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Introduccioén
INTRODUCCION Y ACTUALIZACION BIBLIOGRAFICA

TRANSLOCACION DE ADN BACTERIANO EN PACIENTES CIRROTICOS

La traslocacion bacteriana (TB) se define como el paso de bacterias o productos
bacterianos desde la luz intestinal hasta los ganglios linfaticos mesentéricos o hacia otros
organos extra intestinales’, lo que permite que se instaure y perpetle una respuesta
inflamatoria crénica, que en ultima instancia puede producir infeccion?. La TB ha sido
propuesta como el principal mecanismo en el desarrollo de infeccién espontanea en los
pacientes con cirrosis hepatica, asi como en el desarrollo del estado hiperdinamico que
caracteriza a estos pacientes. Es también uno de los principales factores en la
patogénesis de la hipertension portal, de la ascitis y del desarrollo del sindrome
hepatorrenal®.

La TB esta presente hasta en un 30-35% de los pacientes cirréticos con mala funcion
hepatica, segun estudios clinicos*, y para su diagnostico es necesario la comprobacién de
bacterias viables en los ganglios mesentéricos, es decir, hay que demostrar la positividad
de cultivos en los mismos. De ahi que los estudios realizados en humanos sean escasos,
y se estén buscando otros métodos indirectos que confirmen la TB, sin la necesidad de
extirpar estos ganglios. De estos nuevos métodos, destacamos la cuantificacién de la
proteina transportadora de lipopolisacarido (LPS-binding protein, LBP)® y la deteccion de
ADN bacteriano®. Ambos son detectados tras la traslocacion de productos bacterianos:
endotoxina y ADN bacteriano.

Etiopatogenia de la Traslocaciéon Bacteriana

En su patogenia estan implicados, al menos, tres mecanismos fundamentales’2° que

favorecen el paso de bacterias desde el intestino a la circulacion sistémica y portal (Figura

1),

Sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI)

Se trata de un incremento en la flora bacteriana intestinal, que a su vez puede deberse a
un aumento de toda la flora bacteriana o a un aumento de una de sus especies. En

individuos sanos diferentes mecanismos evitan el sobrecrecimiento de las bacterias que
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Introduccion
colonizan el tracto intestinal. De entre ellos destaca el peristaltismo intestinal, que se
encuentra disminuido de una manera muy significativa en los pacientes cirréticos, debido

aun
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Figura 1. Mecanismos y factores involucrados en la traslocacién bacteriana patoldgica en la cirrosis.
Adaptado de Wiest et al. J Hepatol. 2014;60(1):197-209

aumento de la actividad adrenérgica'®, de la sintesis de oxido nitrico'" y del estrés
oxidativo de la pared intestinal. Otros mecanismos implicados son: la presencia de acido
gastrico, del moco intestinal y de las enzimas proteoliticas intestinales, la integridad de la
valvula ileocecal y la correcta funcionalidad del sistema inmune. De tal forma que cuando
alguno de estos mecanismos falla, se puede producir un crecimiento excesivo de las

bacterias que colonizan el tubo digestivo.

Estudios experimentales con ratas cirréticas han demostrado que existe mayor frecuencia
de SBI en aquellas que presentan ascitis y TB'C. Pero el hecho de que la TB no esté
presente hasta en un 50% de ratas con SBI®°, hace pensar que existen otros mecanismos
implicados en la patogenia de la TB. El SBI es mas frecuente en los pacientes cirroticos
que en los sanos, y especialmente en aquellos que tienen mayor insuficiencia hepatica'? y
que han sufrido algun episodio de peritonitis bacteriana espontanea (PBE)'". La realidad
es que la utilizacion de antibidticos poco o no absorbibles reducen la incidencia de PBE, lo

que constata la importancia que tiene el SBI en el desarrollo de la TB'3.
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Introduccioén

Aumento de la permeabilidad intestinal

La barrera intestinal es una estructura fisica y funcional que esta formada por un
componente mucinoso secretado por el epitelio intestinal y por un componente celular que
lo constituye las células epiteliales intestinales. La mucina es rica en IgA que junto con
otros péptidos antimicrobianos como las catelicidinas y las defensinas neutralizan toxinas
y microorganismos'4. En este papel defensivo y de prevencion de la TB interviene
también, las secreciones biliares que ejercen un efecto tréfico sobre la mucosa intestinal,

neutralizando de la misma forma endotoxinas.

Las células del epitelio intestinal se encuentran unidas herméticamente en su polo mas
apical por una capa de uniones intercelulares llamadas “tight junctions”, las cuales

permiten, de forma selectiva, el paso de moléculas desde el interior del intestino. Estas
uniones son permeables a moléculas de pequeino tamafo, constituyendo en intestinos

sanos la primera barrera para moléculas de mayor tamano.

Estudios en pacientes cirréticos han demostrado, visualizando muestras de epitelio de
duodeno distal, que aunque conservan la integridad de este tipo de uniones, existen
dilataciones en los espacios intercelulares que podrian aumentar la tension lateral
intercelular y comprometer de forma indirecta la estructura de estas “tight junctions”,
aumentando asi la permeabilidad de la barrera intestinal’>. Existen, ademas en estos
enterocitos de pacientes cirréticos anormalidades en las microvellosidades, que se
encuentran acortadas y adelgazadas en comparacion con pacientes sanos, lo que hace
que la superficie total de absorcidn se encuentre disminuida y puede por lo tanto contribuir
al estado de desnutricion caracteristico de estos pacientes.

En los pacientes cirroticos con hipertension portal, las alteraciones en la microcirculacion
de la mucosa intestinal, desembocan en una disminucion del aporte sanguineo, lo cual
puede provocar congestion, edema e incluso microerosiones que pueden alterar la
integridad de la mucosa del intestino’. Demostrado el aumento de la permeabilidad
intestinal en pacientes cirréticos, se ha visto que es mayor en aquellos con hepatopatia

mas grave'® y en aquellos con sepsis’.

El dano oxidativo de la mucosa intestinal, la endotoxemia, los valores elevados de 6xido
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Introduccion
nitrico y las citocinas inflamatorias probablemente ejercen un papel en el aumento de la
permeabilidad intestinal®. Pero en la actualidad es dificil justificar que la permeabilidad
intestinal juegue un papel fundamental en el desarrollo de TB, ya que estudios en
animales han demostrado que la correccidn en el SBI sin interferir en la permeabilidad
intestinal, producen un descenso en el desarrollo de episodios de TB'". Por lo tanto, el
aumento de la permeabilidad intestinal por si sola, no parece ser un factor determinante

en el desarrollo de TB.

Alteraciones inmunitarias locales v sistémicas

Es necesario que haya alteraciones en la inmunidad local y sistémica para que la TB sea
clinicamente relevante. Ya que, en individuos sanos o inmunocompetentes, las bacterias
que traslocan a los ganglios mesentéricos o a la sangre portal, son fagocitados y
eliminados antes de que puedan desarrollar patologia alguna. Por lo tanto, en la cirrosis
debe existir una respuesta inmunitaria local y sistémica disminuida, que permite que las
bacterias puedan migrar desde la luz intestinal y alcanzar la circulacidn sistémica para

infectar otros érganos y/o tejidos.

El intestino es la primera barrera defensiva ante la TB. De hecho, en el intestino
encontramos todas las células implicadas en la respuesta inmunitaria. Definido como
GALT (tejido linfoide asociado al intestino), el intestino se erige como el tejido inmune mas
grande del organismo, y contiene 4 compartimentos linfoides, que intervienen tanto en la
respuesta inmune adaptativa como innata: a) placas de Peyer; b) linfocitos de la lamina
propia; c) linfocitos intraepiteliales; d) ganglios linfaticos mesentéricos.

Aunque hay pocos estudios que se centren en la investigacion de los mecanismos
inmunitarios de la barrera intestinal que favorezcan la TB, se ha demostrado que existe
una alteracion en la capacidad proliferativa y de sintesis de interferon gamma por parte de
los linfocitos intraepiteliales en ratones cirréticos'®. La cirrosis se asocia a una serie de
procesos que determinan una alteracion en el sistema inmunitario y que terminan siendo
relevantes en la patogenia de la TB y de la respuesta inflamatoria cronica asociada. Estos

procesos son:

a. Descenso en la capacidad bactericida de los macrofagos.
b. Disminucion de la capacidad bactericida humoral de suero y liquido ascitico, que
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Introduccion
favorece el desarrollo de episodios de PBE.

c. Disminucién de la capacidad funcional del sistema reticuloendotelial (SRE),
representado por las células de Kupffer, que no podrian ejercer su funcion debido a
la existencia de shunts portosistémicos, y que de igual manera contribuye a la
aparicion de episodios de PBE. Esta alteracion no afecta unicamente a bacterias
viables, sino que también a productos de origen bacteriano, como lo son la
endotoxina y el ADN bacteriano. A su vez, estos productos bacterianos son los
responsables de la respuesta inflamatoria cronica y de las alteraciones

hemodinamicas observadas en la cirrosis’®.

Los pacientes cirréticos con presencia de ADN bacteriano desarrollan por tanto un estado
inflamatorio cronico, con sintesis de citocinas, fundamentalmente factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), interleucinas y 6xido nitrico que agravan el dafio oxidativo de la
mucosa intestinal, aumentado la permeabilidad intestinal y favoreciendo por lo tanto la TB.
Se crea asi un circulo vicioso en el que la propia traslocacién de productos bacterianos
perpetua los mecanismos que la provocan. Todas estas alteraciones inmunoldgicas,
imprescindibles para explicar la traslocacion de bacterias viables y el desarrollo de PBE,
son fundamentales de la misma manera para dar sentido a la traslocacion de bacterias no
viables y de sus componentes, capaces de inducir una potente respuesta inflamatoria que

va tener consecuencias clinicas y prondsticas (Figura 2).

Repercusiones sistémicas en pacientes cirréticos sin infeccion activa

El grupo de investigacion dirigido por el Dr. Francés, ha demostrado que pacientes con
ascitis e hipertensién portal, en los que se demuestra la presencia de ADN bacteriano,
presentan alteraciones hemodinamicas sistémicas y perturbaciones en la circulacion
intrahepatica®. La TB en pacientes que presentan ascitis® fue ratificada en estos

pacientes con complicaciones sistémicas.

Comprobado ya que la TB es la causante de un estado proinflamatorio crénico, el
aumento de citoquinas y la sintesis de 6xido nitrico en la circulacion esplacnica que
ocasiona produce un empeoramiento en la ya alterada situacién hemodinamica del
paciente cirrotico?!. Pero mas alla de todo ello, los pacientes que presentan ADN

bacteriano, utilizado como marcador indirecto de TB, tienen un perfil hemodinamico e
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Introduccioén

\\- H\ = '-\ -~ ol
: ""- '”,\ ".h~i /-JN‘- .-._‘)(

s T, P R R AU
2 [ = “ » o
'8 © n o \ . e0g A ‘ 1]

Anllmucmblal \Transczllub - Antimicrobial imicrobi A -

\ © 5 °, pe’:\mS ‘ : .
o O R

- o 1 /2 %o A

2 [

t ‘ : : ¥ | —
55 18 | g | | 58
w2 ! 2¢
g2 25

o £:
: - a—
= o 83s

o

@

w

TNF "
cytokmes\
o TNF
g Q \ \\0 i )
23 . ie
EQ o 52>
E w J E g
o i :
' \
A e
R o
v ‘s \ o ! ‘s
Mesentric lymph nodes Mesentric lymph nodes Mesentric lymph nodes = ¢

Stage of disease

» " X
z o —
Fibrosis “ Cirrhosis “A\osis

Compensated Decompensated stadium

§r

Healthy

O Antimicrobial peptides
‘ “ Vital bactena
. Microbial products

'e) TNF

Figura 2. Estadios del dafio hepatico e hipdtesis del desarrollo de la traslocacion de bacterias viables
y sus productos. TJ: tight junctions. NO: 6xido nitrico. ROS: especies reactivas del oxigeno. TNF:
factor de necrosis tumoral. Adaptado de Wiest et al. J Hepatol. 2014;60(1):197-209

inmunoldgico diferente. Estos pacientes expresan unos niveles significativamente
elevados de TNFa e IL-12 y manifiestan asi un insulto proinflamatorio crénico que se
asocia a alteraciones hemodinamicas caracterizadas por un descenso en la presion
arterial media y en las resistencias vasculares sistémicas, lo cual ayudado con el aumento
de los metabolitos del 6xido nitrico, contribuye a un aumento de la vasodilatacion
periférica y a un incremento de la ascitis?®. Sin embargo, no se ha podido relacionar la
presencia de ADN bacteriano circulante con el empeoramiento en el gasto cardiaco que

los pacientes cirréticos pueden desarrollar y que da lugar a lo que se denomina
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“cardiomiopatia del paciente cirrético”.

A pesar de la existencia de estas alteraciones hemodinamicas en los pacientes con ADN
bacteriano circulante, no se ha conseguido establecer una relacion estadisticamente
significativa entre ambos hallazgos. Esto probablemente sea debido a que, junto con el
ADN bacteriano, deben de existir otros productos derivados de la TB que contribuyan al
desarrollo de todas estas alteraciones hemodinamicas, tipicas de este subgrupo de

pacientes cirroticos.

Otra consecuencia, demostrada de la TB es un empeoramiento en la circulacion
intrahepatica, con una disfuncion en el endotelio hepatico que se traduce en un aumento
del gradiente de presion venosa hepatica postprandial cuando se compara con el que se
obtiene de pacientes sin ADN bacteriano circulante?’. Este hallazgo puede ser debido a
los efectos que produce la TB en la regulacion del tono vascular intrahepatico, como ya se
ha demostrado en modelos experimentales??. La importancia de la elevacion del gradiente
de presion venosa es aun desconocida, pero quizas pueda tener relacion con el sangrado
agudo por varices esofagicas en aquellos pacientes cirréticos con infeccion bacteriana o
con presencia de productos bacterianos circulantes en sangre periférica?? (Figura 3).

Translocacion bacteriana

v i

- { Endotoxina, peptidoglucanos, ADN bacteriano

[ lnmunid:dinnata l/
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Citocinas proinflamatorias I
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I Vasodilatacion esplacnica
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| 1 Resistencia intrahepatica l 1—1 1 Gasto cardiaco 1 Vasoconstriccion renal
U t Flujo esplacnico \q—/' w
l Hipertension portal | |C|rcula0|on hlperdmamlca Smdrome hepatorrenal
>

Figura 3. Consecuencias hemodinamicas sistémicas de la traslocacion bacteriana. RAA: Renina-
Angiotensina-Aldosterona; RVS: Resistencias Vasculares Sistémicas.
Adaptado de Bellot et al. Gastroenterol Hepatol. 2008;31(8):508-514.
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Supervivencia en cirréticos no infectados con ADN bacteriano

La presencia de ADN bacteriano en pacientes cirréticos identifica a un subgrupo de
enfermos que presentan un aumento de la mortalidad a corto plazo?*. Ademas, estos
pacientes fallecen como consecuencia de un deterioro de la funcion hepatica. El ADN
bacteriano tiene secuencias inmunoestimuladoras con un alto contenido de productos no
metilados de citidina-fosfato-guanosina (CpG), los cuales no son caracteristicos en los
mamiferos?®. Estos CpG son reconocidos por un tipo de receptor de peaje (Toll like
receptors, TLR), TLR-9, activandolo y produciendo una serie de senales intermedias que
finalizan con la activacion de genes que producen citocinas y quimiocinas
proinflamatorias®®26, entre las que destaca el interferon gamma (INFy) a través de la
estimulacion de las células “natural killer” (NK)?’. Este hecho corrobora y da explicacion a
que los episodios de TB asintomaticos habian activado a los macréfagos de pacientes
cirréticos para la produccion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6, IL-12 e INFy) y

oxido nitrico?8.

Tanto el TNFa como el INFy estan implicados en la activacidén de la respuesta inmunitaria
innata, asi como en el aumento de la permeabilidad intestinal, y por lo tanto se crea un
circulo vicioso en el que aumentan los episodios de TB. Todo ello produce un dafo sobre
el higado cirrético y un aumento de la fibrogénesis?®, que puede comprometer el grado de
funcion hepatica ya disminuido de antemano. Ademas, el aumento de 6xido nitrico, un
potente vasodilatador periférico y esplacnico, conlleva un empeoramiento de la funcién
hemodinamica ya deteriorada en los pacientes cirréticos, provocando un aumento de los
episodios de TB y de complicaciones clinicas no necesariamente relacionadas con la
PBE, y que contribuyen a un aumento de la mortalidad®°.

Comparacion entre cirréticos con ADN bacteriano y cirréticos con PBE

El comportamiento de los pacientes cirréticos sin ascitis es idéntico al de aquellos con
ascitis y sin TB?°. Los pacientes con traslocacion de ADN bacteriano presentan un estado
inflamatorio caracterizado por un aumento de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-12 e
INFy) y de metabolitos derivados del 6xido nitrico, tanto en suero como en liquido ascitico.
Este perfil inflamatorio es similar al de los pacientes que presentan translocacion de otros

productos bacterianos, como la endotoxina®' y, de la misma forma, idéntico al de
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Introduccion
pacientes con episodios de PBE32. La misma tendencia ocurre cuando se estudian las
proteinas activadoras del sistema del complemento, viendose que la activacion de la via
alternativa es idéntica en los pacientes cirréticos con translocacion de ADN bacteriano y
en los que presentan episodios de PBE?3. Todos estos datos indican que la presencia de
ADN bacteriano en los pacientes cirréticos, provoca una respuesta inflamatoria tan
intensa como la que producen las bacterias viables responsables de los episodios de

PBE, y por lo tanto pueden tener consecuencias clinicas similares.

Traslocacion de ADN bacteriano en pacientes obesos morbidos intervenidos de

cirugia bariatrica

La obesidad constituye en la actualidad uno de los grandes problemas socio-sanitarios de
nuestra sociedad. La obesidad mérbida lleva asociada una serie de comorbilidades como
el sindrome metabdlico (resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo Il, hipertension
arterial, sindrome de apnea obstructiva del suefio, higado graso no alcohdlico y
dislipemia), que hace que los pacientes que la padecen tengan una esperanza de vida
menor que el resto de la poblacion no obesa. En su etiologia intervienen tanto factores
genéticos como ambientales, entre los que destacan el habito alimenticio y el gasto
energético del individuo. Y en cuanto a su fisiopatologia, se ha visto que en los pacientes
obesos existe un estado inflamatorio cronico, mantenido, en el que tanto el TNFa con la
IL-6 juegan un papel fundamental®.

La cirugia bariatrica se ha convertido en el tratamiento de eleccion para conseguir una
pérdida de peso mantenida en los pacientes obesos moérbidos, mejorando gran parte de
sus comorbilidades asociadas. La mejoria en la resistencia insulinica y en la funcion
endotelial ya han sido demostrados en el pasado®®. Sin embargo, existen diferencias
documentadas entre la asociacidon de pérdida de peso tras cirugia bariatrica y una
disminucién del estado inflamatorio caracteristico de estos pacientes. Mientras algunos
autores defienden y demuestran la asociacidon entre pérdida de peso tras cirugia bariatrica
y una reduccion de los niveles de TNFa, con reduccion de los niveles de proteina C
reactiva (PCR) y mejoria en la resistencia insulinica y la funcion endotelial®®3’, otros

estudios no encuentran relacion significativa entre ambos procesos?.

Nuestro grupo disefi¢ un estudio prospectivo observacional para evaluar la incidencia de
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Introduccion
TB y respuesta inflamatoria sistémica en pacientes obesos moérbidos®®. En este estudio se
demostré como aproximadamente el 30% de los pacientes obesos presentaban
fragmentos de ADN bacteriano circulando en sangre periférica. Esos fragmentos
pertenecian a bacterias de la flora intestinal comensal y coincidian con niveles elevados

de endotoxina en el suero de los mismos.

Los productos bacterianos, tales como el ADN y la endotoxina inducen una respuesta
proinflamatoria dependiente de células Th1, a través de la activacion de los receptores de
tipo peaje (TLR), los cuales provocan una serie anterégrada de sucesos sefalizadores
que afectan a muchas vias, incluida la del factor nuclear kappa B (NF-kB) que concluye
con la produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. Los mediadores
inflamatorios mas caracteristicos de esta respuesta proinflamatoria mediada por Th1, son
el TNFa, el interferon gamma (IFN-y) y la IL-2. Ademas, también se constaté un aumento

de IL-6 en estos pacientes obesos con fragmentos de ADN bacteriano circulante.

Tanto el ayuno modificado como la cirugia bariatrica redujeron el numero de pacientes
con ADN bacteriano en sangre, ademas de disminuir los valores de ADN bacteriano en
todos los pacientes obesos. Pero de forma interesante, se encontré que los niveles de
citocinas proinflamatorias a los 3 meses de iniciado el ayuno modificado y a los 3 meses
de la cirugia bariatrica, variaban dependiendo del aclaramiento de ADN bacteriano en
cada paciente. Es decir, aunque todos los pacientes perdieron peso en cada uno de esos
periodos, la respuesta inflamatoria medida por los niveles de TNFa, no dependia de esta

pérdida de peso, sino de la persistencia o no de ADN bacteriano en sangre.

Asi, los pacientes con TB al inicio, y que finalizado cualquiera de los dos tratamientos
habia negativizado ese ADN, experimentaban una disminucion de los niveles de TNFa;
mientras que aquellos pacientes sin ADN bacteriano circulante al inicio del estudio, que
tras 3 meses de ayuno modificado o a los 3 meses de cirugia bariatrica presentaban
episodios de translocacion bacteriana, con ADN bacteriano en sangre, tenian niveles de
TNFa aumentados. De la misma manera, tanto los pacientes con ADN bacteriano
negativo que no modificaban su estado tras 3 meses de tratamiento (ambos ayuno y
cirugia) y los pacientes con ADN bacteriano positivo que seguian siéndolo tras los mismos
periodos de tratamiento, no conseguian reducir los niveles de TNFa.
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Las consecuencias clinicas de este subgrupo de pacientes obesos morbidos con TB,
fueron estudiadas para determinar su posible relacion con sus comorbilidades
caracteristicas. La diabetes mellitus tipo Il, la hipertensién y la dislipemia no dependian de
la presencia de ADN bacteriano ni de endotoxina en suero. Sin embargo, la translocacion
de ADN bacteriano condicionaba un aumento de la resistencia a insulina, y por lo tanto
identificaba a un subgrupo de pacientes con una alteracion en la respuesta metabdlica,

que podria beneficiarse de estrategias de tratamiento en el futuro.

Microbiota intestinal

Se entiende como microbiota a todo el conjunto de microorganismos que habitan
colectivamente un ecosistema. Y como microbioma a la coleccion de todos los genomas
de los microorganismos de un ecosistema“’. En los seres humanos se estima que habitan
aproximadamente unos 100 trillones de bacterias, un cuatrillon de virus, hongos, parasitos
y arqueas. Todos estos microorganismos serian unas diez veces mas que el resto de

nuestras células y codificarian unas 100 veces mas genes que nuestro propio genoma#*'.

La microbiota presente en un individuo sano se conoce como microbiota normal, la cual
promueve la salud y evita la enfermedad. Gran parte de los microorganismos de los que
hablamos se encuentran localizados en el tracto digestivo y son fundamentales para la
realizacion de gran numero de nuestros procesos fisiologicos. En condiciones normales el
ecosistema intestinal esta en equilibrio, lo que se denomina eubiosis, de tal forma que los
microorganismos patdégenos no pueden actuar y producir enfermedades. Pero en
determinadas situaciones, cuando el equilibrio se rompe (disbiosis), estos
microorganismos patogenos pueden generar enfermedades e infecciones, ya sea porque
invaden regiones de nuestro organismo donde no deben estar o porque su numero se

incrementa de forma excesiva.

La microbiota intestinal normal de una persona adulta se compone de unas 500 a 1000
especies de microorganismos, aunque la mayoria se agrupan en unos pocos filos
bacterianos, siendo los mas frecuentes los filos Bacteroidetes (25%) y Firmicutes (60%),
en menor proporcion se encuentran Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Fusobacteria, Cyanobacteria y Spirochaetes, las arqueas, los hongos, protozoos, virus y

otros microorganismos*2. Para que la microbiota intestinal no se altere y conserve su
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funcionalidad, todos estos microorganismos tienen que permanecer en equilibrio. Por ello

se ha establecido una ratio Firmicutes / Bacteroidetes que evallua esta balanza.

La composicion microbiana varia segun la localizacion en el tracto digestivo, aumenta en
cantidad y complejidad en sentido distal. Ademas, la microbiota varia con la edad. Aunque
el mayor inéculo de microorganismos ocurre durante el parto y en los meses posteriores,
estudios recientes confirman que ya en el Utero materno existe colonizacién microbiana*s.
Desde el comienzo de la vida los factores que mas influyen en la composicién de nuestra
microbiota intestinal son el parto, el tipo de lactancia y la introduccién de los alimentos
sélidos. Conforme se cumplen anos, la microbiota pasa de ser muy variable entre los
nifos, a ser mas estable en la etapa preadolescente, en la que su composicidén se
asemeja mucho a la de la edad adulta. De la misma forma, el envejecimiento causa
inmunosenescencia haciendo que la microbiota intestinal cambie, aumenten los filos
Bacteroidetes y Enterobacteriaceae y disminuyan las bacterias pertenecientes a

Bifidobacteria y Firmicutes**.

La composicion de la microbiota intestinal varia entre individuos de distintas regiones, por
lo que se deduce que los factores implicados en su composicidon van a ser diversos, entre
los que destacan factores ambientales, dieta, estilo de vida, uso de antibidticos y medidas
higiénicas. Las funciones en las que participa la microbiota quedan reflejadas en el
siguiente esquema (Tabla 1). La microbiota es una poblaciéon compleja de
microorganismos que influye en la generacion de enfermedades tan importantes como el
cancer, la enfermedad intestinal inflamatoria, la diabetes, la obesidad e incluso patologias
cardiovasculares y/o psiquiatricas (Tabla 2).

Relacion con el sistema inmunitario

Aunqgue no se conoce bien cual es el mecanismo por el cual el neonato se adapta a la
colonizacion de microorganismos, se cree que la leche materna sea el principal factor que
define la respuesta temprana a los microorganismos comensales. La leche materna
contiene microorganismos vivos, citosinas, células inmunitarias e inmunoglobulina A.
Factores todos que participan de forma sinérgica en la formacién de la microbiota del
lactante.
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Tabla 1. Funciones en las que la microbiota esta implicada.

Funciones

Funciones

Funciones

Funciones

Introduccioén

Desarrollo

Estructurales

Fortalecer la
barrera epitelial

Estabilizar
uniones
estrechas
Proliferacion y
diferenciacion de
células
epiteliales

Promover la
vascularizacion

Protectoras

Competicién por
nutrientes y
receptores

Desplazamiento
de patégenos

Produccion de
factores
antimicrobianos

Metabolicas

Sintesis de vit.,
aminoacidos y
neurotransmisores

Absorcion de
electrolitos y
minerales

Fermentacion de
hidratos de carbono
no digeribles

Produccion de Ac.
grasos cadena
corta

Regulacién del
metabolismo de los
acidos biliares
Biogénesis de
energia

Inmunolégicas

Induccion de
sintesis de Ig A

Induccion de
tolerancia a las
comidas

Desarrollo del
sistema
inmunitario

Neurolégico

Modulacion
del desarrollo
del sistema
nervioso

Adaptado de: Reigadas E y Bouza E. Microbiota humana e inmunoterapia. En: Carbone J, editor,
Inmunoterapia de enfermedades de base inmunolbgica, Sociedad Espariola de Inmunologia, Elsevier,
Barcelona, 2018, pags. 83-94.

Se ha descrito la ruta “enteromamaria”, por la cual bacterias presentes en el intestino

materno son capaces de alcanzar la leche materna trasportadas por células del sistema

inmunitario*®. En las etapas finales de la gestacion, asi como en la lactancia, se ha

comprobado que existe una elevada tasa de TB desde el intestino materno a los ganglios
linfaticos mesentéricos y de estos a la glandula mamaria. Ademas, el sistema inmunitario
de los neonatos se encuentra inmaduro, con un bajo desarrollo tanto de células B como T
y con un descenso en la produccion de citocinas inflamatorias, todo ello para favorecer la
adaptacion del individuo a la colonizacién del microbioma sin desarrollar una respuesta
inflamatoria excesiva. Ademas, el sistema inmunitario del recién nacido es capaz de
reconocer patrones moleculares microbianos, integrandolos y promoviendo la
colonizacion bacteriana“®. Ejemplo de ello es la respuesta de TLR a ligandos microbianos,
de modo que en neonatos la produccion de mediadores inflamatorios es menor que en el

adulto?®.

Otros factores que influyen en la adaptacion del neonato a la microbiota intestinal se
incluyen dentro de lo que se denomina compartimentalizacion de las bacterias. Esta
estratificacion bacteriana hace que en el colon existan dos capas de moco, una externa
con gran numero de bacterias y otra mas interna compuesta fundamentalmente por moco
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resistente a la penetracion bacteriana. En este proceso de estratificacion participan
proteinas antibacterianas, como la Regllly (cuya expresion depende de los TLR)*, la
secrecion de IgA*8, la produccion de Interleucina 22 o la secrecion de a-defensinas, estas

ultimas constituidas por las células de Paneth*®.

Tabla 2. Diferentes patologias en los que la microbiota intestinal esta implicada.

Trasplante de heces Infeccion por Clostridium Difficile

Inhibidores de la sintesis de trimetilamina . .
Arteriosclerosis

microbial

Bacteroides fragilis Ansiedad

Especies comensales Cancer

Escherichia Coli Grasa

Suplementacién con probidticos Pancreatitis autoinmune

Adaptado Lynch et al. N Engl J Med. 2016,;375(24):2369-2379
En rojo estudios clinicos en humanos; en negro estudios realizados en animales.

Influencia en el sistema inmunitario

La microbiota ejerce un papel fundamental en el desarrollo de la estructura linfoide, asi
como en la funcién de las células del sistema inmunitario*®. Contribuye al desarrollo del
sistema inmunitario en el periodo postnatal, ejerce un potente efecto defensivo contra la
colonizacion de microorganismos patégenos y/u oportunistas, y ayuda a reforzar la
funcién de barrera intestinal constituida por los enterocitos y por el moco que estos
secretan*®. En este mismo sentido, la microbiota contribuye también al desarrollo del
tejido linfoide asociado a mucosas del tracto gastrointestinal denominado (GALT).
Ademas la microbiota contribuye a mejorar la inmunidad innata mediante la regulacion de

la secrecion y produccién de péptidos antimicrobianos®.

En los ultimos afos, se ha encontrado que algunas especies individuales de la microbiota
influyen en la composicion de los subgrupos de linfocitos T de la lamina propia. La
homeostasis de la mucosa intestinal se mantiene gracias a que existe un equilibrio entre
células proinflamatorias y células antiinflamatorias. De las primeras, destacan las células
Th1 que producen interferon gamma, las células Th17 que producen IL-17a, IL-17f e IL-

22,y las células linfoides innatas con caracteristicas efectoras de citocinas similares a las
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Th2 yTh17. De entre las antinflamatorias destacan las células T reguladoras Foxp3+
(Treg). Pues bien, se ha demostrado que en ausencia de microbiota no hay desarrollo de
células Th17%'. Algunas bacterias del género Clostridium potencian la rama
antiinflamatoria al dirigir la diferenciacion de las células T reguladoras o mediante la
induccion de la expresion de IL-10%2. Similares hallazgos han sido encontrados con
Bacteroides fragilis®3.

Descontaminacion intestinal en el trasplante hepatico

La descontaminacion intestinal selectiva (DIS) es una profilaxis antimicrobiana en la que
se utilizan bien antibiéticos no absorbibles por via oral o antibidticos sistémicos por via
parenteral. Se utiliza para prevenir infecciones producidas por microorganismos
patogenos que anidan en el tubo digestivo. A grandes rasgos la DIS trata de eliminar las
bacterias patdogenas aerdbicas Gram-negativas y las levaduras, y mantener las bacterias
anaerdbicas, que ayudan al huésped a evitar infecciones. El primer estudio de DIS en
trasplantados hepaticos fue publicado en 1988 por Wiesner et al.54. Con la administracion
de antibidticos no absorbibles (Polimixina E, gentamicina y nistatina) antes y después del
trasplante, junto con una dieta especifica, lograron disminuir la presencia de bacterias
aerobias gram-negativas y Candidas, y mejorar las infecciones ocasionadas por estos

geérmenes en el postrasplante inmediato.

Ademas, estudios en animales demostro que el tratamiento con Polimixina B durante 7
dias antes del trasplante hepatico disminuia los microorganismos pertenecientes a las
especies Enterobacteriaceae y aumentaba las especies Bifidoacterium, Lactobacillus,
Bacteroides y Eubacerium. Conjuntamente con esta modificacion de la flora bacteriana, se
observo, que las ratas expuestas a DIS tenia menos endotoxina circulante tras la
reperfusion del injerto y menos TNF-a, lo cual demostraba el efecto protector que ejercia
la DIS en los momentos iniciales del trasplante hepatico®®. Con todo ello, en 2004 Safdar
et al.%8 publicaron un articulo en el que llevaron a cabo una revisidn de la literatura junto

con un meta-analisis de aquellos articulos que cumplian las siguientes caracteristicas:

a. Estaban aleatorizados a DIS versus placebo, o no tratamiento, o minimo
tratamiento (ej., nistatina via oral como unico tratamiento).

b. Tenian recogidos todos los datos de incidencias de infecciones durante el periodo
de seguimiento del estudio.
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Tras aplicar sus criterios de inclusion y exclusion, la revision sistematica quedo expuesta
a 15 estudios, que abarcaban desde el 1990 hasta el 2002; mientras que el meta-analisis
abarco solamente 4 estudios. Asi, mientras la revision sistematica mostraba que los
pacientes con DIS tenian menor tasa de infecciones, el meta-analisis mostraba que,
aunque la DIS reducia la incidencia de infecciones causadas por bacterias gram-
negativas, la tasa de infecciones globales no diferia en ambos grupos. Esto se debia a
que en los pacientes con DIS aumentaban las infecciones por cocos gram-positivos.
Ademas, el meta-analisis alertaba de otro peligro, ya que la incertidumbre del momento en
el que se realiza el trasplante (no es un procedimiento programado), podia aumentar el
tiempo de exposicion de los pacientes a los antibidticos para la DIS, lo que podria

favorecer la aparicién de microorganismos multiresistentes.

