
rank: 0.5; p= 0.4793).

Ninguno de los pacientes fallecidos pertenece al grupo que recibio el injerto de

donantes subéptimos/marginales.
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Gréfico 33: Supervivencia del paciente. Curvas de supervivencia en los grupos de

tratamiento

3.4.- INCIDENCIA GENERAL DE EFECTOS ADVERSOS

El 83.9% de los pacientes (N= 115) ha experimentado algin acontecimiento

adverso (AA) a lo largo del seguimiento del estudio. El 16.1% (N= 22) no ha sufrido

efecto adverso alguno.

Estos porcentajes son similares a los observados en cada uno de los grupos de

estudio, de manera que en el grupo experimental, el 83.3% de los pacientes ha

experimentado algin acontecimiento adverso, frente al 84.5% en el grupo control

(Chi-cuadrado: 0.035; p= 0.517).




Por término medio, los pacientes del grupo experimental con acontecimientos

adversos han sufrido 3.47 AA distintos, y en el grupo control la media es de 2.83 AA.

En la Tabla 32 se detallan los parametros descriptivos del n® de AA sufridos por los

pacientes.

PORCENTAJE DE PACIENTES QUE HAN

DISTINTOS AA

TACROLIMUS

EXPERIMENTADO

CONTROL

So6lo 1 AA

2 AA distintos

3 AA distintos

4 AA distintos

5 AA distintos

6 AA distintos

7 AA distintos

8 AA distintos

9 AA distintos

10 AA distintos

12 AA distintos

25.5

23.6

10.9

7.3

14.5

5.5

1.8

5.5

3.6

1.8

26.7

26.7

21.7

6.7

10.0

5.0

1.7

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL N° DE AA

DISTINTOS

TACROLIMUS

CONTROL

Media

Mediana

Moda

3.47

3.0

2.83

2.0

Tabla 32: Estadisticos descriptivos del n°® de AA distintos sufridos por los pacientes



Como se puede observar, en ambos grupos en torno al 50% de los pacientes
han experimentado 2 o menos AA distintos y entre el 30-40% han sufrido entre 3y 5
AA diferentes.

No se han obtenido diferencias significativas ni en la distribucion de pacientes
con distinto nimero de AA (Chi-cuadrado: 10.14; p= 0.518) ni en el valor de la media
ni de la mediana del n® de AA distintos (t-student: p= 0.131; prueba de la mediana:

p= 0.789; prueba de Mann-Whitney: p= 0.275).

DESCRIPCION DE LOS ACONTECIMIENTOS ADVERSOS

Se han producido un total de 361 AA en los pacientes estudiados. 191 de ellos
(52.9%) se han producido en el grupo tratado con tacrolimus y 170 (47.1%) en el
grupo experimental.

1. Gravedad: En el Grafico 34 se representa el porcentaje de los distintos
grados de gravedad de los AA en cada uno de los grupos de estudio.

Ninguno de los AA produce incapacidad/discapacidad o defecto congénito.

Los resultados no han sido estadisticamente significativos y la prueba de
Chi-cuadrado no es aplicable (en la tabla generada por el cruce entre "grupo de
estudio” y "gravedad" mas del 20% de las casillas tienen una frecuencia esperada
menor que 5, por lo que la prueba de Chi-cuadrado carece de valor).

Si bien se observa un porcentaje ligeramente superior de AA que entrafian
un riesgo importante para la vida en el grupo experimental, el porcentaje de
pacientes (no de acontecimientos adversos) que han sufrido algun efecto adverso
que implica un riesgo inminente para la vida, no difiere de forma estadisticamente
significativa entre los grupos de estudio (11.1% en el grupo experimental y 3.3%

en el grupo control; p= 0.104).



%

OTacrolimus
H Control

Gréfico 34: Criterios de gravedad de los Acontecimientos Adversos
0: No se trata de un AA grave. 1: Produce la muerte. 2: Entrafia un riesgo inminente
para la vida. 3: Requiere hospitalizacién o prolongacion de la ya existente. 4: Produce

incapacidad/discapacidad. 5: Defecto congénito. 6: Otras patologias importantes

Ademas, si se seleccionan los AA con una gravedad tal que supone un
riesgo importante para la vida del paciente, el 95% de ellos no estan relacionados
con el tratamiento objeto de estudio, y este porcentaje no difiere
significativamente entre los grupos control y experimental (100% y 91%
respectivamente; p= 0.846). Por tanto, no puede afirmarse que exista diferencia
alguna en la gravedad de los acontecimientos adversos experimentados por los
pacientes cuyo injerto ha sido perfundido con una soluciébn de lavado con

tacrolimus o sin él.

