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INTRODUCCION

La reduccién del aporte sanguineo (isquemia) y su restitucion a niveles normales
(reperfusion) ocurren con frecuencia en una gran cantidad de situaciones clinicas.
Asi ejemplos  relacionados a isquemia-reperfusién (L/R) incluyen transplante,
pinzamiento adrtico, choque hipovolémico, isquemia intestinal, isquemia
miocérdica etc .

En los altimos 20 afios se ha desarrollado un gran interés especialmente debido a
las complicaciones posteriores a I/R , como falla multiorganica (FOM), al
impacto de la cardiopatia isquémica en paises occidentales y finalmente al auge
de la cirugia de transplantes ‘

La fuente de energia de muchos mecanismos biosintéticos celulares es el
adenosin trifosfato (ATP), mientras la glucélisis puede producir ATP ain en
ausencia de oxigeno, la mas eficiente fuente de ATP proviene del metabolismo

aerGbico a través del ciclo del acido citrico y posteriormente de la fosforilacion




oxidativa. Cuando hay isquemia la fuente de energia proviene del metabolismo
anaerdbico, el cual es incapaz de satisfacer las necesidades energéticas de los
tejido, produciéndose acidosis lactica y pérdida del gradiente ionico a través de

las membranas. La capacidad de las células de sobrevivir éstos cambios varian

8

dependiendo del tipo de tejido, tiempo de exposicion y temperatura *
Los tejidos sometidos a isquemia necesitan urgentemente la restauracion del
aporte sanguineo, sin embargo de manera paradojica ésta reperfusion puede
contribuir al desarrollo de lesiéon tisular **°. Muchos mecanismos se han
propuesto para explicar éste fendmeno, asi se han mencionado la hipoxia-
acidosis, formacién de radicales libres de oxigeno, citoguinas, degranulacion

. 9,10,11,12,13,14
lisosomal, etc .

En estudios experimentales Grisham * en 1986 encontré una infiltracién de
neutrofilos importante en intestino de gatos posterior a 3 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion. Esto mismo se pudo corroborar en higado y rifidn de rata,

pulmoén de conejo y musculo sartorio en perros.




Se ha postulado que el mecanismo principal en el dafio hepatico inducido por /R
lo constituye la conversién de la enzima xantino deshidrogenasa (XDH) a su

13,5, :
>7sin embargo

forma productora de radicales libres, la xantino oxidasa (XO)
ésta teoria ha sido cuestionada debido al desconocimiento de la distribucion
celular de 1a XDH v XO y la velocidad de conversion a XO en células viables,
Existen otros factores relacionados incluyendo la apoptosis de las células de

Kiipffer, depésito de selectinas, integrinas e inmunoglobulinas 1415

El pinzamiento de la triada portal (Maniobra de Pringle)  es generalmente
utilizada en cirugia hepatica para minimizar el sangrado, sin embargo sus efectos
secundarios a /R han sido valorados a través del aumento de las transaminasas y
bilirrubina séricas. Una estrategia dirigida a contrarrestar lo anterior seria
precondicionar el higado a la isquemia a través de la utilizacion de pentoxifilina

. L 31726
intravenosa preoperatoria .




La pentoxifilina, un derivado de la metilxantina ha mostrado en algunos estudios
experimentales en perros, cerdos y ratas efectos biolégicos benéficos en sepsis,
hemorragia e isquemia *>'7*1° gy principal accién es la de inhibir a la XDH sin
embargo se le han propuesto multiples efectos en la cascada de la inflamacion
como inhibidor de granulacion de lisosomas y del aumento intracelular de calicio,
ademas de su capacidad de incrementar el AMPc y disminuir el factor de necrosis

tumoral (FNT) e interleucina 6 (IL-6) >*.




MARCO TEORICO

El dafio inducido por isquemia/reperfusion (I/R) ha sido motivo de una intensa
investigacion en modelos experimentales siendo  escasos los estudios en
humanos, sin embargo se conocen multiples mecanismos responsables de éste
dafio, considerandose el principal mecanismo de cllos el producido por los
radicales libres de oxigeno que son metabolitos de la enzima xantino oxidasa ',
asi ante un evento isquémico las moléculas de ATP se degradan hasta hipoxantina
y ¢sta al momento de la reperfusion sufre cambios enzimaticos a través de la
xantino deshidrogenasa '****¢. ( Tabla 1 ).

