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Trasplante

Arch. Esp. Urol., 61, 1 (41-54), 2008

UTILIDAD DE LAS CITOCINAS COMO MARCADORES DE AGRESIéN
QUIRURGICA, EN EL SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION Y EN LA
FUNCION POSTRASPLANTE RENAL, EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
AUTOTRAPLANTE RENAL LAPAROSCOPICO VERSUS ABIERTO
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Resumen.- OBJETIVOS: Analizar comparativamente
los niveles de citocinas producidos durante la nefrec-
tomia laparoscépica y abierta de donante vivo para
trasplante, como marcadores de agresion fisular depen-
diendo del tipo de técnica quirirgica empleada y su
influencia sobre el sindrome de isquemiareperfusion y
la funcién del injerto.

METODOS: Se realizé sobre un modelo de autofras-
plante renal (TR) en 30 cerdos divididos en dos grupos
de 15 animales cada uno: a un grupo se le practicd
nefrectomia abierta y al segundo grupo nefrectomia la-
paroscopica.

Ana Isabel Llinares Quevedo
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analinaresquevedo@hotmail.com

Correspondencia
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RESULTADOS: los niveles de I1-2, 11:6, Il-10 y factor de
necrosis tumoral (TNF] fueron significativamente meno-
res durante la nefrectomia laparoscépica: 6,8+0,6 vs
13,9+1,1 pg/ml para II-2, 46,2+2,3 vs 84,4+2,5
pg/ml para -6, 26,1+2,4 vs 92,8 + 12,6 pg/ml
para I-10, y 17,6 = 2,1 vs 38,5+4,8 pg/ml para
TNF. No existié asociacién entre el flujo sanguineo renal
(FSR) y los niveles de citocinas durante la fase de extrac-
cion: I1-2 [p= 0,498), I1-6 (p=0,117), Il-10 [p=0,081)
y TNF (p=0,644). Sin embargo, existi6 correlacion en-
tre los niveles de Il-10 y el descenso de FSR al final
del autoTR: (R? 0,48; p= 0,02). la funcién inicial del
injerto se correlaciond con el FSR y los niveles de I1-2
levels durante la nefrectomia (R=0,831, R?= 0,691, p=
0,025, y el FSR de reperfusion (R= 0,784, R?= 0,614,
p<0,0001). la funcién tardia del injerto se correlacioné
con el FSR postTR (R= 0,537, R?= 0,289, p= 0,002)
y el nivel de Il-2 durante la extraccién (R=0,685, R?=
0,469, p= 0,015).

CONCILUSIONES: los niveles de citocinas fueron sig-
nificativamente superiores en los animales sometidos a
nefrectomia abierta que a nefrectomia laparoscépica.
Los valores altos de FSR durante la extraccion y el TR, y
los niveles elevados de Il-10 durante el TR, mejoraron
la funcion del injerfo en el postTR inmediato. Valores de
FSR bajos y niveles elevados de Il-2 durante la extrac-
cién afectaron negativamente a la funcién del injerto
durante la primera semana postrasplante.

Palabras clave: Citocinas. Trasplante. Modelo
porcino.




42

A. I. linares Quevedo, F. J. Burgos Revilla, J. J. Villafruela Sanz y cols.

Summary.- OBJECTIVES: To analyze the modificatio-
ns induced by laparoscopic and open nephrectomies
in living donor transplantation on cytokines, to evaluate
operative frauma of different surgical techniques and the
influence on ischemia/reperfusion syndrome and renal
function.

METHODS: Thirty pigs underwent left nephrectomy, 15
by laparoscopy and 15 by open approach in an expe-
rimental autotransplantation model.

RESULTS: Serum level of II-:2, Il-6, Il-10 and tumor ne-
crosis factor (TNF) were lower during laparoscopic than
open nephrectomy: 6,8+0,6 vs 13,9+1,1 pg/ml for
-2, 46,2+2,3 vs 84,4+2,5 pg/ml for l-6, 26, 1+2,4
vs 92,8 + 12,6 pg/ml for I-10, and 17,6 + 2,1 vs
38,5+4,8 pg/ml for TNF. There was no association
between renal blood flow (RBF] and cyfokines levels
during nephrectomy: II-2 ([p= 0,498), Il-6 (p=0,117),
I-10 (p=0,081) v TNF [p=0,644). However, there
was correlation between Il-10 and the decrease of RBF
affer transplantation: (R? 0,48; p= 0,02). Initial serum
creatinine levels were correlated with RBF and -2 le-
vels during nephrectomy (R=0,831, R’= 0,691, p=
0,025), and postransplantation RBF (R= 0,784, R’=
0,614, p<0,0001). Seventh day creatinine levels were
correlated with postransplantation RBF (R= 0,537, R?=
0,289, p= 0,002) and II:2 levels during nephrectomy
[R=0,685, R?= 0,469, p= 0,015).

CONCILUSIONS: Cyiokine levels were higher during
the open approach than laparoscopic procedure. High
levels of RBF during nephrectomy and transplantation
improve early graft function while low levels of RBF and
high levels ol Il-2 during nephrectomy induce delayed
graft function.

Keywords: Cyiokines. Transplantation. Pig model.

INTRODUCCION

La modificacién del perfil del donante renal,
el aumento del nimero de pacientes en lista de espe-
ra para trasplante y las cifras alcanzadas de injerto
procedente de donante cadéver, exigen el desarro-
llo del trasplante renal (TR) procedente de donante
vivo.

La posibilidad de obtener un rifién median-
te nefrectomia laparoscépica de un donante vivo
(NLDV) es una realidad: ha incrementado el indice
de donaciones (1), es una técnica menos invasiva
para el donante que la nefrectomia abierta, lo que
permite una menor estancia hospitalaria, menor anal-
gesia en el postoperatorio y una incorporacién més
répida a la actividad cotidiana.