2. Intensidad: Los resultados obtenidos en los grados de intensidad de los
AA producidos, se muestran en el Grafico 35. Las diferencias observadas son
estadisticamente significativas (Chi-cuadrado: 11.1; p= 0.004). Como se observa

en el grafico, el porcentaje de AA leves producidos en el grupo experimental es



inferior al de AA leves en el grupo control, a expensas de una mayor frecuencia de

AA moderados en el grupo tratado con tacrolimus.

%

OTacrolimus
H Control

Grafico 35: Grados de intensidad de los Acontecimientos Adversos
1: Leve. 2: Moderado. 3: Grave

El porcentaje de pacientes que ha sufrido algun AA de intensidad grave es
muy similar en ambos grupos de estudio (27.3% en el grupo experimental y
20.0% en el grupo control; p= 0.315). Sin embargo, si se han obtenido diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de pacientes que han
experimentado algun AA de intensidad moderada: 53.3% en el grupo control
frente a 74.5% en el grupo experimental (p= 0.015).

Aunque estos resultados podrian hacer pensar que la intensidad de los AA
sufridos por los pacientes tratados con tacrolimus es mas desfavorable, hay que
tener en cuenta que la gran mayoria de estos efectos adversos no estan
relacionados con el tratamiento objeto de estudio, ya que el 88% de los AA de
intensidad moderada del grupo experimental y el 85% en el grupo control, no

estan relacionados con el mismo (p= 0.373).



Por consiguiente, no puede afirmarse que existan diferencias en la
intensidad de los acontecimientos adversos achacable al tipo de solucién de lavado

del injerto.

3. Causalidad: En este caso, no puede asegurarse que las diferencias
observadas en la causalidad de los AA ocurridos en uno u otro grupo sean
estadisticamente significativas, ya que la prueba de Chi-cuadrado no es aplicable,
aunque como se observa en el Grafico 36, no se obtienen diferencias apreciables

en la causalidad de los AA entre los grupos de estudio.
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Grafico 36: Grados de causalidad de los Acontecimientos Adversos

1: Probable. 2: Posible. 3: Poco probable. 4: No relacionado. 5: Inclasificable



4. Desenlace: los resultados obtenidos en relacion con el desenlace de los
acontecimientos adversos han sido estadisticamente significativos (Chi-cuadrado:
12.64; p= 0.013). Se observan diferencias en el porcentaje de AA resueltos
(72.4% en el grupo control, frente al 59% en el grupo experimental) y en, menor
magnitud, el de AA fatales (7.4% en el grupo control y 1.8% en el grupo
experimental) (Grafico 37).

Sin embargo, como en el caso de la intensidad de los AA, el porcentaje de
pacientes que ha sufrido algun AA cuyo desenlace ha sido fatal, no difiere de forma
estadisticamente significativa entre los grupos control (3.3%) y experimental
(9.1%) (p= 0.185).

Ademas, la gran mayoria de los AA con un desenlace fatal no estan
relacionados con la solucién del estudio (100% en el grupo control y 86% en el

experimental; p= 0.686).
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Grafico 37: Desenlace de los Acontecimientos Adversos

1: Resuelto. 2: En resoluciéon. 3: No resuelto. 4: Fatal. 5: Desconocido



Resultados



V. DISCUSION




Discusion



El trasplante hepatico se ha consolidado como un recurso terapéutico de
gran utilidad en la practica clinica y constituye el tratamiento de eleccién para
determinados pacientes con hepatopatias terminales, mejorando su
supervivencia y su calidad de vida.

Los resultados cada vez mejores de este tratamiento se deben al
desarrollo de la inmunosupresion, al perfeccionamiento de las técnicas
quirdrgicas y anestésicas, a los avances en conservacion de los 6rganos y al
mejor cuidado proporcionado a los pacientes, tanto antes del trasplante como
después del mismo. Asi, a medida que los resultados mejoran, también se oferta

este tipo de terapia a un mayor numero de pacientes.

Desgraciadamente, el incremento de receptores en las listas de espera
no se ha seguido de un incremento paralelo en el nimero de donantes,
circunstancia que hace imprescindible un mayor aprovechamiento de los 6rganos
de los posibles donantes, de tal modo que en la actualidad se consideran
apropiados para trasplante 6rganos considerados “marginales” o “subéptimos”

hace algunos afos.

