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barras, exclusivamente los valores significativos son incluidos. ns= no significativo.
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Objetivo: En septiembre de 2011, en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca se realiza la primera modificacion de la técnica ALPPS con intencién de
disminuir la agresividad de esta primera intervencién, esta técnica se denominé ALPPS
Torniquete o T-ALPPS. El objetivo principal de la presente tesis doctoral es analizar los
factores que influyen en la regeneracién hepatica que se produce en el volumen
hepatico remanente y en el I6bulo deportalizado tras la técnica T-ALPPS en higados
humanos.

Método: Entre enero de 2013 y julio de 2018, se seleccionaron 25 pacientes sometidos
a la técnica T-ALPPS. Durante la primera intervencion se realiza en primer lugar una
ligadura portal derecha asociada a la colocacion del torniquete en dos posiciones

diferentes:

1. Para una hepatectomia derecha en el segundo tiempo, tras la extirpacion de las
lesiones del I6bulo izquierdo se coloca el torniguete en la linea de Cantlie
mediante maniobra de hanging. Se realiza un surco a este nivel y se pasa el
torniquete extraglissoniano derecho para evitar la oclusion de arteria hepatica
derecha.

2. En el caso de realizar una triseccionectomia derecha en el segundo tiempo, el
torniquete se coloca en la cisura umbilical entre la vena suprahepatica media e
izquierda, se pasa por el receso de Rex y se pasa extraglissoniano izquierdo

anudando el torniquete en la cisura umbilical.

Se tomaron 3 biopsias en cada I6bulo durante la técnica T-ALPPS. En dichas
biopsias se analizé mediante analisis cuantitativo a través de la reaccion en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa. Posteriormente se realiz6 un estudio
comparativo de las biopsias del primer tiempo (2A-ST1) y del segundo tiempo (1A-ST2),

con respecto a las biopsias basales tomadas al inicio del primer tiempo (1A-ST1).

Resultados: Del total de 25 pacientes de nuestra serie, 18 eran varones (72%) con una
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edad de 62 afos. La indicacion mas frecuente fueron las metastasis de cancer
colorrectal (88%).

El hallazgo principal se centra en el I6bulo deportalizado, ya que durante el
primer tiempo quirdargico ocurre un incremento de HGF en este I6bulo a los 60 minutos
de realizar la técnica, comparando con los niveles de biopsias basales. Este incremento
se mantuvo en las biopsias tomadas durante la segunda intervencién, con un incremento
de algunos factores proinflamatorios y de hipoxia Unicamente. Sin embargo, este
aumento de HGF no se tradujo en un incremento del indice proliferativo Ki-67 en el LHD.

Otro hallazgo importante ocurre en el VHR, donde se detecté igualmente un
incremento precoz de HGF (p=0,002), desde los 60 minutos de la técnica, relacionado
con una elevacion de factores proinflamatorios, de hipoxia y de factores que regulan el
ciclo celular, sin incremento de factores apoptéticos. A diferencia del l6bulo
deportalizado, en el volumen hepatico remanente, a los 10 dias el valor de HGF vuelve
a valores normales, por lo que parece que el fenomeno de la regeneracion del mismo

ha finalizado en la segunda intervencion.

Conclusiones: El I6bulo deportalizado mantiene parte de la funcién hepéatica global del
individuo, actuando como higado “auxiliar’ y produciendo HGF que podria actuar como
estimulo regenerativo sobre el futuro remanente hepético a través de la circulacion

sistémica.

-19 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

-20 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

ABSTRACT

-21 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

Objective: In September 2011, at the Virgen de la Arrixaca Clinic University Hospital,
the first modification of the ALPPS technique was performed with the intention of
reducing the aggressiveness of this first intervention of ALPPS, this technique was called
Tourniquet ALPPS or T-ALPPS. The main objective of the present thesis is to analyze
the factors that influence liver regeneration that occurs in the remaining liver volume and
in the deportalized lobe after the T-ALPPS technique in human livers.