Dependiendo del tipo de abordaje quirirgico, abier-
to o laparoscopico, los niveles de citocinas circulantes
presentan notables diferencias (2-17): Kristiansson y
cols. (18), en su trabajo realizado sobre pacientes
sometidos a colecistectomia abierta y laparoscéopica,
evidencian niveles de inferleucinas (IL), sobre todo
IL-6 menores en el grupo laparoscédpico. Estos resul-
tados se confirman por otros grupos que también en-
cuentran valores de IL significativamente superiores
durante la colecistectomia abierta frente a la laparos-
codpica (19-27).

Fornara y cols. (24), en su estudio experi-
mental con cerdos, evidencian que los niveles de in-
terleucinas durante y tras la nefrectomia abierta, eran
significativamente superiores comparados con la ne-
frectomia laparoscépica. Otros autores encontraron
los niveles de IL, concretamente de IL-6, proporcio-
nales al dafio tisular en estudios tanto clinicos como
experimentales (12,13,15,26,27).

Asi, las citocinas no parecen tener un papel
relevante en procesos de cirugia menor. Pero en pro-
cesos mayores, como la nefrectomia, la menor agre-
sién quirrgica que supondria la laparoscopia frente
a la cirugia abierta, tendria relacién con una reac-
cién sistémica de fase aguda menos agresiva, con
menor respuesta inmunolégica, endocrina, metabdli-
ca y de neurotransmisores. Estos hallazgos estarian
en consonancia con lo publicado por otros grupos
(26,28,29).

La lesion de isquemia-reperfusién tiene una
gran importancia en el trasplante renal. La respuesta
inflamatoria inducida por ésta, es determinante en
el dafo tisular y en el fracaso funcional del érgano
(30,35) y se caracteriza por el inicio de una cascada
de citocinas proinflamatorias (36,37) expresion de
moléculas de adhesion (38) e infiltracién celular (34,

39-41).

Estudios recientes muestran, que ademas del
proceso inflamatorio, la muerte celular por apoptosis
se incrementa durante el sindrome de isquemia-reper-

fusion (42-44).

Por tanto, la extension del dafo por isque-
mia-reperfusién inducido por la cascada inflamatoria
y la apoptosis, viene determinada por el balance en-
tre los distintos mediadores pro y anti-inflamatorios.
Similar a como ocurre en el shock séptico experimen-
tal (45), donde la administracién exégena de IL-10
tiene un efecto protector, también se demuestra ese
efecto beficioso en el sindrome de isquemia-reperfu-
sién a nivel experimental (46,47): Daemen y cols.
(48) en linea con trabajos previos (41) demuestran
en su estudio experimental con ratas, que la produc-
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cién endégena de IL-10 limita el del dafio tisular y el
empeoramiento de la funcién renal.

En relacién al papel jugado por las citocinas
en la funcién del trasplante renal, Kaminska y cols.
(44) publicaron un significativo incremento de la ex-
presién de IL-6 estudiada en la biopsia renal de aque-
llos rifiones trasplantados, dependiendo del tiempo
de isquemia fria sufrido por el injerto procedente de
cadaver. La funcién posterior de ese rifién estaria in-
fluenciada por esas reacciones inflamatorias que se
iniciarian tras la muerte cerebral del donante.

Deng y cols. (49) en su estudio experimental
con ratas, demuestran que la administracién de IL-10
al receptor reducia los efectos de la necrosis tubular
aguda producida por la administracién de cisplatino,
y mejoraba la funcién renal al 22, 32y 5 dia del tras-
plante suministrada séla o en combinacién. El efecto
de la IL-10 venia producido por la inhibicién de la
produccién de factor de necrosis tumoral (TNF), de
las moléculas de adhesién y de las sintetasa de éxido
nitrico (NO), asi como por la inhibicién de la apop-
tosis. Mds recientemente, basdndose también en rata
para sus trabajos experimentales, los trabajos de
Chen y cols. (50) y Zhang W. y cols. (51) evidencian
la mejora de la funcién del injerto renal tratados con
IL-10 y Atorvastatina, respectivamente.

El objetivo de este estudio, basado en un mo-
delo de trasplante renal experimental en cerdo, con
injerto de donante vivo extraido mediante nefrectomia
abierta y laparoscépica, es doble: en primer lugar,
analizar comparativamente en ambos grupos el pa-
pel de distintas citocinas (L2, IL-6, IL-10 y TNF) como
marcadores de invasividad quirirgica tanto durante
el procedimiento de extraccién como de trasplante
renal. En segundo lugar, analizar comparativamente
la relacién de los niveles de dichas citocinas con flu-
jo sanguineo renal (FSR) durante la nefrectomia, con
el sindrome de isquemia-reperfusion y en la evolucién
funcional del injerto.

MATERIAL Y METODOS

En nuestro modelo, se realizé la nefrectomia
laparoscépica del donante vivo, y posteriormente au-
totrasplante ortotépico.

Los animales de estudio fueron 30 cerdos de
raza ibérica, cuyo peso medio fue de 22.6 + 3,2 Kg
(Rango 19-31 Kg). Se estudiaron dos grupos de 15
cerdos cada uno:
¢ GRUPO ABIERTO (n= 15 cerdos). Utilizado como
“GRUPO CONTROL" en el que la nefrectomia se rea-
lizb por cirugia abierta convencional.

43

® GRUPO LAP (n= 15 cerdos). Utilizado como “GRU-
PO ESTUDIO” en el que la nefrectomia se practicd
por via laparoscépica.

Disefio del estudio

Se realizé en todos los animales la premedi-
cacién con Ketamina intramuscular (10 mg/Kg) e in-
duccién anestésica con Tiopental sédico intravenoso
(10 mg/Kg) y Atropina (0,01 mg/Kg). Se procedi6
a la intubacién endotraqueal y ventilacion controlada
del animal. La anestesia se mantuvo con Halotano al
0,9-1,25 % y N,O mezclado con O,. La analgesia
infraoperatoria se realiz6 con Fentanilo a dosis de
50 ug/hora. Se administré de forma preoperatoria
Cefazolina 1 gramo intravenoso en dosis Gnica. La
hidratacién del animal durante la cirugia se realizé
mediante la administracién de suero glucosalino a

dosis de 10 ml/Kg/hora.