Se han propuesto sin embargo otros mecanismos responsables del dafio por IR
como son : Hipoxia-acidosis, moléculas de adhesion como las selectinas e

7.49,14,11,15

integrinas, factor de necrosis tumoral (FNT), apoptosis y caspasas entre

otros .
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Tabla 1. Formacion de radicales libres { OH, Oy, Hy0; ) posterior a la
degradacion del ATP en modelos de Isquemia/Reperfusion,

Se dice que los chinos ¢ hindies en el siglo I a.¢ ya realizaban transplante de
brganos, sin embargo éstos se han considerado como leyendas y tradiciones
orales de ésas culturas.

Gaspare Tagliacozzi, en Bolonia ( 1547-1599 ) describié en su libro “ De

Curtorum Chirugia per Insitionem ” técnicas refinadas para la toma de injertos y




rinoplastias. Mas tarde personajes como John Hunter, Jacques Riverton y Charles
Brown-Sequard, sugirieron la posibilidad de realizar transplantes de rganos y
extremidades amputadas "*.

El mejor conocimiento de la bioquimica, la evolucién tecnoldgica de la medicina
y la cirugia han hecho posible que se revolucionara la cirugia de transplantes, asi
Alexis Carrel y Lindbergh en 1938 preservaron (sin reimplantar) drganos como
tiroides, rifion y ovario. Entre 1936 y 1949 Vorony, un ciryjano ruso realizd 5
transplantes renales sin éxito, hasta que en 1954 Murray transplant6 con €xito un
rifion de un gemelo sano a otro enfermo 4 Starzl a finales de los afios 50 y
principios de los 60 estudio la posibilidad del transplante hepatico , realizando en
1963 el primer transplante hepético aunque con resultados poco satisfactorios,
siendo hasta 1967 cuando se pudo lograr resultados favorables y sobrevida

prolongada bt

Inicialmente fue la hipotermia el método utilizado para la preservacién de

6rganos, Hevando los 6rganos a temperaturas entre 6 a 10 °C lo cual reducia




significativamente el metabolismo basal, sin embargo éste se mantenia en al
menos un 10%. Los efectos de la hipotermia no eran inocuos inactivando a su vez
la glicolisis por bloqueo de enzimas como la glucopeno fosforilasa y el
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, asi como el metabolismo de los acidos

grados por bloqueo de la enzima piruvato carboxilasa 1415 (Tabla 2)

Un problema basico en la preservacion fria es que la bomba de sodio se detiene y
las células progresivamente pierden potasio y magnesio, ganando agua y sodio
(cdema), esto llevd a la formulacion de soluciones preservantes ricas en potasio
como la Collins, Euro-Collins y Wisconsin ! (Tabla 3) A pesar de éstos
adelantos la solucion no se conseguia aun, ya que las altas concentraciones de
potasio conducian a alteraciones cardiacas al momento de la reperfusion, no

habiéndose resuelto hasta el momento la concentracidn ideal de éstas soluciones.



Tabla 2. Posible rol del complejo calcio-calmodulina en hipotermia.

at+ Ca+t+
Vi Hipotermia "‘---.,\ MITOCONDRIA
P .
- '
O < ATP
b ADP b
AMP
Adenosina Fosfolipasa
Inosina Calmodulina-Cat++
1ipoxantina Calmodulina
A
MEMBRANA CELULAR
v Ca+t
Isquemia Hipotérmica
Flujo de Calkio
Verapamil

ey

Amortiguacién mitocondrial
excedida

Aumento Ca+ citosdlico

Activacidn del complejo
Calmodulina — Cat++

Dafio citoesquelético

Necrosis eelular

/

Fusién de membrana

™~

™~

Daiio mitocondrial

/
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Tabla 3, Composicién de tres soluciones de preservacion hipotérmica

Collins Euro-Collins uw
K+ (mmol/1) 115 115 125
Na+ (mmol/l) 10 10 30
Mg ++ (mmol/l} 30 5
Ca ++ (mmol/1)
PO,*~ (mmol/) 57.5 57.5 25
Cl ™ (mmol/]) 15 15
HCO; (mmolf1) 10 10
SO, (mmol/1) 30 5
Lactobionato (mmol/1) 100
Glucosa (mmol/1) 126 194
Rafinosa (mmol/1) 30
Osmolaridad (mOsm/kg) 320 355 320
Hidroxietil almidén (g/1) 50
Glutatién (mmol/1) 3
Adenosina (mmol/1) 5
Alopurinol (mmol/) |
Insulina (U/1} 40
Dexametasona {g/l) 16
Penicilina (U/1) 200,000