Methods: 25 patients undergoing T-ALPPS technique were selected between January
2013 and July 2018. During the first procedure, a right portal ligation associated with
tourniquet placement in two different positions is performed first:

1. For a right hepatectomy in the second time, after removal of the left lobe
lesions, the tourniquet is placed at Cantlie's line by hanging maneuver. A groove is made
at this level and the right extraglissonian tourniquet is passed to avoid occlusion of the
right hepatic artery.

2. In case of performing a right trisectionectomy during T-ALPPS second
stage, the tourniguet is placed in the umbilical fissure between the middle and left
suprahepatic vein, passing through Rex's recess and passing the tourniquet

extraglissonian left, knotting the tourniquet in the umbilical fissure.

Three biopsies were taken in each lobe during the T-ALPPS technique. These
biopsies were analyzed by quantitative analysis using reverse transcriptase polymerase
chain reaction. Subsequently, a comparative study of the biopsies from the first time (2A-
ST1) and the second time (1A-ST2) was carried out, with respect to the basal biopsies

taken at the beginning of the first time (1A-ST1).

Results: Out of the total of 25 patients in our series, 18 were male (72%) with an age of
62 years. The most frequent indication was colorectal cancer metastases (88%).
The main finding is centered in the deportalized lobe, since during the first

surgical time there is an increase of HGF in this lobe at 60 minutes after performing the
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technique, compared to baseline biopsy levels. This increase was maintained in the
biopsies taken during the second intervention, with an increase of some proinflammatory
factors and hypoxia only. However, this increase in HGF did not translate into an
increase in the Ki-67 proliferative index in LHD.

Another important finding occurs in the VHR, where an early increase in HGF
was also detected (p=0.002), from 60 minutes after the technique, related to an elevation
of proinflammatory factors, hypoxia and factors that regulate the cell cycle, without an
increase in apoptotic factors. In contrast to the deportalized lobe, in the remaining hepatic
volume, after 10 days the HGF value returns to normal values, so it seems that the

phenomenon of liver regeneration has ended in the second intervention.

Conclusions: The deportalized lobe maintains part of the overall liver function of the

individual, acting as an "auxiliary" liver and producing HGF that could act as a

regenerative stimulus on the future liver remnant through the systemic circulation.
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La cirugia continta siendo la Unica opcién de tratamiento curativo para la gran
mayoria de los pacientes con tumores hepéticos primarios 0 metastasicos. A pesar de
esto, existe un gran nimero de pacientes que presentan tumores a priori irresecables,
por el riesgo de provocar un volumen hepético residual (VHR) insuficiente, con el
consiguiente riesgo de insuficiencia hepatica posoperatoria (IHP). En estos casos estan
indicadas las técnicas de regeneracién hepatica, con el objetivo de conseguir un
crecimiento del VHR sano que asegure que serd suficiente para mantener la funcion
hepatica. Entre las mas comunes solian encontrarse las resecciones hepaticas en 2
tiempos o Two Stage Liver Resections (TSLR)! y la embolizacién portal percutanea
radiolégica (EPP)? 3. Estas técnicas se basan en la oclusién de la circulacién venosa
portal de un hemihigado para provocar la hipertrofia del VHR y presentaban las
siguientes indicaciones principales:

- La EPP radiol6gica® se indica generalmente en lesiones unilobares grandes.

- Las TSLR asociadas o no a ligadura portal intraoperatoria (LPI) se indica
generalmente en metastasis bilobares multiples.

Con estas técnicas clasicas de regeneracion hepatica, es necesario un tiempo
de hipertrofia hepatica que oscila en torno a 4-8 semanas*®, siendo los efectos
indeseables mas comunes de las mismas la regeneracién ineficaz (relacionada con la
circulacion entre ambos hemihigados a través de colaterales intrahepaticas) y la
progresion tumoral dado este largo periodo de regeneracion; que provoca que algunos
de estos individuos se conviertan en irresecables’. Debido a este motivo, se
desarrollaron nuevos métodos de regeneraciéon con el objetivo de conseguir una
hipertrofia suficiente del VHR, para evitar la IHP, y cuyo periodo de regeneracion sea lo
mas corto posible, para evitar la progresion tumoral.