En afos posteriores se han publicado multiples estudios sobre DIS en trasplantados
hepaticos, de los cuales hemos seleccionado el de Esfeh et al®’; el estudio multicéntrico
espafnol publicado en 2011 y llevado a cabo entre 12 centros de trasplante espafoles a
partir de los datos de RESITRA (Red de Estudio de la Infeccion en el Trasplante)®®; y la
revision del la Cochrane publicada en 2014%°. En el primero de ellos quedo validado la
utilidad de la rifaximina como antibiético utilizado de forma profilactica (s6lo antes de la
realizacion del trasplante) para la reduccion de las infecciones bacterianas en el periodo
inicial tras trasplante hepatico (30 dias). Sin embargo, esta eficacia no alcanzé la
significacion estadistica y ademas no contribuyé en un aumento de la supervivencia.
Tampoco se comprobd que su utilizacion como descontaminante intestinal selectivo

contribuyera a la aparicion de gérmenes multiresistentes.

El articulo publicado por San Juan et al. en Liver Transplantation y que implicé a 12
centros espanoles que realizaban trasplante hepatico, analizé la incidencia de infecciones
bacterianas precoces (en los primeros 30 dias tras el trasplante) en funcion de la toma de
fluorquinolonas como descontaminante intestinal selectivo (norfloxacino o ciprofloxacino)
durante un minimo de 7 dias después de realizar el trasplante hepatico. Asi, tras
comparar 415 pacientes procedentes de 4 centros, con 595 de otros 8 centros de
trasplante se observo que la utilizacion de las fluorquinolonas como descontaminantes
intestinales no afectaba a la posibilidad de contraer infecciones en los 30 dias siguientes a
la realizacion del trasplante hepatico.
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Por ultimo, la revisién publicada en Cochrane por Gurusamy et al, en la que se incluyeron
7 estudios que abarcaban en su totalidad a 614 pacientes trasplantados hepaticos, y en
los que se comparaban diferentes estrategias profilacticas para evaluar la incidencia de
infecciones sistémicas asi como la infeccion de la herida quirdrgica, concluy6 que la DIS
no solo no disminuia la incidencia de infecciones y de complicaciones de la herida
quirurgica, sino que tampoco disminuia la mortalidad ni el numero de retrasplantes. Pero,
ademas, incluso cuando se comparaba esta estrategia profilactica frente a la utilizacion de

prebidticos junto con probidticos, podria incluso aumentar el numero de infecciones.

Papel de los prebidticos vy probidticos en el trasplante hepatico

La utilizacidén de prebidticos y probidticos para la reduccion de los procesos infecciosos,
surge como consecuencia de su papel en la restauracion de la flora microbiana y por lo
tanto del mantenimiento de la homeostasis habitual en cada individuo.

Probioticos.

Los probidticos son productos que utilizan cultivos de bacterias viables o componentes
celulares de bacterias, los cuales afectan a la estructura y la funcion de la microbiota
intestinal. Son multiples los mecanismos por el cual los probidticos producen un efecto

beneficioso en el paciente que los consume®?:

a. Mejora la barrera que conforma el epitelio intestinal, al estabilizar las uniones
intercelulares (“tight-junctions”), inhibir la apoptosis de las células epiteliales y
estimular la produccion de moco.

b. Interfiere en los mecanismos de adhesion e invasion de los microorganismos
patogenos.

c. Activa la respuesta inmune tanto innata como adaptativa.

d. Disminuye la expresion de genes que producen TLRs, NF-kB, mucina y
mediadores proinflamatorios (TNF-a., IL-6 e IL-8)

e. Aumenta la expresion de sustancias anti-inflamatorias como el TGF-p (factor de

crecimiento transformante beta) e IL-10.

En el estudio publicado por Grat et al. queda demostrado como el uso de probidticos

antes del trasplante frente a placebo, no solo reduce de forma significativa la incidencia de
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infecciones a los 30 y 90 dias del trasplante, sino que también reduce los niveles de
bilirrubina séricos tras el mismo. De la misma forma, los pacientes que tomaron
probiéticos experimentaron una disminucién mas rapida de los niveles de GOT y GPT tras

el trasplante®’.

Prebidticos.

Los prebidticos se definen como ingredientes o sustancias no digeribles que estimulan el
crecimiento y/o la actividad de las bacterias beneficiosas de la flora colénica. Estas

sustancias actuan de 2 formas:

a. Estimulan la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), que
constituyen la principal fuente de energia de las células epiteliales colonicas.
Ademas, intervienen sobre otras funciones fisiologicas, como la motilidad intestinal
y el pH intestinal. Los AGCC tiene efecto anti-inflamatorio, ya que modulan la
quimiotaxis de las células inmunes, liberan especies reactivas de oxigeno (ROS
“reactive oxigen species”) y citocinas®?.

b. Disminuyen el pH intestinal.

La combinacion de ambos, probidticos y prebidticos ejercen un efecto simbidtico, y su uso
ha demostrado beneficios cuando se comparan tanto con la utilizacion de prebidticos de
forma Unica®3, como con protocolos de descontaminacion intestinal selectiva®, o con
placebo®, en pacientes trasplantados hepaticos. Todo ello sin contribuir al desarrollo de

resistencias antibidticas, ni a la aparicion de efectos adversos graves®®.
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COMPLICACIONES TEMPRANAS DEL TRASPLANTE HEPATICO

Las complicaciones que tienen lugar en los pacientes trasplantados hepaticos, son
diferentes y por ello se analizan de distinta manera dependiendo del momento en el que
ocurren. Asi, se pueden dividir en complicaciones tempranas y tardias. Dentro de las
primeras, tenemos las complicaciones que ocurren en las semanas inmediatamente
posteriores al trasplante y que tienen relacion por tanto con la técnica quirurgica y con la
calidad del injerto. Conforme pasan los dias y meses, las complicaciones que surgen en
los pacientes trasplantados y que tienen reflejo directo en su calidad de vida e incluso en
Su supervivencia, van cambiando. En los siguientes apartados describiremos las
principales complicaciones que surgen tras el trasplante hepatico, poniendo especial

énfasis en aquellas que ocurren durante los primeros dias y semanas.

Disfuncién primaria del injerto

Con este término se engloban a todos los injertos hepaticos que no funcionan de una
forma correcta tras el trasplante. Y por lo tanto engloba tanto a los pacientes que en un
inicio tienen una funcion deficiente del injerto, pero que es suficiente para mantenerlo con
vida y por lo tanto se trata de una situacion reversible; y los pacientes en los que la
funcion hepatica no es suficiente para mantener con vida al paciente y solo puede ser
restaurada con un nuevo trasplante hepatico. A la primera situacién se le denomina
“pobre funcidn inicial del injerto” y a la segunda “fallo primario del injerto”®. Aunque hay
diferencias en cuanto a los criterios para definir ambas situaciones, lo que parece claro es
que ambas reflejan la situacidon mas leve y mas agresiva de lo que conocemos como

disfuncion primaria del injerto.

Existen diversas publicaciones en las que se intentan dar unos valores de ciertos
parametros analiticos para definir la pobre funcion inicial del injerto®7:68.69.70.71 En |g
mayoria de ellos se utilizan los niveles de AST, ALT (por encima de 1000 UI/L) que nos
indican el dafo a nivel del hepatocito; el tiempo de protrombina (por encima de 16
segundos) o INR que nos da una idea de la capacidad de sintesis que tiene el 6rgano; y
otros valores que son menos constantes y que varian de unas publicaciones a otras como

los niveles de bilirrubina, amonio o incluso la cantidad de bilis producida.
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De igual forma, existen diferencias entre las diferentes publicaciones para definir el fallo
primario del injerto®®71:72, Pero en la gran mayoria coinciden que es un proceso en el que
existe un rapido ascenso de los niveles de transaminasas (AST/ALT) como consecuencia
de una gran citolisis hepatica, junto con una ausencia de produccion de bilis y una
alteracion importante de los parametros de la coagulacion sanguinea. Ademas, existe un
aumento de acido lactico en sangre y un descenso significativo de los niveles de glucosa.
Todo ello en el contexto de un paciente inestable hemodinamicamente, y en el que se
suele asociar fallo renal y respiratorio. Este proceso catastréfico suele ocurrir en los
primeros 7 dias postrasplante y solo es reversible con el trasplante de un nuevo érgano.

Debido a que los parametros que se escogen para definir tanto el fallo primario del injerto,
como la pobre funcidn inicial son variables, la incidencia de ambos procesos varia segun
los articulos publicados. Asi la pobre funcion inicial varia entre 5,2% y el 36,3%, mientras
que la fallo primario del injerto oscila entre el 0,9% vy el 7,2%73. Entre los factores que
influyen en la funcion inicial del injerto tenemos factores que dependen del donante,
factores que dependen del proceso quirurgico y factores que dependen del receptor.

Factores que dependen del donante

Edad del Donante

En las ultimas décadas se ha incrementado el uso de 6rganos que provienen de donantes
de edad avanzada. En 2014, en EEUU la tasa de donantes mayores de 65 afios fue del
8%"4, un cambio similar a lo observado en Europa, en donde la tasa de donantes mayores
de 60 anos fue del 29% en 20097° (Figura 4). En Espafa sucede algo similar, con un
aumento progresivo de la edad de nuestros donantes que llega, segun cifras de la ONT
(Organizacion Nacional de Trasplantes), a mas del 55% los donantes mayores de 60 afos
en el ano 2018 (Figura 5).

Y aunque el envejecimiento hepatico parece que sucede lentamente, sin apenas
afectacion analitica, existe una reduccion en la funcion hepatica confirmada por una
reduccion en la funcion del citocromo P45076. Todo ello hace que los higados de donantes
anosos sean mas susceptibles al dafio que ocasionan los fendmenos de isquemia /
reperfusion, sobretodo cuando los tiempos de isquemia fria son prolongados. Ademas,
estos higados suelen tener mayor componente graso que los higados de donantes
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jovenes, lo que contribuye aun mas a que puedan desarrollar problemas de disfuncion
primaria. También se ha relacionado la utilizacion de donantes ancianos con la mayor

frecuencia de trombosis de la arteria hepatica
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Figura 4. Grupos de edad de los donantes en Europa hasta 2009. Adaptado de Adam et al. J Hepatol.
2012;57(3):675-688.

a largo plazo’” y con la aparicion de colangiopatias isquémicas’®. La edad de los
donantes parece afectar de forma significativa a la supervivencia del injerto y de los
receptores con VHC. Numerosos estudios ha descrito una menor supervivencia cuando
se utilizaban donantes mayores de 50 afios para receptores con VHC"®80, Esto parece no
tener hoy dia validez con la introduccién de los nuevos antivirales de accion directa que
pueden ser empleados tanto antes como después del trasplante y que consiguen
elevadas tasas de respuesta viral sostenida en pacientes con VHC. Sin embargo, y aun
sin despreciar el posible aumento en disfuncion primaria del injerto asociado a la edad de
los donantes, se han obtenido excelentes tasas de supervivencia del injerto y del receptor
con la utilizacion de donantes afosos. Para obtener estas tasas es recomendable realizar
una exquisita seleccion de estos donantes, evitar aquellos que tengan esteatosis hepatica
macrovesicular por encima del 30%3"; disminuir los tiempos de isquemia fria por debajo

de las 8 horas®?; e incluso seleccionar receptores con un MELD menor de 20 puntos®.
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Esteatosis hepatica

Mas del 30% de la poblacién del mundo occidental tiene higado graso no alcohdlico. Entre
los factores de riesgo asociados estan obesidad, diabetes, hiperlipidemia y sindrome
metabdlico. La esteatosis provoca un deterioro de la funcion mitocondrial en las células
hepaticas, junto con un incremento de la actividad de las células de Kupffer y una ruptura
del revestimiento sinusoidal. Estos cambios a nivel celular hacen que las células
hepaticas puedan quedar danadas durante el periodo de isquemia fria, ademas de
potenciar el dafio por isquemia/reperfusion®. La infiltracion grasa puede ser de dos tipos:
macrovesicular y microvesicular. En la esteatosis macrovesicular el hepatocito contiene
una unica vacuola grasa, grande que desplaza el nucleo de la célula hacia la periferia. Sin
embargo, en la microvesicular existen en la célula hepatocitaria numerosas vacuolas
pequefias que no desplazan el nucleo hacia ninguna parte. Este ultimo tipo de esteatosis
hepatica, la microvesicular no parece afectar a la funcion hepatica y por lo tanto no seria
responsable de disfuncion primaria del injerto.

Ademas, la esteatosis se gradua dependiendo de la cantidad de grasa respecto a la
proporcion de hepatocitos. Asi la esteatosis leve corresponderia a un higado con menos
del 30% de grasa; la esteatosis moderada con un porcentaje de grasa que oscila entre el
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30-60%; y la esteatosis grave con un porcentaje mayor del 60% de grasa. En la reunion
de consenso de Paris de 20082, |la esteatosis menor del 30% no afecta a la funcion del
higado. Sin embargo, cuando el porcentaje de grasa supera ese 30%, la incidencia de
problemas tales como la disfuncion primaria del injerto, fallo renal o complicaciones
biliares, aumentan de forma considerable y con significacion estadistica®. La escasez de
organos y el aumento de las listas de espera para trasplante de higado, ha conllevado a
que exista un creciente interés en la aceptacion de higados con porcentajes de grasa
mayores al 30%. Diversos grupos han comunicado resultados favorables con estos
injertos cuando se cumplian otras serie de circunstancias: tiempos de isquemia fria por
debajo de 6 horas y receptores con MELD menor de 2084; o como publicé Chavin y
colaboradores®S, donantes menores de 60 afios, sin diabetes, con transaminasas

normales, con corta estancia en UCI y sin apoyo vasopresor.

Niveles de Sodio (Na) en sangre

Es frecuente que en los donantes existan niveles elevados de Na en plasma. Las causas
por las que esto sucede son multiples, y entre ellas destaca una estancia prolongada en
UCI, una deficiente secrecién de vasopresina o incluso una excesiva reposicion de
liquidos a base de sueros salinos®®. El efecto deletéreo que un nivel excesivo de sodio en
sangre puede ocasionar en el receptor fue descrito por Avolio et al. Se han propuesto
diversos puntos de corte, pero se acepta que un nivel por encima de 155 mmol/L
constituye un factor independiente de riesgo para desarrollar disfuncion primaria del
injerto, retrasplante e incluso la muerte en el primer mes postrasplante®. Se han valorado
otros indices como predictores de disfuncion primaria en los que el sodio sigue siendo el
eje central. Mas que el nivel absoluto de Na en el donante, Cywinski et al®’, proponen el
cociente entre sodio en el donante y sodio en el receptor, como marcador prondstico de
funcién hepatica y supervivencia de los pacientes a corto plazo. En este estudio, los
investigadores no encuentran relacion entre el cociente de sodio donante/receptor y las

complicaciones que surgen en el postoperatorio del trasplante hepatico.

Donantes en asistolia

En los ultimos afos, y como consecuencia de un aumento en las listas de espera para

trasplante, se han aceptado como donantes aquellos pacientes que han sufrido una
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parada cardiaca antes de ser perfundidos con liquido de preservacion, y que por lo tanto
presentan un tiempo de isquemia caliente anadido. Los higados que provienen de estos
donantes, tienen peor funcion inicial®®, ademas de una mayor tasa de pérdidas del injerto,
sobre todo debido a colangiopatias de origen isquémico. Como consecuencia de todo ello,
existe un especial interés en reducir este tipo de complicaciones, con lo que se han
introducido en el mundo del donante maquinas de circulacion extracorpérea con
membrana de oxigenacion (ECMO), que utilizadas con sistemas de perfusion normo-
térmica e hipotérmica® mejoran la funcién inicial de los injertos y disminuyen el dafio

causado por el proceso de isquemia/reperfusion.

Factores que suceden durante el trasplante

El dafo por isquemia/reperfusion es un factor importante relacionado con la disfuncion
primaria del injerto, responsable de mas del 10% de una mala funcion inicial de los
injertos hepaticos®. Entre los factores que aumentan el dafio por isquemia/reperfusion, se
encuentras muchos procesos que se relacionan con la técnica quirurgica. Asi el tiempo
quirurgico y las pérdidas sanguineas son dos elementos claves en la funcion inicial del
injerto. Otros factores que interfieren son el tiempo de isquemia caliente y el tiempo de

isquemia fria.

Isquemia caliente

El tiempo de isquemia caliente es el que transcurre desde que se separa el érgano de la
solucién de preservacidon hasta que se vuelve a revascularizar en el receptor. El tiempo de
isquemia caliente afecta principalmente a los hepatocitos®’, y el dafio que ocasiona se ve
ademas incrementado por el tiempo de isquemia fria que el érgano ha tenido que soportar
con anterioridad. Diferentes estudios ponen de manifiesto que el aumento del tiempo de
isquemia caliente tiene relacion directa en la aparicion de disfuncion primaria del injerto.
Los tiempos que se valoran difieren segun los estudios publicados y varian entre los 60

minutos’' y los 45 minutos®2.

Isquemia fria

El tiempo de isquemia fria afecta de forma importante a las células del endotelio
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sinusoidal, al provocar vacuolizacién del citoplasma y aumento en la fenestracion®’.
Ademas, la isquemia fria afecta también a los hepatocitos, en los que produce un
aumento de la permeabilidad celular, con pérdida de la funcion mitocondrial, acidosis
intracelular y un descenso de la produccion de ATP celular. Todo ello puede conllevar la
disfuncion del injerto. Los tiempos que se manejan como Optimos para disminuir el riesgo
de disfuncién primaria del injerto varian, pero si son superiores a 10 horas’? se asocian a

mayor riesgo de disfuncion temprana del injerto.

Factores relacionados con el paciente

Muchos factores relacionados con el receptor han sido postulados como responsables de
disfuncioén primaria del injerto. La edad ha sido uno de ellos, con datos a favor y en
contra®. Otros factores que pueden predisponer a una mala funcion inicial del injerto son
el estado basal del receptor, la necesidad de tratamiento con farmacos vasoactivos, la
insuficiencia renal antes del trasplante o incluso la hemodialisis, la necesidad de soporte

ventilatorio, un indice de masa corporal mayor de 25 kg/m?, o un retrasplante’s.

Hemorragia Postoperatoria

La cirrosis produce alteraciones en los mecanismos de la coagulacion que hacen que
cualquier acto quirurgico tenga un riesgo sobreafadido de sangrado. Ademas de la
potencial gravedad que supone para la vida del paciente que esta siendo trasplantado, la
hemorragia posquirurgica conlleva una menor supervivencia del injerto, asi como una
mayor estancia hospitalaria®® y un mayor consumo de recursos. La hemorragia
postoperatoria lleva asociada un aumento de las necesidades de transfusion, lo cual
tampoco es inocuo. Asi la politransfusion de hemoderivados se asocia a un amplio
espectro de problemas: reacciones hemoliticas postransfusionales, disnea y purpura
postransfusional, fallo cardiaco congestivo, lesion aguda pulmonar asociada a la
transfusion (TRALI), enfermedad injerto contra huésped y multitud de infecciones
transmitidas por la misma transfusion®. También, y de forma especialmente relevante en
el trasplante hepatico, la transfusién de concentrados de hematies se asocia a un mayor
riesgo de trombosis de la arteria hepatica®®. Ademas, como en cualquier otra cirugia, la

hemorragia, cuando es significativa, conlleva una mayor tasa de reintervenciones. Hay
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factores de riesgo preoperatorios e intraoperatorios que aumentan la probabilidad de

transfusion.

Factores de riesgo preoperatorios

Se han identificado muchas variables como predictores de transfusion sanguinea en el
trasplante hepatico, que dependen tanto del receptor como del donante. Hasta incluso se
han llegado a elaborar férmulas que intentan predecir la necesidad de transfundir (indice
de riesgo de McCluskey®®). La severidad de la enfermedad hepatica del receptor ha sido
descrita como una variable que va a influir en las pérdidas hematicas durante el acto
quirurgico, de tal manera que una puntuacién MELD superior a 25 puntos, deberia poner
sobre alerta de que esos pacientes tienen mayor riesgo de sangrado®*.

Otras variables como hemoglobina, trombocitopenia o concentracion de fibrinbgeno
también ayudan a predecir las necesidades transfusionales®. También la edad del
receptor (mayor necesidad de transfusion en los mayores de 50 afios®) y la del donante
influyen en el riesgo hemorragico. La utilizacion de injertos que provienen de donantes
subodptimos (donantes con higados esteatdsicos, donantes con parada cardiaca, etc.) con
mayor probabilidad de desarrollar disfuncion primaria del injerto, tienen mayor
probabilidad de hemorragia por alteracién de los parametros de la coagulacion. En este
mismo sentido, unos tiempos de isquemia fria prolongados también contribuyen a una
mayor probabilidad de desarrollar disfuncidn primaria del injerto y por lo tanto a un
aumento del riesgo hemorragico. Otro factor de riesgo para presentar hemorragia
intraoperatoria y/o postquirirgica es la utilizacion de injertos parciales, ya que presentan
una superficie de corte en el parénquima hepatico que puede sangrar.

Factores intraoperatorios

Todos aquellos factores que supongan un aumento en la dificultad quirurgica, van a ser
factores asociados a la necesidad de transfusion. Por la misma razon, la duracion del
trasplante, como indicador de la complejidad quirurgica, es un factor de riesgo de
hemorragia. Los antecedentes de cirugias previas en el receptor, aumentan las
probabilidades de adherencias en la cavidad abdominal, que frecuentemente estan

altamente vascularizadas y que son una de las causas de hemorragia intraoperatoria.
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Otro factor que dificulta el trasplante es que el receptor tenga trombosis parcial o total de
la vena porta. De la misma forma los pacientes con hipertension portal grave desarrollan
colaterales que dificultan y sangran con facilidad durante la hepatectomia del receptor.
Ademas, los pacientes con hipertension portal grave, tienen alterada la respuesta a la
reposicion de volumen con hemoderivados, de tal manera que, lejos de mejorar, la
transfusion produce un incremento de la hemorragia por aumento de la presién portal®*.
Los pacientes cirréticos tienen alterados los factores de la coagulacion, por lo tanto, una
reposicion excesiva con sueros durante el acto quirurgico puede contribuir a una dilucion
de estos factores, lo que también contribuye a un mayor sangrado intraoperatorio. La
acidosis, la hipotermia y la hipocalcemia, también son factores que van a contribuir al

desarrollo de coagulopatia.

Complicaciones vasculares

Las complicaciones pueden ocurrir a nivel de arteria hepatica, vena porta y venas
suprahepaticas. Como regla general, estas complicaciones suelen aparecer en el
postoperatorio precoz o durante el primer mes postrasplante, generalmente tienen una
morbimortalidad elevada si no se diagnostican con rapidez, y pueden incluso requerir
retrasplante por pérdida del injerto. La incidencia total de complicaciones vasculares
postrasplante hepatico oscila entre el 7,2 y el 30,8%, las complicaciones arteriales son las
mas frecuentes con una incidencia que varia entre 4,8-16,6%, seguidas de las
complicaciones en la vena porta entre 1,2-12,3%°" y en la vena cava del 2%%.

Complicaciones arteriales

Las complicaciones de la arteria hepatica se pueden englobar en 3 apartados: estenosis
de la anastomosis; trombosis, que a su vez puede ser temprana (primer mes) o tardia; y

pseudoaneurisma.

La estenosis de la arteria hepatica sucede con una incidencia del 0,8-9,3%%, y aunque a
veces comienza de forma insidiosa y contribuir a cierto grado de disfuncion del injerto,
puede evolucionar hacia trombosis, lo cual conlleva la aparicién de complicaciones
biliares e incluso la pérdida del injerto. El desencadenante se debe a factores

relacionados con la técnica quirurgica, que produce traumatismos sobre la arteria y una
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diseccidn de su capa intima. Estos traumatismos disminuyen cuando se utilizan lentes de
aumento para la realizacién de la anastomosis arterial®®. Otros factores incluyen la
aparicion de rechazo agudo, la disparidad de calibre entre la arteria del donante y del
receptor, el dafio microvascular ocasionado durante la preservacion del érgano, e incluso
la disrupcidn de los vasa vasorum de la arteria del injerto’®. También factores
inmunoldgicos parecen tener influencia en la aparicion de estenosis de la anastomosis de
la arteria hepatica. De tal forma que los pacientes que son trasplantados por hepatitis
autoinmune, cirrosis biliar primaria y colangitis esclerosante primaria tienen mayor

incidencia de estenosis’!,

La trombosis de la arteria hepatica tiene una incidencia que varia del 2,5-6% en adultos y
del 15-20% en nifios'%2. La trombosis puede acaecer de forma temprana, durante el
primer mes postrasplante o de forma tardia, y las manifestaciones clinicas van a ser
diferentes. La trombosis temprana produce dafio hepatocelular, con aumento de las
transaminasas y dano en el epitelio del arbol biliar por ausencia de colaterales que lo
irrigan, lo que conduce a una disminucion de la produccion y la calidad de la bilis, junto
con la aparicién de fiebre y sepsis por la destruccion del arbol biliar. Esta entidad requiere
de la actuacion urgente por el equipo de trasplante tras su diagnostico, ya que un retraso
en su tratamiento desemboca en la pérdida del injerto e incluso en la muerte del paciente,
con una mortalidad estimada del 23%"%%, segln algunas series. El principal factor
relacionado vuelve a ser la técnica quirurgica que puede producir estenosis de la
anastomosis y evolucionar a trombosis. Otros factores son: la presencia de variantes
anatomicas arteriales que obligan a la reconstruccion arterial en el banco de trasplante
(muy relevante); la disparidad de calibre entre la arteria donante y la receptora; la
utilizacion de arterias de mayor longitud y/o anastomosadas directamente a la aorta, con
mayor probabilidad de torsion y/o acodamiento; injertos con tiempos de isquemia fria
prolongados; reconstruccion biliar en “Y” de Roux; reintervenciones®’; incluso la
administracidén excesiva de hemoderivados que puede favorecer un estado de

hipercoagulacion'%?.

La trombosis que ocurre de forma tardia, cursa de forma insidiosa y clinicamente menos
catastroéfica, ya que la funcion hepatica permanece preservada. La trombosis tardia afecta
directamente a los colangiocitos al dafiar la microcirculacién del plexo vascular peribiliar.

La apoptosis y necrosis contribuyen a la formacidon de estenosis y abscesos en todo el
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arbol biliar'?, por isquemia biliar (colangiopatia isquémica). La etiologia de la trombosis
tardia es mas controvertida; se alude a factores inmunoldgicos, y factores que aumentan
la incidencia de trombosis a nivel sistémico (por ejemplo: deficiencias en la proteina C).
Pero un factor relevante es la infeccion por citomegalovirus en el postrasplante, que
produce una activacion de las células endoteliales con un aumento de la actividad

plaquetaria, que contribuye al desarrollo de fenémenos tromboéticos'%4,

La incidencia de pseudoaneurisma de la arteria hepatica tiene una incidencia del 0-3%%’,
y suelen producirse tras la manipulacion de la arteria o de las estructuras que la rodean.
Por ello la gran mayoria aparece tras el tratamiento endovascular por una
estenosis/trombosis de la arteria hepatica. Los pseudoaneurismas pueden ser intra- o
extrahepaticos. Las causas que favorecen la aparicion de pseudoaneurismas
intrahepaticos incluyen la biopsia hepatica percutanea, la colangiografia
transparietohepatica e incluso la colocacion de drenajes percutaneos transhepaticos. Por
otro lado, el principal factor para el desarrollo de un pseudoaneurisma extrahepatico es la
aparicion de abscesos de localizacién periarterial®’. El diagnoéstico de esta entidad es
importante, ya que, aunque cursa de forma silente, su rotura puede desembocar en

hemobilia y/o hemoperitoneo.

Complicaciones portales

Fundamentalmente, trombosis portal, que puede ser parcial cuando existe algo de flujo
portal, o completa cuando el flujo de sangre a través de la porta se encuentra totalmente
interrumpido. La incidencia es baja, no supera el 12%, pero aumenta en los trasplantes
pediatricos de donante vivo'%. La presentacion clinica puede ser brusca en el
postoperatorio inmediato con importantes repercusiones clinicas y analiticas, o mas

larvada en los meses posteriores al trasplante, con un curso clinico mas indolente.

Entre los factores de riesgo favorecedores de la trombosis portal en postrasplante
inmediato, destaca la presencia de trombosis previa en el receptor. Para algunos es un
fendmeno poco frecuente'®, para otros oscila entre 6-40%'%2. Pero este aumento en la
incidencia de retrombosis, particularmente mayor en aquellos pacientes que han recibido
multiples transfusiones durante el trasplante'’®’, no se traduce en un aumento en la
morbilidad y mortalidad, por lo que no debe contraindicar el trasplante hepatico'®. Otros
factores son la hipertension portal severa, la presencia de grandes colaterales
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portosistémicas, el uso de TIPS para disminuir la hipertensién portal, la asimetria entre el
calibre de la vena porta del donante y el receptor, lesiones producidas en la pared de la
vena porta al realizar la trombectomia'®?, el tiempo de isquemia caliente, la utilizacién de

donantes por parada cardiaca y la presencia de episodios de rechazo'.

La trombosis portal en el postrasplante inmediato se traduce en una isquemia del injerto,
junto con la generacién de ascitis y de signos de hipertension portal, que lleva al paciente
a una situacion clinica grave, similar al fallo primario del injerto con inestabilidad
hemodinamica, sangrado e incluso isquemia intestinal, y puede desembocar en éxitus. Sin
embargo, la trombosis portal tardia, no suele producir un fallo del injerto, pero produce

hipertension portal, con todo lo que ello conlleva.

Complicaciones en las venas suprahepaticas

En 1989 Tzakis et al.’® publicaron la técnica de preservacion de la vena cava durante la
hepatectomia (“piggy-back”), técnica que hoy en dia es utilizada por la gran mayoria de
grupos de trasplante hepatico ya que conlleva menos alteraciones a nivel hemodinamico
que la técnica clasica con reseccion de la vena cava retrohepatica sin bypass
venovenoso. Esto se traduce en una menor morbilidad y mortalidad. Sin embargo, ningun
estudio refleja que la preservacion de vena cava conlleve menor morbilidad y mortalidad
en comparacion con el bypass venovenoso''?, pero aun asi ha sido adoptada en la gran
mayoria de centros de trasplante.

Las complicaciones con esta técnica se relacionan con la anastomosis entre la vena cava
suprahepatica del higado donante y el parche que se realiza con las venas
suprahepaticas del receptor. Los errores técnicos en la realizacion de esta anastomosis
son el principal factor que predispone a su estenosis. Los fendmenos de trombosis en
esta anastomosis, ya sea por estenosis o por otros factores, van a constituir el principal
problema y dependen de factores técnicos durante el trasplante hepatico. Y entre estos
factores van a ser claramente fundamentales la desproporcion entre el tamafio del injerto
utilizado y la fosa hepatica del receptor; y por otro lado la realizacion de la anastomosis de
2 0 3 venas suprahepaticas del receptor a la vena cava del donante. La desproporcion de
tamanos entre el injerto y la fosa hepatica van a ser claves en el éxito o el fracaso de la

anastomosis, ya que un injerto pequefio en una fosa grande puede torsionar, estenosar y

Traslocacion de ADN en TxH 30 Candido F. Alcazar Lopez



Introduccion
trombosar la anastomosis; mientras que un injerto grande en una fosa pequefia puede
colapsar, y también estenosar y trombosar la anastomosis'!'. La conformacion de la
anastomosis a un parche formado por 2 venas suprahepaticas del receptor, generalmente
la vena media y la izquierda, o al parche formado por las 3 venas suprahepaticas, también
es otro factor directamente relacionado con la trombosis de dicha anastomosis, mas

frecuente en un parche con 2 venas'''.

La estenosis de esta anastomosis puede debutar en el mismo acto quirurgico, dar lugar a
una congestion del injerto hepatico, que debe subsanarse inmediatamente; o bien en el
postoperatorio inmediato y dar lugar a un sindrome de Budd-Chiari agudo que
generalmente conduce a un fracaso hepatico fulminante. Los pacientes que presentan
compresion o estenosis tardia presentan una clinica mas larvada, puede aparecer ascitis,
edemas en miembros inferiores e incluso trombosis sobre la vena cava del receptor que

puede provocar fenémenos de tromboembolismo pulmonar®’.

Complicaciones biliares

La incidencia de las complicaciones de origen biliar oscila entre 10-40%''2. Las
complicaciones biliares empeoran de forma importante en la calidad de vida de los
pacientes, ya que constituyen una de las principales causas de reingresos hospitalarios, y
empeoran la supervivencia del injerto. Ademas, requieren de diversos procedimientos
para su solucion, entre los que destacan los llevados a cabo por radiologia
intervencionista, los llevados a cabo mediante CPRE, y los quirurgicos. Los principales
problemas asociados a la via biliar son la fuga biliar y la estenosis, que a su vez pueden
ocurrir en dos localizaciones bien diferenciadas, la anastomosis o fuera de ella. Otras
complicaciones menos frecuentes solo se mencionaran en este apartado: disfuncion del
esfinter de Oddi (7%'"3), coledocolitiasis, barro biliar (5-7%'12), compresiones extrinsecas
de la via biliar (mucocele del conducto cistico, neuromas o linfomas peribiliares, todos con

baja incidencia’'?) y torsiones sobre un conducto biliar redundante (incidencia escasa’'?).