Como se ha comentado mas extensamente en la introduccién, uno de los
factores limitantes fundamentales de cara a la viabilidad de los 6rganos es la
lesién producida por la isquemia y la posterior reperfusion. Esto adquiere cada
vez mayor importancia a medida que la calidad de los donantes tiende a

disminuir.

Este cambio cualitativo en los donantes hepaticos demanda un método
optimo de preservacion para mejorar la funciéon del 6rgano tras la
revascularizacion en el receptor. Por este motivo, durante décadas, la
investigacion cientifica ha encaminado sus esfuerzos hacia la optimizaciéon de las
soluciones de preservaciéon, sin embargo, se ha prestado poca atencién a las
soluciones empleadas para lavar el érgano previamente a su implante. Algunos

de los primeros estudios en este campo sugirieron un efecto protector sobre la



lesion por isquemia-reperfusion al utilizar una solucion de lavado con sustancias

208,209 Otras

vasoactivas y antioxidantes denominada solucién de Carolina
investigaciones, realizadas con cultivos de muestras de hepatocitos humanos,
mostraron efectos estabilizadores de membrana mediados por tacrolimus, un
inhibidor de la calcineurina utilizado en trasplante por sus poderosos efectos
inmunosupresoreszm. En modelos animales, el tacrolimus administrado antes de
producirse una agresién isquémica ha mostrado una disminucion en la
intensidad de las lesiones provocadas por dicha isquemia y por la posterior
reperfusiont®:205:211.212 g capacidad para reducir el dafio parece radicar en el
efecto acumulativo de los efectos sobre la microcirculaciéon, el metabolismo de
los radicales libres, las vias activadas por calcio, las cascadas inflamatorias, la

estabilidad mitocondrial, la apoptosis, las proteinas de respuesta al estrés y la

recuperacion tisular.

Basandose en estas evidencias, St. Peter y colaboradores?®’ realizaron el
primer estudio clinico para tratar de evaluar los efectos hepatotropos y
protectores que podria ejercer el tacrolimus afiadido a una solucién de lavado
hepatico, con la hipotesis de que podia disminuir el dafio hepatocelular tras la
reperfusion del injerto hepatico preservado, mejorando la funcion primaria tras

el trasplante ortotépico de higado.

Para ello estudiaron prospectivamente una muestra de 20 pacientes
sometidos a trasplante ortotdpico de higado, randomizandolos en dos grupos: en
el grupo | se realizé el lavado del injerto pretrasplante con una solucidon de
perfusidon-lavado (Plasmatyte A) con tacrolimus a concentracién de 20 ng/mL y

en el grupo 11 el injerto se lavé con la misma solucion, pero sin tacrolimus.

Tras la hepatectomia del receptor, el 6rgano del donante se extraia de la
soluciéon de preservacion (soluciéon de la universidad de Wisconsin) y se lavaba
durante 15 minutos con la solucién asignada a cada caso. Todos los pacientes

recibieron el mismo tratamiento inmunosupresor postrasplante (tacrolimus +



esteroides). El primer y segundo dia postrasplante se obtuvieron niveles séricos

de GOT, GPT, bilirrubina, TP, INR y TTPa.

Ambos grupos de estudio no mostraron diferencias significativas en
cuanto a la demografia de los donantes, tiempos de isquemia, ni nimero de
donantes “marginales” empleados en cada grupo. Asimismo, no hubo diferencias
significativas en cuanto a la edad, sexo, raza, ni causa del trastorno hepatico de

los receptores.

El andlisis estadistico de los cambios maximos de las seis variables a
estudio parecia demostrar que el dafio hepatico habia resultado menor, con
diferencias estadisticamente significativas, en el grupo en el que se habia
afadido tacrolimus a la solucion de lavado que en el grupo placebo. Concluian
los autores que el uso de una solucién de lavado con tacrolimus resultaba en
una mejoria de la funcién primaria del injerto y en una disminuciéon del dafio

hepatocelular.

Este estudio fue el primero realizado prospectivamente y randomizado
en el area clinica, de ahi su trascendencia. Sin embargo, presenta como
inconveniente haber sido realizado en un solo centro, con un reducido tamaro

muestral (20 pacientes).