En el afio 2007, el aleman Hans Schlitt descubrid, de forma casual, una nueva
técnica de regeneraciéon hepatica en un paciente con un tumor de Klatskin. Durante la
intervencion, tras realizar la biparticion hepatica por la cisura umbilical para realizar una

triseccionectomia derecha, consider6 que el volumen del sector lateral izquierdo (SLI)
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era insuficiente y procedié a realizar la LPI derecha. El resultado fue una rapida
hipertrofia del VHR en tan solo 7 dias, pudiendo completarse en la segunda intervencién
una triseccionectomia derecha sin riesgo de IHP. En 2011, Baumgart et al.® presentan
3 pacientes intervenidos con esta novedosa técnica, consiguiendo en los 3 casos la
hipertrofia mayor y mas rapida de los segmentos 2-3 que las técnicas clasicas, esto es,
al 9° dia posoperatorio. Posteriormente, en el afilo 2012, un estudio multicéntrico aleman
reporta 25 pacientes intervenidos mediante dicha técnica® y en este mismo afio se
bautizé con el acronimo ALPPS: Associated Liver Partition and Portal vein Ligation for
Staged hepatectomy. La técnica ALPPS obtiene un impresionante crecimiento rapido
del higado en comparacion con las hepatectomias de dos tiempos "convencionales”,
por lo que permite una mayor tasa de resecabilidad y supone una revolucién con
respecto a las técnicas clasicas de regeneracion hepética. Sin embargo, inicialmente se
describi6 una alta morbilidad y mortalidad®, sobre todo debido a la IHP por lo que
algunos grupos se muestran reticentes a introducirla en su practica habitual.

En septiembre de 2011, en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA) se realiza la primera modificacién de la técnica ALPPS*, con el fin de disminuir
su morbimortalidad, mediante una primera intervencién menos agresiva. En lugar de
realizar la biparticion hepatica habitual se coloca un torniquete con el objetivo de evitar
la circulacion colateral intrahepatica. Esta técnica se e denomindé inicialmente ALTPS
(Associating Liver Tourniquet and Portal vein ligation for Staged hepatectomy) y
posteriormente como ALPPS-Torniquete (Tourniquet-ALPPS; T-ALPPS). La principal
ventaja de la misma es la menor agresividad durante la primera intervencion ya que se
evita la biparticion hepética. Desde entonces multiples variantes técnicas de ALPPS han
sido desarrolladas para intentar reducir la agresividad de la primera intervencion. En la
Ultima década se ha generalizado el uso de estas variantes, asi como una mejor
seleccién de los pacientes, consiguiendo un importante descenso de la morbimortalidad

asociada a la misma'2.
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La hipertrofia conseguida en el VHR es tan rapida con ALPPS y sus variantes,
que se ha puesto en duda que se consiga una regeneracion hepatica eficaz, teorizando
que la hipertrofia obtenida en el VHR se debe mas a hiperaflujo portal, congestion
venosa y edema que a una auténtica hiperplasia celular!® 4. Se han realizado estudios
histolégicos!® para analizar la regeneracion asociada esta técnica, pero existe escasa
evidencia a nivel de biologia molecular de los cambios que ocurren en el parénquima
hepatico tras la técnica ALPPS en humanos, en nuestro caso T-ALPPS, y si estos
conllevan una regeneracion eficiente. Todos los estudios han ido dirigidos a la forma de
regenerar del VHR vy los factores que se relacionan con su incremento de volumen,
olvidando la posible funcién que el I6bulo hepatico derecho (LHD) deportalizado puede
ejercer durante la misma.