Fuga biliar

Con una incidencia que oscila entre el 2-21% de todos los pacientes con trasplante

hepatico''?, diferentes estudios han demostrado una disminucion en su incidencia en la
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era post-MELD, fundamentalmente por una menor utilizacion de tubos en T"4115_ La fuga
biliar se clasifica en temprana y tardia, si se produce antes o después del primer mes
postrasplante; y en anastomotica y no anastomaética segun su relacion con la anastomosis
biliar. La fuga biliar no anastomaética ocurre principalmente en pacientes en los que se ha
utilizado un tubo en T (fuga en el lugar de entrada del tubo) o un injerto hepatico parcial
(fuga en la superficie de corte). La fuga biliar da lugar a un bilioma que, en funcion de su
tamano, cursara con mayor o menor clinica, y tendra un tratamiento diferente:

observacion clinica, tratamiento intervencionista o tratamiento quirurgico.

Estenosis biliar

La estenosis biliar se divide en estenosis de la anastomosis y estenosis no anastomoética,
y tiene una incidencia entre 9-12%"'®. Aunque la mayoria ocurre dentro del primer afio
postrasplante, el riesgo acumulado aumenta con el tiempo, de 6,6% en el primer afio a
12,3% a los 10 afios'"”. La isquemia local resultante de una mala técnica quirtrgica es el
principal factor de riesgo. Otros factores son: la edad del donante, la utilizacién de injertos
de donantes a corazon parado, la anastomosis ducto-ducto, la presencia de fuga biliar, e
incluso la utilizacion de donantes de sexo femenino en receptores masculinos''?. El
tratamiento suele ser efectivo con recursos intervencionistas, tanto dilataciones y stent por
via transparietohepatica como por via endoscopica. Sin embargo, algunos pacientes no
se resuelven con estos métodos y son subsidiarios de tratamiento quirurgico, con una

hepaticoyeyunostomia en Y de Roux.

Las estenosis no anastomoticas pueden ocurrir en cualquier zona del arbol biliar, con una
incidencia que oscila entre 1-20%"'6. Esta complicacion suele ser refractaria al tratamiento
intervencionista y constituye un desafio en los problemas biliares postrasplante. De
hecho, es el problema biliar con mayor repercusién en morbilidad y mortalidad, de tal
forma que mas del 50% de los pacientes requeriran un retrasplante hepatico''. Las
estenosis que aparecen durante el primer afio postrasplante tienen una causa
principalmente isquémica, y suelen situarse cerca de la bifurcacion de los conductos
hepaticos; mientras que las que aparecen después del afo, tienen un sustrato
inmunoldgico'8, y suelen aparecer en la periferia del arbol biliar. La toxicidad de las sales
biliares también esta descrita como un factor de riesgo en el desarrollo de estenosis no

anastomoticas'®.
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Entre los factores isquémicos causantes de estenosis biliar no anastomatica se incluye la
estenosis y/o trombosis de la arteria hepatica, que produce isquemia y necrosis de los
conductos biliares, el tiempo de isquemia fria (mayor de 13 horas), y el de isquemia
caliente. Especial interés tiene el tiempo de isquemia caliente, ya que es superior en los
donantes de corazon parado, en los que la incidencia de estenosis llega a ser del 30%""2.

En cuanto a factores inmunoldgicos, se ha visto que aquellos trasplantes que se realizan
sin compatibilidad ABO, o en receptores con colangitis esclerosante primaria o hepatitis
autoinmunes, tiene mayor incidencia de estenosis no anastomotica. También tienen
mayor frecuencia de estenosis, los pacientes que han presentado infeccion por CMV y
aquellos con rechazo croénico. Los pacientes con mutaciones en el CCR5 (C-C quimiocina
receptora del tipo 5), especificamente el polimorfismo CCR5A32 que tiene un impacto
especifico en la funcion de las células T, tiene mayor incidencia de estenosis no

anastomotica’?0,

Rechazo agudo

El rechazo agudo se puede definir como una reaccion del sistema inmunoldgico del
receptor que puede producir disfuncion o incluso pérdida de tejidos u érganos extrafios
(donante)'?'. Es la forma mas frecuente de rechazo, con una incidencia variable en 25-
70% de los pacientes, Ocurre durante el primer ano postrasplante, pero la mayoria
aparece en las primeras 6 semanas'?2. Actualmente se describen dos tipos de rechazo

agudo:

1. El rechazo mediado por células T (rechazo agudo celular), principalmente CD4+ y
CD8+, que produce inflamacion portal, endotelitis y dafio en los conductos
biliares'?.

2. El rechazo mediado por anticuerpos (rechazo agudo humoral), que produce fibrosis
y fendmenos de remodelacion en los espacios porta, que conlleva a la formacion
de shunt del flujo sanguineo, hipoxia y deterioro de la funcién hepatica'?. La
incidencia de este tipo de rechazo es baja comparada con el rechazo mediado por
células T, debido a varios factores: la extraordinaria capacidad que posee el higado
para limpiar los anticuerpos que provienen del donante; los avances en la terapia

inmunosupresora y en la técnica quirurgica que conlleva una menor transfusion de
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hemoderivados; y el screening para compatibilidad ABO que se realiza de forma

universal'23,

En décadas pasadas el principal caballo de batalla en el trasplante de érganos sélidos los
constituia el rechazo, que disminuia de forma significativa la supervivencia de los
pacientes. Sin embargo, el desarrollo de potentes agentes inmunosupresores, sobretodo
los inhibidores de la calcineurina, junto con una mayor experiencia clinica y avances en la
inmunologia clinica han contribuido a que las tasas de rechazo y la transcendencia que
este tiene en la supervivencia del paciente y del injerto, sean mucho menores'?*. De
hecho, las principales causas de muerte tras el trasplante son procesos que mas tienen
que ver con la exposicion prolongada a los farmacos inmunosupresores (infecciones,

insuficiencia renal y eventos cardiovasculares) que con el mismo acto del trasplante”®.

El higado, ademas, es un 6rgano privilegiado desde el punto de vista inmunoldgico debido
a multiples factores: tiene gran capacidad para lavar anticuerpos circulantes; un gran
potencial de regeneracion; doble aporte sanguineo; y una constante interaccion con
multitud de antigenos procedentes del intestino. Este privilegio inmunoldgico se pone de
manifiesto en el trasplante combinado hepato-renal, en el que el existe una menor tasa de
rechazo renal debido a la proteccién ejercida por el higado'?. Por otro lado, pacientes
que han experimentado algun episodio de rechazo, incluso moderado-severo y con buena
respuesta al tratamiento con corticoides, presentan mejores tasas de supervivencia en

comparacion con aquellos que no han presentado ningun episodio de rechazo'?.

Las particularidades inmunoldgicas del higado hacen que la gran mayoria de rechazos
agudos se puedan controlar con medicacion inmunosupresora (aumento de
anticalcineurinicos o con bolos de corticoides fundamentalmente); tengan escasa
repercusion en la supervivencia del paciente y del injerto a largo plazo cuando ocurren de
forma aislada; precisen de menos medicacion inmunosupresora que otros organos
solidos; y solo un 2-4% de los pacientes presente pérdida del injerto a largo plazo como

consecuencia del desarrollo de un rechazo crénico’.
Los pacientes con rechazo agudo celular pueden cursar de forma asintomatica o con

sintomatologia inespecifica: fiebre, dolor abdominal, cansancio. Suelen estar elevadas las

enzimas de colestasis (FA y GGT), pero también es frecuente ver elevacion de
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transaminasas vy bilirrubina. El diagndstico requiere una biopsia hepatica. El rechazo
agudo celular se gradua en tres niveles segun la clasificacién de Banff'?': leve, moderado
y severo. Para ello se valora el grado de inflamacién portal, de inflamacion y lesién en el
ducto biliar, y de inflamacion venosa endotelial (Tablas 3 y 4'?7). El tratamiento del
rechazo mediado por células T es fundamentalmente con farmacos inmunosupresores:

aumento de los calcineurinicos, bolos de corticoides y timoglobulina.

Tabla 3. Criterios de Banff para el rechazo celular agudo

Categorias

. Criterios morfolégicos Puntuacion
principales

Inflamacion de linfocitos que compromete una minoria de las 1
triadas
Expansion de la triada portal por inflamacion de linfocitos, 2

Inflamacién portal plasmocitos, neutrdéfilos, eosindfilos y algunos blastos
Marcada expansion portal por infilirado inflamatorio heterogéneo
con numerosos blastos y eosindfilos en todas o en la gran 3
mayoria de las triadas portales y extension a la zona periportal
Ocasionales ductos muestran inflamacion intraepitelial y leves 1
cambios reactivos

| - L La mayoria de los ductos muestran inflamacién y cambios

nflamacion y lesion 2

ductales de tipo degenerativo
Compromiso de todos los ductos por células inflamatorias y
cambios degenerativos severos del epitelio ductal, con 3
disrupcion de la luz
Infiltracion subendotelial de linfocitos que compromete algunas 1
vénulas portales y/o hepaticas
Inflamacién venosa Infiltracion subendotelial de linfocitos en la mayoria de las
endotelial vénulas portales y/o hepaticas, desprendimiento de células 2
endoteliales
Inflamacién subendotelial de linfocitos moderada o severa de
venas portales y/o hepaticas, compromiso de venas centrales, 3
desprendimiento endotelial y necrosis perivenular
Adaptado de Lopez Panqueva R del P. Liver biopsies in transplant pathology: Histopathological diagnosis
and clinicopathological correlation in the early post-transplant period. Rev Colomb Gastroenterol. 2016;
31(2):161-171.

del ducto biliar

El rechazo humoral, mucho menos frecuente en el trasplante hepatico que en otros
trasplantes de 6rganos sélidos, suele manifestarse con disfuncion del injerto,
hiperbilirrubinemia, aumento de transaminasas, trombocitopenia, persistencia de
anticuerpos especificos del donante, niveles bajos del complemento sérico y la presencia
de inmuno-complejos en la circulacion sanguinea’?®. Generalmente ocurre en las primeras
semanas postrasplante, en receptores sensibilizados previamente, aunque de forma
ocasional también puede suceder de forma tardia en los 6 meses posteriores. Para su
diagndstico también es indispensable la realizacion de una biopsia hepatica, y cumplir una
serie de criterios que quedaron definidos en 201628, El tratamiento, al igual que en el

rechazo agudo celular, es fundamentalmente con farmacos inmunosupresores: bolos de
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corticoides, aumento de la dosis de anticalcineurinicos y timoglobulina. En los casos
graves se utilizan la combinacion de varios farmacos: rituximab, bortezomib (inhibidor de
la proteasoma), inmunoglobulinas o incluso plasmaferesis'?3. Minimizar la utilizacion de
hemoderivados en los pacientes cirréticos, es una de las estrategias que disminuye la
aparicion de este tipo de rechazo, ya que las transfusiones aumentan el riesgo de
sensibilizacion debido a la gran cantidad de antigenos que introducen'?.

Tabla 4. Clasificacion del rechazo celular agudo

No rechazo Puntuacion (0-2) o Inflamacién portal de linfocitos minima que no cumple criterios para
Indeterminado Puntuacion (3) el diagnostico

Leve Infiltrado caracteristico de rechazo celular agudo en las minorias de
Puntuacion (4-5) las triadas portales, confinado al espacio portal

Moderado Infilirado caracteristico de rechazo celular agudo en la mayoria de
Puntuacion (6-7) las triadas portales

Infiltrado caracteristico de rechazo celular agudo en casi todas las

Grave triadas portales, de densidad celular moderada/severa, que se
Puntuacion (8-9) extiende a la region periportal, al parénquima hepético y con necrosis
perivenular

Adaptado de Lépez Panqueva R del P. Liver biopsies in transplant pathology: Histopathological diagnosis
and clinicopathological correlation in the early post-transplant period. Rev Colomb Gastroenterol. 2016;
31(2):161-171.

Complicaciones infecciosas precoces

Las infecciones constituyen la mayor causa de morbilidad y mortalidad en el trasplante
hepatico. De tal manera que hasta un 80% de los pacientes trasplantados tienen algun
tipo de infeccion. Alrededor del 70% de estas infecciones son de origen bacteriano,
mientras que el 20% son de origen virico y alrededor del 8% de origen fungico'3°. Ademas
de ser una fuente de complicaciones, las infecciones aumentan la estancia hospitalaria e
incrementan los costes asociados. Aproximadamente una tercera parte de las infecciones
ocurre en el primer mes postrasplante, provocadas en gran parte por las bacterias
aerdbicas gram negativas y hongos que colonizan el tracto gastrointestinal'®'. El riesgo de
gue un paciente trasplantado desarrolle una infeccién depende tanto de la exposicion a
los agentes infecciosos como del nivel de inmunosupresion. Ademas, las infecciones van
a provenir de agentes diferentes, en funcion del tiempo transcurrido desde el trasplante

(Tabla 5). Habra infecciones tempranas (antes del primer mes postrasplante), infecciones
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en un periodo intermedio (desde el mes 1 al 6) e infecciones tardias (después del 6° mes).
Factores que dependen del receptor, del donante y del proceso quirurgico van a tener una
vital importancia en la generacion de infecciones tempranas. Pero también polimorfismos

que afectan a la inmunidad innata, tanto del donante como del receptor'®2. Las infecciones

bacterianas precoces, suelen ocurrir en la cavidad abdominal, en el torrente sanguineo o

en los pulmones'®,

Tabla 5. Evolucion del tipo de infeccidon en el postrasplante.

Tiempo Factores Infecciones
1¢" Mes Uso de antibidticos pre-trasplante Neumonia
Receptores colonizados Infeccion de herida quirdrgica
Estancias prolongadas UCI: Infeccion intraabdominal
» Ventilacion mecanica Infeccion urinaria
» Catéteres venosos, urinarios Bacterias habituales
Técnica quirurgica Candida, Aspergillus
Induccion de inmunosupresion SAMR, ERV
(anticuerpos monoclonales) Clostridium Difficile
2°-6° Mes Inmunosupresion intensa CMmVv
Activacion de infeccion latente Virus herpes simple
Reactivacion de infeccion previa en el VHC
receptor Tuberculosis
Pneumocistis jirovecii
Mucormicosis
Otras micosis
A partir del 6° Mantenimiento de la inmunosupresion Infecciones adquiridas en la
Mes comunidad

Infeccidn tardia por CMV

SAMR: Estafilococos Aureus Meticilin Resistente; ERV: Enterococos Resistentes a la Vancomincia
Adaptado de Pedersen M, Seetharam A. J Clin Exp Hepatol. 2014;4(4):347-360

Factores del procedimiento quirtirgico

Muchos factores derivan de la técnica quirurgica utilizada, otros tienen relacion con el

injerto utilizado y con su entorno, como por ejemplo las infecciones producidas como

consecuencia de una contaminacion del liquido de preservacion del injerto. La transfusion

de hemoderivados, la disfuncion primaria del injerto y la trombosis de la arteria hepatica

son causas directamente relacionadas con el aumento de infecciones en el postoperatorio

temprano. Otros focos de infeccidn son las colecciones intraabdominales postquirurgicas,

asi como cualquier tipo de estenosis (anastomoética y no anastomética) y/o fuga en el

arbol biliar. Indirectamente, cualquier otro evento relacionado, como un tiempo prolongado

de isquemia o la esteatosis hepatica del injerto, va a favorecer la aparicion de infecciones.
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Las reintervenciones, el retrasplante, el uso de dialisis, la ventilacibn mecanica
prolongada, la estancia prolongada en UCI, el uso de catéteres permanentes, la
realizacién de hepaticoyeyunostomia, y el uso de antibidticos en el peritrasplante, son

otros factores que aumentan el riesgo de desarrollar infecciones bacterianas’2.

En este contexto, la utilizacion inapropiada y masiva de antibiéticos en el paciente
trasplantado aumenta la probabilidad de infeccion por Clostridium difficile, ademas de
facilitar la infeccidn por hongos. De forma especifica, los factores que favorecen la
aparicion de una candidiasis invasiva son las reintervenciones, el retrasplante, la
utilizacion de grandes cantidades de hemoderivados, la utilizacion de terapia renal
sustitutiva, la realizacion de hepaticoyeyunostomia, o la colonizacion previa por Candida.
Para la infeccidn por Aspergillus, los factores son los mismos, pero ademas hay que
afadir el fallo primario del injerto, la infeccion por CMV y la estancia prolongada en UCI'32.
Ademas de todos estos factores, no hay que perder de vista que la intensidad y el tipo de

inmunosupresion también va a ser un factor determinante en el desarrollo de infecciones.

Factores del receptor

La puntuacion MELD del receptor como marcador prondstico de la enfermedad hepatica,
asi como la estancia en UCI previa al trasplante, la edad, la malnutricion, la obesidad o la
diabetes, son factores que aumentan la probabilidad de tener una infeccion en el
postrasplante inmediato. La fibrosis quistica y la bronquitis cronica favorecen de forma
especial al riesgo de infecciones pulmonares. La utilizacion de inmunosupresores previos
al trasplante, como por ejemplo en las hepatitis autoinmunes, la presencia de ascitis o la
utilizacién de catéteres intravasculares de larga duracion, también contribuyen a una
mayor frecuencia de infecciones. Ademas, factores que tienen que ver con la practica
clinica habitual y con el entorno hospitalario del receptor, como son el lavado de manos
por el personal sanitario, o la flora microbiana particular de cada servicio hospitalario,
también afectan al desarrollo de infecciones. Hasta incluso el género del receptor puede
tener influencia en la probabilidad de contraer una infeccion, ya que se han demostrado
mas infecciones en los receptores de sexo masculino con injerto procedente de donante

masculino'32,
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Factores del donante

Aproximadamente un 1% de las complicaciones que ocurren en el paciente trasplantado
provienen de una infeccion en el donante. Las infecciones en el donante ya reciben su
tratamiento, que se prolonga en el receptor cuando es necesario. Solo algunas
infecciones no detectadas, como por ejemplo el Dengue, pueden poner en peligro al
receptor hepatico. Es facil deducir que una estancia hospitalaria prolongada del donante
actua como factor de riesgo para contraer infecciones que puedan ser transmitidas al
receptor. Otros factores que hacen alusion a la calidad del injerto, como la esteatosis o la
edad, y que influyen en el riesgo de disfuncion primaria del injerto, afectan de forma

indirecta en el desarrollo de infecciones'32.

Polimorfismos en el sistema inmune innato

La inmunosupresion que se emplea tras un trasplante hepatico hace que el sistema
inmune adaptativo se encuentre muy deprimido, y deja al paciente trasplantado
dependiente del sistema inmune innato para su defensa de los patdégenos infecciosos. La
via innata del sistema inmune constituye una de las primeras defensas para luchar contra
esos patogenos, y agrupa a un importante numero de moléculas entre las que se
encuentran los TLR y la via de la lecitina para la activacion del complemento?32.
Mutaciones en el gen que regula el TLR tipo 2 hacen que el receptor sea mas susceptible
a contraer infecciones bacterianas y viricas, especialmente las producidas por CMV. Del
mismo modo, mutaciones que afectan a la via de la lecitina para la activacion del
complemento, afectan a proteinas que se expresan de forma exclusiva en el higado y que
son fundamentales para un correcto funcionamiento de la inmunidad innata. Por lo tanto,
donantes con esta mutacidn van a contribuir a una mayor probabilidad de infecciones

postrasplante en el paciente receptor’3,

Complicaciones neurolégicas

Debido en gran parte a la alta supervivencia tras trasplante hepatico, superior al 75% a los
5 afos, complicaciones o secuelas neurologicas que derivan de este procedimiento toman

especial relevancia, ya que afectan de forma importante a la calidad de vida de los
pacientes. Mas aun, cuando estas aparecen hasta en un 30% de los pacientes
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trasplantados hepaticos. Esta cifra es especialmente relevante cuando se compara con
otros trasplantes, donde la prevalencia es mucho menor: alrededor del 4% en trasplante
cardiaco y del 0,5% en trasplante renal'®3. La mayor prevalencia no debe atribuirse solo a
que muchos pacientes tengan alteraciones neuroldgicas previas al trasplante, tales como
encefalopatia hepatica por la cirrosis, sino que pacientes con fallo hepatico agudo o
cirroticos sin complicaciones neurolégicas antes del trasplante, desarrollan secuelas
neurologicas postrasplante. Por lo tanto, existen otros factores que pueden provocar
alteraciones neuroldgicas en el paciente trasplantado hepatico. Las complicaciones
neurologicas suelen aparecer durante los 3 primeros meses postrasplante y se dividen

segun su pronostico en menores y mayores'33:

Complicaciones menores

Son de buen pronéstico, su tratamiento se enfoca a los sintomas que producen, y suelen
desaparecer de forma espontanea. Las mas frecuentes son temblor, cefalea, alteraciones
del suefo (insomnio, pesadillas), neuropatias periféricas (parestesias, disestesias,
radiculopatia debida a infeccion por herpes zoster) o el sindrome de piernas inquietas.

Complicaciones mayores

Complicaciones vasculares'*

Incluye tanto complicaciones de origen isquémico como hemorragico'33. La mayoria de
pacientes que esperan un trasplante hepatico tienen alteraciones en los factores de la
coagulacion y trombopenia. Esto, unido al proceso quirurgico, en el que la hipotension, las
alteraciones hidroelectroliticas y las pérdidas sanguineas no son inusuales, hacen que
estos pacientes sean mas susceptibles a tener problemas hemorragicos intracraneales,
subdurales o subaracnoideos. Por otra parte, la mayor edad de los candidatos a
trasplante hepatico, unido a la mayor prevalencia de cirrosis por esteatosis hepatica, hace
que aumenten los factores de riesgo cardiovascular y la probabilidad de accidentes
cerebrovasculares de origen isquémico, ya sea por embolias producidas en las caroétidas
o por embolismos de las propias arterias intracraneales. En este sentido, durante la
reperfusion hepatica se producen alteraciones en el flujo sanguineo intracraneal; su

disminucién al reperfundir el injerto puede provocar fenémenos isquémicos si previamente
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habia estenosis arteriales intracraneales no sintomaticas. Por otra parte, los pacientes
cirroticos con encefalopatia hepatica no tienen una buena regulacion del flujo sanguineo
cerebral, de tal forma que la correccion repentina del mismo tras el trasplante hepatico
puede tener un efecto devastador.

Sindrome de desmielinizacion osmotica

Si ocurren cambios bruscos en la osmolaridad tras la correccion de una hiponatremia, se
produce dafio en los oligodendrocitos con destruccién de las vainas de mielina32133, Su
consecuencia es una desmielinizacion del sistema nervioso central, fundamentalmente en
el centro de la protuberancia, una complicacién que ocurre en 2-4% en los pacientes
trasplantados hepaticos. El espectro clinico de esta entidad es amplio, y va desde cuadros
de encefalopatia y/o delirio hasta la paralisis pseudobulbar y la cuadriparesia espastica.
También puede ocasionar ataxia y movimientos extrapiramidales que asemejan al
Parkinson por lesion de los ganglios basales. Entre los factores de riesgo mas
importantes, se encuentra un nivel de sodio previo al trasplante inferior a 125 mEg/I, un
balance de fluidos intraquirurgico muy positivo, o complicaciones hemorragicas durante el
intra/postoperatorio. En la actualidad, la introduccion del MELD-Na como herramienta
para priorizar a los pacientes cirréticos en la lista de espera, puede suponer un aumento
de la incidencia de esta complicacion, ya que se trasplanta a pacientes con niveles de
sodio mas bajos.

Convulsiones

Es una de las complicaciones mas frecuentes tras el trasplante hepatico, con una
prevalencia que alcanza el 10%'3. Pueden ser parciales o generalizadas y presentarse
como crisis tonico-clonicas. Las convulsiones pueden ser consecuencia de otras
complicaciones neuroldgicas (ACV, infecciones). Cuando las pruebas de imagen (TAC y/o
RMN) y el EEG son normales, la causa mas frecuente de convulsiones es la
neurotoxicidad asociada a los farmacos inmunosupresores (fundamentalmente inhibidores
de la calcineurina: tacrélimus y ciclosporina). Evitar la administracion de ciclosporina
intravenosa, asi como un control estrecho de los niveles de tacrélimus ayuda a reducir la
incidencia de convulsiones en el paciente trasplantado. Trastornos electrolitos, asi como

la administracién de B-Lactamicos, fluorquinolonas, neurolépticos y tramadol, también se
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han asociado con la aparicion de crisis comiciales parciales.

Infecciones y abscesos cerebrales

Entre un 5-10% de los pacientes sometidos a trasplante hepatico presentan infecciones
del sistema nervioso central, ocasionadas principalmente por gérmenes oportunistas,
debido al uso de inmunosupresores'33. La familia de los Herperviridiae (especialmente el
virus del herpes humano tipo 6, VHH-6), el Citomegalovirus y el virus del Herpes Simple
(VHS), causan frecuentemente encefalitis y meningoencefalitis. En la actualidad, otro virus
emergente, el virus de la Hepatitis E también se ha descrito como causante de encefalitis.
Las bacterias, entre las que destaca la familia de la Listeria, y los hongos son causa
fundamentalmente de cuadros de meningitis. Un cuadro de meningitis que ocurre de
forma tardia, puede ser secundario a Mycobacterium tuberculosis. Las familias de hongos
Aspergillus y Nocardia son fuente de abscesos cerebrales.

Sindrome de encefalopatia posterior reversible (SEPR)

Descrito por Hinchey en 1996, presenta una imagen radiolégica caracteristica con edema
subcortical sin infarto, y unos sintomas clinicos muy variables que van desde la alteracion
de la conciencia hasta el status epiléptico’®*. El diagndstico se realiza mediante
resonancia magnética, y su incidencia esta en aumento, probablemente por mejor
diagnéstico. Su incidencia es 1%, suponiendo 5% de todas las manifestaciones

neuroldgicas'3.

En su fisiopatologia se postulan varios mecanismos, como una alteracion en la regulacion
vascular cerebral y el dafio endotelial. Estudios actuales, promulgan se debe
principalmente al uso de inhibidores de la calcineurina: ciclosporina y tacrolimus. Este
grupo de inmunosupresores son potentes vasoconstrictores y pueden producir
alteraciones a nivel microvascular con dafio de la barrera hematoencefalica, lo que
conduce a un aumento del edema cerebral y al SEPR. Se ha implicado a otros
fendbmenos, como la hipertension arterial mantenida que puede producir alteraciones en la
autorregulacion vascular cerebral con la consiguiente vasodilatacion; también la
disfuncion endotelial y el edema vasogénico. La hipertension arterial, sin embargo, no
esta presente en muchos de los enfermos con el SEPR, por lo que actualmente se piensa
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que el factor principal predisponente es el uso de inhibidores de la calcineurina. El
antecedente de alcoholismo, la hipomagnesemia o la presencia de un foco infeccioso,

también parecen estar implicados.

Neurotoxicidad asociada al tratamiento inmunosupresor

La neurotoxicidad asociada a los farmacos inmunosupresores puede suceder
inmediatamente después del trasplante como consecuencia de las altas dosis empleadas
para inducir la inmunosupresion y evitar el rechazo; o en fase mas tardia como
consecuencia del posible efecto acumulativo de estos farmacos'323%, A pesar de ello, la
toxicidad neurolégica apenas tiene relacion con los niveles en sangre de los farmacos
inmunosupresores, y muchas veces su interrupcion es suficiente para que los sintomas
neurologicos desaparezcan. De entre todos los farmacos inmunosupresores utilizados en
el trasplante hepatico, solo el mofetil micofenolato es inocuo en la toxicidad neurolodgica.
Por lo tanto, corticoides, OKT3 y especialmente los inhibidores de la calcineurina
(ciclosporina y tacrélimus) van a tener un papel relevante en la neurotoxicidad inducida

por farmacos.

El uso de corticoides se asocia en un 3-4% de los pacientes al desarrollo de sintomas
psiquiatricos, tales como alteraciones del comportamiento. EI OKT3 produce sintomas
neurologicos raros, como una meningitis aguda aséptica o sintomas que imitan a la
encefalopatia de origen hepatico. Aunque no se sabe con exactitud la incidencia de
neurotoxicidad asociada a anti-calcineurinicos, hay autores que la situan entre 10-30%
para la ciclosporina y mayor del 32% para el tacrélimus. Los mecanismos por los que
producen neurotoxicidad son variados, y dependen tanto de su efecto directo al bloquear
la actividad de la calcineurina, como por efectos indirectos a nivel microvascular y
endotelial. Los efectos toxicos de la ciclosporina y del tacrélimus pueden producir
complicaciones neuroldgicas menores y mayores, con un espectro de sintomas muy
variado, e incluyen cefalea, alteraciones en el estado cognitivo, convulsiones,

alucinaciones visuales y auditivas, espasticidad, paresias y ataxia.
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Insuficiencia renal

Tras el trasplante hepatico, la incidencia de insuficiencia renal aguda (IRA) oscila entre
25-50% Yy la de enfermedad renal cronica (ERC) entre 30-90%'3¢. Ademas la utilizaciéon de
terapias de sustitucion de la funcidn renal en el postoperatorio inmediato, junto con el
rechazo agudo y las complicaciones de origen infeccioso, multiplican por cuatro la
mortalidad a 30 dias'3® y disminuyen la supervivencia'®’. La etiologia de la enfermedad
renal en los trasplantados hepaticos es multifactorial, y consta de factores pretrasplante,
factores que suceden durante el trasplante, y factores postrasplante'” (Tabla 6). En 2010,
un grupo de expertos reviso la definicidn de insuficiencia renal en los pacientes cirréticos,
y aparecié un nuevo concepto “trastorno hepatorrenal” que engloba toda alteracion en la
funcién renal que tiene lugar en los pacientes con enfermedad hepatica avanzada. Se

caracterizaron asi tres conceptos'3:

1. Lesioén renal aguda: cuando los valores de creatinina sérica se incrementan un 50%
de los basales o cuando hay un incremento de mas de 0,3 mg/dL en menos de 48
horas.

2. Enfermedad renal crénica: descenso de las cifras de filtrado glomerular a menos de
60 ml/min durante mas de 3 meses, medido con la formula MDRDG6.

3. Lesidén aguda en enfermedad renal cronica: aumento de los niveles de creatinina
mas del 50% de los niveles basales o un incremento de mas de 0,3 mg/dL en
menos de 48 horas, en un paciente que presenta un filtrado glomerular menor de

60 ml/min durante mas de 3 meses calculado con la formula MDRDG.

En la actualidad, se cuenta con nuevas herramientas para calcular con mayor precision la
funcién renal en pacientes con enfermedad hepatica avanzada. De entre todas, sobresale
la concentracion en suero de cistatina C. Esta proteina de bajo peso molecular, no
depende de la masa muscular y su valor no se ve influenciado por los niveles de
bilirrubina (al contrario que la creatinina sérica), por lo que refleja con mayor precision la

funcion renal en los pacientes cirréticos'3°.
Hasta un 18% de pacientes con trasplante hepatico desarrollaran ERC grave en los 5

primeros afios'3. Un numero elevado que sin duda se ha visto incrementado por la

implementacién del sistema MELD para la priorizacidén de los pacientes con hepatopatia
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cronica en las listas de espera para trasplante hepatico. Este sistema, utiliza los valores
de creatinina para priorizar a pacientes hepatopatas, lo cual hace que cada vez se
trasplanten mas pacientes con disfuncion renal. Identificar los factores de riesgo y

desarrollar estrategias para minimizar el dafio renal en los pacientes que se van a

Tabla 6. Factores favorecedores del desarrollo de enfermedad renal en los pacientes
trasplantados de higado.

Factores Pretrasplante Factores intraoperatorios Factores Postoperatorios
Disfuncion renal pretrasplante  Inestabilidad hemodinamica Necrosis tubular aguda por
(Creatinina > 2 mg / ml) durante el trasplante lesiones isquémicas o toxicas

Sangrado intraoperatorio y Rechazo agudo o disfuncion

Sindrome Hepatorrenal politransfusion de hemoderivados  primaria del injerto

Técnica quirurgica frente a
Piggyback

Factores de riesgo
convencionales

Niveles altos de bilirrubina Sindrome postperfusién

Hipoalbuminemia Nefropatia postcontraste

Hipoproteinemia Nefritis intersticial por farmacos

APACHE I Empleo prolongado de
vasopresores

Hiponatremia Infecciones

Reintervenciones

Transfusiones

Inmunosupresion con
inhibidores de la calcineurina

Uso de Antimicrobianos

Adaptado de Guerrero Dominguez et al. Nefrologia 2014,34(3):276-284.

someter a un trasplante hepatico repercute de forma significativa en la supervivencia a
corto y largo plazo. Una de esas estrategias es la indicacidon de trasplante hepatorrenal en
aquellos pacientes con disfuncion renal previsiblemente no recuperable tras el trasplante
hepatico aislado. Si nos remitimos a la Tabla 6, se identifica multitud de factores en
diferentes momentos del trasplante hepatico que pueden causar disfuncion renal. No es
objeto de esta tesis describirlos todos, pero por su especial implicacion nos detendremos
en dos de ellos: el sindrome hepatorrenal y la utilizacion de inhibidores de la calcineurina.

Sindrome Hepatorrenal

El sindrome hepatorrenal (SHR) se define como el desarrollo de insuficiencia renal
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potencialmente reversible, en pacientes con cirrosis y ascitis, con fallo hepatico agudo o
con hepatopatia alcohdlica. Se caracteriza por un deterioro de la funcién renal,
alteraciones cardiovasculares y una estimulacion del sistema nervioso simpatico y del eje
renina-angiotensina-aldosterona, que produce un aumento de catecolaminas con un
aumento de la vasoconstriccién a nivel renal y una disminucion del filtrado glomerular'#.
Los criterios para el diagndstico del SHR quedaron establecidos por Salerno et al. en
2007 (Tabla 7). El SHR puede aparecer de forma espontanea o como consecuencia de
infeccion, paracentesis, hemorragia gastrointestinal o incluso en el contexto de un factor
estresante como un evento quirtrgico'®”. Dependiendo de su forma de aparicion, el SHR

se clasifican en dos tipos:

1. SHRtipo |, se caracteriza por un deterioro de la funcidn renal rapido y agresivo,
con elevacién de las cifras de creatinina sérica al doble de su valor basal en menos
de dos semanas (por encima de 2,5 mg/dL) y con un prondstico muy desfavorable.
Generalmente los factores precipitantes son los afectan a la funcién cardiovascular,
provocan hipotension (peritonitis bacterianas espontaneas, shock) y activan los
sistemas vasoconstrictores endogenos'4°.