PH (a 25°C) 7.0-73 7.0-73 74




Se penso a continuacion en la posibilidad de “preacondicionar” los 6rganos con
medicamentos que de alguna manera previnieran o delimitaran el dafio posterior a

33009 agi se disefiaron estudios

la isquemia/reperfusién normotérmica
experimentales en modelos animales utilizando bloqueadores de los canales de
calcio 22253243 v mas recientemente 6xido nitrico e inhibidores de la enzima
xantino deshidrogenasa ‘7%,

Se ha encontrado que el dafio es limitado en los grupos tratados con verapamil,
nifedipina, pentoxifilina, lisofilina, y éxido nitrico B3 ge ha podido
determinar que la rata no tolera un pinzamiento hepatico total por mas de 75
minutos, y que los dafios inducidos por IR se autolimitan entre las 6 y 8 horas
post reperfusion " Los estudios son alentadores faltando en muchos casos
valoracién a las 24 horas post reperfusion.

Se han tomado en consideracion como marcadores del dafio por I/R, la
produccién de bilis, los niveles séricos de transaminasas y la actividad de la

caspasa 3 y 8, asi como la evidencia histologica de lesion 9132027




La pentoxifilina es un derivédo de la metilxantina que tiene efectos bioldgicos
benéficos en sepsis, hemorragia e isquemia normotérmica en varios érganos. Se
han propuesto mecanismos de proteccion entre los que se¢ incluyen sus
propiedades hemorreolégicas, vasodilatadoras, prevencién de formacién de
radicales libres y activacion de células de Kiipffer asi como inhibicion de
citoquinas y neutrdfilos *' ™%,

En el higado la pentoxifilina ha mostrado incrementar la superficie de
oxigenacion y restablecer la funcion hepatocelular posterior a la hemorragia y/o
Isquemia *. La mayoria de estudios han utilizado animales pequefios,
especialmente roedores en donde el medicamento fue utilizado como solucion de
“lavado”.

Recientemente se realizo el primer estudio con pentoxifilina [V en humanos,
Clavien y cols®® incluyeron a 24 pacientes a los que se Jes realizo hepatectomia

recibiendo “ preacondicionamiento” con pentoxifilina concluyendo que fue

efectivo en la limitacién del dafio y reduccion de la apoptosis.




JUSTIFICACION.

Con el auge de la cirugia de transplantes y el mejor conocimiento de los
mecanismos responsables del dafio producido por isquemia/reperfusion , se han
propuesto multiples teorfas destinadas a poder inhibir o limitar éste dafio.

Como es ya conocido uno de los principales mecanismos propuestos es el daiio
secundario a metabolitos de la enzima xantino oxidasa. En el caso particular del
higado sc cree que la inhibicién de la enzima xantino deshidrogenasa y de
elementos de la cascada de la inflamacion podria ser benéfico en situaciones de
isquemia caliente y reperfusién, como por ejemplo la hepatectomia lobar y/o
segimentaria, trauma y transplante hepatico.

La hip6tesis es que la administracion de pentoxifilina 1V antes de producirse la
isquemia limitara la magnitud del dafio inducido por reperfusion y que siendo un
método sencillo de realizar podria tener un lugar en la cirugia hepatica donde se

somete a isquemia a éste drgano.
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MATERIAL Y METODO

En el laboratorio de cirugia experimental “Karl Storz” de! Hospital ABC, se
realizé un ensayo clinico controlado y aleatorio, en ratas Wistar macho de 280-
300 gramos de peso .

Se obtuvo pentoxifilina 1V ( Trental; Laboratorios Hoescht-Marion-Roussel,
México DF ). La pentoxifilina se aplicé en bolo a una dosis de 50 mg/kg
(20mgs/ml). La anestesia se indujo con pentobarbital 25 mg/kg intraperitoneal. Se

canalizé la vena dorsal del pene para la administracion de la pentoxifilina.

Protocolo de tratamiento
Se formd 2 grupos. Grupo I ( n=10 ) recibié 50 mg/kg IV de pentoxifilina, el
grupo 11 { n=10) no se le administré medicamento. Al grupo [ se le realizé el

aislamiento vascular y pinzamiento 5 minutos posterior a la administracién de la




pentoxifilina mientras que al grupo Il les fue realizado el pinzamiento una vez

aislado el paquete arterial y venoso.