El objetivo de este trabajo es analizar los factores que influyen en la regeneracion
hepatica que se produce en el VHR y en el LHD. Para ello, se analizaran las alteraciones
moleculares, a nivel de transcripcion de &cido ribonucleico mensajero (ARNm), e
inmunohistoguimicas que ocurren en el VHR y en el LHD tras la técnica T-ALPPS en
humanos.

Para ello, se seleccion6 un grupo de 25 pacientes a los que se les realiz6 la
técnica T-ALPPS. Se tomaron biopsias hepaticas en diferentes momentos de dicho
procedimiento. Durante la primera intervencion se realiza una biopsia en I6bulo izquierdo
y otra en l6bulo derecho (biopsias basales). A los 60 minutos de la técnica T-ALPPS se
realiza un segundo par de biopsias, una en cada lobulo. A los 10 dias, en la segunda
intervencion se toma un Ultimo par de biopsias, una de cada l6bulo, nada mas abrir el
abdomen. Compararemos los resultados expresion relativa de ARNm vy de
inmunohistoquimica de distintos factores asociados a la regeneracion hepatica
obtenidos a los 60 minutos y a los 10 dias con los resultados basales.

Gracias a un mejor conocimiento de los fendmenos de regeneracion que se

producen en el VHR y en el LHD, podremos avanzar en el mejor conocimiento de la IHP,
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e incluso tratar de identificar aquellos factores que nos pudiesen permitir evitar su

aparicion.
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La regeneracién hepatica representa uno de los fenémenos mas extraordinarios
de respuesta al dafio tisular de la escala evolutiva. La rapida restauracion del VHR y de
la funcién hepéatica tras una hepatectomia mayor es una propiedad exclusiva del higado,
es un fendbmeno homeostatico que conlleva una estricta regulacion en el inicio y en el
cese de la regeneracion.

Esta capacidad del higado para regenerarse forma parte del acervo popular, de
tal forma que las primeras descripciones de la misma datan de la Grecia clasica. De
acuerdo con la mitologia mas aceptada, Prometeo robé el fuego del sol y se lo dio a la
raza humana. Zeus, lleno de ira y celos por esta afrenta, encadené a Prometeo a una
montafia, donde un buitre se comeria su higado durante el dia (Figura 1). Sin embargo,
el higado de Prometeo se regeneraba todas las noches, de forma que el aguila podia
seguir alimentandose a diario. Vemos como la mitologia griega a través de esta historia,
refleja un hecho real, pues el higado presenta una capacidad de regeneracion Unica en

la anatomia animal.

Figura 1. "Prometeo Encadenado” pintura de Rubens que ilustra el mito de Prometeo griego.
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Los mecanismos en los que se fundamenta la regeneracion hepética han sido
ampliamente estudiados, habiéndose identificado multiples células y vias metabdlicas
implicadas en dicho proceso!® 7. Asi, se ha relacionado con los mediadores de la
respuesta biolégica al dafio tisular: hormonas, sistema del complemento, citocinas
proinflamatorias, factores de crecimiento y factores antiinflamatorios; que activan el ciclo
celular, generando una respuesta sintética a nivel celular responsable de la proliferacion
y division celular.

En la actualidad, las resecciones hepaticas presentan una baja tasa de
morbimortalidad debido principalmente a los avances en el manejo anestésico y de
reanimacioén, la mejora de los métodos de diagnéstico y planificacion prequirirgicos, los
avances en los tratamientos oncoldgicos, la mejora de la instrumentacion quirdrgica y la
mejor formacion de los cirujanos hepaticos gracias a la especializacion y a la experiencia
adquirida en el trasplante hepatico. Todo lo anterior ha contribuido a que dichas
resecciones se realicen con una morbilidad inferior al 30% y una mortalidad que oscila
entre el 1y 5%%2°,

De las posibles complicaciones de las resecciones hepéaticas extensas, la IHP es
la mas temida debido a su elevada mortalidad y la ausencia de un tratamiento eficaz o
sustitutivo de la funcién hepatica. Sin embargo, sigue siendo desconocido por qué en
unos casos el higado regenera suficientemente y en otros fracasa, desarrollando una
IHP irreversible. Actualmente se estima que entre un 25 y un 30% del VHR funcional es
suficiente para no desarrollar IHP en pacientes con higados sanos?:.