Nuestro estudio se realizé6 con el objetivo de tratar de demostrar si,
efectivamente, la adicion de tacrolimus a la solucion de lavado del injerto
hepatico era capaz de ejercer los efectos protectores sobre la lesién por
isquemia-reperfusiéon tras el trasplante hepatico postulados por el grupo de St.
Peter, realizando un estudio prospectivo, multicéntrico, randomizado, con

inclusion de un mayor nidmero de pacientes (137 en total).

A diferencia de lo que ocurria en el estudio realizado por St. Peter y
colaboradores, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el

valor del pico maximo de GPT alcanzado en las primeras 48 horas postrasplante,



en la magnitud del cambio entre la GPT basal y el pico maximo, ni en la
evolucion de la GPT a lo largo del seguimiento y su variacion con respecto al
pico maximo, entre el grupo control y experimental. Esto lleva a la conclusién de
que, estudiando a los receptores en su conjunto, la adicién de tacrolimus a la
solucién de lavado, no resulta en una disminucion del dafio hepatocelular

ocasionado por la isquemia y posterior reperfusion del injerto hepatico.

Al estratificar la muestra segun la edad del donante, este parametro si
parecia influir de manera significativa en el comportamiento de la variable
principal. De este modo, el conjunto de receptores de injertos hepaticos
procedentes de donantes mayores de 50 afios, presentaron valores del pico
maximo de la GPT en las primeras 48 horas postrasplante superiores a aquellos
con donantes menores de 50 afios y de forma estadisticamente significativa. El
incremento absoluto y porcentual de la GPT en las primeras 48 horas
postrasplante desde los valores basales, también fue superior en dicho grupo.
Asimismo, pacientes con donantes “afiosos” mostraron valores de GPT en las 2
primeras semanas del estudio significativamente superiores que los pacientes
con donantes “no afiosos”. Esto es lo que ocurria al comparar los dos grupos de
edad, pero sin tener en cuenta que, dentro de cada grupo, unos estaban siendo

tratados y otros no.

Al dividir la muestra inicial segin la edad del donante y evaluar los
efectos de la solucion de lavado sobre la GPT, observamos que en pacientes con
donantes menores de 50 afos, el pico maximo de la GPT, el incremento absoluto
y porcentual de esta variable en las primeras 48 horas y los niveles de la GPT en
cada visita, mostraron valores marcadamente inferiores en los pacientes del
grupo experimental que en los del grupo control, resultados que, aunque no de
forma estadisticamente significativa, ya apuntaban hacia una tendencia al

beneficio al utilizar tacrolimus afadido a la solucién de lavado.

Por el contrario, en pacientes con donantes afiosos, no se observaron

diferencias apreciables en el pico maximo de la GPT, ni en el cambio absoluto o



porcentual de la GPT en las primeras 48 horas postrasplante o en los valores de
GPT a lo largo del seguimiento, aunque la diferencia entre la GPT-max y la GPT
medida en cada una de las visitas si fue superior en el grupo tratado con

tacrolimus, lo que quiere decir que el descenso de la GPT fue algo mayor.

Estratificando la muestra en pacientes tratados y no tratados, en el
grupo control apenas se obtuvieron diferencias en el comportamiento de la
variable principal en funcion de la edad del donante. Revisando la literatura, los
resultados en este sentido son diversos. Asi, la mayor parte de los trabajos
muestran una mayor elevacion de enzimas de citolisis en el postrasplante

164,65,213

inmediato cuando el injerto procede de un donante “afioso , mientras que

en otros se obtienen resultados similares a los nuestros, no encontrandose

72,214

diferencias significativas en cuanto a la elevacién enzimatica o a la

severidad del dafio por isquemia-reperfusién®'®

entre ambos grupos (donantes
“afiosos”/jovenes). Lo heterogéneo de estos resultados podria deberse a que los
estudios también lo son, sobre todo en cuanto a los criterios de aceptacion de
los donantes en funcidn de otros criterios de marginalidad diferentes de la edad,
los tiempos de isquemia fria y el punto de corte de edad a partir del cual se

considera que un donante es “afioso”, con variaciones que oscilan entre los 50 y

los 80 arios.