2. SHR tipo Il, con un deterioro de la funcion renal mas lento y larvado, se asocia
principalmente a pacientes con ascitis refractaria y tiene un pronostico mas

favorable que el tipo I.

Tabla 7. Nuevos criterios para el diagnostico de sindrome hepatorrenal.

Nuevos criterios para el diagnostico de sd. Hepatorrenal en la Cirrosis

Cirrosis con ascitis

Creatinina sérica > 133 ymol / 1 (1,5 mg / dI)

Sin mejoria de los niveles de creatinina sérica (descenso por debajo de 133 umol / |) después
de 2 dias sin diuréticos y con expansion de volumen con albumina. La dosis recomendada de
albumina es de 1g / kg de peso por dia, con un maximo de 100 g /dia

Ausencia de shock

Sin tratamientos recientes o actuales con farmacos nefrotéxicos

Ausencia de enfermedad renal parenquimatosa indicada por proteinuria > 500 mg / dia,
microhematuria y/o ecografia renal patoldgica

Adaptado de Salerno et al. Gut 2007. 56:6-13.

El tratamiento del SHR tipo | como del tipo Il es el trasplante hepatico. Previo al trasplante
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hepatico, se pueden utilizar otros tratamientos para intentar mejorar la funcion renal, pero
en ningun caso deben postergar el trasplante ya que empeoraria la calidad de vida y el
prondstico. El tratamiento con vasoconstrictores, fundamentalmente terlipresina, junto con
la expansion del volumen intravascular con albumina puede mejorar la funcion renal. Si
con ello no se consigue mejorar la funcion renal, estaria indicado la colocacion de un
TIPS, previa valoracion exhaustiva por el riesgo de desarrollo de encefalopatia en
pacientes con descompensacion hepatica'3. El dilema en estos pacientes es seleccionar
a aquellos cuya funcion renal no va a mejorar tras el trasplante hepatico, y que por lo
tanto van a ser candidatos a un trasplante simultaneo hepatico y renal. Para la
identificacion de este subgrupo de pacientes, son de gran ayuda los criterios publicados

en una conferencia de consenso en 2008 por Eason et al'4':

1. Pacientes con enfermedad renal terminal, con cirrosis e hipertensién portal
sintomatica.

2. Pacientes con enfermedad hepatica terminal y enfermedad renal cronica, con
filtrado glomerular inferior a 30 mL/min.

3. Pacientes con insuficiencia renal aguda (incluidos los pacientes con SHR), con
creatinina > 2 mg/dL, que han estado mas de 8 semanas en programa de dialisis.

4. Pacientes con enfermedad hepatica terminal y enfermedad renal cronica, en los
que se ha practicado una biopsia renal que demuestra 30% o mas de
glomeruloesclerosis 0 30% de fibrosis.

Utilizacion de inhibidores de la calcineurina (ICN)

Segun datos de EEUU, los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina y tacrolimus) se
utilizaron como primera linea inmunosupresora, asociados o no a micofenolato, en 80%
de los trasplantes hepaticos realizados en el afio 2012'4?. Esta alta tasa de utilizacion en
el trasplante hepatico no es arbitraria, si no que responde a los excelentes resultados que
estos farmacos han obtenido en la abolicion del rechazo, asi como en el aumento de la
supervivencia de paciente e injerto. Pero hasta la fecha, no hay ningun farmaco
inmunosupresor perfecto, entendido como aquel que puede regular la respuesta
inmunologica del huésped para evitar el rechazo, sin producir efectos secundarios.
Tacrolimus y ciclosporina tienen efectos perjudiciales a nivel renal y cardiovascular, entre

otros.
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A nivel renal, los ICN pueden desarrollar insuficiencia renal aguda y cronica por diferentes
mecanismos. De forma aguda, producen vasoconstriccion a nivel de la arteriola aferente y
eferente en el glomérulo, lo que se traduce en disminucion del flujo sanguineo renal y del
coeficiente de filtracion glomerular, que da lugar a disminucién del filtrado glomerular. Los
mecanismos por los cuales se produce la vasoconstriccidn son multiples y, aunque no
estan bien definidos, suponen un desequilibrio entre las sustancias que producen
vasodilatacion y vasoconstriccion a nivel renal. Se ha comprobado que la administracion
de ICN produce una disminucién de 6xido nitrico y prostaglandinas (vasodilatadoras), y un
aumento de endotelina, tromboxano y angiotensina 11'%. La nefrotoxicidad aguda es

reversible cuando se suspende el tratamiento con ICN (Figura 6).

Inhibidores de la calcineurina (ICN)

I Prostaglandina, dxido nitrico, endotelina, tromboxano, angiotensina Il

—

Vasoconstriccion renal

Aldosterona

Flujo sanguineo glomerular, coeficiente de filtracion glomerular

A 4
l Filtrado glomerular en la nefrona
A
Disfuncidn renal

A 4

Nefrotoxicidad aguda

Figura 6. Etiopatogenia de la nefrotoxicidad aguda inducida por los inhibidores de la calcineurina. Adaptado
de Charlton et al. Liver Transpl. 2009;15(11):S1-S834. 3

Sin embargo, la nefrotoxicidad ocasionada de forma croénica por el uso de ICN es un
proceso irreversible y puede llevar al paciente a necesitar terapia renal sustitutiva o
incluso trasplante renal. Desde el punto de vista histolégico, en los pacientes se observa
arteriopatia obliterativa, isquemia glomerular, atrofia tubular y fibrosis intersticial. Al
parecer, el epicentro de la lesidn nefrotdxica es la lesién arterial, que comporta isquemia,
atrofia tubular y fibrosis del intersticio. La nefrotoxicidad aparece tanto con el uso de dosis
bajas de ICN como con dosis altas, aunque con estas ultimas el desarrollo es mas rapido.

Se desconocen todos los factores que producen dafo renal cronico tras el uso de ICN,
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pero se han detectado concentraciones altas de angiotensina Il y de especies de oxigeno
reactivo (metabolitos del oxigeno consecuencia del dafio isquémico)'3® (Figura 7).

Actualmente, los estudios para evitar el desarrollo de enfermedad renal van orientados a
la identificacion de pacientes que van a ser especialmente sensibles a la utilizacion de
estos inmunosupresores. En estos pacientes se utilizan regimenes de induccion tras el
trasplante con farmacos alternativos no nefrotéxicos, dosis bajas de ICN durante los
primeros meses combinados con otros inmunosupresores, e incluso la sustitucion total de

ciclosporina y tacrélimus por otros farmacos pasados unos meses del trasplante.

INHIBIDORES DE LA CALCINEURINA

Inflamacion intersticial

Angiotensina Il

Infiltracidon por macréfagos

Vasoconstriccion renal Aldosterona

Factores de crecimiento

Hipoxia
Apoptosis

Proteinas de matriz extracelular

Especies de oxigeno reactivo

A

Fibrosis intersticial

NEFROTOXICIDAD CRONICA

Figura 7. Etiopatogenia de la nefrotoxicidad crénica inducida por los inhibidores de la calcineurina. TGF-f:
Factor de crecimiento transformante 5. ROS: Especies de oxigeno reactivo. Adaptado de Charlton et al.
Liver Transpl. 2009;15(11): S1-S34.

Complicaciones respiratorias y cardiovasculares

Las complicaciones respiratorias y cardiovasculares que ocurren en el postoperatorio
inmediato son en general las mismas que ocurren en otras cirugias de gran envergadura
como la pancreatica, hepatica o incluso cardiaca. Ejemplos de estas complicaciones son
el edema agudo de pulmon, las infecciones pulmonares, la cardiopatia isquémica o la
miocardiopatia dilatada. En general, todas estas complicaciones han ido disminuyendo
con los afos debido a los avances en técnica quirurgica y anestésica. En la actualidad

existe un especial interés en los programas de rehabilitacion multimodal, en los que la
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extubacién precoz tras el acto quirurgico, el inicio precoz de la alimentacion oral y la
deambulacion, la pronta retirada de catéteres con escasa utilizacién de drenajes
quirurgicos, y la utilizacion restrictiva de fluidos durante y tras el trasplante han contribuido
a una menor estancia de los pacientes en las unidades de cuidados intensivos y en las
plantas de hospitalizacion. Esto ha repercutido en una menor tasa de infecciones y

complicaciones respiratorias, metabdlicas y hemodinamicas'#3.

Sin embargo, existen unas complicaciones tanto a nivel respiratorio como a nivel
cardiovascular que son exclusivas de los pacientes con hepatopatia terminal. Estas son el
sindrome hepatopulmonar, la hipertension portopulmonar, la miocardiopatia del cirrético y
la cardiotoxicidad por inmunosupresores. Las tres primeras son patologias inherentes al
paciente cirrético y se manifiestan antes del trasplante, pero pueden repercutir de forma
importante en el postoperatorio inmediato. No son estrictamente complicaciones
postrasplante, como ocurre con los problemas cardiacos ocasionados por los

inmunosupresores (fundamentalmente los inhibidores de la calcineurina).

Sindrome hepatopulmonar

Se define como un defecto en la oxigenacion arterial consecuencia de una dilatacion
vascular pulmonar en pacientes con hepatopatia terminal y/o hipertensién portal. Para
determinar el grado de hipoxemia, se mide la presion parcial arterial de oxigeno (Pa0O3)
que debe estar por debajo de 80 mmHg (rango normal 80-100 mmHg); y el gradiente
alveolo-arterial de oxigeno (PA-a032), mas sensible que la PaO., y que esta aumentado
(rango normal entre 4-8 mmHg) con cifras igual o superior a 15 mmHg en pacientes
menores de 65 afios, e igual o superior a 20 mmHg en pacientes mayores de 65 afios'4.
Dependiendo de las cifras de PaO., siempre que el PA-aO2 sea superior a 15 0 20 mmHg
en funcion de la edad, la gravedad del sindrome hepatopulmonar se divide en cuatro
estadios’#:

Leve, cuando la PaO2 > 80 mmHg
Moderado, cuando la PaO2 > 60 y < 80 mmHg
Grave, cuando la PaO2 > 50 y <60 mmHg

A

Muy grave, cuando PaO; < 50.
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La causa fundamental de hipoxemia es la existencia de vasos pre y postcapilares
dilatados, que junto a la existencia de shunts arteriovenosos pulmonares y pleurales, hace
que la sangre venosa sin oxigeno pase a las venas pulmonares y de estas a la circulacion
arterial sistémica’¥8. Se ha implicado diversos mecanismos en la génesis de esta
vasodilatacion pulmonar, pero entre todos ellos destaca la produccion de TNF-a.,
resultado de la TB presente en los pacientes cirréticos, y que contribuye a un aumento de
oxido nitrico’. El oxido nitrico medido en aire espirado, aumentado en los pacientes

cirréticos con sindrome hepatopulmonar, disminuye tras el trasplante hepatico’#4.

La clinica fundamental del SHP es la disnea, que apenas es perceptible en los estadios
iniciales, pero que se convierte en disnea en reposo en estadios avanzados. El unico
tratamiento eficaz para estos pacientes es el trasplante hepatico, de tal forma que
aquellos pacientes con PaO2 < 60 mmHg y shunt intrapulmonar, sin otras causas de
hipoxemia, tienen prioridad en lista de espera. Ademas, los pacientes con PaO2 < 50
mmHg deben excluirse de lista debido a su baja supervivencia tras el trasplante’#. La
oxigenacion arterial puede empeorar después del trasplante en los pacientes con SHP
como consecuencia directa del acto quirurgico. Para disminuir este empeoramiento se
recomienda una extubacion precoz y un estricto control del volumen de liquidos
administrados durante el trasplante’#®, para minimizar el riesgo de neumonia, edema

agudo de pulmon y derrame pleural.

Hipertension portopulmonar

Se define como la presencia de hipertension arterial pulmonar en un paciente con
hipertension portal. Su desarrollo es independiente de la gravedad de la enfermedad
hepatica y su supervivencia al afio sin tratamiento alguno se estima entre 35-46%'4°. Para
su diagnéstico es necesario tener una presién arterial pulmonar media (PAPm) superior a
25 mmHg, una presién de oclusion arterial pulmonar media (POPm) menor a 15 mmHg, y
una resistencia vascular pulmonar (RVP) mayor a 240 dinas/seg-cm=. En funcién de la

presion arterial pulmonar media se distinguen tres estadios'#°:

1. Leve, PAPm > 25y < 35 mmHg
2. Moderada, PAPm > 35 y <45 mmHg
3. Severa, PAPm > 45 mmHg
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Histologicamente, se caracteriza por una obstruccion al flujo sanguineo en el arbol arterial
pulmonar. Aunque no se conoce con certeza los mecanismos, una de las teorias mas
aceptadas es que los cambios hemodinamicos ocasionados por la hipertension portal y
los shunts portosistémicos que provoca, junto con un aumento de endotoxinas y
sustancias inflamatorias resultantes de la TB en los pacientes cirréticos, producen una
proliferacion anormal de las células endoteliales y de la musculatura lisa arterial pulmonar,
junto con vasoconstriccion arterial y fenémenos de microtrombosis’®. El trasplante
hepatico resulta una buena opcidén terapéutica cuando los valores de PAPm son menores
a 35 mmHg, de forma espontanea o tras tratamiento con vasodilatadores, con la misma
supervivencia que los pacientes sin hipertension portopulmonar. Sin embargo, cuando los
valores de PAPm son superiores a 45 mmHg, el riesgo de fallecimiento postrasplante es
demasiado elevado, por lo que se considera una contraindicacion para la realizacion del

trasplante’#.

Miocardiopatia del cirrético

En los ultimos afos se ha descrito una serie de alteraciones cardiolégicas que se asocian
directamente a cirrosis y a sus cambios hemodinamicos secundarios. Estas alteraciones
son independientes del agente etioldgico que produce la cirrosis y diferentes de las que
produce la hepatopatia por alcohol. Se recogen dentro de lo que se denomina

miocardiopatia del paciente cirrético y fundamentalmente son'":

1. Incremento del gasto cardiaco en situacion basal, con una disminucién de la
respuesta ventricular ante los estimulos.
Disfuncidn sistolica y diastolica, especialmente ante situaciones de estrés.
Anormalidades electrofisiologicas, como la prolongacion del intervalo QT.

La miocardiopatia del cirrotico influye negativamente en el prondstico, aumenta la morbi-

mortalidad ante cualquier proceso invasivo o cirugia, incluido el trasplante hepatico. Sin
embargo, sélo el trasplante hepatico es capaz de revertir esta disfuncién cardiaca.
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Cardiotoxicidad por inmunosupresores

Debido al aumento de supervivencia tras trasplante hepatico, los efectos nocivos de los
inmunosupresores han ido tomando relevancia en el largo plazo. La hipertension arterial,
la diabetes, la dislipemia y la obesidad, efectos directos de los inhibidores de la
calcineurina, han aumentado el riesgo de enfermedad cardiovascular en los pacientes
trasplantados’®?. El aumento del sindrome metabdlico es un hecho contrastado, afecta
entre 43-58% de los pacientes con trasplante hepatico, mientras que solo a 24% de la
poblacion general de la misma edad y sexo'®3. Los fendmenos coronarios agudos y el
infarto de miocardio alcanzan 5% por afio en los pacientes con trasplante hepatico, y es

mucho mas frecuente en los que presentan sindrome metabdlico.
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COMPLICACIONES A LARGO PLAZO DEL TRASPLANTE HEPATICO

Las complicaciones a largo plazo tras el trasplante hepatico (rechazo crénico,
metabdlicas, 6seas, tumores de novo) no son objeto de esta tesis. No obstante, es
interesante analizar las complicaciones infecciosas que pueden ocurrir durante el primer
afo. Tras el primer mes post-trasplante, las complicaciones bacterianas dejan paso a las
fungicas y viricas, y suelen ser consecuencia de unos niveles de inmusupresion

elevados'3!,

Infecciones fungicas

Los hongos que principalmente afectan a los pacientes trasplantados hepaticos son:
Candida, Aspergillus, Cryptococcus y Pneumocystis. Aunque mas raras, las infecciones
producidas por otros hongos filamentosos, como la mucormicosis, o las producidas por los
hongos Fusariumy Scedosporium también pueden afectar a los pacientes trasplantados,
y son de dificil tratamiento debido a sus altas tasas de resistencia a los tratamientos
antifingicos habituales'®. Uno de los principales problemas ante una infeccion fangica en
un paciente trasplantado es la interaccion de los antifungicos con los inmunosupresores.
Estas interacciones pueden aumentar le lesién renal ocasionada por los
inmunosupresores y/o aumentar los niveles de estos en sangre, por lo que es importante

determinar de forma estricta los niveles en sangre.

Infeccidon por Candida

Es el hongo que mas frecuentemente afecta a los pacientes trasplantados’®®. Representa
entre 35-91% de todas las fungemias invasivas en los pacientes trasplantados'®’. Los

factores de riesgo para una candidiasis invasiva son'®:

Reintervencion en el paciente trasplantado.

Retrasplante hepatico.

Fallo hepatico fulminante o disfuncion primaria del injerto.
Tiempo operatorio prolongado.

Insuficiencia renal que precisa de terapias de sustitucién renal.

o g s~ wdhd -~

Realizacion de hepatico-yeyunostomia.
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7. Consumo de grandes cantidades de hemoderivados.
8. Colonizacion o infeccion previa al trasplante por Candida.

La profilaxis antifungica con fluconazol en los pacientes de alto riesgo ha disminuido de
forma considerable la aparicion de candidiasis invasivas en los pacientes trasplantados’®.
Las infecciones por Candida generalmente se asocian a infecciones intraabdominales o a
infecciones sobre catéter intravascular. La especie que mas frecuentemente se encuentra
es la Candida albicans. La utilizacion, cada vez mayor, de los azoles como antifungicos
profilacticos ha favorecido que especies no albicans aparezcan con mas asiduidad. El
tratamiento para una candidiasis invasiva debe ser precoz, y reducir en la medida de lo
posible los niveles de inmunosupresién. Las guias para el manejo terapéutico de estas
infecciones utilizan como primera linea antifungicos de la familia de las candinas, que son
activas contra las Candidas resistentes a los azoles'®. Si la infeccion se origina en una
coleccidén intraabdominal, el drenaje es obligado; de la misma forma, hay que retirar los

catéteres que puedan ser causantes de la fungemia.

Infeccidon por Asperqillus

La aspergilosis invasiva es una entidad infrecuente en los trasplantes no pulmonares. Sin
embargo, de entre todos los trasplantes de érganos soélidos (excluido el pulmonar), en el

hepatico aparece mas habitualmente con una frecuencia del 1-9,2%"°. Suele detectarse
en el primer afno postrasplante. Historicamente, la aspergilosis invasiva solia aparecer en
los primeros dias postrasplante, ya que los factores de riesgo asociados son

dependientes de este periodo’®®:

Fallo hepatico fulminante.
Rechazo agudo.

Insuficiencia renal que precisa de terapia renal sustitutiva.

B h -

Retrasplante.

Los factores de riesgo asociados a la aspergilosis tardia no estan bien identificados, pero
el uso de esteroides previo al trasplante (en hepatitis autoinmunes), la aparicién de
bacteriemias, o las reintervenciones en periodos iniciales’®" y la infeccion por

citomegalovirus'®® parecen influir en su aparicion. La aspergilosis se manifiesta
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principalmente con clinica respiratoria, y su diagnéstico definitivo requiere la confirmacion
histologica y microbiolégica de la presencia de Aspergillus. El tratamiento de eleccion es
el voriconazol'®?, pero este farmaco aumenta los niveles en sangre de los inhibidores de
la calcineurina y puede causar toxicidad, por lo es necesario medir niveles durante el

tratamiento.

Infeccion por Cryptococcus

La infeccion por Cryptococcus neoformans supone la tercera causa en frecuencia de
infecciones fungicas en los pacientes trasplantados hepaticos. Suele aparecer a los 8
meses de media, con la mayoria de los casos dentro del primer afio postrasplante’®. Es
la causa mas frecuente de meningitis en pacientes trasplantados. Con una incidencia
aproximada de 2,4% en los pacientes con trasplante hepatico, se asocia a una mortalidad
cercana al 40%'%3. Factores como la infeccion por CMV, niveles altos de inmunosupresion
y/o la utilizacion de anticuerpos antilinfocitos predisponen a la infeccién por
Cryptococcus'™. La neumonia es su manifestacion clinica mas frecuente, seguida de la
meningitis, aunque no es raro encontrar afectaciones cutaneas o incluso de multiples
organos (infeccion diseminada), sobre todo en pacientes con trasplante hepatico'®4. La
presencia del hongo en un cultivo confirma la infeccién. La positividad del antigeno
capsular del criptococo en suero tiene un alto valor predictivo positivo en la infeccion por
Cryptococcus. El tratamiento de eleccidn es la combinacion de anfotericina B y flucitosina
durante 2 semanas, seguida de fluconazol a altas dosis durante 8 semanas. Tras ese
periodo de induccion, el tratamiento debe continuar con fluconazol a dosis bajas durante
6-12 meses.

Mucormicosis

Llamada antiguamente zigomicosis, esta causada por hongos filamentosos diferentes al
Aspergillus. Mas frecuente en el trasplante de érganos hematopoyéticos, puede aparecer
en los trasplantes de 6rganos solidos, con una incidencia de 0-1,6% en el trasplante
hepatico’®®. Aunque las formas de presentacion clinica mas frecuentes son la rinocerebral
y la pulmonar en los trasplantes de érganos sdlidos a partir del 5° mes, en el trasplante
hepatico suele ser la forma diseminada la que aparece con mas frecuencia y de forma

mas precoz'%®. La diabetes, la insuficiencia renal y la exposicion previa a antifingicos
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(azoles y candinas) son factores de riesgo para el desarrollo de la infeccién'®®. El
tratamiento consiste en el desbridamiento quirdrgico de la zona afecta, junto con
anfotericina B y reduccion de la inmunosupresion'3°. Aln con el tratamiento adecuado, las
tasas de mortalidad son altas y oscilan entre 49-71% en los trasplantes de érganos

s6lidos '8,

Infeccidn por Pneumocystis Jirovecii

La profilaxis con trimetropin/sulfametoxazol que se realiza de forma universal en el
postrasplante inmediato ha conseguido reducir la incidencia de neumonia por
Pneumocystis Jirovecii. Esta neumonia tenia una incidencia que oscilaba entre 3-11% de
los pacientes trasplantados, y solia ocurrir después del sexto mes postrasplante'®’. Entre
los factores de riesgo que favorecen la infeccion por Pneumocystis destacan la infeccion
por CMV, aumento de la inmunosupresion (en el contexto de un rechazo agudo), la
enfermedad injerto contra huésped, la enfermedad linfoproliferativa postrasplante, la
neutropenia severa y prolongada, y el tratamiento del rechazo agudo con altas dosis de
corticoides'®®. La presentacion clinica varia desde no sintomas hasta precisar asistencia
ventilatoria. El tratamiento de eleccién es trimetropin/sulfametoxazol, excepto para
pacientes alérgicos para los que se cuenta con otros regimenes terapéuticos menos
efectivos'®® (pentamidina isetionato inhalada, trimetropin-dapsona, clindamicina-

primaquina').

Infecciones por virus

Citomegalovirus (CMV)

A pesar de los multiples avances en tratamiento y profilaxis, el CMV continua siendo el
agente viral que mas problemas produce en los pacientes trasplantados hepaticos. No
sélo por sus efectos directos, sino también por sus efectos inmunomoduladores, los
episodios de rechazo y la predisposicion a adquirir otras infecciones. Hay que diferenciar
dos situaciones: infeccion por CMV (replicacion activa del virus) y enfermedad por CMV
(infeccidn sintomatica con invasién de los tejidos). El principal factor de riesgo para
infeccion y posterior enfermedad por CMV es el estado seroldgico del receptor hepatico
en relacion con el donante. Un receptor con serologia negativa para CMV trasplantado
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con un donante con serologia positiva para CMV, es un paciente de alto riesgo para
contraer la infeccion. De la misma forma, un receptor con serologia positiva,
independientemente de la serologia del donante, puede tener una reactivacion del virus.
Otros factores de riesgo son la transfusién de hemoderivados, el rechazo y el tratamiento
del mismo con bolos de corticoides o con timoglobulina'®®. La prevencion de la infeccidn

por CMV se puede realizar siguiendo dos estrategias:

1. Profilaxis universal a todos los trasplantados hepaticos.
2. Seguimiento mensual mediante PCR del ADN de CMV de todos los trasplantados,

e inicio de tratamiento si se detecta carga viral.

Ambas estrategias tienen ventajas e inconvenientes. El espectro de manifestaciones
clinicas de la infeccion por CMV es muy amplio, y va desde manifestaciones similares a
una simple gripe o una mononucleosis, hasta clinica caracteristica de invasion tisular por
el virus. La invasion del tubo digestivo con manifestaciones gastrointestinales son las mas
frecuentes, y provocan ulceraciones mucocutaneas, esofagitis, gastritis, enteritis y colitis.
Ademas, en el trasplante hepatico, son frecuentes la hepatitis y la neumonitis'®®. Suele
cursar con leucopenia, trombocitopenia, linfocitosis y elevacion de las enzimas hepaticas.
El tratamiento de eleccion es el valganciclovir'3® administrado de forma oral, aunque es

frecuente que se utilice el ganciclovir intravenoso en el inicio del cuadro.

Virus de Epstein Barr

La infeccion por el Virus del Epstein Barr suele ocurrir en la infancia, por lo que en la
mayoria de los pacientes trasplantados adultos que la manifiestan correspondera a una
infeccion subclinica. Clinicamente, aparece fiebre y malestar general, y alteraciones
analiticas como leucopenia, trombocitopenia y linfocitosis. Mientras que el cuadro agudo
suele ser auto limitado y se trata exclusivamente con terapias de soporte, la infeccion por
Epstein Barr puede desarrollar en el paciente trasplantado un sindrome linfoproliferativo
denominado “Enfermedad Linfoproliferativa PosTrasplante” (ELPT). La incidencia de
ELPT es 2,8% en los trasplantados hepaticos adultos, con una mortalidad superior a
50%"7°. Su espectro de presentacion clinica es amplio y varia desde una hiperplasia
policlonal reactiva hasta un linfoma monoclonal de alto grado. Entre los factores de riesgo

de ELPT destacan un aumento de los niveles de inmunosupresién durante un episodio de
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rechazo (bolos de corticoides, anticuerpos monoclonales como el OKT3), la infeccidn por
CMV, o pacientes receptores seronegativos para Epstein Barr con donante
seropositivo'’". El tratamiento de la ELPT se basa en reduccién de la inmunosupresion,

tratamiento con anticuerpos monoclonales contra el CD20 (rituximab), y quimioterapia'’®.

Virus del Herpes Simple v Varicela Zoster

Aunque relativamente raros tras un trasplante hepatico, el estado de inmunosupresion
favorece la aparicion de infecciones por estos virus. Mientras que el virus del herpes
simple aparece provoca lesiones en la mucosa oral y genital, el virus de la varicela zoster

suele aparecer con intenso dolor y erupcion cutanea en forma de ampollas'’2.

Traslocacion de ADN en TxH 59 Candido F. Alcazar Lopez



Hipodtesis y objetivos
HIPOTESIS DE TRABAJO

Algunos pacientes cirroticos presentan traslocacion de ADN bacteriano como
consecuencia de una alteracién en la barrera intestinal. Este fendmeno conlleva un
aumento de marcadores inflamatorios y una tendencia a tener mas complicaciones
clinicas. El trasplante hepatico se establece como el unico tratamiento curativo para los
pacientes cirrdticos, por lo que podria hacer desaparecer este estado inflamatorio crénico.

OBJETIVOS

1. Determinar el porcentaje de traslocacidon bacteriana en pacientes antes y después
de recibir un trasplante hepatico.

2. Estimar la tasa de donantes de higado que presentan traslocacion bacteriana.

3. Cuantificar y clasificar las complicaciones de los pacientes trasplantados.

4. Explorar si existe una relacion de causa efecto entre traslocacion bacteriana y

complicaciones post-trasplante hepatico.

5. Relacién entre traslocacion bacteriana y rechazo.

6. Establecer una relacion entre la traslocacion bacteriana y la tasa de reingresos en
los pacientes trasplantados hepaticos.
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MATERIAL Y METODO

Diseno del estudio

Se disefidé un estudio prospectivo observacional en pacientes cirréticos incluidos en lista
de trasplante hepatico en el Hospital General Universitario de Alicante para el periodo de
tiempo comprendido entre 2012 y 2015. Los pacientes fueron listados y priorizados en
lista de espera en funcion de la gravedad de su enfermedad, ponderada de acuerdo a la
escala MELD (Model for End-Stage Liver Disease)'’?, exceptuando los pacientes con
hepatocarcinoma a los que se les daban puntos extra en funcion del tamafo, niumero de

tumores y tiempo transcurrido en lista de espera’™4.

Los pacientes fueron avisados para trasplante cuando se ofertaba un donante adecuado
en peso y talla, y compatible en grupo sanguineo. El equipo de trasplante se encargd en
todo momento de supervisar la validez del 6rgano donado. Ademas, se recogid y se
almacenaron en una base de datos todos los datos relevantes referentes al donante, en el
momento de la donacion. Esa informacion incluia edad, sexo, tiempo de isquemia fria
(definida como el tiempo que transcurre desde que se inicia la perfusion con liquido de
preservacion en el donante, hasta que el 6rgano se saca de su envoltorio con liquido de
preservacion para ser trasplantado en el receptor) e indice de riesgo del donante (IRD).
Las contraindicaciones para realizar el trasplante hepatico fueron las aceptadas en las
guias internacionales de trasplante'”>. Aquellos pacientes que recibieron algun otro
organo simultaneo en el trasplante (trasplante hepatico y renal simultaneo) y aquellos que
fueron retrasplantados fueron excluidos de este estudio.

Recogida de muestras

Se recogieron muestras de sangre periférica antes de empezar la extraccion organica en

el donante. En el receptor se recogieron muestras de sangre:

1. Alinicio del trasplante (sangre periférica).

2. Antes de realizar la derivacién portocava, se tomaron dos tipos de muestras:
a) De sangre periférica.
b) De sangre portal directamente.
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3. Al finalizar el trasplante (sangre periférica).
4. Enlos dias 3, 15y 30 postrasplante, aprovechando extracciones sanguineas

rutinarias de control.

Todas estas muestras de sangre fueron inoculadas bajo condiciones estériles en 2 tubos
estériles de 10 mL cada uno, Vacutainer SST Il y K3E (BD Diagnostics, Erembodegem,
Belgium), que nunca estuvieron expuestos al aire ambiente. También se enviaron

muestras de sangre en tubos de cultivo para gérmenes aerobios y anaerobios.

Todos los pacientes firmaron consentimiento informado durante la entrevista, mantenida
con el equipo quirurgico antes de la inclusion en lista de espera. Asimismo, el comité ético
del Hospital General Universitario de Alicante aprobd el estudio (3213.14 Cirugia de los
Trasplantes).

Modelos para definir riesgo y priorizacién en lista de espera

La priorizacién en lista de espera de nuestro programa de trasplante hepatico viene
condicionada principalmente por la puntuacion MELD (“Model for End-Stage Liver
Disease”). La puntuacion MELD nacié como una formula para predecir la supervivencia en
los pacientes cirroticos a los que se les colocaba una TIPS'"6. Posteriormente se utilizd
para predecir la supervivencia en diferentes cohortes de pacientes cirréticos de cualquier
etiologia, con independencia de si desarrollaban o no complicaciones (ascitis, hemorragia
digestiva, peritonitis bacteriana o encefalopatia hepatica). En ambos periodos, las siglas
MELD hacian referencia a la procedencia de los investigadores que la desarrollaron
(Clinica Mayo, “Mayo End-Stage Liver Disease”)'”®. EI MELD se calcula utilizando 3
variables que se obtienen de manera sencilla tras un analisis de sangre: INR
(“International Normalized Ratio”), creatinina sérica y bilirrubina sérica. La formula es la

siguiente:

MELD = 9,57 x loge (creatinina) + 3,78 x loge (bilirrubina total) + 11,2 x loge (INR) + 6,43

Posteriormente la UNOS (United Network of Organ Sharing) acoté los valores de las
variables de la férmula, de tal forma que el valor minimo para las tres variables es 1y el
valor maximo para la variable creatinina sérica es 4, con el fin de evitar incrementos en

caso de enfermedad renal organica.
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Diferentes estudios'”” han puesto de manifiesto que los pacientes cirréticos con un nivel
de sodio sérico bajo tienen un aumento de la mortalidad en lista de espera. Por ello se
disefio una férmula que modificaba el valor del MELD afadiéndole el valor del sodio
(MELD-Na). Esta nueva férmula parece mejorar la precision de aquellos pacientes con
MELD bajo y con niveles de Na en sangre por debajo de 130 mEq/L'8.

En nuestra base de datos, se recoge tanto el valor del MELD como el del MELD-Na. Se
usa para priorizar a nuestros pacientes. Sin embargo, existen situaciones en las que la
escala MELD o MELD-Na no reflejan el verdadero riesgo de mortalidad del paciente en
lista de espera. Se trata de pacientes con hepatocarcinoma, enfermedades metabdlicas
(polineuropatia familiar amiloidética, porfiria, hiperoxaluria), con sindrome
hepatopulmonar, o pacientes con complicaciones derivadas de la cirrosis no
contempladas por la escala MELD (peritonitis bacteriana espontanea, ascitis refractaria o

encefalopatia hepatica).