Procedimiento quirirgico

Se coloco a las ratas en dectbito dorsal y se les practicé una laparotomia por lnea
media abdominal y se administro pentoxifilina IV al grupo estudio.

Se identificé la rama arterial y venosa de un 1dbulo hepitico aislado realizando
pinzamicnto total durante 10 minutos, restituyendo el flujo sanguineo a
continuacion (Fig 1). A todas las ratas se les cerrd el abdomen y se les perimitio
alimentarse con solucién glucosada al 5% ad libitum.

Se reoperaron a todas las ratas 24 horas después y se realizé lobectomia hepatica,
realizando valoracién macroscopica (Fig 2), preservando las muestras en

formalina y envidndolas al laboratorio de patologia.




Fig. 1. Aislamiento vascular selectivo del
16bulo hepdtico superior.

Fig. 2. Notese los cambios isquémicos
macroscopicos en el I6buto hepatico superior

/‘1




Estudio histopatolégico
Se realiz6 tincion con hematoxilina/eosina (H/E) y se reporté como infiltrado

neutrofilico, dilatacién sinusoidal y linfatica, disoctacion de cordones hepaticos,

hemorragia y necrosis.

Andlisis estadistico

Se realizo analisis comparativo con respecto al desarrollo de isquemia hepatica
tanto macroscopica como microscopicamente.

Se calculo el riesgo absoluto en el grupo expuesto y no expuesto, riesgo relativo,

y el riesgo atribuible.
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RESULTADOS

En ambos grupos { estudio y control ) fallecié una rata en ¢l perioperatorio
inmediato, atribuyéndose a complicacion anestésica .

En el grupo I el tiempo operatorio fue en promedio de 30 minutos , mientras que en
el grupo 11 (control) el tiempo operatorio promedio fue de 35 minutos.

No se encontro lesién hepatica previo a la realizacion de isquemia en ambos grupos,
asi como no se demostrd cambios macroscopicos durante ésta.

Se realizd valoracidn macroscopica del 16bulo hepatico sometido a isquemia a las 24
horas del postoperatorio, encontrando higado normal en el 50% del Grupo I
(estudio) y en el 25% del Grupe control. Con respecto a cambios isquémicos
significativos se encontré solo en el 12.5% del grupo estudio vs. 50 % del grupo
control. {Tabla 4)

Se realizé un corte de los primeros 8 casos (Grupo estudio, n=4; Grupo control ,n=4)

para valorar los cambios histologicos : Infiltrado neutrofilico, dilatacién de




21

sinusoides y linfaticos, disociacién de cordones, hemorragia y necrosis. (Fig.3 y 4)

Se encontré  diferencia significativa con respecto a la hemorragia y necrosis,

mismas que se presentaron predominantemente en el grupo control.(Tabla 5)

Tabla 4. Evaluacién macroscépica del 1obulo hepatico sometido a isquemia a las 24

horas post-reperfusion,

Caracteristicas Grupo I {estudio) Grupo 11 {control)
Normal 4 (50%) 2 (25%)
[squemia focal 3(37.5%) 2 (25%)
Isquemia generalizada I (12.5%) 3 (37.5%)
Areas de necrosis 0 1{12.5%)

Tabla 5. Hallazgos histolégicos.

Parametros Grupo I (estudio)
Infiltrado neutrofilico 2 (50%)
Dilatacion sinusoidal y linfitica 4 (100%)
Disociacion de cordones hepaticos 3 (75%)
Hemorragia 1(25%)
Necrosis 0

Grupo 11 (control)
3 (75%)
4 (100%)
3 (75%)
3 (75%)

3 (75%)




Fig. 3. Caso estudio. Se observa ligera dilatacién
sinusoidal y linfatica.

Fig. 4. Caso control. Obsérvese la vacuolizacidn,
congestion y areas de necrosis
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Se calculd el riesgo absoluto en el grupo estudio y control, siendo de 0% y 0.75%
respectivamente. La tasa de exposicion entre casos (estudio) fue de 0 y en el grupo
control de 0.8.

El riesgo relativo fue de O y el riesgo atribuible de — 0.75

Se considerd que existi6 una diferencia significativa a favor del grupo estudio vs.

grupo control a pesar del tamaiio de la muestra.
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DISCUSION

El dafio inducido por isquemia / reperfusion es una causa significativa de fracasos
tanto en la cirugia de transplantes, trauma y reseccién hepatica .