Sin embargo, en el grupo de pacientes que recibié un injerto lavado con
una solucién de lavado con tacrolimus el pico méximo de la GPT fue
significativamente inferior en pacientes con donantes menores de 50 afios, en
los que el incremento, absoluto y porcentual, de la GPT desde la visita basal y a
lo largo de las primeras 48 horas, fue también significativamente menor. La
evoluciéon de la GPT a lo largo del seguimiento reflejé niveles de GPT en cada
visita superiores en los pacientes con donantes “afiosos”, si bien las diferencias

solo fueron estadisticamente significativas a las 48 horas.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la adicién de tacrolimus a

la solucién de lavado si parece disminuir el grado de lesi6bn por isquemia



reperfusiéon en aquel subgrupo de pacientes trasplantados con un &rgano
procedente de un donante menor de 50 afios, pero no en los receptores de
6rganos procedentes de donantes de mas edad. Una explicacion al hecho de que
el beneficio solo se demuestre claramente en las primeras 48 horas podria ser el
rapido descenso enzimatico que se produce en los receptores de higados
procedentes de donantes jovenes en los primeros dias postraplante. Esta mayor
velocidad en la normalizacién enziméatica, observada en nuestro estudio al
comparar el subgrupo de donantes jévenes con el de donantes “afiosos”,

concuerda con los datos publicados por otros autores®”.

No existe una definicion exacta ni universalmente aceptada de donante
“marginal”, pero la mayoria de los autores considera como tal a aquel donante
con factores de riesgo (caracteristicas demogréaficas, clinicas, de laboratorio y/o
datos histolégicos) relacionados con una peor evolucién del injerto y/o del
receptor, a corto o largo plazo 68216.217.218.219 " y/5rios autores han tratado de

elaborar una puntuacién o score pretrasplante®®-216-220

que fuera capaz de
predecir el riesgo de mala evoluciéon tras el trasplante. Aunque no ha sido
posible establecer un sistema universal para predecir la evolucion postoperatoria
segun las caracteristicas del donante, si se ha llegado a la conclusion de que la
suma de factores incrementa el riesgo de mala evolucion postrasplante. En
nuestro trabajo, el grupo de pacientes que recibidé un injerto procedente de un
donante “marginal” o “subéptimo” experimenté un cambio entre la GPT basal y
la GPT maxima en las primeras 48 horas significativamente inferior que el grupo
pacientes con injertos procedentes de donantes 6ptimos. Este menor aumento
parece ser consecuencia de que el pico maximo de la GPT en las primeras 48
horas fue inferior en el grupo con donantes “marginales”. Estos resultados
resultan contradictorios con los encontrados en la revision de la literatura y
creemos que deben interpretarse con cautela debido a la diferencia de los

tamafios muestrales entre ambos grupos de pacientes, ya que solo un 8% de los

donantes fueron considerados “subéptimos”, es decir, 11 donantes del total de



137. No nos parece posible, por tanto, extraer conclusiones en este estudio

respecto a este subgrupo de pacientes.

En cuanto a las variables secundarias, los resultados también fueron
diferentes a los publicados por St. Peter y colaboradores. Mientras ellos obtenian
diferencias significativas entre los grupos control y experimental en cuanto a los
valores maximos del resto de variables a estudio, nosotros no hallamos
diferencia de significacion estadistica en el valor madximo de las variables
secundarias cuantitativas (GOT, GGT, bilirrubina, actividad de protrombina e
INR), en la magnitud del cambio entre los valores basales y el pico maximo a las
48 horas postrasplante, en la evoluciéon de dichos parametros a lo largo del
seguimiento, ni en su variacion con respecto a los valores pico entre ambos
grupos. En el estudio de estas variables no se realizé subanalisis en funcion de

la edad del donante.

Los porcentajes de fallecimientos y las curvas de supervivencia no
difirieron entre el grupo control (solucién de lavado estandar) y el experimental

(solucién de lavado con tacrolimus).

Los datos en cuanto a la incidencia de rechazo agudo del injerto
resultaron similares en ambos grupos de estudio, con un tiempo medio

transcurrido hasta la aparicion del primer episodio equivalente.

No observamos un mayor numero de acontecimientos adversos en
ninguno de los dos grupos de estudio. Sin embargo, el porcentaje de
acontecimientos adversos de intensidad moderada o de pacientes que habian
sufrido efectos adversos de esta intensidad fue significativamente superior en el
grupo experimental. Si bien estos resultados podrian hacer pensar que el tipo de
solucién de lavado influye en la intensidad de los acontecimientos adversos, hay
que tener en cuenta que la gran mayoria de estos efectos adversos no estaban

relacionados con el tratamiento objeto de estudio, no pudiendo afirmarse, por



tanto, que existan diferencias en la intensidad de los mismos atribuibles al tipo

de solucién de lavado del injerto.