Carcinoma hepatocelular (CHC)

En pacientes con CHC, nuestro programa de trasplante utiliza los criterios de Milan,
ampliamente contrastados y validados por los grupos de trasplante hepatico tanto en
Estados Unidos como en Europa, con una supervivencia a los 4 anos del 75% y un indice
de recidiva postrasplante inferior al 15%'7°. Estos criterios fueron definidos por Vincenzo
Mazzaferro en 19968, e incluye a tumores Unicos, con un tamafio menor o igual a 5 cm,
o hasta 3 tumores, cada uno con un tamafo inferior a 3 cm. Quedan excluidos tumores
con afectacidn extrahepatica, invasion vascular microscépica / macroscopica, y

multicentricos.

Los pacientes que excedan estos criterios seran valorados de forma individualizada para
la realizacién de tratamientos neoadyuvantes (quimioembolizacién, radiofrecuencia) por el
comité de trasplante hepatico (“downstaging”). La aplicacion de estos tratamientos puede
recuperar a pacientes que exceden los criterios de Milan, tras lo cual se realizara una
nueva prueba de imagen (TAC o RMN) en 3 meses para valorar respuesta. Si pasado
este tiempo el paciente cumple criterios de Milan, se incluye en lista de trasplante; si no,
se vuelve a reevaluar en 3 meses (6 meses desde la aplicaciéon del tratamiento

neoadyuvante).
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Dado que la gran mayoria de pacientes con CHC presenta buena funcion hepatica, el uso
del MELD supone un riesgo elevado de progresion tumoral y de salida de la lista de
espera para trasplante. Ademas, existen una determinada proporcion de pacientes con un
alto riesgo de progresion tumoral en el momento del diagnostico. Los criterios para
priorizar a estos pacientes fueron definidos por la SETH (Sociedad Espafola de

Trasplante Hepatico) en 2008:

Un noédulo unico mayor de 3 cm

Mas de un nédulo: 2-3 nédulos

AFP > 200

Fracaso de tratamiento adyuvante en pacientes con nddulos inferiores a 3

a o T o®

cm

Existen diferentes formulas para priorizar pacientes con CHC de alto riesgo en lista de
espera para trasplante hepatico. Nuestro grupo decidié adoptar la politica de priorizacion

de la Comunidad Autonoma de Andalucia®:

a. 15 puntos de entrada o puntuacion MELD si es superior
b. CHC de bajo riesgo (tumor unico < 3 cm): 1 punto cada 3 meses
c. CHC de alto riesgo (tumor unico > 3cm, 2-3 nddulos, AFP > 200, fracaso de

tratamiento): 1 punto cada mes

Ascitis refractaria

La ascitis refractaria tampoco se ve reflejada por la escala MELD, y sin embargo
condiciona un peor pronostico en los pacientes cirréticos, con una supervivencia media de
unos 6 meses'®. Existen estudios que reflejan que los pacientes con ascitis moderada
presentan mayor mortalidad que aquellos sin ascitis a igualdad de puntuacion MELD'3,
por lo que deberian priorizarse en las listas de trasplante hepatico. Nuestro grupo ha
aceptado priorizar a los pacientes con ascitis refractaria o complicada con independencia
del MELD / MELD-Na, en los siguientes supuestos:

a. Requieren 3 o mas paracentesis en los ultimos 2 meses
b. Han sufrido uno o mas episodios de peritonitis bacteriana espontanea

c. Hidrotérax que requiera mas de 2 toracocentesis terapéuticas
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d. No responden a 400 mg de espironolactona y 160 mg de furosemida

De tal forma que a los pacientes con MELD / MELD-Na < 21, se les afiade 5 puntos al
MELD y 3 puntos al MELD-Na, y se elige la mayor puntuacion para su ordenacion en lista
de espera. Este sistema de priorizacion esta vigente desde mayo del 2017, por lo que no

afecta a los pacientes incluidos en esta tesis.

Encefalopatia Hepatica

La encefalopatia hepatica es una complicacién frecuente en los pacientes cirréticos que
conlleva peor prondstico, disminuye la calidad de vida y empeora la supervivencia'*. La
escala MELD tampoco valora esta complicacion, por lo que pacientes con MELD bajo y
encefalopatia pueden no listarse o no someterse a un trasplante hepatico en el momento
adecuado'®18_ Ademas, no existe correlacion entre la gravedad de la encefalopatia y
puntuacion MELD'8. Estudios recientes muestran que una historia documentada de
encefalopatia hepatica que implica ingreso hospitalario, incrementa la mortalidad a corto
plazo con independencia de la puntuacion MELD'®’. Desde junio 2017, nuestro grupo
afiade 7 puntos MELD a los pacientes con encefalopatia documentada, pero estos

pacientes no estan incluidos en esta tesis.

Evaluacion pretrasplante

La evaluacion pretrasplante del paciente candidato es pilar fundamental en el programa
de trasplante hepatico del Hospital General Universitario de Alicante (HGUA). Varios
servicios se ocupan de categorizar y preparar al paciente candidato de forma rutinaria:
Hepatologia, Cirugia, Anestesia, Nefrologia, Cardiologia, Farmacia Hospitalaria y
Psiquiatria/Psicologia. Dependiendo de las comorbilidades del paciente, otros servicios
pueden ser requeridos para completar la evaluacién pretrasplante. Ademas, a todos los
pacientes se les solicita pruebas de funcion respiratoria, llevadas a cabo por el servicio de

Neumologia.

Hepatologia
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La Seccidén de Hepatologia del Servicio de Digestivo identifica, estudia y propone al
Comité de Trasplante Hepatico todos los pacientes candidatos a un trasplante hepatico.
Se valoran tipo de enfermedad, estado clinico del paciente, y existencia de
contraindicaciones y/o factores de riesgo. Los pacientes deben reunir tres condiciones:

Tener enfermedad hepatica terminal, incurable y mortal a corto plazo
No tener contraindicacion activa para la realizacion del trasplante
Ser capaces de comprender y aceptar lo que representa el trasplante, asi como la

servidumbre que conlleva

El paciente es valorado en la consulta de Hepatologia donde se realiza una historia clinica

exhaustiva, exploracion fisica, y se solicitan:

Analitica completa protocolizada
Estudios microbiologicos
Gastroscopia y colonoscopia
TAC toraco-abddémino-pélvico
RNM cerebral

o k~ o h =

Hepatologia coordina la valoracion del candidato con el resto de servicios. Solo si las
evaluaciones han sido positivas, seran valorados por los Servicios de Anestesia y Cirugia

antes de su inclusion en lista de espera.

Cardiologia.

Las complicaciones cardiovasculares suponen una de las principales causas de
morbimortalidad en el periodo peritrasplante. Durante la intervencion, los cambios agudos
en las condiciones de precarga y postcarga, asi como la liberacion de toxinas y citoquinas
asociadas a la reperfusion, tienen gran influencia en la funcion cardiaca. Por ello, es
necesaria la identificacion de cardiopatia subclinica o condiciones de riesgo que puedan
influir en los resultados del procedimiento2. Dichos condicionantes son de dos tipos: a)
circunstancias especificas del cirrético, como miocardiopatia cirrotica, hipertension
portopulmonar o sindrome hepatopulmonar; y b) factores de riesgo y comorbilidad
cardiovascular del paciente. En los ultimos afios se han publicado recomendaciones sobre

la evaluacion cardiovascular previa al TH'8718 con objeto de unificar los protocolos entre
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los distintos centros, optimizar la seleccion de candidatos y mejorar los resultados
globales del procedimiento (Figura 8).

CANDIDATO a TH

Ecocardiograma:

* Valoracidn estructural y funcional
* Presion sistélica pulmonar

* Suero agitado (basal / Valsalva)

Antecedentes
Sintomas
Exploracion fisica

ECG
Rx térax
ProBNP
Troponina T

Eco-dobutamina si >2 factores de riesgo Cateterismo derecho
cardiovascular (diabetes mellitus, si presion sistdlica
hipertensidn arterial, dislipemia, arteria pulmonar >35

hipertrofia ventricular derecha, >60 afios) mmHg

o enfermedad cardiovascular previa

* Coronariografia: Si Eco-dobutamina (+)
e Revascularizacion: valoracion individualizada

Figura 8. Protocolo cardiolégico en paciente candidato a TH. Dra. Teresa Lozano, Hospital General
Universitario Alicante

Se recomienda inicialmente una cuidadosa recogida de antecedentes cardiovasculares y
factores de riesgo para garantizar su estabilidad y adecuado control hemodinamico. El
protocolo incluye la realizacion de ECG y ecocardiograma para descartar signos de
hipertension pulmonar. Se anade un test de suero salino agitado en condiciones basales y
con la maniobra de Valsalva, para desenmascarar un posible cortocircuito intrapulmonar o
intracardiaco derecha-izquierda que podria generar hipoxemia en el periodo
peritrasplante. Si hay mas de dos factores de riesgo cardiovascular o enfermedad
cardiovascular previa, se realiza un ecocardiograma de estrés con dobutamina. Si es
positivo, se indica una coronariografia para evaluar de forma individualizada la necesidad
de revascularizacion. Dada la influencia pronéstica de la hipertension pulmonar en los
resultados del TH, y especialmente de la hipertension portopulmonar, se efectua un
cateterismo cardiaco derecho en pacientes con presion sistolica pulmonar estimada por
ecocardiografia superior a 35 mmHg. Si se confirma hipertension portopulmonar, se inicia
tratamiento vasodilatador pulmonar, realizandose una reevaluacion a los 3-6 meses

mediante un nuevo cateterismo derecho (Anexo 1).
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Nefrologia.

La incidencia de disfuncién renal (filtrado glomerular < 60mL/min) en los pacientes
candidatos a trasplante hepatico puede llegar a 20%. El conocimiento previo ayudara a
anticipar medidas necesarias para minimizar los riesgos de desarrollo de fallo renal agudo
en el postrasplante inmediato y la necesidad de inclusion en programa de doble trasplante
hepato-renal. Para ello el Servicio de Nefrologia evalua de forma exhaustiva a los
pacientes candidatos:

Valoracién del filtrado glomerular (FG)

La desnutricidn y las variaciones de volumen corporal dificultan la correcta valoracion del

FG. Al no contar con un método asequible i fiable, se emplean las siguientes medidas:

a. Funcion renal residual: semisuma del aclaramiento enddégeno de urea y
creatinina_(orina de 24 horas con determinacion de urea y creatinina en orina).

b. Aclaramiento de creatinina estimado mediante férmula CKD-EPI, que viene
dada por el laboratorio.

c. Aclaramiento de creatinina mediante MDRDG6, que incluye la albumina como
factor de correccion.

d. Determinacion de cistatina C.

Valoracion de patologia glomerular asociada

La presencia de patologia glomerular cronica es elevada, en especial la incidencia de
nefropatia IgA asociada a hepatopatia alcohdlica, la glomerulonefritis membrano-
proliperativa asociada a virus C, y la que se deriva por el riesgo cardiovascular
aumentado, sobretodo la nefroesclerosis y la nefropatia diabética. Por ello, todos los
pacientes deben contar con:

Sedimento urinario.
Determinacion de proteinuria en orina mediante la determinacion de cociente
proteinas/creatinina en una muestra de orina fresca.

c. Enlos pacientes con virus B o C o hepatitis autoinmune, se solicita
determinacion de crioglobulinas, C3, C4 y CHS50.
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Pruebas de imagen

Ecografia o TAC para valoracién de la morfologia renal. En pacientes con insuficiencia
renal que requieran angio-TAC con contraste, se deben realizar medidas de proteccidn
frente a la nefrotoxicidad con administracion de 1500 cc de fisioldgico 0.9% y 600 mg de

N-acetil cisteina, cada 12 horas, el dia previo y el dia de realizacion de la prueba.

Indicaciones de biopsia renal

Se realizara a todo paciente en el que se detecte cualquiera de las siguientes situaciones:

a. Filtrado glomerular menor a 45 mi/min
b. Proteinuria mayor a 1000 mg/gr de creatinina

c. Microhematuria persistente

Con estos datos, se establece unas recomendaciones sobre la pauta de inmunosupresion

a seguir en el postrasplante:

1. Si FG > 60 mL/min, inmunosupresion estandar con Advagraf®.
2. Si FG < 60 mL/min, considerar inmunosupresiéon con Anti CD 25 y dosis bajas de
Advagraf®, y paso precoz a everolimus, en especial si hay otros factores de riesgo:
a. Sindrome hepatorrenal en las semanas previas la trasplante
b. Diabetes mellitus
c. Edad mayor 65 afios
3. Si FG <45 mL/min, inmunosupresion con Anti CD 25, introduccion tardia de
Advagraf®, y paso precoz a everolimus.

4. SiFG < 30 mL/min, valorar inclusién en programa de trasplante hepato-renal.

Indicaciones de doble trasplante hepato-renal (THR)

La seleccion apropiada de candidatos para el THR es mas compleja y esta menos
definida. La politica de aplicacién de ambos trasplantes, pese a la aparicién de guias para
su indicacion, sigue siendo flexible y en muchos casos se aplica en base a la opinion de
los médicos de la unidad, paciente a paciente. Todo paciente candidato a doble trasplante

debe ser presentado y aprobado en comité.
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Establecer un algoritmo para la realizacién de THR depende de la habilidad para predecir
si la funcidn renal mejorara, se estabilizara o continuara empeorando después del
trasplante hepatico asilado en pacientes con disfuncién renal previa. Estas son nuestras

indicaciones para THR:

1. Enfermedad renal cronica terminal que requiera dialisis.

2. Enfermedad renal crénica (FG < 30 mL/min por MDRD6, o medicion con iotalamato
y proteinuria > 3 g/dia, y relacion proteinuria orina 24 h/creatinina > 3).

3. Fracaso renal agudo mantenido que requiera dialisis durante seis 0 mas semanas
(definido como dialisis dos veces por semana, durante al menos seis semanas
consecutivas).

4. FRA (FG = 25 mL/min durante seis semanas o mas, medido por MDRD6 o
medicion directa) que no requiera dialisis.

5. FRA mantenido en pacientes con una combinacion de las 2 ultimas categorias
durante seis semanas (por ejemplo, pacientes con un FG < 25 mL/min durante tres
semanas, seguida de dialisis durante otras tres semanas).

6. Enfermedades metabdlicas.

Seguimos el algoritmo definido en 2008 para la indicacion de trasplante combinado

hepatorrenal vs hepatico’! (Figura 9).

Farmacia Hospitalaria.

El servicio de Farmacia Hospitalaria se encarga de la determinacion de etilglucurénido en
orina en el periodo pretrasplante. Es un metabolito del alcohol, detectable durante 80
horas siguientes a la ingesta. El consumo de alcohol es la segunda causa de trasplante
hepatico en Europa’®, precedido Unicamente por las cirrosis de origen viral. En nuestra
serie supone 44% de todos los pacientes trasplantados y 19% extra cuando se combina
con infeccién por VHC. La supervivencia de los pacientes trasplantados por causa
alcoholica es similar a otras patologias, con una tasa al afio del 86%'8°. Muchos
programas de trasplante hepatico, entre los que nos incluimos, exigen al paciente con
consumo de alcohol un periodo de abstinencia de 6 meses para ser incluido en lista de

espera. Pero aun asi la tasa de recidiva alcohdlica tras el trasplante sigue siendo alta, en
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ENFERMEDAD RENAL CRONICA CON ENFERMEDAD HEPATICA

b

Sintomas o evidencia
de hipertension portal

v

Tratamiento VHC

Hepatopatia estadio Child-A, asintomatica

Biopsia hepatica

Trasplante hepato-renal

m

Estudio hemodinamico Trasplante renal
> 10 mm Hg m

Trasplante hepato-renal Trasplante renal

Figura 9. Algoritmo para el trasplante combinado de higado-rifién. Adaptado de Barcena-Marugan. Nefrologia
Sup Ext 2013;4(3):49-59

torno al 50%'%. La alta tasa de recidiva junto con la escasez de donantes, hacen que se
hayan desarrollado nuevos biomarcadores para la deteccion del consumo de alcohol. La
presencia de etilglucoronido en orina es detectable aun con consumo de bajas dosis de
alcohol (< 5 gr). Tiene una sensibilidad y especificidad del 89 y 99% respectivamente
(aplicando un punto de corte de > 5 mg/L) para la deteccion de consumo alcohdlico'’. Sin
embargo, también tiene falsos negativos (en caso de infecciones urinarias) y positivos
(consumo de cannabis, chucrut, levadura de panaderia, antisépticos orales con contenido

alcohdlico, cerveza sin alcohol o en pacientes con insuficiencia renal)'%2.

Psiquiatria/Psicologia

La valoracién psiquiatrica de los pacientes candidatos se basa principalmente en la

evaluacion de tres elementos fundamentales:

Abstinencia de consumo de alcohol durante al menos seis meses antes de la cirugia

Se recoge informacion detallada sobre la abstinencia efectiva de la persona candidata al
trasplante. Se contrasta con la ofrecida por sus familiares, como forma indirecta de

verificar los datos ofrecidos por el paciente. Si el paciente ha acudido o mantiene
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contactos con la Unidad de Conductas Adictivas, se accede a su historia clinica digital
para comprobar la adherencia al tratamiento y los resultados de las pruebas de control en
orina. Ante la sospecha de consumo, y a pesar de afirmaciones de abstinencia del
paciente, se procede a realizar analiticas sorpresa con determinacion de etil-glucurénido.
En situaciones extremas y excepcionales, se ha solicitado un analisis del pelo del

paciente para detectar consumos crénicos.

Patologia psiquiatrica aguda que contraindique la intervencion

Se realiza una exploracion estandar del estado mental del candidato y se recogen sus
antecedentes psiquiatricos personales y familiares. Si existe una patologia psiquiatrica

estabilizada y con adecuado tratamiento, no se contraindica la intervencion.

Red de soporte familiar adecuada para afrontar la cirugia

Desde Febrero del 2013, todos los pacientes evaluados para trasplante hepatico tienen
que firmar un documento denominado “compromiso de cumplimiento terapéutico”
elaborado por los servicios de Psiquiatria y Psicologia, en el que se pone de manifiesto: a)
la voluntad por parte del paciente de cumplir con los tratamientos terapéuticos indicados;
b) seguir el régimen de visitas a consultas externas establecido y; ¢) mantener una
abstinencia total de toda sustancia nociva que pueda interferir con el trasplante y su salud
(Anexo 2).

Pre-Anestesia.

Los candidatos son evaluados por un anestesista del equipo de Trasplante Hepatico con
un estudio pre-anestésico completo. Se obtiene una cuidadosa historia clinica del
paciente, con especial hincapié en posibles patologias cardiovasculares o respiratorias
que pudiesen afectar su capacidad de tolerar la cirugia. Toda esta valoracion se realiza
con posterioridad a las valoraciones de los otros servicios, y una vez que ha sido

aceptado por el comité de Trasplante Hepatico. De modo especifico, se revisa y evalua:

1. Sistema cardiovascular
2. Sistema respiratorio

3. Sistema nervioso: exploracion fisica, presencia de encefalopatia y grado
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Sistema renal
Sistema hematologico

Sistema digestivo

N o o b

Sistema endocrino.

A este estudio se suma la valoracion de la via aérea, ya que puede modificar la estrategia
de intubacion a la hora de realizar una induccién de secuencia rapida. Se valora el
Mallampati, la apertura bucal y la distancia tiromentoniana. Todas estas valoraciones
quedan recogidas en una hoja de datos que se incorpora a la historia clinica del paciente
y se completara en el momento del trasplante hepatico (Anexo 3).

Otras Especialidades

El Servicio de Hematologia y Laboratorios Clinicos aportan evaluacion analitica, tipaje
grupo ABO y Rh, deteccion de anticuerpos irregulares y hematimetria. Ademas, realizan
un detallado estudio de la hemostasia para descartar posibles trastornos congénitos de la
coagulacion. Los pacientes con diabetes, tanto de tipo | como Il, son valorados por el
Servicio de Endocrinologia, ya que, tras el trasplante, la utilizacion de corticoides a dosis
altas y de inhibidores de la calcineurina van a contribuir a un empeoramiento significativo
de su diabetes. Los reumatélogos valoran la necesidad individual de tratamiento de
osteoporosis mediante la realizacion de radiografias, densitometria y determinaciones
analiticas, con el fin de indicar tratamiento previo al trasplante. La valoracién por parte de
un especialista en enfermedades infecciosas tiene como objetivos el diagndstico y
tratamiento de las infecciones activas del candidato, la identificacion de factores de riesgo
para el desarrollo de infecciones post-trasplante y la prevencion, durante la espera, de
infecciones pre-trasplante. Se solicita valoracion por el Servicio de Alergia si el paciente
refiere reacciones a medicamentos; por el Servicio de Oftalmologia para visualizar fondo
de ojo en pacientes diabéticos, con el fin de detectar complicaciones microvasculares y;
por el Servicio de Cirugia Maxilofacial si se detectan alteraciones odontologicas.

Cirugia General

La valoracioén por el equipo de Cirugia General implicado en Trasplante Hepatico es la

ultima en realizarse, previo a la inclusion en lista de espera. Se realiza una historia clinica
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detallada, apoyada en las valoraciones de los otros especialistas. Es obligatoria la
asistencia del paciente y algun familiar y/o persona que vaya a estar junto al paciente en
las semanas posteriores al trasplante hepatico. En la historia clinica se hace especial
hincapié en el inicio de la enfermedad, los habitos toxicos pasados y presentes (consumo
de alcohol, tabaquismo, adiccién a drogas), comorbilidades y tratamientos actuales. Se
realiza exploracion fisica exhaustiva y anamnesis por sistemas. Se revisan analiticas,
grupo sanguineo, serologias y pruebas de imagen (TAC y RMN). Tras ello, se explica al
paciente y acompanante/s todo lo que comprende el proceso del trasplante, segun una
serie de items consensuados y registrados. Se pone especial énfasis en la recuperacion
tras el trasplante, se transmite al paciente la importancia que tiene su colaboracién para
iniciar la deambulacién al inicio de su estancia en planta de hospitalizacién. Se le explican
riesgos, complicaciones derivadas del acto quirurgico y de la medicacion
inmunosupresora. Al finalizar se entrega un consentimiento informado, que debe ser
firmado por el paciente, y se revisan y registran los numeros de teléfono. La entrevista,
que dura entre 45-60 minutos, queda registrada en formato papel en la historia clinica del
paciente (en la actualidad queda se guarda en formato digital) junto con el consentimiento
informado firmado (Anexos 4 y 5).

Técnicas quirurgicas en donante y receptor

Técnica quirurgica en el donante

La extraccion del higado se contempla dentro de una extraccion de donante
multiorganico. Consta de cinco fases:

Preparacion del donante
Laparotomia y valoracion de érganos (en nuestro caso, el higado)
Extraccidon hepatica:
a. Técnica clasica
b. Técnica multivisceral en bloque
c. Extraccion combinada higado-pancreas
4. Transporte del 6rgano
Cirugia de banco

La técnica quirurgica clasica en el donante queda recogida en los siguientes pasos:
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Laparotomia, valoracién del 6rgano y esternotomia si la valoracién es positiva
Diseccidén de estructuras vasculares y biliares

Canulacién y perfusion de la solucion de preservacion

Db~

Extraccién del higado

Siempre se realiza esternotomia tras comprobar la validez del érgano. Por dos razones,
amplia la exposicion del campo quirurgico y acceso mas facil a la vena cava inferior
suprahepatica para su seccion. Cuando el donante ha tenido cirugias cardiacas previas, la
esternotomia se realiza tras colocar las canulas de perfusion, justo antes de iniciar la
perfusién con liquido de preservacion. Perfusion porta con sonda de Nélaton,
habitualmente 10 Fr, a través de la vena mesentérica inferior. Diseccion de vena cava
inferior a nivel de su bifurcacion en las venas iliacas, que sera ocluida en el momento de
la perfusion. La perfusion con 4 litros de liquido de preservacion. Al inicio del programa de
trasplante, se usaba Celsior® como liquido de preservacion (55 donantes de la serie).
Desde agosto 2014, Custodiol® en 42 donantes. Los 3 donantes restantes fueron
perfundidos con liquido de la Universidad de Wisconsin, y fueron importados por otros
equipos de trasplante.

Técnica en el banco

Tanto en el donante como en el receptor y en el banco, el ayudante y el cirujano van
provistos de gafas-lupa con aumento de 2,5-3. La cirugia de banco se realiza al llegar al
hospital, si es otro el hospital donde tiene lugar la extraccion. Se trata de dejar limpios

todas las estructuras vasculares y reconstruir, si es preciso, anomalias arteriales.

Técnica quirtirgica en el receptor

La intervencion consta de dos fases, hepatectomia e implante, pero debe ser reglada en

cuatro fases:

1. Exploracién

2. Hepatectomia

3. Implante

4. Hemostasia y cierre
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Las incisiones mas utilizadas para la laparotomia son subcostal bilateral (Chevron), la
misma con prolongacion vertical en la linea media (incision en estrella de Mercedes-Benz
o simplemente de Mercedes), y la incisién en J. La mas utilizada es la incisiéon de
Chevron, realizada en 64 pacientes, seguida de la en J en 24 pacientes y de la Mercedes
en 12 pacientes. Para el ajuste de los parametros de la coagulacion se utiliza, ademas de
los datos suministrados por el laboratorio, los que se obtienen intraoperatoriamente
mediante tromboelastografia (ROTEM®). Con ello, se logra minimizar la transfusién de
hemoderivados. Se utiliza un recuperador sanguineo si no hay hepatocarcinoma. Se
realiza hemodilucidon normovolémica preoperatoria en pacientes que tiene al menos 9
gr/dL de hemoglobina en la analitica preoperatoria. La extraccion de sangre finaliza
cuando la saturacion venosa de oxigeno cae por debajo del 70%. La reposicion de
volumen se realiza con Plasmalyte®. Las bolsas de sangre extraidas se conservan en el
quirofano y se reinfunden al inicio de la reconstruccion biliar, si antes no ha sido necesario
por inestabilidad hemodinamica. En todos los pacientes se realiza derivacion porto-cava
temporal (DPCT) para facilitar la maxima estabilidad hemodinamica. Es término-lateral y
se realiza con sutura continua de polipropileno de 5/0. En todos los pacientes excepto en
1, por un problema quirurgico, se realiza preservacion de vena cava, también denominada
de técnica “piggy-back”. Con ello se preserva la totalidad de la cava inferior del receptor, y
el higado a implantar se coloca sobre ésta, abrazandola. Requiere la diseccion y ligadura
cuidadosa de todas las venas retrohepaticas cortas que drenan directamente en la cava
retrohepatica.

La anastomosis portal la se realiza con sutura continua de polipropileno de 6/0 anudando
los cabos con un nudo aéreo (factor de crecimiento) que permitira a la pared venosa
expandirse hasta su diametro normal. La anastomosis arterial se realiza con una sutura
continua de polipropileno de 7/0, que se anuda una vez abiertas las pinzas vasculares
para permitir la expansion éptima de la anastomosis. La via biliar se reconstruye de
colédoco o hepatico a colédoco/hepatico, término-terminal, y con sutura continua o puntos
entrecortados, con monofilamento absorbible (PDS o Maxon) de 5/0 o 6/0. Cuando no
esta indicado utilizar la via biliar del receptor (colangitis esclerosante, dafo quirurgico
previo, retrasplante complicado), se confecciona una hepatico-yeyunostomia en Y-de-
Roux de 50-60 cm. Si existe una disparidad de calibre entre donante y receptor, se coloca
un tubo en T de Kehr a través del colédoco del receptor, y que se evalua con

colangiografia intraoperatoria. Se ha dejado tubo de Kehr en 2 pacientes y realizado una
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hepatico-yeyunostomia en 1 paciente por colangitis esclerosante primaria, con reseccion
de toda la via biliar. Se dejé de colocar drenajes a partir del paciente numero 20. En los
primeros 19 pacientes se colocaron dos autoaspirativos (tipo Jackson-Pratt o Blake) a
ambos lados de la cava. Antes del cierre, siempre ser toma una muestra del higado
reperfundido, con aguja 14G, y se envia en solucién de formol al 10% para estudio
diferido.

Inmunosupresion

Los inmunosupresores utilizados para prevenir el rechazo del 6rgano trasplantado poseen
un estrecho intervalo terapéutico, es decir, la diferencia entre la dosis que puede causar
toxicidad o falta de eficacia es muy pequeina. Para ajustar la dosis es necesario un estudio
farmacocinético y medir la concentracion del farmaco en sangre. Tanto los inhibidores de
la calcineurina (tacrélimus y ciclosporina), como los m-TOR (everolimus y sirolimus) y
micofenolato poseen esta caracteristica. El intervalo terapéutico depende del tipo de
trasplante, el régimen inmunosupresor utilizado y el tiempo post-trasplante, y siempre va a
depender de la situacion clinica del paciente. En el post-trasplante inmediato, el valle o
predosis para tacrélimus se establece entre 8 y 10 ng/mL y para ciclosporina entre 200 y
300 ng/mL. Estos niveles disminuyen progresivamente con el tiempo y siempre que la
situacién clinica lo permita. El everolimus se puede introducir al mes del trasplante, con un
intervalo valle entre 5 y 8 ng/mL. En cambio, se utiliza el area bajo la curva como indice

farmacocinético para el micofenolato, y se situa entre 30 y 60 mg-h/L.

En nuestro centro se utiliza una metodologia bayesiana. A partir de un modelo
farmacocinético poblacional, permite calcular los parametros farmacocinéticos
individuales, es decir, el volumen de distribucion y el aclaramiento del inmunosupresor en
un paciente concreto. Esta metodologia permite calcular la dosis necesaria para alcanzar
en estado estacionario una concentracion del farmaco. Los calculos farmacocinéticos se
realizan con ayuda de un software de modelizacion no lineal de efectos mixtos
denominado NONMEM® V7.3. La primera determinacion se realiza el mismo dia del inicio
del tratamiento con tacrolimus, se recogen cuatro muestras de sangre, alas 2, 3,5y 12
horas post-administracién, y al dia siguiente a las 7:00 horas. Posteriormente, se realiza
una determinacioén valle diaria mientras el paciente esta ingresado y, una vez dado de

alta, en cada visita a la consulta externa de trasplante hepatico. Ademas, a las dos
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semanas, al mes, 3, 6, 9 y 12 meses post-trasplante se realiza una curva abreviada (valle,
2y 3 horas post-administracion) para calcular el area bajo la curva de tacrolimus y

micofenolato.

Postoperatorio

Unidad de criticos

La corta estancia es el resultado de una intensa colaboracion entre todos los
profesionales implicados. Durante las primeras horas post-trasplante, el paciente necesita
un seguimiento cercano para la deteccion precoz de complicaciones, de ahi su ingreso en
una unidad de criticos. En nuestro hospital, tanto la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
manejada por especialistas en medicina intensiva, como la Unidad de Cuidados
Intensivos Quirdrgicos (Reanimacion), manejada por anestesistas, cumplen este
cometido. Las actuaciones que se llevan en ambas unidades son similares y permiten que
la estancia en ellas tenga una mediana de 15 horas. Al salir de quiréfano e ingresar en

unidad de criticos, el paciente es portador de:

a. Una o dos vias arteriales
b. Catéter central de acceso yugular interno de gran calibre

o

Sistema de monitorizacion hemodinamica (PiCCO Plus®, menos frecuente Vigileo
o Swan-Ganz)

Extubado o con tubo orotraqueal

Sonda urinaria

Catéter de alto flujo periférico

@ = o o

Una o mas vias venosas periféricas

En la unidad de criticos se hace un especial seguimiento de:

Nivel de consciencia
Frecuencia cardiaca y respiratoria

Presion arterial invasiva

o o oo

Parametros derivados de PICCO®: indice cardiaco, ITBV (volumen sanguineo
intratoracico), EVLW (volumen de agua extravascular pulmonar), IRVS (indice de
resistencias vasculares sistémicas), IVS (indice de volumen sistolico), GEDV
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(volumen global al final de la diastole), SVV (variacion del volumen sistélico), GEF
(fraccion de eyeccion global), PVP (permeabilidad pulmonar)
Temperatura corporal central
Saturacion arterial de O2 (pulsioximetria con estabilidad hemodinamica)
Presién intraabdominal (equipo EMPIA®)

T a ™o

Diuresis y débito por drenajes, si procede
En funcion de la evolucion clinica, se realizan controles analiticos y pruebas de imagen
protocolizadas (Tabla 8). Todas estas actuaciones permiten hacer un seguimiento por

sistemas con la finalidad de acortar estancias y evitar reingresos:

a. Neurologico y del dolor. Valoracién del estado de consciencia, signos de

encefalopatia y escalas visuales del dolor (EVA).

b. Hemodinamico y control térmico. Seguimiento invasivo de tension arterial; si es

necesario, valoracion ecocardiografica de funcion sistolica, precarga y otras
alteraciones cardiacas; reposicion de volemia; y mantenimiento de la temperatura
corporal en torno a los 37°C con la utilizacion de mantas térmicas y perfusion de
soluciones templadas.

c. Respiratorio. Gasometria arterial para valorar oxigenacion, alteraciones
hidroelectroliticas y equilibrio acido-base, que ademas indica la funcién del injerto
hepatico.

d. Hemostasia. Analitica completa y valoracion de signos indirectos de sangrado
(taquicardia, hipotensién); utilizacion del tromboelastograma para la correccion de
la coagulopatia; una actitud restrictiva en la administracion de hemoderivados; y
profilaxis de trombosis venosa profunda mediante medias de compresién
neumatica intermitente.

e. Funcion del injerto hepatico. Seguimiento de posible encefalopatia, alteraciones

analiticas (enzimas hepaticas, bilirrubina, lactico) y alteraciones en los flujos
vasculares. Se realiza de forma sistematica una ecografia Doppler en las primeras
8 horas postrasplante, para evaluar y detectar de forma precoz complicaciones

vasculares; si la ecografia es dudosa, se realiza angio-TAC o arteriografia.
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Tabla 8. Via clinica en los primeros dias postrasplante en la Unidad de Cuidados
Intensivos en el H.G.U.Alicante

Ingreso Dia 0

en UCI (primeras 24

Gasometria, iones, glucosa, osmolaridad

S X 4h 24h 24h
calculada, gap iénico, lactato
Hemato_crlFo, Hb, Formula y Recuento X 6h 24h 24h
Leucocitario
Plaquetas, Quick, INR, Fibrinogeno, APTT. X 6 h 24 h 24h
AST, ALT, GGT, LDH, Fosfatasa Alcalina
Bilirrubina Total y Fracciones, Amonio, Lactato / X 8-12h 24h 24h
Piruvato
Magngsm, calcio, fésforo, proteinas totales, X 24h 24h 24h
albumina
Urea, Creatinina y Tasa de Filtrado Glomerular X 24h 24h 24h
Glucosa, PCR X 24h 24h 24h
Procalcitonina 24h 24h 24h
PCR de Citomegalovirus X X

. . . L a i
vac_al de Clclosporlnemla (niveles antes de la 2 7:00 a. m. 7:00 a. 7:00 a. m.
dosis de la mafiana) m.
: o - a : -

Nivel de :Facrollmus (niveles antes de la 22 dosis 7:00 a. m. 7:00 a. 7:00a. m.
de la mafiana) m.
ECG X
Rx de térax AP X X
Ecografia Abdominal (Eco-Doppler) X
Cultivo de frotis nasal, faringeo y rectal X
Ecocardiograma (Eco-Doppler) X

f. Infeccion. Extubacion precoz, retirada de drenajes y sondas de forma precoz, inicio
de nutricion enteral en las primeras horas postrasplante, siempre que el estado
clinico del paciente lo permita, son acciones encaminados, entre otras, en prevenir
infeccidn. Pasadas 4 horas de la ultima administracién de antibiéticos en quiréfano
(si no hay alergias a p-Lactamicos) se administra 1 gr de amoxicilina-clavulanico / 6
H, iv, durante 48 horas. En pacientes de alto riesgo (estancia hospitalaria
prolongada pretrasplante, anastomosis hepatico-yeyunal, hepatitis fulminante) el
tratamiento se prolonga durante 5 dias.

g. Profilaxis de la infeccién. CMV, Pneumocystis jirovecii.

h. Otras complicaciones. Digestivas (gastritis, hemorragia digestivas alta y baja, colitis
pseudomenbranosa); quirurgicas (hemorragia, trombosis de las anastomosis
vasculares, problemas biliares); metabdlicas (hiperglucemia, hipoglucemia);
respiratorias (atelectasia, infeccion respiratoria, edema agudo de pulmoén); renales
(sindrome hepato-renal, nefrotoxicidad asociada a inmunosupresores);

hemodinamicas (hipertension arterial); neuroldgicas (encefalopatia hepatica,

Traslocacion de ADN en TxH 80 Candido F. Alcazar Lopez



Material y Método
encefalopatia de causa multifactorial, convulsiones, psicosis asociada a corticoides,

mielinolisis pontina).