Durante todo el procedimiento los animales
permanecieron con monitorizacién electrocardiogra-
fica (derivaciones Il y IV) y hemodindmica continua,
mediante la colocacién de catéter vascular en la arte-
ria y la vena femoral.

La nefrectomia se realizé en el grupo abierto
mediante incisién de lumbotomia izquierda bajo la
décimo-segunda costilla y en el grupo LAP mediante
abordaje laparoscépico transperitoneal e insuflacién
con CO, para mantener una presioén intrabdominal
(PIA) constante de 15 mmHg. El injerto fue perfundi-
do con Eurocollins y preservado en isquemia fria a

42 C durante 24 horas.

Se practicé nefrectomia derecha abierta en
los 30 casos, a través de una pequefia incision de
lumbotomia derecha extraperitoneal, y a continua-
cién se realizé el autotrasplante ortotépico del rifién
izquierdo en la fosa lumbar derecha del mismo ani-
mal, llevando a cabo la anastomosis término-terminal
con sutura continua 180 ¢ con monofilamento irreab-
sorvible Prolene 7/0 de la vena y arteria renales.

Por Gltimo, el sacrificio se realizé el 72 diq,
mediante la inyeccién de cloruro potésico (20 mEq)
por via infravenosa.

Determinaciones analiticas

Durante la fase de extraccién, las muestras
de sangre (IL, TNF y Creatinina plasmatica) se toma-
ron a través del catéter central colocado en la vena
femoral derecha en los dos grupos: basal (previo al
comienzo de la nefrectomia izquierda) y a los a los
60 minutos de inicio de la cirugia tanto abierta como
laparoscépica.
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Durante la fase de trasplante, en ambos gru-
pos las determinaciones de sangre se realizaron al
inicio y tras finalizar el autotrasplante ortotépico, y
los dias 12, 3%, 52y 72 del postoperatorio.

Medidas del FSR

Las medidas de FSR se obtuvieron mediante
colocacion del transductor de la sonda electromagné-
tica alrededor de la arteria renal.

Durante la fase de extraccién, se practicd en
el grupo abierto determinacién durante la nefrecto-
mia izquierda abierta una vez que el FSR se estabili-
26, y en el grupo laparoscépico determinacién tanto
basal, como a la hora de insuflacién.

Durante la reperfusion, se realizé tras fina-
lizar las anastomosis vasculares en ambos grupos y
habiendo desclampado los vasos, a los 1, 5, 10, 20,
30, y 60 minutos.

Andlisis estadistico de los resultados

Como estimador de la tendencia central de
las variables se utilizé la media, y como estimador de
la dispersién se empled la desviacion estandar. Para
comparar la diferencia entre las medias, se utilizé el
test de la t de Student.

IL-2
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5. e —

0
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Para el estudio de la asociacién entre las
variables se emplearon modelos de regresién lineal
miltiple:

e Para estudiar la asociacién entre el FSR durante la
nefrectomia y el nivel de citocinas a la hora de inicio
de la nefrectomia en ambos grupos, el valor de FSR
actué como variable dependiente y el nivel de citoci-
nas como variable independiente o predictora.

* Para estudiar la asociacién entre el FSR de revas-
cularizacién y el nivel de citocinas postTR en ambos
grupos, se procedié como en el apartado anterior.

® Para estudiar la asociacién entre la funcién del in-
jerto postTR, con el FSR durante la nefrectomia y el
nivel de citocinas en la primera hora de la cirugia
de extraccién en ambos grupos, actué como variable
dependiente la Cr plasmética del primer y séptimo
dia postTR, y como variables independientes o pre-
dictoras, el grupo, el FSR y el nivel de citocinas. Las
variables se incorporaron al modelo por el método
introducir.

® Para estudiar la asociacién entre la funcién del in-
jerto al primer y séptimo dia postTR, con el FSR tras
la revascularizacién y el nivel de citocinas postTR en

IL-6
pg/ml

1

G. ABIERTO

‘-__-—-'-

BASAL 1H 24H POSTR &°D

FIGURAS 1,2,3 y 4. Niveles de II-2, Il-6, Il-10 y TNF basal, 1 hora fras el inicio de la nefrectomia, a las 24 horas
del periodo de isquemia fria (preTR), postTR y 52 dia postTR.
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ambos grupos, se procedié como en el apartado an-
terior.

Para todas las comparaciones se empled un
nivel de significacién estadistica del 95 %.

RESULTADOS

PAPEL DE LAS CITOCINAS EN LA CIRUGIA DE LA
EXTRACCION Y DEL TR

Los niveles de citocinas fueros significativa-
mente superiores en todos los momentos del estudio
(extraccién, revascularizacién y postrasplante) en el
grupo abierto que en grupo LAP (Figuras 1, 2, 3y 4,
y Tablas I, II, Il y IV).
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1. ASOCIACION ENTRE EL FSR Y LOS NIVELES DE CI-
TOCINAS DURANTE LA FASE DE EXTRACCION

Andlisis comparativo del FSR entre la nefrectomia
abierta y la nefrectomia laparoscépica.

Los animales sometidos a nefrectomia izquier-
da laparoscépica sufrieron un descenso del 69 % del
FSR medio respecto al FSR medio del grupo abierto.
La diferencia fue significativa (p<0,001). (Figura 5 y
Tabla V).

Andlisis comparativo de los niveles de IL-2, IL 6, IL-10
y TNF entre la nefrectomia abierta y laparoscépica.
Los niveles de IL-2, IL 6, IL-10 y TNF medidos
a la hora de inicio de la extraccién renal fueron sig-
nificativamente superiores en el grupo ABIERTO que
en el grupo LAP(p < 0,001). (Figura 6 y Tabla VI).