Del mismo modo, obtuvimos diferencias entre los grupos de estudio en
la distribucidon de las categorias del desenlace de los acontecimientos adversos,
basadas fundamentalmente en un menor porcentaje de acontecimientos
resueltos y mayor de fatales en el grupo experimental. No obstante, el
porcentaje de pacientes que habia sufrido algun efecto adverso con desenlace
fatal, no diferia de forma estadisticamente significativa y la gran mayoria de los
efectos adversos no estaban relacionados con el farmaco afadido a la solucién
de lavado del injerto, por lo que tampoco puede asociarse de forma significativa

el desenlace de los acontecimientos con el grupo de estudio.

En resumen, segun los resultados de este estudio, la adicion de
tacrolimus a la solucion de lavado del injerto hepatico pretrasplante parece
disminuir el dafio por isquemia-reperfusiéon en aquellos higados procedentes de
donantes menores de 50 afios, pero no en aquellos que proceden de donantes

de mayor edad.

Una posible explicacion podrian ser las propias caracteristicas de los
higados “afiosos” y los mecanismos de accion mediante los cuales,
tedricamente, el tacrolimus ejerce su beneficio sobre el dafio causado por la

isquemia y posterior reperfusion.

Como ya se comenté previamente, diferentes trabajos publicados en la
literatura apuntan a un beneficio del tacrolimus en cuanto a la disminucién de
este dafo, posiblemente mediado, entre otros, por los siguientes mecanismos:
mejoria de la microcirculacion ante el deterioro que se produce habitualmente

191,192,193,194

en el momento de la reperfusion , mantenimiento de los niveles de

ATP celular y, por tanto, disminucién de la produccién de radicales libres de O,



144,195,196,197
’

obtenidos de su degradacion mantenimiento de la funcién

|199 203-206

mitocondrial~”® y mejoria de la regeneracion celular

El higado envejece mas lentamente que otros 6rganos, posiblemente
debido a la gran reserva funcional hepéatica, la capacidad de regeneracion y el
doble aporte sanguineo, que excede sus necesidades metabdlicas®*!. Asi y todo,
con la edad, se van a ir produciendo una serie de cambios morfolégicos y
funcionales. Macroscépicamente, el higado afioso tiende a ser mas pequefio, de
coloracién mas oscura y con una capsula fibrosa gruesa®-?'8. A partir de los 65
afnos se observa una caida en el flujo sanguineo hepatico de alrededor de un 40-
459222223 | g5 hepatocitos disminuyen en nimero, aunque aumentan en
tamafio para intentar compensar la reduccién de la celularidad’®, hay una
disminucién del numero de mitocondrias y del contenido de ATP?® y Ia

capacidad regenerativa es menor que en higados mas jovenes?®*,

Segun este razonamiento, parece logico pensar que el beneficio del
tacrolimus frente al dafio por isquemia-reperfusion resulte menor en injertos
procedentes de donantes “afiosos” debido a que en éstos, por el propio efecto de
la edad, se produce una disminucion de parte de las “dianas” fundamentales
sobre las que se sabe que actua el farmaco mediante los mecanismos de accién

comentados, en comparacion con lo que sucede en érganos de menor edad.

Se necesitan mas estudios en este campo, con puntos de corte de edad
del donante diferentes y quizas con otras dosis de tacrolimus que permitan
confirmar los efectos beneficiosos que parece producir este farmaco sobre la

lesion por isquemia-reperfusion en trasplante hepatico.
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El lavado del injerto hepatico del donante con una solucién
con tacrolimus comparado con el lavado con una solucién
con placebo no disminuye la lesidn hepatocelular
ocasionada por isguemia-reperfusion al estudiar el total
de los receptores tras la realizacibn de trasplante

hepatico.

La adicion de tacrolimus a la solucidon de lavado si parece
disminuir el dafio en aquel subgrupo de pacientes que
fueron trasplantados con un 6rgano procedente de un

donante < 50 afios.

No se observa disminucion de la lesiéon cuando se estudia
el subgrupo de receptores de Organos procedentes de

donantes > 50 afnos.

El lavado del higado del donante con una solucion con

tacrolimus no influye en la mortalidad del receptor.