Planta de hospitalizacion

Al llegar a la planta de hospitalizacion, se incentiva la deambulacion precoz. Si no ha
iniciado tolerancia oral en la unidad de cuidados criticos y no presenta indicios de ileo
paralitico, se inicia una dieta basal tan pronto el paciente lo requiera. Esta dinamica
requiere coordinacion entre el equipo médico y el personal de enfermeria y auxiliares de
la planta de hospitalizacion. La mayoria de pacientes llega a planta sin catéter de alto
flujo, sin sonda urinaria y sin PiCCO Plus® (en los casos en donde se ha utilizado). Sélo
llevan una via central para la administracion de fluidos (si los precisa) y medicacion. Esta
via central se mantiene hasta el alta hospitalaria, ya que sirve para las extracciones de
sangre. Todos los dias, se cursa un hemograma y bioquimica completa, con perfil
hepatico. Las pruebas de coagulacién se interrumpen cuando se normaliza la
coagulacion, a no ser que aparezca deterioro de la funcién hepatica. Diariamente, se

solicita seguimiento del nivel de anticalcineurinicos, en la mayoria tacrolimus.

El paciente es valorado diariamente y de forma conjunta por Cirugia, Hepatologia y
Farmacia Hospitalaria. Si se requiere, se unen a la valoracion conjunta: Nefrologia,
Enfermedades Infecciosas, Cardiologia, y cualquier otra especialidad que pueda aportar
su experiencia. Antes de recibir el alta hospitalaria, se entrega y explica los siguientes

formularios al paciente y familiares:

1. Informe de alta, donde se especifica el tratamiento realizado y las citas previstas en
consultas externas.

2. Informe con recomendaciones generales (dietéticas, sociales) y numeros de
teléfono de contacto, disponibles 24 horas del dia para cualquier duda (Anexo 6).
Recetas médicas de todos los farmacos necesarios.

Hoja de tratamiento, en donde se especifican la cantidad y el horario en el que se

debe tomar cada farmaco recetado (Anexo 7).
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Seguimiento

Todas las complicaciones a 30 dias fueron recogidas y graduadas, segun la clasificacion
de Dindo et al.'®, en cinco grados con inclusion de subgrupos llla, lllb y IVa, IVb. Tras el
alta hospitalaria, los pacientes son atendidos en consultas externas dos veces a la
semana, con la presencia de un equipo multidisciplinar compuesto por hepatélogo,
cirujano y farmaceéutico hospitalario. Los pacientes trasplantados por CHC son seguidos
con TAC abdominal cada 3 meses durante el primer afio postrasplante. Los reingresos
hospitalarios de forma programada para realizar un procedimiento (ej.: biopsia hepatica)
no fueron considerados como consecuencia de una complicacion médica y/o quirurgica, y
por lo tanto no se recogieron en el presente estudio. Los datos presentados en este
estudio incluyen el primer afio postrasplante de cada paciente.

Medicion de ADN bacteriano

La metodologia utilizada para la medicién del ADN bacteriano en sangre (Tabla 9) fue
descrita en la tesis doctoral del Dr. Rubén Francés en 2001, que a su vez es codirector de
la presente tesis. Las técnicas basadas en biologia molecular permiten la deteccién de
productos bacterianos en todo tipo de muestras biolégicas. Una de esas técnicas es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Varios estudios han validado el valor
diagnostico de la PCR en el desarrollo de infeccion bacteriana'*. De hecho, esta
correlacion es mas relevante que la obtenida con pruebas serologicas o cultivos
microbiolégicos. De ahi el gran interés que el diagndstico molecular ha generado en
diferentes areas de la biomedicina.

Varios estudios han abordado la deteccidn de fragmentos gendmicos bacterianos a partir
de diferentes muestras de liquidos biologicos. En ellos se llevaba a cabo la deteccion de
material genético bacteriano en muestras estériles de pacientes con infeccion bacteriana
confirmada mediante datos bioquimicos y cultivos microbioldgicos'%%1%_ Estos estudios,
ademas de contar con pocos casos, ponen de manifiesto uno de los principales
problemas del trabajo con microorganismos: la contaminacion de reactivos por ADN
bacteriano. La radiacion ultravioleta (UV), acompanada alternativamente con 8-
metoxipsorileno (8-MOP) y tratamientos con DNasa, son algunos de los métodos

utilizados para anular la contaminacion en las técnicas moleculares de deteccion de
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Tabla 9. Material utilizado

Tubos Vacutainer SST Il y K3E. Pipetas automaticas.

Tubos de Eppendorf de 1,5 ml (DNA LoBind
Eppendorf®).

Pipetas Pasteur.

Ficoll (Ficoll-Paque Plus®). Cubreobijetos.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, PBS
(Sigma-Aldrich®).

Camara de Neubauer.

Buffer AL (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN®). Buffer AW1 (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN®).

Buffer TBE (Tris/Boric Acid/EDTA buffer

Buffer AE (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN®). ) )
electrophoresis purity reagent, BIO-RAD®).

Mezcladora de tubos de eppendorf (Thermomixer = Maquina de electroforesis (PowerPac Basic, BIO-
Comfort, EPPENDORF®). RAD®).

Equipo de quimioluminiscencia (ChemiDoc XRS+, | Tincién de acidos nucleicos GelRed™ (GelRed™

BIO-RAD®). Nucleic Acid Stain, 10000x in water 41003).
Marcadores de ADN GelPilot® (GelPilot® Mid Kit para realizacion de la PCR (Tag PCR Master Mix
Range Ladder, QUIAGEN®). Kit, QUIAGEN®).

Tubos Cell Start (ver referencia).

Centrifuga refrigerada (Eppendor 5804R
Refrigerated Centrifuge®).

Microscopio 6ptico.

Proteinasa K (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN®).

Buffer AW2 (QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN®).

Etanol puro.

Termociclador (MyCicler termal cycler, BIO-RAD®).

Buffer para analisis de AND mediante electroforesis
(GelPilot® DNA Loading Dye, 5x. QIAGEN®).
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fragmentos gendmicos bacterianos'¥:1%. No obstante, el empleo de estos agentes fisicos
y quimicos reduce en cierta medida la sensibilidad de la PCR, ya que no afecta
unicamente a los acidos nucleicos y artefactos contaminantes sino también a los
fragmentos diana de la amplificacion. La secuenciacion ha permitido caracterizar los
genes 16S ARNTr presentes en procariotas. Varios segmentos que los componen se
conservan en la mayoria de especies del arbol filogenético, mientras que otros varian en
diferente grado y resultan especificos de determinadas especies bacterianas. Gracias a la
secuenciacion en diferentes microorganismos se ha obtenido decenas de cebadores para

amplificar mediante PCR las diferentes regiones del 16S ARN.

Extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras de sangre

Se extraen 200 pL de suero que se incuban en un tampdn formado por lisozima /
proteinasa K durante 2 horas y se deposité en columnas QlAamp Spin (QlAamp DNA Mini
Kit; QIAGEN, Hilden, Germany). Las muestras se microcentrifugan a velocidad maxima y
finalmente se extrae el ADN con 50 uL de agua precalentada a 70°C. El rendimiento y la
pureza del ADN se midieron leyendo las absorbancias A260 y A260 / A280 en un
espectrofotometro SmartSpec 3000 (BioRad, Hercules, CA).

Cuantificacion de ADN extraido

Las muestras de ADN fueron cuantificadas mediante espectrofotometria (BioRad
Hércules, CA, USA) a 260 nm. Asi mismo, se realizaron mediciones de absorbancia a 280
nm, la longitud de onda especifica de proteinas, para determinar, a la par que el
rendimiento de la extraccion, su pureza mediante el cociente A260/A280.

Amplificacion del ADN

Se desarrollé una reaccion de PCR para amplificacion del gen 16S rRNA de procariotas,
técnica que posibilita la obtencion de multiples copias de un segmento de ADN existente
entre dos regiones de secuencia conocida. Previamente a la reaccién se realizé una
incubacién de todos los reactivos, a excepcion de los cebadores, en presencia de DNasa |
(Promega, Madison. WI, USA) 1000 u/mL, durante 60 minutos a 37°C, para fragmentar

cualquier ADN contaminante, seguida de otros 30 minutos a 90°C para la
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desnaturalizacion de la propia DNasa previa al inicio de la PCR. Mediante el empleo de
dos oligonucledtidos a modo de cebadores, de secuencia complementaria y flanqueante a
la regién de ADN que se pretende amplificar, se realizaron una serie de reacciones de
sintesis catalizadas por una polimerasa. El ADN se desnaturalizé con calor en presencia
de un exceso molar de los oligonucledétidos y de los cuatro deoxiribonucleosidotrifosfato
(dNTPs), empleados por la polimerasa como sustrato. El calentamiento produce la
separacion de las dos hebras de ADN que posteriormente son hibridadas con los
cebadores mediante el descenso de la temperatura hasta un valor 6ptimo para la reaccién
(este valor de temperatura viene determinado por la secuencia de los cebadores y su
temperatura de fusion o Tm). Tras la hibridacion se produce la extension de los cebadores
a través de la ADN polimerasa. Esta dinamica de reacciones, consistente en
desnaturalizacion, annealing y sintesis de ADN, se repite durante un numero de ciclos.
Como resultado de esta reaccion exponencial, se obtiene un segmento de ADN de doble
cadena, cuyo limite queda definido por el extremo 5' de los cebadores y con una longitud

igual a la distancia entre los mismos.

Mezcla de reaccion de PCR.

Todas las reacciones de PCR se ajustaron al volumen final de 50 uL. A la mezcla se
afiadieron 2 uL de la muestra correspondiente en cada caso, hasta completar 50 uL. Se
utilizaron los cebadores 799891-F 5AGAGTTTGATCATGGCTCAG -3’y 799892-F (5’
ACCGCGGACTGCTGCTGGCAC - 3'. Estos cebadores localizados en la posicidon 7-27 y
531-514 de la secuencia de E coli son universales para procariotas, por lo que, a priori,
amplifican el gen 16SrRNA de cualquier especie bacteriana. Las reacciones de PCR se

realizaron en un termociclador (MyCicler termal cycler, BIO-RAD®).

Purificacion de productos de PCR.

El volumen total de la reaccién de PCR se filtré mediante QIAquick® Spin Columns
(QlAquick PCR Purification Kit, QIAGEN, Hilden, Germany) con el fin de eliminar los
restos de cebadores no hibridados.
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Deteccion de productos amplificados.

La deteccidn de productos amplificados se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Para ello se pesaron los gramos de agarosa necesarios para preparar una
disolucion al 2% de agarosa en tampdn TBE 0.5X. La mezcla se calent6 hasta su
ebullicion y la total disolucion del polimero. Tras unos minutos a temperatura ambiente, se
afadio bromuro de etidio, se vertio la disolucion en el casting de electroforesis y se
colocaron los peines que corresponderan a los pocillos de carga de cada muestra, y se
dejoé que el gel polimerizara. Una vez cargadas las muestras, se administré una corriente
de 120 v durante 15 minutos y se revel6 el producto amplificado mediante ultravioleta.

Universalidad de los cebadores.

Se comprobd la capacidad del método para detectar todo tipo de especies bacterianas
mediante la metodologia descrita, se realizaron identificaciones positivas por PCR a partir
de cultivos en suspension de diferentes especies procariotas, y se intentd abarcar el
grupo mas heterogéneo posible con cepas alejadas filogenéticamente. Estos cultivos
fueron suministrados por el CECT (Coleccién Espanola de Cultivos Tipo; Universidad de
Valencia, Espafa). Como se esperaba, mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
se obtuvo una banda especifica de ca. 524 pares de bases correspondientes al fragmento
genomico bacteriano amplificado por PCR.

Determinacion de la sensibilidad del método

Con el fin de calcular la sensibilidad del método desarrollado, se obtuvo muestras de
sangre de 20 sujetos sanos (donantes), en las mismas condiciones a las de los pacientes
cirréticos, y se procesaron para la extraccion de ADN y posterior amplificaciéon por PCR de
la regidn universal del gen 16S rRNA de procariotas. Cada muestra de suero estéril
procedente de donante sano se inocul6 respectivamente con cada una de las 12 cepas
bacterianas crecidas en laboratorio. Todo el material empleado para la extraccion y
amplificacion de ADN fue testado como diana en la reaccién de PCR, siendo el resultado

de todas ellas negativo.
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Limite de deteccidon

Para determinar el limite de deteccion, se empled una cepa liofilizada de E coli con la que
se prepararon cultivos en placa, y se dejo crecer durante dos dias en estufa. Las
muestras seriadas se obtuvieron a partir de una unidad formadora de colonia (ufc) del
cultivo original, diluyendo cada vez con agua y realizando las extracciones de ADN de
cada una de las diluciones a partir de 200 uL. Todas las muestras fueron cuantificadas por
espectrofotometria y sometidas a reacciones de PCR y posterior electroforesis para la
deteccion de la banda especifica del gen 16S rRNA de procariotas. La deteccion de una
banda de amplificacion especifica del gen 16S rRNA de procariotas se produjo hasta la
dilucion 1/102 de la muestra inicial, lo cual se corresponde con un limite de deteccion
situado entre 0.01 ng/mL. El limite para la deteccion de ADN bacteriano fue de 10 pg, de
tal forma que los pacientes con valores superiores a este fueron considerados como ADN
bacterianos +. Los amplicones de las PCR se cargaron en un chip de DNA (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) y fueron analizados con Agilent 2100 BioAnalyzer.

Medicion de endotoxina y citoquinas proinflamatorias

Se utilizo el kit ELISA LAL (BioWhittaker, Nottingham, UK) para medir los niveles de
endotoxina en sangre periférica, descrito en otros trabajos’®°. También se midieron los
niveles séricos de TNFa e IL-6, tanto antes de comenzar el trasplante, como en el dia 30
postrasplante. Los niveles de estas citoquinas proinflamatorias fueron medidos mediante
citometria de flujo, utilizando una matriz citométrica de microesferas (“Cytometric Bead
Array, CBA”) en el citometro de flujo FACs Canto II® (Becton Dickinson, San Jose, CA). El

limite para la deteccion de estas citoquinas oscilaba entre 2-5 pg/mL.

Método Estadistico

Las variables categoricas o cualitativas se expresaron como frecuencias o porcentajes.
Los estadisticos descriptivos utilizados para datos con distribucion normal y para aquellos
con distribucion que no sigue la normalidad fueron expresados mediante media +
desviacion estandar o mediana (primer cuartil, cuarto cuartil) respectivamente. El
estadistico Shapiro-Wilk se utilizé para comprobar y asegurar la normalidad de las

variables continuas. Las comparaciones entre variables categdricas se llevaron a cabo
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mediante el test de la Chi-cuadrado o mediante el test exacto de Fisher cuando estaba
indicado. Las diferencias entre grupos con distribucion normal y no-normal para valores
cuantitativos fueron analizados usando la t de Student para datos independientes o el test
de la U de Mann-Whitney, respectivamente. Las diferencias estadisticas entre 3 grupos o
mas fueron analizados con el test de ANOVA con la correcciéon de Bonferroni para
multiples comparaciones si los datos seguian una distribucién normal; o mediante el test
de Kruskal-Wallis con post-hoc de comparaciones multiples usando el test de la U de
Mann-Whitney y la correccion de Bonferroni si los datos no seguian una distribucion

normal.

Se utilizé analisis de regresion logistica para analizar los posibles predictores de
presencia de ADN bacteriano al inicio del trasplante y durante el primer mes
postrasplante. Las variables que alcanzaron significacion estadistica (p < 0,05) en el
analisis de regresion logistica univariante se incluyeron en un analisis de regresion
logistica multivariante con el empleo del método por etapas. Los resultados de los analisis
de regresion logistica fueron expresados mediante la Odds ratio (OR) y el intervalo de
confianza del 95 (95% CI). Se emplearon analisis similares de regresion logistica para
analizar los posibles predictores de complicaciones clinicas mas relevantes observadas

en el primer afo después del trasplante hepatico.

Se analizaron las diferencias de tiempo entre el trasplante y la aparicion, seguimiento y fin
de las complicaciones mas relevantes usando el método de Kaplan-Meier, dado que se
conocia el momento preciso de inicio y fin de cada acontecimiento. La recogida de datos
finalizé a los 365 dias del trasplante. El test Log-rank se usé para comparar curvas de

supervivencia. Las variables que en el analisis univariante consiguieron valores de p <
0,05 fueron incluidas en un analisis de regresion multiple de riesgo proporcional de Cox, y
se contabilizaron los intervalos de supervivencia libre de eventos con un indice de

confianza superior al 95%. Todos los valores de p son bilaterales. Todos los calculos se
realizaron con el software R-2.14.1 2011 (The R Foundation for Statistical Computing).
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RESULTADOS

Datos descriptivos

Donantes

El programa de trasplante hepatico comenzé el dia 21 de septiembre de 2012.
Inicialmente se incluyo a los primeros 110 trasplantes, pero se excluyd a 6 debido a doble
trasplante hepato-renal y 4 retrasplantes. De los 100 trasplantes analizados, 98 fueron
realizados con donante en muerte cerebral y 2 con donante en asistolia. Para la donacion
en asistolia se utilizo la técnica de canulacioén ultra-rapida tras el diagnostico de muerte
segun los criterios regulados por el Real Decreto 2070/1999. Ambos donantes en asistolia
fueron del tipo Il de Maastricht??°. La edad media de los donantes fue de 61 + 18 afios, de
los cuales 53 fueron hombres y 47 mujeres. La mediana del indice de riesgo del donante
(IRD)?*" fue de 1,9 (P2s.75: 1-2). En el 95% de los casos, el 6rgano fue extraido por
nuestro equipo, y solo en 5 casos el 6rgano fue importado y extraido por otros equipos de
trasplante hepatico. El liquido de preservacion fue Celsior en los primeros 53 pacientes,

Custodiol® (solucién HTK) en los demas.

Receptores

La edad de los receptores fue 57,4 + 8,1 anos, la mayoria hombres (n = 83). La
puntuacion MELD en el dia del trasplante fue 16,4 + 6,2. La etiologia mas frecuente fue
cirrosis por alcohol, 55% presentaba hepatocarcinoma. Antes del trasplante, 18 pacientes
habian presentado ascitis, 11 pacientes algun episodio de peritonitis bacteriana
espontanea, 26 hemorragia digestiva alta y 33 encefalopatia hepatica. Veintiséis
pacientes tomaron rifaximina o norfloxacino en el mes previo al trasplante, y otros 3
pacientes otro antibidtico. Tres pacientes portaban un TIPS en el momento del trasplante;
y 10 pacientes con VHC fueron tratados con antivirales de accién directa en el mes previo

al trasplante.

Intraoperatorio

El tiempo de isquemia fria fue 305 = 93 min, y de isquemia caliente 42 + 7 min. La

duracion del acto quirurgico fue 323 + 66 min, y durante el mismo solo se transfundieron
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concentrados de hematies procedentes del banco de sangre a 15 pacientes (2,2 + 0,7
unidades). Se utilizé recuperador de sangre en los pacientes sin hepatocarcinoma (n =
45), y se obtuvo una mediana de 500 mL (P2s.75: 325-745 ml). Todos los pacientes
excepto dos se extubaron en quiréfano al finalizar el trasplante, tras asegurar una correcta
analgesia con morfina y revertir los efectos del bloqueo neuromuscular (sugammadex

cuando el bloqueo se realizé con rocuronio).

Causas de no extubacion precoz

Un paciente, previamente ingresado en UCI por fallo hepatico fulminante (MELD 39), no
se extubo en quiréfano a pesar de que el trasplante habia transcurrido sin incidentes; sin
embargo, el higado presentaba consistencia dura, todos los datos analiticos empeoraron,
presento inestabilidad hemodinamica, y cuatro horas después se realiz6 trasplantectomia
y derivacion porto-cava temporal en espera de un nuevo 6rgano; fallecié 36 h después sin
retrasplante. Otro paciente se incluyé en cédigo 0 por fallo fulminante debido a VHB, llego
intubado a quiréfano con encefalopatia grado IV, MELD de 40; el 6rgano provenia de Las
Palmas de Gran Canaria, el tiempo de isquemia fria fue 9 h 27 min, requirioé ventilacion

mecanica y sustitucion renal, y estuvo ingresado 9 dias en unidad de criticos.

Postoperatorio inmediato

La estancia en unidad de criticos oscilé entre 6 horas y 9 dias. La mediana fue 15 horas
(P25-75: 10-29). La estancia fue inferior a 24 horas en 64 pacientes. Seis pacientes
fallecieron en unidad de criticos. Ningun paciente tuvo que reingresar en unidad de

criticos. La mediana de estancia en el hospital fue de 4 dias (P2s.75: 3-6 dias).

Traslocacion bacteriana

Se detectdo ADN bacteriano de origen intestinal en sangre de 26 pacientes antes del
trasplante (Tabla 10). No hubo diferencias significativas con respecto a los 74 pacientes
sin ADN bacteriano en sangre, salvo que una mayor proporcion de estos ultimos (32% vs
8%, p = 0.017) habia recibido tratamiento para descontaminacion intestinal (Tabla 10).
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Tabla 10. Variables estudiadas en los primeros 100 trasplantes hepaticos del H.G.U.Alicante

Total Pacientes Sin ADN bacteriano Con ADN bacteriano

(100) previoal TH (n=74) previo al TH (n = 26)

Edad (afios) 57,4 + 8,1 56,9 + 8,4 58,4 +7,3 0,59
Sexo (masculino/femenino) 83/17 62/13 21/4 0,89
Puntuacién MELD 16,4 £ 6,2 16,2 +5,8 172+74 0,47
Puntuacion MELD analitica 15,8 £7,2 15,7+7,6 16,0 £ 6,0 0,45
Etiologia 0,058

e Alcohol 44 (44%) 36 (48%) 8 (32%)

e VHC 21 (21%) 16 (21,3%) 5 (20%)

e Alcohol + VHC 19 (19%) 13 (17,3%) 6 (24%)

e Otros 16 (16%) 10 (13,3%) 6 (24%)
CHC (n) 51 (51%) 37 (49,4%) 13 (52%) 0,91
Ascitis refractaria previa (n) 19 (19%) 15 (20%) 4 (12%) 0,77
Episodios de PBS previos (n) 10 (10%) 9 (12%) 1 (4%) 0,45
Sangrado por VE previos(n) 23 (23%) 20 (26,7%) 6 (24%) 0,99
TIPS (n) 3 (3%) 1(1,4%) 2 (8%) 0,16
Episodios de EH previos (n) 36 (36%) 28 (37,4%) 8 (32%) 0,68
Pacientes tratados con DIS (n) 26 (26%) 24 (32%) 2 (8%) 0,017
Pacientes tratados con Anti-VHC(n) 7 (7%) 5 (6,6%) 2 (8%) 0,99
Pacientes tratados con B- bloqueantes(n) 45 (45%) 34 (45,4%) 11 (44%) 0,93
Pacientes tratados con antibiéticos previos al TH (n) 2 (2%) 1(1,4%) 1 (4%) 0,45
Pacientes tratados con IBP (n) 40 (40%) 28 (37,4%) 12 (48%) 0,61
Presion arterial media (mmHg) 82+10 8310 82+10 0,87
Frecuencia cardiaca (latidos/minuto) 79+13 809 78 +12 0,78
Temperatura (°C) 36,5+0,5 36,5+0,5 36,5+0,5 0,99
Bilirrubina (mg/dL) 4,7+7,8 4,2+6,8 4,8 +6,3 0,75
Albumina (g/dL) 3425 34122 3,0+x24 0,45
Quick (%) 60,6 £ 19,8 61,5+ 15,7 59,0 + 14,2 0,64
INR 1,817 1,715 1,8+ 1,6 0,78
Creatinina sérica (mg/dL) 1,1£0,7 1,0+ 0,6 1,1+0,6 0,88
Sodio sérico (mEg/L) 136,1£4,3 137,5+£ 3,8 136,4 £4,0 0,79
Potasio sérico (mEg/L) 42+0,6 41+0,5 43+0,5 0,54
Plaquetas/mm3 108,58 + 68,6 120,62 + 46,5 104,2 + 60,5 0,45
Leucocitos/mmB 6444 + 4012 6679 + 3894 6210 £ 3850 0,66
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Analisis de morbilidad

En total hubo 252 complicaciones, 124 de las cuales ocurrieron durante el primer mes
postrasplante y 128 desde que finaliz6 el primer mes hasta completar el afo (Tabla 11).
De los 100 pacientes trasplantados, 64 desarrollaron alguna complicacién durante el
primer mes postrasplante; 47% de las 14 complicaciones fueron de grado I y Il en la
clasificacion de Clavien-Dindo (Figura 10). Ochenta y ocho pacientes tuvieron alguna
complicacion entre los meses 2-12 después del trasplante; 67,2% de ellas
correspondieron a los grados | y Il de Clavien-Dindo (Figura 11). Las mas frecuentes
fueron infeccion por CMV (n = 28), infeccion bacteriana (n = 27), complicacion biliar /

pancreatica (n = 18), coleccion intraabdominal (n = 15), y rechazo (n = 12).

Complicaciones Clavien Dindo /1¢" Mes
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Figura 10. Complicaciones Clavien-Dindo de los 100 primeros trasplantes en el H.G.U. Alicante
durante el primer mes.

Complicaciones quirurgicas especificas

Nueve pacientes sufrieron un evento hemorragico que preciso reintervencion quirurgica
urgente. Tres con hemorragia fallecieron en el postoperatorio debido a fracaso
multiorganico, con un injerto hepatico funcionante (ver apartado dedicado a Mortalidad).

Tres pacientes tuvieron una trombosis completa de la arteria hepatica. Uno de ellos fue
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reintervenido de forma precoz tras no lograr la repermeabilizacion por via endovascular
mediante radiologia intervencionista; tras la intervencion, el paciente evolucion6 de forma
satisfactoria y fue alta en el 4° dia postrasplante. Los otros dos pacientes fallecieron
durante el ingreso. También fallecioé un paciente con trombosis parcial de arteria hepatica

(ver apartado dedicado a Mortalidad).

Un paciente presento estenosis de la anastomosis entre las venas suprahepaticas del
receptor y la vena cava del donante; desarroll6 ascitis en el postrasplante inmediato que
no mejoro con el paso de los dias, por lo que antes de cumplir el mes postrasplante fue
tratado de forma endovascular por radiologia intervencionista y desaparecio la ascitis.

Seis pacientes tuvieron fuga biliar a nivel de la anastomosis y un paciente estenosis.
Todos fueron resueltos mediante CPRE con la colocacion de protesis biliar.

Complicaciones Clavien-Dindo /1" Afio
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Grade | Grado 11 Grado Illa Grado IIIb Grado IVa Grado IVb Grado V

Figura 11.Complicaciones Clavien-Dindo de los 100 primeros trasplantes en el H.G.U.Alicante durante el
primer afio.
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Tabla 11. Complicaciones de los 100 primeros trasplantes hepaticos durante el primer
afno postrasplante.

Complicaciones en los

12 meses posTH n (0-1 mes) n (1-12 mes) n (total)

Infeccién por CMV 2 26 28
Infeccion bacteriana 14 13 27

Comphc;a_mon Biliar / 8 10 18
Pancreética
Muerte 12 4 16

Coleccion intraabdominal /
Hemoperitoneo
Rechazo del injerto

2 15
6 12
Fiebre de_orlgen 6 10
desconocido
Insuficiencia Renal

Ascitis posTH

Infeccién por Herpes
Zoster
Neurotoxicidad por
Tacrolimus
Evisceracion

N W oo &~ O
—_—
[(e]

N
»

Diarrea

13, B NN

Seroma herida gx
Eventracion - 5
Hemorragia Digestiva Alta
Fibrilacién Auricular 1
Celulitis en MMII 2
Neutropenia - 3

2

N W s

Infeccién por Herpes
Simple

Esofagitis herpética
Trombosis parcial de la
arteria hepatica
Colangitis Esclerosante 22 - 3

HTA -
Derrame Pleural -

Taquicardia
Supraventricular
Hematoma Intraabdominal

Melenas por ulcera
duodenal
Sindrome Confusional

Insuficiencia Respiratoria
Gastroenteritis virica -
Metastasis de CHC -
Ductopenia difusa de la
via biliar

Estenosis Uretral - 1 1

w
1
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Carcinoma
broncopulmonar con
metastasis a distancia
Sindrome Hemofagocitico

Epigastralgia

Angioderma

Condritis costal supurativa
Isquemia intestinal
Neuritis optica isquémica
Rectorragia

Trombosis venosa
profunda en femoral
derecha

Shock hemorragico

Adenocarcinoma de colon
descendente

Dolor abdominal
inespecifico
Glomerulonefritis
Mesangial IGA
Gastroenteritis

Neuralgia
Trombosis portal
Recidiva CHC
Diverticulitis Aguda

Pancitopenia
farmacologica

Ascitis secundaria a
Sarcoidosis Peritoneal
Recidiva de Liposarcoma

Crisis Comicial que
precisa de Kepra
Hernia Umbilical
incarcerada
Perforacién duodenal

Leucocitosis

Hiponatremia + Insf.
Hepatica
Ulcera antral

Crisis de Gota

Hematoma de Herida
quirdrgica

Shock Cardiogénico
Hematoma y acodadura
de Art. Hepatica
Trombosis vena cefalica
en tto con HBPM

Parada cardiorrespiratoria

TOTAL
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Analisis de mortalidad

La mortalidad en el primer mes fue 12% y las causas fueron fallo multiorganico (n = 5),
parada cardiaca (n = 3), fallo primario del injerto sin llegar a retrasplante (n = 3), sincope

en domicilio (n = 1).

Tres pacientes con hemorragia fallecieron en el postoperatorio debido a fracaso
multiorganico, con un injerto hepatico funcionante. Dos fallecieron tras reintervencion, uno
a los 25 dias del trasplante y otro a los 90 dias. El primero de los pacientes presento una
trombosis parcial de la arteria hepatica derecha y un hemoperitoneo con inestabilidad
hemodinamica tras la realizacidon de un procedimiento endovascular para
repermeabilizarla, por que lo que tuvo que ser reintervenido quirdrgicamente; tras la
reintervencion presentd peritonitis bacteriana secundaria, fracaso renal con hemofiltracion
continua, sindrome de distress respiratorio que precisoé intubacion orotraqueal, neumonia
filamentosa y shock séptico, todo lo cual desemboco en fracaso multiorganico y muerte
del paciente a los 25 dias del trasplante.

El segundo de los pacientes presentd inestabilidad hemodinamica con hemoperitoneo,
que requirio reintervencion urgente sin objetivar punto sangrante; durante la
reintervencion, los flujos de arteria hepatica y vena porta fueron normales; en el
postoperatorio presento insuficiencia renal que precisé de hemofiltracién continua,
episodios de fibrilacion auricular, bacteriemia por Estafilococo epidermidis, trombosis de la
arteria hepatica comprobada por ecografia Doppler, y neumonia por Escherichia coli
productor de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y Estenotrofomona, todo lo
cual hizo que falleciera a los 90 dias del trasplante.