,

TABLAS 1, II, 1Y IV. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE II-2, 11-6, II-10 Y TNF DURANTE [A CIRUGIA
DE EXTRACCION Y REVASCULARIZACION DEL INJERTO RENAL OBTENIDO MEDIANTE NEFRECTOMIA ABIERTA
Y LAPAROSCOPICA.

IL-2 G. ABIERTO G. LAP IL-6 G. ABIERTO G. LAP
pg/ml n=15 n=15 p pg/ml n=15 n=15 p
BASAL | 62+0,5 | 50+0,5 NS BASAL | 36,0+1,6 [34,4+1,3 NS
1H 13,9+1,1 [ 68+0,6 [ <0,001 1H 84,425 |46,2+2,3| <0,001
24 H 12,7+1,0 | 6,0+£0,5 | <0,001 24 H 74,4+2,2 [390+1,1] <0,001
POSTTR | 21,2+1,8 | 13,1 £1,1| <0,001 POST-TR | 97,1 £3,8 | 56,6 +3,7| <0,001
5¢d 109+0,9 | 7,1 +£0,5 | <0,001 5¢d 39,9+2,0 (24,6 £1,9| <0,001
IL-10 G. ABIERTO G. LAP TNF G. ABIERTO G. LAP
pg/ml n=15 n=15 p pg/ml n=15 n=15 p
BASAL | 28,4+3,2 |16,5+2,5 NS BASAL | 14,3+2,3 | 10,5+1,2 NS
TH |928+126|26,1+2,4| <0,001 1H 385+4,8 [ 17,6 £2,1 | <0,001
24H | 80,6+12,9]228=+3,0]| <0,001 24H | 38,658 | 16,8+2,1 |<0,001
POST-TR | 148,7 + 20,51 62,5 + 7,9 | <0,001 POSTTIR | 67,4+6,3 | 53,9 +9,0 | <0,001
5¢d 50,4+6,8 |16,4+3,0| <0,001 5¢d 109,9+9,7 91,7+ 10,4 | <0,001
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307 N=15
2501
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150 1 N=15

L
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FIGURA 5. Modificaciones del FSR medio durante la
primera hora de la nefrectomia abierta y
laparoscépica.

Asociacion entre el FSR y los niveles de citocinas du-
rante la fase de extraccion.

A continuacioén, se estudié la asociaciéon en-
tre el FSR (variable dependiente) y los niveles plas-
madticos de citocinas (variables predictoras) una hora
después del inicio de la nefrectomia, de modo com-
parativo entre el grupo ABIERTO y el grupo LAP.

Se puede concluir, que existe una ausencia de
asociacién entre el FSR durante la nefrectomia abier-
ta o laparoscépica, y los niveles de IL-2 (p= 0,498),
16 (p=0,117), 110 (p=0,081) y TNF (p=0,644).

2. ASOCIACION ENTRE EL FSR Y LOS NIVELES DE CI-
TOCINAS DURANTE LA REPERFUSION.

Sindrome de isquemia-reperfusion. Andlisis compa-
rativo del FSR postdesclampaje entre nefrectomia
abierta y laparoscépica.

la influencia de la nefrectomia laparos-
copica en el sindrome de isquemia reperfusion, se
analizé en base al andlisis comparativo del FSR tras
la revascularizacién del injerto renal al finalizar el
autotrasplante de modo comparativo entre la cirugia

100+

=3

G. ABIERTO

80+

60+

IL-2 IL-6 IL-10 TNF

FIGURA 6. Niveles de citocinas obtenidos a la hora
de inicio de la nefrectomia en ambos grupos.

TABLA V. FSR MEDIO DURANTE LA PRIMERA HORA

DE LA NEFRECTOMIA IZQUIERDA EN AMBOS

GRUPOS.
G. ABIERTO G. LAP P
n=15 n=15
FSR MEDIO
ml/min 262,0+ 3,0 80,0+ 2,7 |<0,001

abierta y laparoscépica tras el desclampaije. (Figura
7y la Tabla VII).

El andlisis comparativo del FSR en la 12 hora postTR
obijetivé:

® Una disminucién significativa del FSR medio duran-
te la primera hora en el grupo de laparoscopia frente
al de cirugia abierta (p<0,001).

® Una reduccién del FSR en los primeros 5 minutos
que es mdés acusado en el grupo con nefrectomia
laparoscépica que con nefrectomia abierta (46 =

1,3 ml/min vs 80 = 1,6 ml/min a los 5 minutos; p<
0.001).

® Una recuperacién progresiva del FSR durante la 1¢
hora, que es més lenta para el grupo LAP.

Andlisis comparativo de los niveles de IL-2, IL-6, IL-10
y TNF postrasplante entre la nefrectomia abierta y
laparoscépica.

Los niveles de IL-2, IL-6, IL-10 y TNF postras-
plante, fueron significativamente superiores en el gru-
po ABIERTO frente al grupo LAP (p < 0,001). (Fig. 8
y Tabla VIII).

TABLA VI. NIVELES DE II-2, II-6, II-10°Y TNF
OBTENIDOS A LA HORA DE INICIO DE LA CIRUGIA
EN EL GRUPO ABIERTO Y LAP.

Citocinas
(1h) G. ABIERTO G. LAP P
pg/ml n=15 n=15
-2 13,9+ 1,1 6,8+ 0,6 <0,001
IL-6 84,4+ 2,5 46,2 + 2,3 | <0,001
IL-10 92,8+ 12,6 | 26,1 + 2,4 | <0,001
TNF 38,5+ 4,8 17,6 + 2,11 <0,001
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FIGURA 7. FSR postdesclampaje en injertos extraidos
mediante nefrectomia abierfa y laparoscépica.

Asociacién entre el FSR y los niveles de citocinas du-
rante la reperfusién.

Se estudié la asociacion entre el FSR a los 5
min de la reperfusién en ambos grupos y el nivel de
citocinas plasmaticas postTR.