El lavado del higado del donante con una solucién con

tacrolimus no modifica el riesgo de rechazo.
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Apéndice



1.- TABLAS RESUMEN DE LAS

PRINCIPALES VARIABLES DE VALORACION




GPT

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 623.29 583.72 0.715
horas postrasplante

Basal 74.36 73.72 0.979
24 horas 546.68 528.68 | 0.858
48 horas 519.45 487.36 | 0.740
Dia 5 248.44 244.95 | 0.930
Dia 14 99.23 90.42 0.593
Cambio entre valor maximo y visita 551.97 52030 | 0.775
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal 473.86 463.64 | 0.922
Cambio entre 48 horas y visita basal 445.03 424.36 | 0.834
Cambio entre dia 5 y visita basal 173.87 178.29 | 0.924
Cambio entre dia 14 y visita basal 22.91 27.0 0.959

Valores expresados como media. Prueba de contraste: t-student

TACROLIMUS CONTROL P

Pico maximo en las primeras 48 41.00 41.00 0.798
horas postrasplante

Basal 315.55 330.00 | 0.853
24 horas 299.50 301.20 | 0.930
48 horas 199.00 192.50 | 0.930
Dia 5 69.00 76.00 0.932
Dia 14 397.50 376.00 | 0.540
g:;llalo entre valor maximo vy visita 586.40 301.00 | 0.861
Cambio entre 24 horas y visita basal 236.35 266.50 | 0.861
Cambio entre 48 horas y visita basal 251.00 235.00 | 0.861
Cambio entre dia 5 y visita basal 137.00 133.00 | 1.000
Cambio entre dia 14 y visita basal 19.00 27.00 0.476

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



GOT

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 793.79 573.49 | 0.232
horas postrasplante

Basal 98.42 105.62 | 0.837
24 horas 753.70 549.92 0.262
48 horas 380.88 271.25 |0.174
Dia 5 67.18 89.74 0’083
Dia 14 40.92 35.58 0.480
g:;r;llalo entre valor maximo vy visita 630.73 508.91 0.529
Cambio entre 24 horas y visita basal 603.84 487.78 | 0.529
Cambio entre 48 horas y visita basal 253.08 195.02 | 0.498
Cambio entre dia 5 y visita basal -32.34 -5.96 0.472
Cambio entre dia 14 y visita basal -57.57 -61.92 0.901

Valores expresados como media. Prueba de contraste t-student

TACROLIMUS CONTROL p

Pico maximo en las primeras 48 376.00 374.50 1.000
horas postrasplante

Basal 59.20 58.00 0.799
24 horas 360.00 367.00 | 0.860
48 horas 185.00 169.50 | 0.483
Dia 5 55.00 70.00 0.140
Dia 14 23.70 24.00 0.789
Cambio entre valor maximo y visita 255,00 337.00 | 0269
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal 247.00 329.00 | 0.201
Cambio entre 48 horas y visita basal 93.00 127.50 |[0.717
Cambio entre dia 5 y visita basal -3.00 5.00 0.244
Cambio entre dia 14 y visita basal -24.00 -28.00 0.469

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



GGT

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 110.35 143.12 | 0.165
horas postrasplante

Basal 101.27 102.35 | 0.965
24 horas 84.57 96.03 0.470
48 horas 105.65 137.17 | 0.144
Dia 5 308.17 351.50 | 0.375
Dia 14 326.47 338.76 | 0.792
Cambio entre valor maximo y visita 8.60 35 99 0.353
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal -15.85 -4.98 0.631
Cambio entre 48 horas y visita basal 0.35 26.19 0.382
Cambio entre dia 5 y visita basal 204.59 232.71 | 0.586
Cambio entre dia 14 y visita basal 231.59 236.67 | 0.923

Valores expresados como media. Prueba de contraste: t-student

TACROLIMUS CONTROL p

Pico maximo en las primeras 48 74.00 92.50 0.299
horas postrasplante

Basal 58.50 64.00 0.854
24 horas 61.00 70.00 0.409
48 horas 70.20 82.00 0.368
Dia 5 259.00 247.00 | 0.661
Dia 14 256.00 288.60 | 0.428
Cambio entre valor maximo y visita 4.00 9.00 0.922
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal -10.00 -7.80 0.923
Cambio entre 48 horas y visita basal 1.50 5.00 0.850
Cambio entre dia 5 y visita basal 124.00 133.00 | 1.000
Cambio entre dia 14 y visita basal 171.00 188.00 | 0.450

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



BILIRRUBINA

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 6.62 6.86 0.955
horas postrasplante