El tercero presenté anemizacion progresiva en las 24 h del trasplante, respondio a la
transfusién de dos concentrados de hematies; en las ecografias realizadas se visualizé un
hematoma de 10 x 3 cm que no vario en las horas posteriores; sin embargo, empeoro la
acidosis metabdlica junto con insuficiencia renal e inestabilidad hemodinamica, necesito
drogas vasoactivas (noradrenalina) y hemofiltracién venovenosa continua; en las horas
posteriores presentd bradicardia extrema y parada cardiorrespiratoria, y tras 45 minutos
de reanimacién cardiopulmonar, se objetivd sangrado activo por drenajes quirurgicos, por

lo que fue reintervenido de urgencia, se encontré hemoperitoneo de unos 3 litros por
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sangrado a nivel de un vaso corto procedente de la vena cava; tras la reintervencion, el
paciente presentd fallo multiorganico: fallo hemodinamico con necesidad de noradrenalina
a dosis elevadas, fallo respiratorio que precisé intubacion orotraqueal y FiO2 al 100%, fallo
renal con hemofiltracidn venovenosa continua, y pupilas midriaticas arreactivas; fue éxitus

a las 72 h de la reintervencion quirurgica.

El cuarto paciente presentd una trombosis total de arteria hepatica. Portador de una
trombocitosis esencial en tratamiento con antiagregrantes; el trasplante fue complejo, durd
8 horas; la trombosis arterial obligd a rehacer la anastomosis y a fibrindlisis posterior; a
pesar de lo cual continué con empeoramiento clinico y analitico, acidosis metabdlica,
insuficiencia renal, hipotermia e hipoglucemia, todo lo cual desembocoé en una parada
cardiorespiratoria y muerte del paciente como consecuencia de un fallo primario del

injerto.

El quinto paciente comenzd con un cuadro de insuficiencia renal que desemboco en
ascitis e hidrotorax a las 24 horas del trasplante. Esta clinica fue refractaria tanto al
tratamiento farmacologico, como a la hemofiltracion venovenosa. Ademas, tras la
realizacién de una paracentesis evacuadora de aproximadamente 6 litros, se comprobd
que el liquido extraido estaba contaminado por Escherichia coli. Aun con terapia
antibiotica de amplio espectro con meropenem, linezolid y micafungina, la evolucion del
paciente fue mala, con necesidad de intubacion orotraqueal, inestabilidad hemodinamica
a pesar de dosis crecientes de farmacos vasoactivos (noradrenalina), y fue éxitus por

parada cardiaca al noveno dia postrasplante.

El sexto paciente presento una fuga pancreatica tratada con la colocacién de prétesis en
el conducto de Wirsung mediante CPRE; el paciente fallecio al dia siguiente de la
colocacion de la prétesis pancreatica tras un episodio de dolor brusco y parada

cardiorrespiratoria en la planta de hospitalizacion, que no se consiguid reanimar.

Hubo otros 2 pacientes que fallecieron por parada cardiaca subita. Uno de ellos tenia
hipertension pulmonar de 35 mm Hg y un MELD 16 antes del trasplante. El paciente subi6
a planta de hospitalizacion tras 31 horas de estancia en la unidad de Reanimacién, y
presento en el tercer dia postrasplante una parada cardiaca de la que no se consiguio

reanimar.
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El otro paciente, que fue éxitus tras parada cardiaca, mostraba en la ecografia de control
postrasplante liquido libre sin descenso de la hemoglobina, y presento en las primeras 24
horas postrasplante cuadro de hipotensién brusco refractario a la infusién de volumen y
de noradrenalina, que evoluciono de forma rapida a una situacion de parada cardiaca con
actividad eléctrica sin pulso. Tras 30 minutos de reanimacién cardiopulmonar avanzada, el

paciente no recobro pulso y fue éxitus.

Tres pacientes fallecieron debido a un fallo primario del injerto sin llegar al retrasplante
aun siendo listados de forma prioritaria como codigo 0. El paciente que queda para
completar la lista de fallecidos en el primer mes postrasplante, lo hizo en su domicilio de
forma subita, cuya causa nos es desconocida ya que los familiares no autorizaron la

peticion de autopsia.

Entre los meses 2-12 postrasplante, fallecieron 4 pacientes a causa de: a) isquemia
intestinal en el postoperatorio inmediato de un trasplante renal llevado a cabo 11 meses
después del trasplante hepatico, en un paciente con diagndstico de hiperoxaluria; b)
metastasis de CHC, en un paciente trasplantado por VHC + alcohol y CHC de 33 mm que
recibio tratamiento previo al trasplante con quimioembolizacién y respuesta completa

radioldgica; c¢) sindrome hemofagocitico; y d) carcinoma broncopulmonar metastasico.

Muller et al?®?, clasifica a los pacientes trasplantados hepaticos en alto, medio y bajo
riesgo de fallecer. Para ello tiene en cuenta la puntacién MELD del receptor y el BAR?%,
sistema que ademas de evaluar la gravedad del receptor tiene en cuenta las
caracteristicas del donante y las incidencias que ocurren durante el trasplante. De
acuerdo a este sistema de clasificacion, 50% de nuestros pacientes fallecidos, es decir 8,
pertenecian al grupo de alto riesgo, y el otro 50% al de bajo riesgo; no hubo en nuestra

serie pacientes de riesgo intermedio.

Relaciéon entre ADN bacteriano, citosinas y variables clinicas

ADN bacteriano en donantes y receptores

Inmediatamente antes de la incision, se detecté ADN bacteriano en sangre periférica en
26 pacientes. Durante la cirugia, se detect6 ADN bacteriano en sangre portal en 24
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pacientes. Tras el trasplante, en los dias 3, 15 y 30, la medicion de ADN bacteriano fue

positiva en alguna de las tomas realizadas en 34 pacientes (34%), de los cuales 23

pacientes tenian ADN bacteriano en sangre periférica antes de la colocacion del injerto

hepatico. Ademas, la concentracién de ADN bacteriano antes del trasplante (29,4 + 8,6

ng/uL) fue similar a la concentracion durante el primer mes (31,4 + 8,22 ng/uL) (p = 0,59).

Tabla 12. Especies bacterianas identificadas por ADN bacteriano antes y después del
trasplante hepatico en los 100 primeros trasplantes hepaticos

Especies de bacterias identificadas por ADN bacteriano antes
del Trasplante

Especies de bacterias

identificadas por ADN
bacteriano tras el Trasplante

Sangre Periférica (26)

Escherichia coli (10)
Klebsiella pneumoniae (5)
Staphylococcus aureus (4)
Enterococcus faecium (2)

Proteus vulgaris (1)

Proteus mirabilis (1)

Streptococcus pneumoniae (1)
Streptococcus agalactiae (1)

Enterobacter spp. (1)

Sangre Portal (24)

Escherichia coli (10)
Klebsiella pneumoniae (4)
Staphylococcus aureus (3)

Shigella fleneri (1)
Enterococcus faecium (2)
Streptococcus pneumoniae (2)

Proteus vulgaris (2)

Sangre Periférica (34)

Escherichia coli (13)
Klebsiella pneumoniae (4)
Morganella morganii (1)
Yersinia tuberculosis (1)
Campilobacter jejuni (1)
Citrobacter freundi (1)
Staphylococcus aureus (3)
Staphylococcus haemoliticus (1)
Staphylococcus lugdunensis (1)
Enterococcus faecium (3)
Enterococcus faecalis (1)
Streptococcus pneumoniae (3)

Enterobacter cloacae (1)

Todos los fragmentos gendmicos bacterianos fueron secuenciados e identificados, tanto

en el receptor (Tabla 12) como en el donante (Tabla 13). Todas las especies bacterianas
halladas en sangre periférica en el receptor hepatico antes del trasplante también estaban
en sangre portal. Y la gran mayoria de especies que encontramos en sangre periférica
antes del trasplante también se encontraron en alguna de las determinaciones realizadas
con posterioridad al mismo. Se encontré ADN bacteriano en 8 de los 100 donantes. Los 8
donantes fueron utilizados en: 2 pacientes con ADN bacteriano antes del trasplante y en 6
pacientes en los que no se encontro ADN bacteriano en las determinaciones realizadas
antes del trasplante. De estos 8 pacientes trasplantados con donantes que tenian ADN
bacteriano, 4 pacientes presentaron ADN bacteriano en algunas de las determinaciones

Traslocacion de ADN en TxH 99 Candido F. Alcazar Lopez



Resultados
qgue realizamos durante el primer mes postrasplante. Todos los ADN bacterianos fueron
correlacionados con sus correspondientes especies, y solo en 1 paciente la especie
bacteriana presente en el donante fue la misma que la que el paciente presentaba antes

de la realizacion del trasplante y en el mes posterior al mismo (Tabla 13).

Tabla 13. Especies bacterianas en los pacientes trasplantados hepaticos que
presentaban donantes con bacterias identificadas por ADN bacteriano.

En el primer mes

Donante Antes del Trasplante Postrasplante

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Streptococcus pneumoniae Escherichia coli

Escherichia coli Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

Proteus vulgaris

Escherichia coli Escherichia coli Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

ADN bacteriano, TNFa, IL-6 y endotoxina

Antes de la cirugia, el nivel de endotoxina fue superior en pacientes con ADN bacteriano
(0,98 £ 0,41 UE/mL) que en pacientes sin ADN bacteriano (0,57 + 0,34) (p = 0,0001). Sin
embargo, no se encontro correlacion entre nivel de endotoxina y nivel de ADN bacteriano.
El nivel de las citocinas TNFa como IL-6 era superior en pacientes con ADN bacteriano
con respecto a pacientes sin ADN bacteriano, tanto antes como un mes después del
trasplante (Figura 12). Los niveles séricos de TNFa e IL-6 presentaban una correlacion
significativa con la presencia de ADN bacteriano (Figura 13), tanto antes del trasplante (r
=0,74; p =0,0001) como al primer mes (r = 0,66; p = 0,001). De la misma forma, existia
correlacion significativa entre los niveles de endotoxina y los de TNFa (r=0,7; p<0,001) e
IL-6 (r=0,67; p<0,001) en los momentos previos a la realizacion del trasplante (Figura 13).
En el analisis univariante, los niveles séricos de TNFa, IL-6 y endotoxina previos al
trasplante se relacionaron de forma significativa con la presencia de ADN bacteriano en

las muestras obtenidas antes de colocar el injerto hepatico. En el analisis multivariante,
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solo los niveles de endotoxina basales en suero mantenian una relacion significativa con

la presencia de ADN bacteriano (Tabla 14).
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Figura 12. Niveles de TNFa e IL-6 en los pacientes trasplantados hepaticos antes y al mes del trasplante en

funcion de si presentaban ADN bacteriano en sangre.
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Figura 13. Correlacion de los niveles de TNFa e IL-6 en los pacientes trasplantados hepaticos antes y al
mes del trasplante en funcién de si presentaban ADN bacteriano en sangre.
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ADN bacteriano v variables clinicas

En el analisis univariante, la ausencia de hepatocarcinoma, la ascitis refractaria, la toma
de B-bloqueantes y el hallazgo de ADN bacteriano, TNFa, IL-6 y endotoxina antes del
trasplante, se relacionaron de forma significativa con la presencia de ADN bacteriano
durante el primer mes postrasplante (Tabla 15). Sin embargo, en el analisis multivariante,
tan solo el TNFa antes del trasplante aparecié como factor predictivo independiente de la

presencia de ADN bacteriano en el primer mes postrasplante (Tabla 15).

Tabla 14. Variables que se relacionaron de forma significativa con la presencia de ADN
bacteriano antes de realizar el trasplante hepatico

ADN Bacteriano

slici H H 0,
Anadlisis Univariante antes del TH (pg/mL) OR (95%Cl)

no 20,23 + 20,94 1,05 (1,035 — 1,073) 0,009
TNF-o basal si 73,26 + 33,35

no 23,55 + 23,31 1,045 (1,030 — 1,063) 0,008
IL-6 basal si 82,44 + 39,20

. no 0,50 £ 0,28 324,0 (46,12 -4329,0) 0,0001

Endotoxina basal si 1,19 + 0,32
Anadlisis Multivariante OR (95%Cl) P
TNF-a basal 1,049 (0,981 — 1,131) 0,175
IL-6 basal 1,002 (0,941 — 1,065) 0,947
Endotoxina basal 61,2 (7,6 — 1065,0) 0,0001

ADN bacteriano, citosinas, comorbilidades y complicaciones

Las siguientes figuras (Figuras 14 y 15) muestran las complicaciones en el primer mes 'y
ano postrasplante agrupadas segun la clasificacion de Clavien-Dindo en funcién de si los
pacientes tenian ADN bacteriano en sangre en alguna de las determinaciones tomadas
tras finalizar el trasplante (muestras extraidas antes de salir de quiréfano o en los dias 3,
15 y 30 postrasplante). Las complicaciones que sufrieron nuestros pacientes, tanto al mes
como en el primer afno postrasplante se distribuyeron en todos los grados de Clavien sin
relacion alguna con la presencia de ADN bacteriano en sangre. Las graficas ponen de
manifiesto que un importante porcentaje de complicaciones, en el primer mes (47%) y en
los siguientes once meses (67%), corresponden a complicaciones menores (tipo | y |l de
Clavien). Ademas, las complicaciones de tipo lll, que tienen que ver fundamentalmente
con drenajes de colecciones y procesos que precisan de anestesia general (ERCP,
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Tabla 15. Variables que se relacionaron de forma significativa con la presencia de ADN
bacteriano durante el primer mes postrasplante hepatico

pie: . ADN Bacteriano N (%) o 0
Anadlisis Univariante 1° mes posTH (pg/mL) OR (95%Cl)
. no 44/66 (66,6%)

CHC (si) - 12/34 (35,3%) 0,273 (1,111 — 0,640) 0,003

Ascitis refractaria antes del no 8/66 (12,1%)

TH (si) i 10/34 (29,4%) 3,021 (1,067 — 8,832) 0,038

Toma de B-Bloqueantes no 27/66 (40,9%) _

Srties el TEINGi) - 21/34 (61.7%) 2,333 (1,010 — 5,556) 0,050

ADN Bacteriano antes del no 7166 (10,6%)

TH (si) si 19/34 (55,8%) 10.676 (3.950 - 31.944)  0,0001
no 17,18 £ 14,39

TNF-a basal - 66.71 + 37.09 1,059 (1,039 — 1,085) 0,0001
no 20,79 £ 18,40

IL-6 basal si 73.93 + 42 44 1,047 (1,031 — 1,068) 0,008

. no 0,51 £ 0,31
Endotoxina basal si 1.00 + 0,42 27,6 (7,7 — 126,5) 0,0001
Anadlisis Multivariante OR (95%Cl) P

CHC (si) 0,254 (0,004 — 0,205) 0,098

Ascitis Refractaria (si) 3,031 (0,474 — 19,09) 0,229

B-Blogueantes (si) 0,916 (0,203 - 3,863) 0,905

ADN Bacteriano antes del

TH (si) 1,909 (0,132 — 19,55) 0,597

TNF-a basal 1,141 (1,035 — 1,289) 0,015

IL-6 basal 0,938 (0,856 — 1,018) 0,143

Endotoxina basal 2,58 (0,32 — 26,7) 0,389

reintervenciones) fueron las mas frecuentes en el primer mes postrasplante (37%);

mientras que las complicaciones de tipo Il fueron las mayoritarias a partir del segundo
mes postrasplante (47%). En la figura 20, de los 12 pacientes que no tuvieron ninguna
complicacion, solamente 1 de ellos tuvo ADN bacteriano en sangre en alguna de las
muestras obtenidas tras la realizacion del trasplante. Por lo tanto 11 pacientes con ADN
bacteriano negativo (17% de todos los pacientes con ADN bacteriano -) no tuvieron
ninguna complicacion frente a 1 paciente con ADN bacteriano positivo (3% de todos los

pacientes con ADN bacteriano positivo) que tampoco la tuvo (17% vs 3%; p=0,02).

En el primer mes, el analisis univariante, la presencia de hepatocarcinoma en el receptor,
la toma de inhibidores de la bomba de protones (IBP) de forma continuada antes del
trasplante, y los dias que el paciente permanecia en el hospital tras el trasplante se
relacionaron de forma significativa con la aparicién de complicaciones en el analisis

univariante (Tabla 16).
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Complicaciones Clavien-Dindo/1°Mes
segun ADN Bacteriano
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Figura 14. Complicaciones durante el primer mes de los pacientes trasplantados en funcioén de si
tenian ADN bacteriano en sangre, segun la escala Clavien-Dindo
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Figura 15. Complicaciones durante el primer afio de los pacientes trasplantados en funcién de si tenian
ADN bacteriano en sangre, segtin la escala Clavien-Dindo

Sin embargo, en el analisis multivariante, sélo la toma de IBP y los dias de hospitalizacion
mantuvieron una relacion significativa (p = 0,018) con la aparicion de complicaciones en el

primer mes. (Tabla 16).
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Tabla 16. Variables que se relacionaron de forma significativa con el riesgo de desarrollar
complicaciones durante el primer mes postrasplante hepatico

Pacientes
Anadlisis Univariante complicados en N (%) o (pg/mL) OR (95%Cl)
los 30 dias posTH
no 27 1 37 (73%) 0,316 (0,127 — 0,743) 0,010
CHC si 29 /63 (46%)
no 9/ 37 (24,3%) 2,654 (1,108 — 6,796) 0,034
IBP basal si 29/ 63 (46%)
e, , no 4,03 + 2,09 1,308 (1,088 — 1,699) 0,019
Hospitalizacion (dias) 5 780 + 10.75

Analisis

OR (95%Cl) p

Multivariante

CHC (si) 0,436 (0,161 - 1,708) 0,093
IBP basal (si) 2,947 (1,122 — 8,235) 0,032
Hospitalizacion (dias) 1,288 (1,074 — 1,646) 0,018

Entre los meses 2 y 12 postrasplante, cinco variables tuvieron significacion estadistica en
el analisis univariante: presencia de ADN bacteriano antes de recibir el injerto, nivel de
TNFa e IL-6, presencia de ADN bacteriano en el primer mes, y nivel de TNFa al mes.
Pero ninguna de estas variables alcanzé significacion en el analisis multivariante. (Tabla
17).

Tabla 17. Variables que se relacionaron de forma significativa con el riesgo de desarrollar
complicaciones durante el primer afio postrasplante hepatico

Pacientes
Analisis Univariante complicados N (%) o (pg/mL) OR (95%Cl)
1° ano posTH
. no 5/ 37 (13,5%
ADN Bacteriano basal 5 21 /63((33,3"2) 3,200 (1,158 - 10,409) 0,034
no 22,61 +25,34
TNF-a basal si 40.11 + 36.72 1,019 (1,005 - 1,037) 0,014
no 27,38 £ 29,18
IL-6 basal si 4560 + 41,43 1,015 (1,003 — 1,030) 0,026
ADN Bacteriano en los no 7137 (18,9%)
primeros 30 dias posTH (si) si 27163 (42,8%) 3,214 (1,278-8,953) 0,017
i no 20,23 + 28,88
Anadlisis Multivariante OR (95%Cl) P
ADN Bacteriano basal 1,133 (0,198 — 6,13) 0,882
TNF-a basal 1,035 (0,962 — 1,119) 0,364
IL-6 basal 0,974 (0,914 — 1,034) 0,406
ADN Bacteriano en los
primeros 30 dias posTH (si) 0,075 (0,001 -21,421) 0,388
TNF-a a los 30 dias 1,061 (0,960 — 1,012) 0,264
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Ni la presencia de ADN bacteriano, ni la elevacion de TNFa o IL-6 mostraron relacion
significativa con otras complicaciones clinicas (infeccién por CMV, infeccion bacteriana,
complicacion biliar o pancreatica, coleccién intraabdominal, rechazo del injerto, o éxitus)

en el analisis univariante (Tabla 18).

Tabla 18. Asociacion entre la presencia de ADN bacteriano durante el 1° mes posTH y la
elevacion de TNF-a e IL-6 con el riesgo de desarrollar complicaciones

CMV (andlisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 50/21 16/13 1,94 0,79-7,74 0,15
TNF-a 30,9 + 38,3 46,6 + 45,6 1,01 0,99-1,02 0,08
IL-6 55,7 +44,9 69,4 £ 54,9 0,9 0,98-1,01 0,47

Infeccion Bacteriana (analisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 47/26 19/8 0,76 0,29-1,98 0,58
TNF-a 36,8 +42,0 32,0 +£ 38,6 1,00 0,99-1,01 0,60
IL-6 62,9 +49,1 51,9 £45,7 1,00 0,99-1,01 0,32

Complicacion biliar / pancreatica (analisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 55/28 11/5 1,07 0,36-3,20 0,90
TNF-a 34,1 +£40,2 38,7 £44,6 1,00 0,99-1,02 0,48
IL-6 59,3 +47,8 57,6 + 48,8 1,00 0,99-1,01 0,80

Coleccion intraabdominal (andlisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 57/28 9/6 1,36 0,44-4,19 0,60
TNF-a 34,6 £41,3 40,3 + 39,9 1,00 0,99-1,02 0,62
IL-6 59,7 + 46,8 61,0+ 57,3 1,00 0,99-1,01 0,93

Rechazo (andlisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 59/31 7/3 0,82 0,17-3,16 0,78
TNF-a 359+41,6 31,4 + 36,2 1,00 0,98-1,01 0,74
IL-6 60,6 £49,7 49,0 £ 30,0 0,99 0,98-1,01 0,47

Exitus (andlisis Univariante)

Variables Independientes No Si Coeficiente B IC 95% P

ADN Bacteriano No / Si 54/30 12/4 0,60 0,16-1,90 0,41
TNF-a 36,2 +40,3 31,4+454 1,00 0,98-1,01 0,66
IL-6 62,2 £49,0 45,1 +41,9 0,99 0,98-1,00 0,20

Traslocacion de ADN en TxH 107 Candido F. Alcazar Lopez



Resultados

ADN bacteriano, citosinas y reingresos

Sesenta y dos pacientes reingresaron durante el primer ano por diversos motivos (Tabla
19). Se encontré ADN bacteriano en 18 de los 31 pacientes que reingresaron durante el

primer mes (58%) y s6lo en 16 de los 69 pacientes que no reingresaron (23%), una

Tabla 19. Causas de reingreso durante el primer afio postrasplante

Diagnéstico N° Pacientes

Infeccion bacteriana 20

-
o

Rechazo agudo

Complicaciones biliares / pancreaticas
Hemorragia digestiva alta

Fiebre sin foco

Neurotoxicidad por tacrélimus
Evisceracion

Coleccién intraabdominal / hemoperitoneo
Recidiva de CHC / otras neoplasias
Trombosis portal

Trombosis venosa profunda

Convulsiones

N T I T S I N N 7o

Fibrilacion auricular

diferencia que alcanzé significacion estadistica (p = 0,001). Los niveles de TNFa e IL-6 a
los 30 dias del trasplante fueron significativamente mayores en los pacientes que tuvieron
que reingresar (TNF-a: 75,9 pg/mL [8,2-88,7] vs 7,4 pg/mL [47-18,4], p = 0,0007; IL-6:
86,8 pg/mL [21,9-124,7] vs 33 pg/mL [19,2-75,5], p = 0,03). De las variables analizadas,
sé6lo la presencia de ADN bacteriano en el primer mes postrasplante se relacion6 de forma
significativa (p = 0.0001) con la necesidad de reingreso durante el primer mes (OR = 4,65;
96% CI = 1,85-11,35) en el analisis multivariante (Tabla 20).

De la misma manera, se analizo las variables asociadas con la probabilidad de reingresar
en el primer afo postrasplante. De todas ellas, tanto solo los niveles de citoquinas (TNFa
e IL-6) tanto antes como al mes del trasplante, y la presencia de ADN bacteriano en
sangre durante el primer mes postrasplante, se relacionaron de forma significativa con la

probabilidad de reingresar durante el primer afio, en el analisis univariante.
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Tabla 20. Variables que se relacionaron de forma significativa con el riesgo de reingresar
durante el primer mes postrasplante hepatico

Anadlisis Univariante I
reingresados en N (%) o (pg/mL) OR (95%Cl)
1° mes posTH
no 29,26 + 29,86
TNF-a basal si 44,61 + 40,09 1,013 (1,001 = 1,025) 0,040
no 33,13 £ 34,21
IL-6 basal si 5161 + 4395 1,012 (1,001 -1,023) 0,029
ADN Bacteriano en los no 16 /69 (23,2%)
primeros 30 dias posTH (si) si 18/ 31 (58%) 4,587 (1,80 —11,628) 0,001
) no 26,34 + 36,56
TNF-a a los 30 dias si 5578 + 43 44 1,017 (1,007 — 1,029) 0,001
, no 50,78 + 42,38
IL-6 a los 30 dias 5 78.73 + 54.98 1,012 (1,003 -1,021) 0,009
Anadlisis Multivariante OR (95%Cl) P
TNF-a basal 0,968 (0,913 -1,023) 0,256
IL-6 basal 1,025 (0,978 - 1,077) 0,305
ADN Bacteriano en los
primeros 30 dias posTH (si) o9 (18 =Tdes) 0000
TNF-a a los 30 dias 1,004 (0,97 — 1,041) 0,806
IL-6 a los 30 dias 0,99 (0,969 — 1,011) 0,390

Sin embargo, en el analisis multivariante solo la presencia de ADN bacteriano durante el
primer mes postrasplante demostré significacion estadistica como variable independiente
para el reingreso durante el primer afio postrasplante (OR = 7,970; 95% CI = 2,528-
25,224; p = 0,0004) (Tabla 21).

Tabla 21. Variables que se relacionaron de forma significativa con el riesgo de reingresar
durante el primer afio postrasplante hepatico

Pacientes
reingresados

N (%) o (pg/mL) OR (95%Cl)

Analisis Univariante

no 19,82 £ 19,23
TNF-a basal i 4271+ 37.96 1,027 (1,011 — 1,048) 0,003
no 22,43 + 21,54
IL-6 basal i 48,93 + 42,68 1,025 (1,011 — 1,045) 0,003
ADN Bacteriano en los no 4 /38 (10,5%)
primeros 30 dias posTH (si) Si 30 /62 (48,4%) 1280 (21168 = 224189 DR
. no 15,69 £ 27,3
TNF-a a los 30 dias i 4759 + 43 31 1,025 (1,012 — 1,042) 0,001
. no 38,94 + 31,07
IL-6 a los 30 dias i 72,02 + 52.48 1,018 (1,007 — 1,030) 0,002
Anadlisis Multivariante OR (95%Cl) P
TNF-a basal 0,981 (0,922 — 1,044) 0,537
IL-6 basal 1,029 (0,976 — 1,086) 0,290
ADN Bacteriano en los
primeros 30 dias posTH (si) LRI sazet)) LU
TNF-a a los 30 dias 1,012 (0,962 — 1,071) 0,669
IL-6 a los 30 dias 0,995 (0,977 — 1,023) 0,962
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No se encontr¢ relacion entre la presencia de ADN bacteriano en sangre durante el primer
mes postrasplante y la probabilidad de rechazo o éxitus al afio del trasplante.

El analisis de regresion de Cox identifico la ausencia de ADN bacteriano durante el primer
mes postrasplante como el unico factor predictor independiente para el no reingreso de
los pacientes al afo tras el trasplante hepatico (HR = 2,751; 95% CI = 1,389-5,449; p =
0,0037). La probabilidad de no ser reingresado, en funcion de la presencia / ausencia de
ADN bacteriano en sangre durante el primer mes postrasplante, adquirié significacion
estadistica (p < 0.0001) (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de Kaplan-Meier y curva que muestra la probabilidad de No reingresar en funcién de la
presencia de ADN bacteriano en sangre durante el primer mes posTH. Valor significativo de Log rank test.
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DISCUSION

Hay pocos estudios en la literatura que asocien translocacién bacteriana y trasplante
hepatico en humanos. El equilibrio existente entre la microbiota intestinal y el huésped
puede romperse por muchas razones, algunas de las cuales concurren en el paciente
trasplantado hepatico. Asi, la malnutricion, el dafo por isquemia-reperfusion o la terapia
inmunosupresora a la cual se someten todos los pacientes trasplantados, pueden
fomentar fendmenos de disbiosis, ruptura de la barrera intestinal o alteraciones en la
respuesta inmunitaria innata, y provocar episodios de translocacion bacteriana que
pueden desembocar en procesos infecciosos o incluso en fallo del injerto trasplantado y

por ende en una disminucion de la supervivencia?®4.

La traslocacion bacteriana y/o sus productos (ej., endotoxina, ADN bacteriano) puede

producirse en los pacientes sometidos a trasplante hepatico por tres mecanismos?%:

a. Estasis portal, que favoreceria fenomenos de isquemia intestinal. Este mecanismo
es de mayor importancia en aquellos trasplantes hepaticos en los que no se realiza
derivacion porto-cava transitoria y que, por lo tanto, estan un mayor periodo de

tiempo con oclusién de la vena porta.

b. Disminucion del aclaramiento de bacterias y/o sus productos por las células del
sistema reticulo-endotelial hepatico.

c. Isquemia intestinal provocada por el dafio isquemia-reperfusion.

Ademas, la traslocacion tanto de bacterias viables como de sus productos en los

pacientes trasplantados pueden producirse por dos vias?%:

e Linfatica, a través de los ganglios mesentéricos.

e Portal.

Aunque no hay estudios publicados que evaluen la traslocacion de ADN bacteriano en el
trasplante hepatico en humanos, hemos encontrado bibliografia que pone de manifiesto la
interaccion que puede existir entre la traslocacidn bacteriana y el trasplante hepatico. En
el articulo con mayor nimero de pacientes trasplantados?%, se comparan la flora

bacteriana recogida en 111 pacientes trasplantados hepaticos con 51 pacientes cirréticos
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y 28 controles sanos. Pone de manifiesto que en los pacientes trasplantados hepaticos
existe una disminucion de especies bacterianas protectoras y un aumento de las especies
patogenas cuando se compara con individuos sanos. Ademas, estas poblaciones de
bacterias son similares a las que se observan en los pacientes cirréticos. El estudio, con
un seguimiento a 24 meses, indica que la restauracion de la flora bacteriana en los
pacientes trasplantados ocurre con el paso de los meses, y sugiere que sea quizas una
consecuencia de varios factores: la reduccién de la inmunosupresion y de la exposicion a

los antibioticos, ademas de la mejora en la funcion hepatica.

En cuanto a la inmunosupresion utilizada en los pacientes trasplantados, y mas
concretamente a los farmacos anticalcineurinicos (tacrolimus y ciclosporina), se ha
comprobado que, tanto en animales?®” como en humanos?, producen un aumento de la
permeabilidad intestinal asi como de los niveles de endotoxina circulantes. Ademas, estas
alteraciones son dosis-dependientes, mas evidentes en el postrasplante inmediato, y

disminuyen conforme van pasando los meses?%°.

Otro aspecto relevante y no aclarado por la falta de estudios en humanos, es la relacion
existente entre los cambios en la microbiota intestinal y los episodios de rechazo. No hay
estudios en humanos que evidencien esta relacion, pero sin embargo los hay en ratas con
rechazo, en los que se demuestra un descenso de filos Firmicutes junto con un aumento

de filos Bacteroides?'°.

Nuestro estudio incluye a los 100 primeros pacientes trasplantados hepaticos de forma
consecutiva en el Hospital General Universitario de Alicante, e intenta aclarar la relacion y
las consecuencias que la traslocacion de ADN bacteriano puede ocasionar en los
pacientes sometidos a un trasplante hepatico. De entre todas las caracteristicas que
presentan nuestros pacientes, queremos destacar la puntuacion MELD, con un valor
medio de 16. Este valor es debido a la alta proporcion de pacientes trasplantados por
carcinoma hepatocelular (55% de nuestra serie), que mantienen una buena funcion
hepatica. El aumento de los trasplantes hepaticos por hepatocarcinoma es una tendencia
que ya ha sido puesta de manifiesto en otros trabajos?'! y varia entre el 10-50 %. En las
siguientes lineas daremos respuesta a los diferentes objetivos que nos planteamos al
realizar este trabajo:
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Presencia de ADN bacteriano en el trasplante hepatico

Segun los datos del presente estudio, la proporcién de pacientes con ADN bacteriano en
sangre no varia en el primer mes tras la realizacion del trasplante. Un 26% de pacientes
presentaba ADN bacteriano en sangre periférica antes de la realizacion del trasplante y
24% en sangre portal en el momento previo a la realizacion de la derivacion porto-cava
durante el trasplante hepatico. Estos hallazgos son similares a los encontrados por
Moharem et al (33%)?'? y con la poblacién cirrética (30-35%). Tras el trasplante, un 34%
de los pacientes presento, en alguna de las mediciones realizadas durante el primer mes,
ADN bacteriano circulante; 23 de estos pacientes ya tenia ADN bacteriano circulante

antes de la colocacion del injerto?'3.

Varios factores pueden explicar porqué el ADN bacteriano no disminuye tras el trasplante
hepatico: por un lado, las alteraciones estructurales ocasionadas por la cirrosis y la
hipertension portal durante afios (aumento de la permeabilidad intestinal, alteraciones en
la microcirculacion de la mucosa intestinal, sobrecrecimiento bacteriano) no revierten de
forma inmediata; y por otro, el inicio de la terapia inmunosupresora provoca un aumento

de la permeabilidad intestinal y de los niveles de endotoxina?®.

Ocho donantes presentaban ADN bacteriano (8%). Esta proporcién coincide con la
publicada con anterioridad por Wiest et al>'# en individuos sanos. De los 8 receptores que
recibieron un érgano procedente de un donante con ADN bacteriano positivo, sélo 4
presentaron ADN bacteriano en alguna de las determinaciones realizadas en el mes
posterior al trasplante. Ademas, 2 de esos pacientes ya tenian ADN bacteriano en sangre
antes de la realizacién del trasplante. Todos los ADN bacterianos fueron correlacionados
con sus correspondientes especies, y solo en 1 receptor la especie presente en el
donante fue confirmada en el mes posterior al trasplante. Por lo tanto, en base a nuestros
resultados no encontramos asociacion entre el ADN bacteriano encontrado en los
donantes de higado y los pacientes trasplantados. Es decir, la presencia de ADN

bacteriano en los donantes no va a influir en la evolucién del trasplante?'2.