El andlisis de regresion lineal miltiple, demostré:

* Existia una correlacién significativa (R? 0,48; p=
0,02) entre el FSR y el nivel de IL-10 postTR .

® Existia una ausencia de asociacién entre el FSR y
los niveles de IL-2 (R 0,14; p = 0,337), IL-6 (R?0,18;
p=0,302) y TNF (R? 0,10; p=0,814) postTR.

3. ASOCIACION ENTRE LA FUNCION DEL INJERTO Y
EL NIVEL DE CITOCINAS Y FSR DURANTE LAS FASES
DE EXTRACCION Y REVASCULARIZACION.

Evolucién funcional del injerto. Andlisis comparativo
entre nefrectomia abierta y laparoscépica.

Los niveles de Cr medidos los dias 1, 3, 5, y
7 postrasplante descendieron progresivamente desde
1,3 a 0,8 mg/dl en el grupo ABIERTO, yde 2 a 1,1
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mg/dl en el grupo LAP. La diferencia entre ambos
grupos fue significativa (p<0,001).(Figura 9 y la To-
bla IX).

Asociacién entre la funcién del injerto y el nivel de
citocinas y FSR durante las fases de extraccién y re-
vascularizacién.

Se analizé la influencia en la funcién del in-
jerto en el postTR (Cr del primer dia y Cr del séptimo
dia) de las siguientes variables:

1. FSR durante la extraccion.

2. FSR durante la revascularizacioén.

3. Citocinas durante la nefrectomia (1 hora).
4. Citocinas en el postTR (final del autoTR).

3.1. Fase de extraccién. Funcién del injerto el primer
dia.

Se analizé la influencia en la Cr del primer
dia postTR, del FSR y los niveles de citocinas plasmé-
ticas durante la nefrectomia.

El estudio de regresién lineal miltiple demostré:

e Existia una correlacién significativa (R=0,831, R?=
0,691, p= 0,025) entre el valor de Cr del primer dia
postTR y el FSR e IL-2.

e Existia una ausencia de asociacién entre el va-
lor de Cr del primer dia postTR y los niveles de IL-6
(p=0,902), IL-10 (0,761) y TNF (p=0,983).

3.2. Fase de extraccion. Funcién del injerto al séptimo
dia.

Se analizé la influencia en la Cr al séptimo
dia postTR, del FSR y los niveles de citocinas plasmé-
ticas durante la nefrectomia.

TABLA VII. VALORES DE FSR POSTDESCLAMPAJE DE LOS INJERTOS RENALES OBTENIDOS POR VIA ABIERTA Y

LAPAROSCOPICA.
TIEMPO (min) G. ABIERTO G. LAP P
n=15 n=15

1 1M1£1,7 70+ 1,7 <0,001
5 80 + 1,6 46 + 1,3 <0,001
FSR 10 123+ 1,9 80 = 1,6 <0,001
POSTDESCLAMPAJE | o 165+ 2,1 130 £ 1,4 <0,001
(ml/min) 30 230 £ 2,5 180 + 1,9 <0,001
60 249 2,5 195+ 1,8 <0,001
FSR MEDIO 159,7 + 6,6 117,0+5,7 <0,001
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FIGURA 8. Valores de I1-2, I1:6, Il 10y TNF tras la
revascularizacién del injerto en el grupo ABIERTO y
grupo LAP.

IL-10 TNF

El estudio de regresién lineal miltiple demostré:

® Existia una correlacién significativa (R=0,685, R?=
0,469, p= 0,015) entre el valor de Cr al séptimo dia
del TR y el nivel de IL-2.

e Existia una ausencia de asociacién entre la funcion
del injerto el séptimo dia, el FSR (p= 0,194), y el
nivel de IL-6 ( p= 0,325), IL-10 (p= 0,580) y TNF (p=
0,730).

3.3. Fase de revascularizacién. Funcién del injerto el
primer dia.
Se estudi6 la influencia en la  funcién del

injerto el primer dia posfTR, del FSR de la revasculari-

zacién, y el nivel de citocinas postTR.
El estudio de regresién lineal miltiple demostré:
* Existia una correlacién significativa (R= 0,784, R?=

0,614, p<0,0001) entre el valor de Cr el primer dia
postTR y el FSR de revascularizacién.

Cr
mg/d|
2
1,5
1 d
0,5 G. LAP
0 G. ABIERTO
1 3 5 7

POST-TRANSPLANTE (dias)

FIGURA Q. Andlisis comparativo de los valores de
Cr en el postrasplante de los injertos procedentes de
nefrectomia laparoscépica y nefrectomia abierta.

TABLA VIIl. VALORES DE CITOCINAS TRAS LA REVAS-
CULARIZACION DEL INJERTO EN AMBOS GRUPOS.

Citocinas
(1h) G. ABIERTO G. LAP P
pg/ml n=15 n=15
IL-2 21,2+1,8 13,1+« 1,1 | <0,001
IL-6 97,1+ 3,8 |56,6 + 3,7 | <0,001
IL-10 148,7 + 20,5(62,5+ 7,9 | <0,001
TNF 67,4+ 6,3 [53,9+ 9,0 | <0,001

e Existia una ausencia de asociacién entre la fun-
cién del injerto el primer dia y los valores de IL-2 (p=
0,232), IL:6 (p= 0,471), IL-10 (p= 0,732), y TNF [p=
0,843) postTR.

3.4. Fase de revascularizacién. Funcién del injerto al
séptimo dia.

Se estudié la influencia en la funcién del in-
jerto al séptimo dia, del FSR de la revascularizacion
y el nivel de citocinas postTR.

El estudio de regresién lineal miltiple demostré:

® Existia una correlacién significativa (R= 0,537, R?=
0,289, p= 0,002) entre la funcién del injerto al sépti-
mo dia posfTR y el FSR de revascularizacién.

e Existia una ausencia de asociacién entre el valor de
Cr el séptimo dia postTR y el nivel de IL-2 (p= 0,384),
IL-6 (0,948), IL-10 (p= 0,990), y TNF (p= 0,998).