El mejor conocimiento de la fisiopatologia de éste dafio asi como de la preservacion
de organos ha motivado una serie de estudios experimentales en porcinos, perros, y
roedores *. En los modelos de isquemia normotérmica no se sabe a ciencia cierta
cual es el tiempo requerido de isquemia que produzca cambios histolégicos
importantes, en algunas series '’ se ha mencionado que el higado de rata no tolera
aislamiento vascular por mas de 75 minutos, mientras otros > sostienen que bastan
10 minutos para encontrar cambios significativos histologicos y bioquimicos .

En el ser humano Feliciano *® sostiene que la maniobra de Pringle puede llevarse sin
problema a un méxiomo de minutos, sin embargo otros prefieren el pinzamiento
intermitente a pesar de que esto altimo ha demostrado menores complicaciones por

I/R pero mayor sangrado operatorio®®,
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La pentoxifilina ha dexﬁostrado ser cfectiva en revertir el dafio causado por isquemia
hemorragica ¢ /R en ratas M8 Otros estudios han utilizado la pentoxifilina
intraperitoneal y/o como solucién de lavado como agente preservante .

En nuestro estudio plantcamos valorar el dafio inducido por isquemia reperfusion a
24 horas postoperatorio, ya que se ha reportado limitacién del dafio a tas 6 a 8 horas

post-reperfusion ', sin conocerse con exactitud en muchos casos la repercusion

histolégi_ca. -

Los vida media de la pentoxifilina IV es de 20 a 25 minutos, alcanzando sus
metabolitos concentraciones plasmaticas entre 5 y 8 veces mayores que la
pentoxifilina, y vida media de 60 a 90 minutos 172 1a pentoxifilina es metabolizada
principalmente por 3 vias: reduccion, eritrocitaria y oxidacién / desmetilacién , ésta
altima en el higado .

Se han descrito marcadores de dafio hepatico para determinar el grado de lesién por

/R. En el porcino se ha descrito a la transaminasa glutimico oxalacética (TGO)

como muy sensible, mientras que en ratas se han utilizado TGO, TGP y hallazgos
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histolégicos . No se tomaron biopsias en el postoperatorio inmediato donde se
hubieran podido demostrar la intensa infiltracion neutrofilica *'?, sin embargo el
propésito del estudio fue encontrar cambios macrocépicos e histolégicos a las 24
horas post-reperfusion.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son comparables a los de otras

. G181
senes(” ATIBL9

, sin embargo no ha sido posible determinar con exactitud el niimero
de casos necesarios a tratar, ya que se carece aun del conocimiento completo de la
fisiopatologia d modelos animales. Otros estudios realizaron experimentos similares
utilizando como modelo al porcino, gatos, perros, aunque nosotros consideramos 4
la rata wistar como el modelo experimental ideal ya que su anatomia permite una
facil diseccién vascular hepatica y por otro lado es relatvamente facil tratar
volamenes mayores de casos en un laboratorio.

Con respecto a los hallazgos histopatoldgicos, si bien encontramos una marcada

diferencia en ¢l desarrollo de hemorragia y necrosis en el grupo estudio, también

encontramos menor intensidad de la respuesta inflamatoria mediada por neutréfilos
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asi como y asi como en el grado de dilatacién sinusoidal y linfatica.

Creemos que serd necesario evaluar en un posterior estudio, los cambios
histolégicos a largo plazo, ya que no sabemos ¢l impacto en la sobrevida ni sus
secuelas, Hasta la fecha solo existe un estudio que llevd a un maximo de 3 dias el
pertodo de reperfusién”'

Clavien y cols ?° realizaron el primer estudio en humanos utilizando pentoxifilina
intravenosa con buenos resultados, sin embargo faltan ain muchos estudios

prospectivos y aleatorios para validar estos resultados.
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CONCLUSIONES

La administracion intravenosa de pentoxifilina preoperatoria mostrd de manera
significativa disminuir el riesgo de desarrollar necrosis hepatica posterior a un
periodo de isquemia reperfusion en la rata.

Los parametros como: Infiltrado neutrofilico, dilatacién sinusoidal y disociacion
de cordones hepaticos aunque presentes sin diferencia significativa en ambos
grupos, fue en menor intensidad de severidad en el grupo estudio.

Se necesitan estudios a largo plazo y con mayor nimero de casos para poder
validar nuestros hallazgos, sin embargo estos fueron similares a otros estudios

realizados con igual y mayor niimero de casos e inclusive en humanos.
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