Basal 3.97 3.07 0.254
24 horas 3.54 3.30 0.553
48 horas 5.29 5.71 0.918
Dia 5 8.69 2.77 0.291
Dia 14 3.48 2.27 0.163
Cambio entre valor maximo y visita 5 59 3.82 0.758
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal -0.43 0.26 0.356
Cambio entre 48 horas y visita basal 1.30 2.72 0.717
Cambio entre dia 5 y visita basal 4.70 -0.31 0.378
Cambio entre dia 14 y visita basal -0.52 -0.87 0.755

Valores expresados como media. Prueba de contraste: t-student

TACROLIMUS CONTROL p

Pico maximo en las primeras 48 372 330 0.664
horas postrasplante

Basal 2.00 1.90 0.610
24 horas 3.20 2.90 0.668
48 horas 1.51 2.00 0.387
Dia 5 2.00 2.05 0.790
Dia 14 1.20 1.20 0.861
Cambio entre valor maximo y visita 0.72 0.90 1.000
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal 0.30 0.54 0.489
Cambio entre 48 horas vy visita basal -0.35 -0.05 0.255
Cambio entre dia 5 y visita basal -0.12 0.00 0.601
Cambio entre dia 14 y visita basal -0.51 -0.65 0.791

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



ACTIVIDAD PROTROMBINA

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 70.07 70.63 0.881
horas postrasplante

Basal 67.28 64.08 0.380
24 horas 58.54 64.08 0.380
48 horas 66.84 67.71 0.822
Dia 5 77.85 80.05 0.498
Dia 14 81.64 85.18 0.228
Cambio entre valor maximo y visita 270 6.42 0.410
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal -8.70 -2.94 0.190
Cambio entre 48 horas vy visita basal -0.86 3.52 0.351
Cambio entre dia 5 y visita basal 10.58 18.01 0.082
Cambio entre dia 14 y visita basal 13.15 21.88 0.054

Valores expresados como media. Prueba de contraste: t-student

TACROLIMUS CONTROL P

Pico méaximo en las primeras 48 70.00 67.00 0.462
horas postrasplante

Basal 69.00 64.00 0.223
24 horas 60.70 57.00 0.611
48 horas 66.50 66.60 0.922
Dia 5 76.00 81.35 0.761
Dia 14 84.00 85.60 0.677
Cambio entre valor maximo y visita 5.00 350 0.750
basal

Cambio entre 24 horas vy visita basal -8.30 -5.00 0.456
Cambio entre 48 horas y visita basal 2.00 -0.60 0.993
Cambio entre dia 5 y visita basal 11.75 16.05 0.210
Cambio entre dia 14 y visita basal 16.00 23.00 0.164

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



INR

TACROLIMUS CONTROL

Pico maximo en las primeras 48 1.75 1.69 0.593
horas postrasplante

Basal 1.41 1.46 0.516
24 horas 1.65 1.61 0.685
48 horas 1.42 1.42 0.960
Dia 5 1.20 1.20 0.875
Dia 14 1.17 1.18 0.891
Cambio entre valor maximo y visita 0.31 0.22 0.479
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal 0.20 0.10 0.402
Cambio entre 48 horas y visita basal 0.02 -0.02 0.656
Cambio entre dia 5 y visita basal -0.20 -0.29 0.220
Cambio entre dia 14 y visita basal -0.22 -0.32 0.179

Valores expresados como media. Prueba de contraste: t-student

TACROLIMUS CONTROL P

Pico maximo en las primeras 48 161 1.60 0.385
horas postrasplante

Basal 1.33 1.40 0.331
24 horas 1.51 1.50 0.704
48 horas 1.30 1.30 0.840
Dia 5 1.20 1.20 0.915
Dia 14 1.15 1.17 0.676
Cambio entre valor maximo y visita 0.30 0.18 0.306
basal

Cambio entre 24 horas y visita basal 0.10 0.10 0.627
Cambio entre 48 horas vy visita basal -0.02 0.00 0.742
Cambio entre dia 5 y visita basal -0.19 -0.21 0.689
Cambio entre dia 14 y visita basal -0.22 -0.26 0.595

Valores expresados como mediana. Prueba de contraste: prueba de la mediana



FE DE ERRATAS

Pag. 131. En las tablas 25 y 26 el valor maximo de actividad de protrombina es 105,50, no
150,50 y el valor maximo de bilirrubina no es correcto, ya que es un valor expresado en
mmol/L en vez de mg/dL.
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