DISCUSION

Existen estudios retrospectivos comparando
la NLDV frente a la nefrectomia abierta, que demues-
tran una funcién similar del injerto en ambos grupos
al afio del trasplante, pero con unos niveles mas ele-
vados de creatinina y mayor incidencia de necrosis
tubular aguda (NTA) en el grupo de nefrectomia lapa-
roscdpica en las primeras semanas postTR (52, 53).

Si bien es verdad, que series extensas recien-
tes no objetivan diferencias en la funcién de los injer-
tos extraidos via abierta versus laparoscépica (54).

Distintos mecanismos han sido implicados en
la disfuncién inicial de los injertos extraidos por via
laparoscépica, entre ellos el mayor tiempo de isque-
mia caliente y los efectos que el neumoperitoneo ejer-
ce sobre el rindn (54,55). Diversos estudios, tanto en
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TABLA IX. VALORES DE CR EN AMBOS GRUPOS DURANTE LA SEMANA POSTERIOR AL AUTOTRASPIANTE.

Postrasplante G. ABIERTO G. LAP P
(dias) n=15 n=15
Basal 0,8 + 0,4 0,7 + 0,0 <0,001
1 1,30, 2,00, <0,001
Cr 3 1,20, 1,80, <0,001
mg/dl 5 1,0£0,1 1,3+0,1 <0,001
7 0,8 +0,1 1,1 +0,1 <0,001

modelos experimentales de animal grande (56,57)
como pequefio (58) han revelado con el neumoperi-
toneo, una disminuciéon del FSR; lo que favoreceria la
oliguria y la NTA (59). Sin embargo, los efectos del
neumoperitoneo sobre la funcién renal de los injertos
renales extraidos por via laparoscépica no ha sido
ain completamente estudiada (60), estando algunos
aspectos sometidos a controversia, entre ellos el pa-
pel modulador de las citocinas en el proceso de ex-
traccion y posterior trasplante, y su repercusién en la
funcién del injerto.

Para llevar a cabo el estudio se eligid un
modelo experimental y no clinico. De esta manera
se tiene un control adecuado de todas las variables
que intervienen. Ademds, se escogié un animal de
experimentacién grande, como el cerdo, que guarda
una gran similitud con el humano. En el modelo del
estudio, se realizd la nefrectomia laparoscépica del
donante vivo, y posteriormente autotrasplante ortoté-
pico. Todo ello difiere de la mayoria de los trabajos
experimentales realizados hasta ahora, en los que
se suelen medir el efecto del neumoperitoneo sobre
los parametros hemodinamicos y el FSR y niveles de
citocinas en animales de experimentacién pequefios
(58,60-63). Ademés, el impacto del neumoperitoneo
en el sindrome de isquemia reperfusion y en la evo-
lucién funcional del injerto extraido por via laparos-
copica, apenas se ha realizado en el modelo experi-
mental animal, sino que en la literatura se refleja en
las series de casos clinicos de los principales centros
donde se realiza la NLDV (64-75). En definitiva, se
ha intentado reproducir, con la méxima similitud po-
sible y reduciendo al méximo el nimero de variables,
aquella situacién clinica que se daria en el humano.
Como 0nico factor criticable, que no se reproduce
exactamente en el TR con donante vivo en el humano,
se encuentra el someter el injerto a un periodo de
isquemia fria de 24 horas. Esta circunstancia fue una
exigencia del adiestramiento laparoscépico inicial

del grupo, de la puesta a punto del modelo expe-
rimental y de la exigencia de estudiar las modifica-
ciones inducidas por distintos ciclos de insuflacién y
desinsuflacion. En cualquier caso, es un factor comin
al TR de injertos obtenidos tanto por via abierta como
laparoscépica.

La respuesta inmunohumoral inducida por la
cirugia de la extraccién, estd mediada por citocinas.
Se pueden incluir en ese grupo las IL, los interferones
(IFN), los factores estimuladores de colonias (CSF),
el TNF, los factores de crecimiento y las quimiocinas
(citocinas quimiotdcticas).

Las IL son un extenso grupo de citocinas, des-
de Il-1 a IL-18, que son producidas fundamentalmente
por las células T, aunque los fagocitos mononucleares
y algunas células tisulares también producen algunas
de ellas. Ejercen funciones muy variadas, pero la mi-
si6n de la mayoria de ellas es inducir la multiplica-
cién y diferenciacion de otras células. Cada IL actia
sobre un tipo de célula concreto, que expresa los re-
ceptores adecuados para ella (6).

LA IL-2 es producida por las células T, CD4*
sobre todo, aunque las CD8* y los linfocitos grandes
granulosos (LGG) también la producen. Actia sobre
un rango restringido de células, principalmente célu-
las T (de todos los tipos), para los que constituye el
factor de crecimiento y activador mas potente.

La IL-6, denominada inicialmente factor de di-
ferenciacién de las células B o factor estimulante de los
hepatocitos, es producida en muchas células, incluidas
las células T, los macréfagos, las células B, los fibroblas-
tos y las células endoteliales. Actia sobre la mayoria
de las células, pero parece especialmente importante
como inductor de la diferenciacién de las células B en
células formadoras de anticuerpos y la induccién de la
sintesis de proteinas de fase aguda. Induce la expre-
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sién del receptor de IL-2 asi como la produccién de I1-2
por estimulaciéon de los linfocitos T (4).

La IL-10,producida por los linfocitos T, Th2
helper, denominada también factor inhibidor de la
sintesis de citocinas, inhibe la produccién de interfe-
rén gamma (INFy), la presentacién de antigenos y la
produccion de IL-1, IL-6 y TNF por parte de los macré-
fagos, favoreciendo de este modo las respuestas de
tipo Th2 y la activacién de las células B.