ADN bacteriano y complicaciones

Para evaluar las consecuencias que la traslocacién de ADN bacteriano en el paciente
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cirrotico pudiera tener en el trasplante hepatico, recogimos todas las complicaciones de
manera prospectiva y estratificadas segun la clasificacion de Clavien-Dindo'®3. Y fueron
detalladas dependiendo si ocurrieron durante el primer mes (postoperatorio temprano) o
durante el primer afio postrasplante.

De los 100 pacientes trasplantados, 88 presentaron alguna complicacion durante el primer
ano, con un total de 252 complicaciones y una mortalidad al afio del 16%. Ciento
veintiocho complicaciones ocurrieron durante el primer mes, con una mortalidad en este
periodo del 12%. La supervivencia al ano de los pacientes de nuestra serie (84%) coincide
con la publicada en los registros internacionales’, y es similar a la publicada por Muller et
al en aquellos pacientes con mejores condiciones para afrontar un trasplante hepatico, es
decir, con una puntuacion MELD y BAR mas baja (medianas de 12y 4
respectivamente)?°2. De igual manera, la morbilidad observada por nuestros pacientes al
ano (88%) fue equiparable a la que presentaron los pacientes de bajo riesgo en el estudio
de Muller (82%). Los 12 pacientes que fallecieron durante el primer mes postrasplante
suponen el 75 % de toda la mortalidad de la serie, cifra superior a la que esta publicada
en los registros internacionales’, y que puede ser consecuencia de la limitada

experiencia de nuestro equipo en el inicio del programa de trasplante.

Al analizar mediante analisis multivariante la aparicion de complicaciones en el primer
mes postrasplante, sélo encontramos asociacion significativa con la toma previa al
trasplante de inhibidores de la bomba de protones, y la estancia hospitalaria tras el
trasplante. En cuanto a la toma de inhibidores de la bomba de protones, esta demostrado
gue su uso indiscriminado en pacientes cirroticos ocasiona un aumento de las infecciones

y un peor prondstico?'.

En cuanto a la estancia hospitalaria, parece l6gico inferir que aquellos pacientes que
estan mas tiempo ingresados son los que han presentado algun tipo de complicacion
postrasplante o han llegado en peores condiciones al trasplante y por lo tanto tiene mayor
riesgo de sufrir complicaciones en el postrasplante inmediato. En nuestro estudié nos
sorprendié no encontrar asociacion entra traslocacién bacteriana y complicaciones
durante el primer afio. Si la presencia de ADN bacteriano en sangre en pacientes
cirréticos identifica a un subgrupo de enfermos con una mayor probabilidad de

complicaciones, era de esperar que, tras el trasplante, si no conseguian corregir ese
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estado proinflamatorio ocasionado por la presencia de ADN bacteriano, estos pacientes
tuvieran peor evolucion y mayor mortalidad. A pesar de ello, no podemos afirmar con
certeza que los pacientes con traslocacion bacteriana no presente peor prondstico o mas
complicaciones, ya que las extracciones sanguineas reflejan un momento puntual y no un
proceso que sin duda debe de ser dinamico. Quizas una monitorizacion mas exhaustiva
del estado proinflamatorio de los pacientes que presentan ADN bacteriano en sangre
periférica durante el postrasplante inmediato pueda ofrecernos mas informacion de su
evolucion. También, es posible que el tamano muestral no sea el adecuado, y que con
muestras mas amplias esta falta de asociacion en el analisis multivariante pueda ser
revertida. En este sentido, se detectd ADN bacteriano circulante en uno de los 12
pacientes que no presentaron ninguna complicacion durante el primer afio (3% de todos
los pacientes con ADN bacteriano positivo), y no se detectd en 11 (16,4% de los que no
tenian ADN bacteriano). Esta distribucién alcanzé la relevancia estadistica.

Tampoco encontramos asociacion entre la presencia de ADN bacteriano en sangre y
cualquier grado de complicacion. Esto fue aplicable tanto a las complicaciones que
surgieron durante el primer mes como a las que ocurrieron en el primer afio postrasplante.
De igual forma, tampoco encontramos asociacion significativa entre la presencia de ADN
bacteriano en sangre y las complicaciones mas importantes observadas durante en el
primer afio (CMV, infecciones bacterianas, complicaciones biliares/pancreaticas, rechazo,

colecciones intraabdominales, éxitus).

Otra de las conclusiones de nuestro trabajo es que los pacientes que reciben un
trasplante hepatico y que tienen ADN bacteriano circulante, presentan un aumento de las
citoquinas proinflamatorias TNFa e IL-6, que se mantiene tras el trasplante. El aumento de
estas citoquinas es el reflejo de una respuesta del sistema inmunitario similar a la que
ocurre en los pacientes con cirrosis evolucionada?®32. Es dificil identificar una Unica causa
por la que el trasplante de un higado sano no consigue resolver de forma inmediata ese
estado inflamatorio ocasionado por la circulacion de ADN bacteriano, y sean multiples las
causas que contribuyen a perpetuarlo en el postoperatorio inmediato. Tanto la cirrosis y
sus consecuencias, como la hipertension portal, producen cambios estructurales y
fisiologicos”®® que facilitan la traslocacion de ADN bacteriano. Estos cambios no revierten
de forma inmediata tras el trasplante, lo cual unido a factores inherentes al propio
trasplante®®* o hasta incluso una estancia hospitalaria prolongada hacen que la
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traslocacion de ADN bacteriano no desaparezca.

No encontramos ninguna variable fisiolégica y/o clinica que tuviera asociacion significativa
con la presencia de ADN bacteriano circulante durante el primer mes post-trasplante. Solo
los niveles de TNFa y de endotoxina antes del trasplante, reflejo de la traslocacién de
productos bacterianos, aparecen como factores de riesgo independientes?'3.

ADN bacteriano vy rechazo

Basandonos en estudios previos en animales, en los que se demostraba que alteraciones
en la microbiota intestinal predecian la aparicién de rechazo agudo tras la realizacion de
un trasplante hepatico?', analizamos la asociacion entre rechazo y la presencia de ADN
bacteriano circulante. En nuestra serie, tan sélo 3 pacientes con ADN bacteriano
circulante presentaron episodio/s de rechazo agudo, en comparacién con los 7 pacientes
en los que no se demostré la presencia de ADN bacteriano circulante y que tuvieron
rechazo. Por lo tanto, tampoco encontramos asociacion entre ambas variables y, tal como
explicamos anteriormente, quizas una monitorizacion mas exhaustiva de la presencia de

ADN bacteriano en sangre periférica, nos podria haber revelado conclusiones distintas.

ADN bacteriano vy reingreso

La circulacion de fragmentos de ADN bacteriano en sangre se relaciona con un aumento
de reingresos en pacientes intervenidos por enfermedad de Crohn?'®. En base a ello,
analizamos la influencia que tiene la presencia de ADN bacteriano en los reingresos de
nuestra serie. Encontramos que 62 pacientes tuvieron que reingresar durante el primer
ano postrasplante, de los cuales la mitad (n = 31) lo hicieron en el primer mes. Las causas
de reingreso mas frecuentes fueron las infecciones de origen bacteriano, el rechazo
agudo y las complicaciones biliares / pancreaticas. La presencia de ADN bacteriano en
sangre en alguna de las determinaciones realizadas durante el primer mes postrasplante
fue factor de riesgo independiente para que los pacientes reingresaran tanto en el primer
mes como en el primer aiio postrasplante. Este hallazgo tiene relevancia econémica?'’, ya
que aumenta los gastos del proceso; y por supuesto relevancia clinica, ya que no solo
disminuye la calidad de vida de los pacientes, sino que disminuye la supervivencia al afo

cuando se compara con los pacientes que no han tenido que reingresar?'8. 219220 Acorde
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con estos resultados, seria interesante establecer protocolos con la administracion de
probioticos y prebidticos, que podrian reestablecer la microbiota autdctona del paciente
antes del trasplante, y disminuir la probabilidad de traslocacion de productos de origen
bacteriano, sin aumentar la resistencias a antibiotico®®. La combinacion de probidticos y
prebioticos podria incidir en una menor tasa de reingresos en el paciente sometido a un
trasplante hepatico, al disminuir los episodios de traslocacion bacteriana. Para ello, seria

necesario plantear estudios prospectivos aleatorizados.

La mediana de estancia hospitalaria de nuestros pacientes trasplantados fue de 4 dias, y
no encontramos asociacion entre el tiempo de estancia hospitalaria y el riesgo de
reingreso. Mas concretamente, nuestros pacientes que tuvieron un alta precoz y una
estancia hospitalaria mas corta no reingresaban mas que aquellos con estancias mas
largas. En nuestra serie, 56 pacientes recibieron el alta antes del quinto dia postrasplante;
de ellos, 36 pacientes presentaron algun ingreso durante el primer afio postrasplante, lo
que supone el 64,3%; mientras que 35 pacientes fueron dados de alta después del quinto
dia de hospitalizacion tras el trasplante, de los cuales 20 reingresaron durante el primer
ano, lo que supone el 57,1%. Los 9 pacientes restantes, fallecieron antes de salir del
hospital. Estos hallazgos ponen de manifiesto, que los pacientes que reingresan son
aquellos que mas problemas han tenido durante el postrasplante inmediato y por lo tanto
una estancia mas prolongada®?'. La mayoria de nuestros pacientes se beneficia de una
estancia hospitalaria breve, con una recuperacion controlada y supervisada por medio de
todo el equipo de trasplante en régimen ambulatorio.

En conclusion, nuestro estudio pone de manifiesto que el porcentaje de pacientes
trasplantados hepaticos con ADN bacteriano circulante es similar al encontrado en
pacientes cirréticos. Del mismo modo, ambos grupos de pacientes presentan un perfil
inflamatorio similar en el que estan implicados varios factores. Sin embargo, este estado
proinflamatorio no se traduce en un aumento de las complicaciones que surgen ni en el
postoperatorio inmediato (30 dias) ni al afio del trasplante. La traslocacion de fragmentos
de ADN bacteriano no aumenta los episodios de infeccion bacteriana, ni de rechazo ni la
mortalidad de los receptores de un injerto hepatico. Solo hemos detectado que aquellos
pacientes trasplantados que presentan ADN bacteriano circulante tienen una mayor tasa

de reingresos tanto al mes como al afio de realizarse el trasplante?'3.
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CONCLUSIONES

1. Laincidencia de traslocacién de ADN bacteriano en los pacientes que reciben un
trasplante hepatico es similar a la poblacién cirrética.

2. Laincidencia de traslocacién de ADN bacteriano en los donantes multiorganicos es

similar a la poblacion sana.

3. La traslocacion bacteriana en un donante no tiene relacidon con la que pudiera tener el

paciente que recibe ese 6rgano.

4. Eltrasplante hepatico no elimina en el primer mes postrasplante la traslocacion
bacteriana presente en los pacientes cirréticos. Por lo tanto, no disminuye el estado
inflamatorio cronico resultante de la traslocacion de ADN bacteriano.

5. No encontramos asociacion entre la presencia de ADN bacteriano en sangre y el
desarrollo de complicaciones en el primer mes y durante el primer afio postrasplante.
Tampoco encontramos asociacion entre la gravedad de las complicaciones y la

presencia de ADN bacteriano.

6. No encontramos asociacion entre el desarrollo de rechazo agudo y la presencia de
ADN bacteriano.

7. La presencia de ADN bacteriano en sangre en nuestros pacientes, durante el primer

mes postrasplante, fue factor de riesgo independiente para que reingresaran tanto

durante el primer mes como durante el primer afio postrasplante.
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Anexo 1. Hoja de evaluacién cardioldgica pre-trasplante hepatico

PACIENTE:
SIP:

Edad:

N° valoracion:
Procedencia:
Dr. Remitente:

EVALUACION CARDIACA DEL CANDIDATO A TRASPLANTE HEPATICO

1. ANTECEDENTES
1.1.- Factores de riesgo CV:

1.2.- Antecedentes cardiovasculares:
» Cardiacos:
» Cerebrovasculares:
» Enfermedad vascular periférica:

1.3.- Otros AP relevantes :

1.4.- Patologia que motiva el trasplante hepatico:

- Complicaciones cirrosis:

- MELD:

2. TRATAMIENTO

3. SITUACION CLINICA

NYHA: Angor:

4. EXPLORACION FiSICA

Peso (Kg)= Talla (m)=  Sup corporal=  SatO2 decubito: %; biped %.

TA ;FC
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5. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

5.1.- Analitica:
Hb Plaq Glucosa Cr FG Br
Na K Col 1Q INR proBNP TnTus
5.2.- ECG:
Ritmo  FC Eje PR (ms) QRS QT(ms) | CONCLUSION
(ms) ECG:
QTc Blg HVI Alt.repol Isquemia
(ms) rama
5.3.- Ecocardiograma:
DTDVI DTSVI SIV(mm PP(mm) Al (cm2) DVD TAPSE
(mm) (mm) ) (mm)
GC IC FEVI S DTI S'VD PSAP E/A
(L/min) (L/min/m2 (cmls) (cmls) (mmHg)
)
E/e TD mitral TRIV Masa Valvulop Test AD
(ms) (ms) (g/m2) burbujas* (cm2)

(*shunt intrapulmonar si paso a cavidades izquierdas tras >3 ciclos)

» Conclusiones ecocardiograma:

5.4.- Rx torax.

5.5.- Test de isquemia (preferible eco dobutamina): indicado si 3 6 mas factores de
riesgo (>60 arios, HTA, DM, dislipemia, tabaquismo, antecedente de enf CV, HVI).
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5.6.- RM cardiaca: (si hemocromatosis o amiloidosis. Tb como test de
isquemia/viabilidad)

5.7.- Cateterismo: (dcho si PSAP>35 mmHg en eco. Coronariografia si test de isquemia

+).

6. DIAGNOSTICO

7. IDONEIDAD DEL PACIENTE PARA EL TRASPLANTE HEPATICO

[ ] No existe contraindicacién cardiaca para el trasplante hepatico.
[_] No contraindicado pero con posibilidad de complicaciones cardiacas.
[ ] Existe contraindicacién cardiaca para el trasplante hepatico.

Recomendaciones por parte de Cardiologia:

Fdo. Teresa Lozano-Cardiologia.

Alicante, a de de
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Anexo 2. Compromiso de cumplimiento terapéutico pre-trasplante hepatico.

Programa de trasplante hepatico del Hospital General Universitario de Alicante

Compromiso de Cumplimiento terapéutico por parte del paciente en proceso de
evaluacion para trasplante hepatico

El trasplante hepatico es un tratamiento médico complicado y puede poner en peligro la
vida. Por ello el programa de trasplante del Hospital General Universitario de Alicante
requiere una serie de compromisos por parte del paciente candidato potencial para
trasplante hepatico.

Para ser incluido en lista para un trasplante hepatico, usted se compromete a realizar las
siguientes tareas y actividades, en la medida de sus posibilidades y salvo fuerza mayor:

1. Acudir a las citas que se programen con los diferentes especialistas que se le indiquen,
para completar el protocolo de valoracion previo a la decision de inclusidn del paciente en
el programa, asi como a realizar las pruebas que sean necesarias. Si por cualquier motivo
justificado no pudiese acudir a alguna, el paciente debera llamar a la unidad
correspondiente para solicitar nueva cita a la mayor brevedad, debiendo justificar
documentalmente el motivo de no asistencia. La falta a las citas de forma reiterada sera un
motivo para ser excluido del programa.

2. Asistir a los controles que le sefalen los diferentes médicos del equipo de trasplante, y a
cumplir las indicaciones que se le hagan, y el tratamiento que se le administre. El
incumplimiento de manera injustificada tanto de la asistencia a los controles, como al
seguimiento de las indicaciones que se le den, supondra un fallo del compromiso en el
cuidado de su salud. Usted entiende y asume que tanto en las consultas con los diversos
profesionales, como en la programacion quirurgica, pueden surgir cambios, por lo que
acepta que, una vez programada alguna cita para consulta, o la intervencion, podra
modificarse por motivos organizacionales, siendo informado de los cambios.

3. Mantener una abstinencia total (no consumo) de toda sustancia que le cause dano y
pueda interferir con su trasplante. El propdsito de la abstinencia es mejorar los resultados
del trasplante y ayudar a consolidar la recuperacion de su salud. Se considera necesario
un minimo de seis meses de abstinencia antes de que el equipo de trasplante tome una
decision y entre usted en lista para un trasplante hepatico. Asimismo, se considera
necesario que durante el tiempo de espera para la cirugia, y después del trasplante hepatico
mantenga usted una abstinencia total de consumo de las siguientes sustancias:

e Alcohol: cualquier tipo o cantidad.

e Tabaco: en forma de cigarrillos, cigarros puros, pipas, o tabaco para mascar. Cualquier
tipo o cantidad.

e Todo tipo de droga ilicita, que incluye, pero no se limita a, metanfetaminas, cocaina,
heroina, PCP, éxtasis, etc. No se permite ningun tipo de marihuana (para fumar, comer
o en té), en ningun caso ni condicion.

¢Por qué requerimos la abstinencia?

Existen tres razones principales por las que le pedimos que se abstenga de consumir

alcohol, tabaco y drogas.
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e Estas sustancias pueden danar los 6rganos. El tabaco y la marihuana pueden dafnar
los pulmones o aumentar el riesgo de infeccion. El alcohol y otras drogas pueden
dafar el higado, los rifilones y la médula ésea.

e El alcohol, el tabaco y las drogas ilicitas pueden interferir con los medicamentos que
debera tomar durante el trasplante. Las interacciones inesperadas o desconocidas
con los medicamentos podrian poner en peligro el resultado del trasplante.

e El alcohol y otras drogas pueden alterar su capacidad para participar plenamente y
colaborar en su propio cuidado. Su participacion durante, y después del mismo es
esencial para lograr un resultado exitoso.

Si necesita ayuda para cumplir con el requisito de abstinencia, comuniquelo ahora a sus
meédicos del equipo evaluador. Ellos le orientaran para encontrar recursos que puedan
ayudarle. Para poder cumplir los requisitos del contrato de cumplimiento terapéutico, usted
acepta y autoriza la realizacion al azar de pruebas de deteccion de consumo de alcohol y
drogas, y se le podra pedir que complete un programa de deshabituacion al alcohol o a
sustancias quimicas, y que asista a consultas adicionales.

La recaida en el consumo de alguna de las sustancias mencionadas se entendera como un
incumplimiento a este compromiso. En ese caso Usted como paciente, y/o su familia,
debera informar al equipo de trasplante hepatico, para poder actuar de forma oportuna
tratando de limitar los potenciales dafios. Presentar un dafio del 6rgano trasplantado
asociado al consumo de sustancias lo excluira de la posibilidad de un nuevo trasplante.

Es importante que lea y entienda este documento antes de que lo firme. Deberia hacer
todas preguntas que estime oportunas sobre la informacion que se le da y que no
comprenda. De hecho, esperamos y alentamos sus preguntas durante toda su experiencia
de trasplante.

Al firmar este compromiso es Usted plenamente consciente y se declara completamente
informado de que su incumplimiento puede conducirle a una exclusién de la lista de
receptores o de la posibilidad de un nuevo trasplante.

En Alicante, a de de
Firma del paciente: Firma de un testigo: Firma del médico:
DNI/ NIE/ Pasaporte: DNI/ NIE/ Pasaporte: DNI/ NIE/ Pasaporte:
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Anexo 3. Hoja de datos pre-trasplante hepatico del Servicio de Anestesiologia.

Anexos

& GENERALITAT VALENCIANA

X CONSELLERIA DE SANITAT

HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE Y CENTRO
DE ESPECIALIDADES BABEL

AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

PEGATINA DEL PACIENTE

Servicio de Anestesiologia-Reanimacion Evaluacion Pre-Trasplante Hepatico

NEUROLOGICO: S/ N
Encefalopatia Grado
HTA

CARDIOPATIA: S/N

- Hipertensiva/Isquémica / Valvular /Amiloidea/Cirrdtica

- METS
INFECCIOSO: S/N
- Hepatitis A / B / C
-CMV / VIH
- Infeccidn por mulitirresistentes S/N

Cual?
OTROS

DIAGNOSTICO: PESO: TALLA:

CHILD PUGH: MELD ASA FECHA DE LA EVALUACION:

HABITOS TOXICOS: RAM S / N Cual? Ex- Fumador S/N  a/p. Enolismo S/N g/d.
Otros:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS:

ENFERMEDAD HEPATICA: RESPIRATORIO: S/N

Ascitis S /N PBES /N HDA S /N - EPOC

Hidrotorax S /N TIPS S /N - Hipertension pulmonar ~ PAPm

- Sindrome Portopulmonar

- Otros

ENDOCRINOLOGICO: S/N
- DM Tto con:Insulina / ADOS

- Otros: Cual?

RENAL: S/N
- Insuficiencia renal
- Sindrome hepatorrenal
- Hemodialisis

OTROS

TRATAMIENTO HABITUAL.

INTERVENCIONES PREVIAS: S/N...

Antecedentes Anestésicos de interés:

EXPLORACION FISICA:

TA Fc Sat 02 basal de pie:
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Prétesis dental S/ N
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PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

ECG: Normal / patoldgico. Cual?

ECOCARDIO Normal / patoldgico. Cual?

RXTX: Normal / patoldgico. Cual?

PFR: Normal / patoldgico. Cual?

OTROS: GSA BASAL:
pH PO2 PCO2 HCO3 SBE
ANALITICAS
Glucosa Urea Cr /FG Na K Ca
Hb Prot tot Alb GOT/GPT BILIT /D
Plaquetas INR 1Q APTT Fibrinégeno Otras

INTERCONSULTAS PENDIENTES

ESCALAS UTILES

ENCEFALOPATIA
Grado Estado Mental Funcion Neuromot Supervivencia
0 Normal. Alteracion leve
| Disforia. Alt del suefio Pobre coordinacion. 70%
Asterixis
I Alt memoria. Cognicion Habla lenta. Tremory 60%
Ataxia
1} Somnolencia. Hiperreflexia. Clonus. 40%
Confusion perenne Nistagmo
\Y Coma Descerebracion. Resp 20%
Cheyene-Stokes. Signos
de aumento de PIC
CHILD-PULG:
Parametro Puntuacién Grado Puntos | Vivosal
1 2 3 afno
Ascitis Ausente Leve Moderad A 5-6 100
a B 7-9 80
Bilirrubina </=2 2-3 >3 c 10-15 45
Albumina >3,5 2,8-3,5 <2,8
INR <1,8 1,8-2,3 >2,3
Encefalopatia No Grado |- | Grado lll-
1 v

indice MELD = 9,6 Ln(Creat)+3,8 Ln(Bili) + 11,2 Ln(INR) + 6,4

Traslocacion de ADN en TxH

Facultativo / N2Col

147 Candido F. Alcazar Lopez



Anexos

Anexo 4. Hojas de datos del receptor, trasplante y donante hepaticos.

: AI_I(ANTE Hospital General Universitario de Alicante

f HOSPI'I’AI_ GENERAL Programa de Trasplante Hepatico
DEPARTAMENTO DE SALUD Datos del receptor y del trasplante
Trasplante HGUA #

Apellidos: Nombre: Fecha TH: Injerto #
Edad: afos Sexo:SEL. Diagnéstico:SELECCIONAR Otro dx:SELECCIONAR

NHC SIP Anestesista: Fecha de ingreso:

Estado preTH: SELECCIONAR Estado mental: SELECCIONAR

. Peso al ingreso (kg):
ANALITICA PRE-TRASPLANTE

Leuc: Hgb: Hect: Plaq: Quick: % INR:
Fibrindgeno: Na: BUN: Creat: Prot. T: Albumina:
AST: ALT: F. Alc.: GGTP: Bili T: Bili D:
SEROLOGIA PRE-TRASPLANTE
AcHBs: Ag-HBs: Virus Delta: Anti-HBc: ADN VHB:
VHC: genotipo VHC: Carga viral vic (PCR): VIH: CMV:

i (si es otro: )
INDICACION PARA RE-TRASPLANTE (si lo fuese): SELECCIONAR Si ofra:

INJERTO HEPATICO
Tipo: SELECCIONAR Peso del injerto: g Peso del explante: g
Anatomia arterial SELECCIONARS: otra:
¢, Se reconstruyo la arteria en el banco? SELECCIONAR Si se hizo, SELECCIONAR
Si es otra (o comentario):

Detalles de la cirugia:

Cirujano: SELECCIONAR 2@ Cirujano: 1¢f Ayudante: SELECCIONAR 22 Ayudante: SELECCIONAR
Residente: Si es otro: Si es otro:
Incisién: SELECCIONAR ASCITIS: ml Aspecto: SELECCIONAR Pérdidas hematicas: ml
TRANSFUSIONES: CH: 0 U; PFC:0 U; Plag: 0 U; Fibrindgeno:0,0 g; Recuperador: ml
Sangre autdloga (HAP): 0 U; Complejo protrombinico: 0 U; Otros:
Derivacion venosa: ~ SELECCIONAR Colocacion injerto:  SELECCIONAR
Técnica en el donante: SELECCIONAR Anastomosis Cava: SELECCIONAR
Estado de la Porta:  SELECCIONAR Anastomosis portal: SELECCIONAR
Influjo arterial: SELECCIONAR (Otro: ) Cond. biliar donante: SELECCIONAR
Arteria donante: SELECCIONAR (Otro: ) Cond. biliar receptor: SELECCIONAR
Anastomosis arterial: SELECCIONAR Anastomosis biliar:  SELECCIONAR

EVALUACION DEL INJERTO POR EL CIRUJANO:
Consistencia y textura: SELECCIONAR Perfusion: SELECCIONAR Laceraciones/Trauma: SELECCIONAR
Produccion de bilis: ~ SELECCIONAR Calidad global del injerto: SELECCIONAR

CRONOLOGIA (formato 24-hr): Perfusion en el donante: 00:00
Fecha: Injerto fuera del hielo: ~ 00:00  TIF:Ominutos
(Receptor) Reperfusion: 00:00  TIC: O minutos

Apertura de la Porta: 00:00
Apertura de la Arteria:  00:00  Reperfusion:simultanea
Incision TH: 00:00
Cierre TH:  00:00  Duracion Cirugia:Omin (0 horas y 0 minutos). Unidad de ingreso:SEL.
Hora:00:00
PROFILAXIS INMUNOSUPRESORA INICIAL

[ClEsteroides [ Tacrolimus [JMMF []Basiliximab [ Ciclosporina [ ]Azatioprina [ ]Timoglobulina []Sirolimus
INJERTOS VASCULARES:; Se ha usado alguno? SELECCIONAR

FLUJOS MEDIDOS:
PORTA inicial: ml/min DPCT inicial: ml/min DPCT final: ml/min
PORTA postreperf: ml/min AH postreperf: mi/min PORTA final: mi/min HA final: ml/min

.TRASPLANTE DE OTRO ORGANO ADICIONAL?: SELECCIONAR ;CUAL?:
COMENTARIOS O PROCEDIMIENTOS ADICIONALES:
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Pagina 2

N ALI(ANTE Hospital General Universitario de Alicante
f HOSP"’AL GENERAL Programa de Trasplante Hepatico
DEPARTAMENTO DE SALUD Datos del donante
RECEPTOR: ,
Fecha TH: Injerto #

DONANTE Apellidos: Nombre:

Hospital: SELECCIONAR
Si es otra:

Ciudad: Alicante

Provincia: Alicante Si es otra:

Edad: 0 aflos y Omeses Sexo:SEL. Raza:SELECCIONARS: es otra:

Altura: cm Peso: kg
Dias de ingreso:
Grupo sanguineo: SELECCIONAR RH: SELECCIONAR
SELECCIONAR

Causa de muerte: Si es otra:

Fecha nacimiento:

¢Ha tenido alguna parada cardiaca? SELECCIONAR

Extraccion del 6rgano: SELECCIONAR Cirujano (donante):SELECCIONAR Ayudante (donante):SELECCIONAR

(Si es otro: )
Cirujano en banco: SELECCIONAR (Si es oftro: )
ASTmax: Ultimo:
ALT max: Ultimo:
BiliTmax: Ultimo:
Na max: ultimo:

¢DONANTE EN ASISTOLIA?SELECCIONAR

ACcHB SELECCIONAR ACsHB SELECCIONAR VEB SELECCIONAR
CMvV SELECCIONAR Sifilis SELECCIONAR
VHC SELECCIONAR VHC PCR ARN SELECCIONAR
VIH SELECCIONAR HTLV 1/2 SELECCIONAR

¢Biopsia? SELECCIONAR ESTEATOSIS: Macrovesicular: SELECCIONAR
Microvesicular: SELECCIONAR
Otros hallazgos:

DETALLES DE LA EXTRACCION:
TECNICASELECCIONAR PERFUSION SELECCIONAR
OTROS ORGANOS EXTRAIDOS:

[CJCORAZON [JPANCREAS

[JRINONES [JPULMONES

indice de Riesgo del Donante (IRD): 0,00

Verificado por: SELECCIONAR el 20/10/2019 a las 12:12

(Rev.4/4/19 GPRL)
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Anexo 5. Consentimiento informado para trasplante hepatico

2 GENERALITAT A
& VALENCIANA mA ot

Consentimiento Informado  Trasplante Hepatico

1. Identificacién y descripcion del procedimiento

Como ya sabe, padece una enfermedad hepética que, en su progresion, puede desarrollar multiples
complicaciones y limitar tanto su supervivencia como su calidad de vida. El tratamiento méas util en la
actualidad es el trasplante hepatico, una operacion quirGrgica compleja en la que hay que extirpar el
higado enfermo y sustituirlo por otro extraido de un donante, generalmente cadavérico.

La cirugia incluye la realizacion de multiples anastomosis (conexiones) entre venas, arterias y conductos
biliares, y en su realizacion es posible que surjan dificultades que pueden incluso impedir la realizacion
del trasplante. Estas dificultades pueden estar relacionadas con la propia naturaleza de la enfermedad
(como extension de un tumor mas alla de lo que es posible extirpar) o con alteraciones anatémicas, tanto
del donante como del receptor, que dificulten la realizacion de las uniones de las diferentes estructuras.

2. Objetivo del procedimiento y beneficios que se esperan alcanzar

Evitar la progresion de su enfermedad hepaética y, si es posible, conseguir su curacion.

3. Alternativas razonables a dicho procedimiento

No existen alternativas razonables al trasplante. Es posible que exista algin procedimiento que pueda en
parte enlentecer la progresion de su enfermedad, pero no curarla.

4. Consecuencias previsibles de su realizacion

El beneficio que se deriva de la realizacion de un trasplante hepatico no puede ser obtenido con ninguna
otra actuacion ni con ningln otro tratamiento, evitando la progresiéon de su enfermedad hepatica, con la
posibilidad de su curacion de su enfermedad.

5. Consecuencias previsibles de su no realizacién

Progresion de su enfermedad hepatica, con el desarrollo de complicaciones que limitaran su calidad de
vida y su supervivencia.

6. Riesgos frecuentes

i+ Pueden aparecer complicaciones derivadas de la realizacion de la propia cirugia, generalmente de
las anastomosis, con la posibilidad de fugas, estrechamientos, sangrado, etc., que pueden requerir
manipulacion por radiélogos o su vuelta al quiréfano para una nueva cirugia.

i+ Complicaciones derivadas de la presencia de un o6rgano “extrafio” dentro del organismo
(complicaciones inmunolégicas, como el rechazo) que requeriran ajustes en su medicacion
inmunosupresora (la que combate el rechazo) y/o la utilizacién de nuevos farmacos.

i+ Complicaciones infecciosas (por bacterias, virus y hongos) facilitadas por el uso de la medicacion
inmunosupresora y por su estado de salud actual.

i+ La realizacion del trasplante puede conllevar la necesidad de administrar sangre o sus derivados
(plasma, plaquetas, etc.) con los riesgos propios de las transfusiones.

i+ Pueden aparecer complicaciones tardias, como la posibilidad de aumento de la tensién arterial,
subida del azlcar (diabetes), aumento de peso, subida del colesterol y los triglicéridos (con
aumento del riesgo de enfermedad de las arterias y del corazén), osteoporosis, etc.

i+ Practicamente todas las complicaciones pueden ser tratadas con éxito, pero a veces su tratamiento
puede ser muy complejo y facilitar la aparicion de nuevas complicaciones que pueden dificultar ain
mas su correccion, llegando incluso a ocasionar el fallecimiento del paciente.

i+ Para poder evaluar algunas de las posibles complicaciones que aparecen tras el trasplante, puede
ser necesaria la realizacién de una biopsia hepatica (extraccion de un pequefio fragmento de tejido
hepatico, para su andlisis al microscopio).
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Trasplante Hepatico

7. Riesgos poco frecuentes
En raras ocasiones, durante su preparaciéon en quiréfano o incluso tras el inicio de la cirugia,
puede hacerse evidente una progresion avanzada de su enfermedad, o bien la aparicion de
alguna patologia no diagnosticada previamente, que impidan la realizacion del trasplante.

Si bien se le hacen numerosas pruebas de deteccion al donante, rara vez alguna enfermedad
oculta del donante puede ser transmitida al receptor durante la realizacion del trasplante.

Existe un riesgo de muerte que puede estar en torno al 15% al afio del trasplante hepatico.
8. Riesgos en funcion de la situacion clinica del paciente

Su situacion clinica puede aumentar el riesgo de que ocurran algunas complicaciones, como

9. Declaracion de consentimiento

m
= (%]
S
Ty
Revoco el consentimiento dado en fecha de de 2 y no deseo : ;_>
proseguir con el tratamiento que doy con esta fecha por finalizado. > —
Zo
En a de de 2 ,:4 Jc>
o
m
Fdo. Don/Dofa DNI
Fdo. Dr./Dra. Colegiado n°

Traslocacion de ADN en TxH 151 Candido F. Alcazar Lopez