La produccién endégena de I1-10 es un as-
pecto importante de la respuesta antiinflamatoria que
ocurre de forma natural, a través de la inhibicién de
TNF-a, IL-1, 16, la produccién de radicales libres,
4xido nitrico (NO) y la expresién de moléculas de
adhesién (5).

El TNF consta de dos subunidades; o produ-
cida por los macréfagos, linfocitos y mastocitos y la
B producida por linfocitos. Actia activando a los ma-
créfagos y granulocitos, aumentando la adherencia
de los leucocitos al endotelio e induciendo la sintesis
de proteinas de fase aguda (4).

El estudio evidencia que:

En primer lugar, que distintos mediadores po-
drian estar involucrados en el sindrome de isquemia-
reperfusion y en la disfuncion de los injertos extraidos
por laparoscopia. El andlisis comparativo del nivel
de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 y TNF) en ambos grupos,
demostré ser significativamente superior en el grupo
ABIERTO frente al grupo LAP (Figuras 1-4).

En segundo lugar, no existié correlacién en-
tre el FSR y los niveles de citocinas en la fase de
extraccion. Sin embargo, durante la fase de revascu-
larizacién, se objetivd una correlacién entre el nivel
de IL-10 y la disminucién del FSR al final del autoTR.

En tercer lugar, la funcién inicial del injerto
se correlacioné con el FSR durante la nefrectomia,
con el FSR postTR y el nivel de IL-2 durante la extrac-
cién. La funcién tardia del injerto se correlacioné con
el FSR postTR y el nivel de IL-2 durante la extraccién.

Las citocinas parecen ser indicadores utiles de agresi-
vidad quirdrgica.

El acto quirirgico provoca un dafio tisular
que conlleva la activacién de monocitos y macréfa-
gos que producen citocinas y otros mediadores, res-
ponsables de la reaccién de fase aguda (2-7). Esta
respuesta seria proporcional a la extension del dafo
al tejido (10-16,26,27).

Kristiansson y cols. (18], en su trabajo rea-
lizado sobre pacientes sometidos a colecistectomia

abierta y laparoscépica, evidencian niveles de in-
terleucinas, sobre todo IL-6 comparada con TNF,
IL-1, cortisol y catecolaminas, menores en el grupo
laparoscépico. Estos resultados se confirman por
otros grupos que también encuentran valores de
interleucinas significativamente superiores durante
la colecistectomia abierta frente a la laparoscépica
(19-23). Por el contrario, no se han evidenciado
diferencias entre la histerectomia abierta y lapa-
roscdpica asi como entre la herniorrafia abierta y
laparoscépica (76,77). Como describen Fornara y
cols. (24) sélo en los casos de cirugia mayor pao-
rece existir una respuesta de fase aguda y parece
que en estos casos es dénde la cirugia laparoscé-
pica condiciona una invasividad quirdrgica signifi-
cativamente menor.

Fornara y cols. (24), en su estudio experi-
mental con cerdos, evidencian que los niveles de in-
terleucinas durante y tras la nefrectomia abierta, eran
significativamente superiores comparados con la ne-
frectomia laparoscépica. La elevacién de IL-6 tras la
nefrectomia bilateral laparoscépica era comparable
a los niveles tras la nefrectomia laparoscépica unila-
teral. La IL-6 se mostraba como un pardmetro til a la
hora de predecir las complicaciones postoperatorias
y el fallo del 6rgano (10,11,14,16).

En el modelo del estudio, se objetivd una
elevacién significativamente mayor de los niveles de
todas las citocinas (IL-2, IL-6, IL-10 y TNF) durante la
nefrectomia abierta que en la laparoscépica, pare-
ciendo por tanto ser todas ellas buenos marcadores
de la invasividad quirdrgica. En una segunda agre-
sién quirGrgica 24 horas después, se comprueba que
existe una nueva elevacién de todas las citocinas que
vuelve a ser superior para aquellos animales a los
que la extraccién se hizo mediante cirugia abierta.
Sin embargo, es dificil discernir en esta segunda ele-
vacién que parte corresponde a la segunda agresién
quirirgica y que parte a la persistencia de los niveles
altos inducidos por la nefrectomia debido a la distin-
ta vida media de las diferentes citocinas.

Desde el punto de vista de la evolucién de
las citocinas en la secuencia quirirgica de nuestro
modelo experimental, parece haber dos comporta-
mientos distintos. La IL-2 y TNF se elevan de modo
inmediato tras la agresién quirirgica, pero su vida
media es corta y vuelven a la normalidad temprana-
mente. El segundo modelo de comportamiento, seria
el de la Il-6 e ILl-10 que si bien igualmente se elevan
tras la nefrectomia y el autoTR, su normalizacién es
més lenta ya que contindan siendo significativas las
elevaciones entre los niveles al final de la nefrectomia
y los del inicio y final del autoTR. Este hecho podria
justificarse por una vida media més larga o una ele-
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vacién mads tardia y sostenida de las mismas tras la
agresion quirdrgica.

En relacién a la influencia de la respuesta inmuno-
humoral que la cirugia de la extraccién tiene en el
sindrome de isquemia reperfusién, esta circunstancia
estd escasamente analizada.

Sin embargo, muchos estudios muestran que
la respuesta inflamatoria inducida por la isquemia-
reperfusion es determinante en el dafio tisular y en el
fracaso funcional del érgano (34,35).

La respuesta inflamatoria aguda iniciada por
la isquemia-reperfusion se caracteriza por el inicio de
una cascada de citocinas proinflamatorias (36,37)
expresién de moléculas de adhesion (38) e infiltra-
cién celular (39). Otros datos de la respuesta infla-
matoria son menos agudos e incluyen la infiltracién
local por linfocitos Ty macréfagos (34), asi como los
antigenos HLA (40,41).

Estudios recientes muestran, que ademds del
proceso inflamatorio, la muerte celular por apoptosis
se incrementa durante el sindrome de isquemia-reper-
fusion (42-44). La extension del dafio por isquemia-
reperfusion inducido por la cascada inflamatoria y
la apoptosis, viene determinada por el balance entre
los distintos mediadores pro y anti-inflamatorios.

Daemen y cols. (48), demuestran en su estu-
dio experimental, que la produccién de IL-10 endége-
na es una parte natural de la respuesta inflamatoria
que limita el efecto perjudicial de la cascada infla-
matoria que tiene lugar tras la reperfusién postisque-
mia. Sus resultados muestran que aquellos rifiones de
animales tratados con anticuerpos anti-Il-10, tenian
un incremento en los niveles de TNF-a. con el consi-
guiente incremento del dafio tisular y empeoramiento
de la funcién renal.

Por tanto, desde un punto de vista conceptual,
la administracién de IL-10 exégena o de farmacos in-
ductores de su produccién en el sindrome de isquemia
reperfusién puede ser valioso, no sélo para reducir el
dafio tisular mediado por neutréfilos y la apoptosis
celular (46,47) sino también prevenir el aumento de
inmunogenicidad del injerto provocado por la expre-
sién de moléculas del CMH de tipo 1y Il (78).

Similar a como ocurre en el shock séptico
experimental (45), donde la administracién exégena
de IL-10 tiene un efecto protector. En la misma linea
de la terapia del precondicionamiento isquémico
(79), Oltean y cols. (80) demuestran en su estudio
experimental de trasplante intestinal en ratas, una
respuesta inflamatoria menor (menores niveles de IL-6
y una mejor funcién tanto hepdtica como renal) en
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aquellos injertos procedentes de donantes tratados
previamente con tacrolimus.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio
estdn en consonancia con estos datos, ya que existe
una correlacién directa entre los niveles de IL-10 ol
final del autoTR y el FSR postrevascularizacién (R?=
0,48, p= 0,002) (Figura 35) y éste es un factor de-
terminante de la funcién inicial del injerto, tanto al
primer como al séptimo dia (R?= 0,614, p< 0,0001
y R?= 0,289, p= 0,002). Por tanto, los niveles de IL-
10 durante el autoTR parecen jugar un cierto papel
protector del injerto, atenuando el sindrome de isque-
mia reperfusion y mejorando la funcién del mismo
durante la primera semana del TR.

En relacién al papel de las citocinas en el
postrasplante renal, se ha descrito que la produccién
de IL-2 juega un papel importante en la lesién por
isquemia reperfusién y también lo hace en la patogé-
nesis del rechazo agudo postTR.

Kaminska y cols. (44) publicaron un incre-
mento significativo de la expresién de ILl-6 estudiada
en la biopsia renal de aquellos rifiones trasplantados
dependiendo del tiempo de isquemia fria sufrido
por el injerto procedente de cadaver. La Il-6 que es
esencial para la activacién y proliferacién de linfoci-
tos T, posiblemente jugaria un papel importante en
la patogénesis del rechazo agudo: la IL-6 induce la
expresién del receptor de IL-2 y la produccién de IL-2
por estimulacién de los linfocitos T, asi como la dife-
renciacién de los linfocitos T citotéxicos. Concluyen su
trabajo, indicando que la intensidad de los cambios
inflamatorios tempranos que tienen lugar en el injerto
a nivel tubular, se asocian con un mayor tiempo de
isquemia fria. La funcién posterior de ese rifién estaria
pues influenciada por esas reacciones inflamatorias
que se iniciarian tras la muerte cerebral del donante.

Pero a largo plazo no parecen existir dife-
rencias en cuanto a la inmunoshistoquimica de los
injertos ni en su funcién renal ya sean exiraidos via
abierta o laparoscopica: Hazebroek y cols. (60) en
su estudio experimental con ratas, evalué si durante
la insuflacion laparoscépica se producia una infil-
tracién celular adicional de linfocitos CD4+, CD8*,
macréfagos, células dendriticas, células del HLA tipo
I, moléculas de adhesién frente al injerto extraido
mediante cirugia abierta. No se encontraron diferen-
cias significativas a las 52 semanas del trasplante en
los hallazgos inmunohistoquimicos ni en la funcién
renal.

En sintesis:
En el presente estudio, tan sélo los niveles de
IL-2 durante la extraccién parecen influir de modo di-
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recto en la funcién inicial del injerto. De hecho, existe
una curiosa correlacién directa entre los niveles de
IL-2 y las cifras de Cr al primer y séptimo dia postTR.
Esto es, a mayor produccién de IL-2 en la extraccién,
peor funcién del injerto en el posfTR inmediato, posi-
blemente como expresién de mayor invasividad qui-
rirgica y de mayor lesién tisular para el rinén.

Por ofro lado, de modo indirecto ya ha sido
descrito el papel aparentemente “protector” que los
niveles de IL-10 durante el autoTR jugarian al con-
dicionar un mejor FSR durante la revascularizacién,
atenuando asi el sindrome de isquemia-reperfusion.

Por tanto, los factores determinantes de la
funcién del injerto en el postTR inmediato son bésica-
mente los FSR durante la extraccién y de IL-10 duran-
te el TR. FSR bajos y niveles de IL-2 en la extraccién
altos, favorecen la disfuncién del injerto, mientras
que FSR altos y niveles de IL-10 altos durante el TR
colaborarian a una mejor funcién del injerto en el
postTR inmediato.

CONCLUSIONES

El abordaje laparoscépico durante la nefrec-
tomia de donante vivo induce una menor respuesta
inmunohumoral evaluada por los niveles de citocinas
(IL2, IL6, IL-10 y TNF).

Los valores altos de FSR durante la extraccién
y el TR, y los niveles elevados de IL-10 durante el TR,
mejoran la funcién del injerto en el posfTR inmediato,
mientras que valores de FSR bajos y niveles elevados
de IL-2 durante la extraccién afectan negativamente
a la funcién del injerto durante la primera semana
postrasplante.
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