En ocasiones la IHP se produce por lo que en trasplante hepatico se conoce
como “Small-for-size syndrome” (SFSS) ?2. Este sindrome se debe a dos factores
fundamentales: la existencia de un porcentaje de VHR (%VHR) insuficiente y a una
escasa funcionalidad del higado remanente. También influyen en su desarrollo otros
factores individuales como son obesidad, diabetes, esteatosis, quimioterapia
neoadyuvante, etc. El concepto de SFSS incluye una gran variedad de manifestaciones

clinicas que oscilan desde una disfuncion moderada, caracterizada por una
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hiperbilirrubinemia transitoria, hasta un fallo hepatico agudo irreversible que puede llevar
al fallo multiorganico (FMO). En otras ocasiones el VHR, aunque es suficiente, no
presenta un parénquima hepatico de calidad por lo que no es capaz de suplir la funcion
del resto del parénquima y termina desarrolldndose la IHP.

Para evitar esta complicacion, se han desarrollado una serie de técnicas
quirargicas con el fin de conseguir una eficiente regeneracion hepética y un VHR
suficiente que supla la funcién del volumen hepético resecado. La base tedrica en la que
se basan dichos procedimientos es la extraordinaria capacidad del higado para
regenerarse ante diversos estimulos, como la reseccion quirdrgica, la inflamacion
cronica o el aumento del flujo sanguineo. En los siguientes apartados describiremos las
técnicas que se han utilizado para conseguir un VHR suficiente y funcional, con el fin de

evitar la IHP.

TECNICAS CLASICAS DE REGENERACION HEPATICA:

Embolizacion portal percutanea (EPP)

La respuesta en forma de hipertrofia compensadora ante el hiperaflujo producido
por la oclusién de una rama venosa portal, fue descrita por Rous y Larimore por primera
vez en un modelo experimental en 1920%. Sin embargo, en este momento no se
popularizé la ligadura portal con la intencién de incrementar el VHR, puesto que la
hemorragia intraoperatoria seguia siendo la complicacion mas temida de la cirugia
hepatica.

Desde entonces, se ha estudiado la capacidad del higado para hipertrofiarse tras
derivar el flujo portal hacia el VHR. No fue hasta 19752* que se publicé la primera serie
de 20 pacientes sometidos a LPI con el objetivo de convertir en resecables tumores
irresecables por un VHR insuficiente.

En el afio 1984, Makuuchi et al.? introducen el concepto de EPP en la practica

clinica habitual con el objetivo de conseguir la regeneracion del VHR y aumentar asi el
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namero de pacientes con masa tumoral resecable. Para llegar a esta conclusion, se
basaron en la observacion de que los tumores hiliares que comprimian el hilio hepatico,
provocaban una hipertrofia contralateral y una atrofia ipsilateral a las ramas portales
ocluidas por el propio tumor. Basandose en este principio, se publicé una serie de 14
pacientes intervenidos por colangiocarcinoma hiliar obteniendo una hipertrofia
adecuada con escasa morbimortalidad y pudiendo completar la hepatectomia mayor en
todos los pacientes entre 6 y 41 dias después la EPP.

A partir de esta primera publicacion y, dado el éxito de dicha técnica, las
indicaciones se extendieron globalmente hasta llegar la EPP a convertirse en “gold
standard” para aquellos pacientes que presentaban tumores unilobares grandes,
primarios 0 metastasicos; con un VHR insuficiente y que precisaran de una
hepatectomia mayor.

Esta técnica presentaba otra ventaja adicional. En el caso de haberse planteado
triseccionectomia derecha, permitia realizar, ademés de la oclusion portal derecha, la
embolizacion de las ramas portales para el segmento 4 para conseguir una mayor
hipertrofia del SLI*>?8, Con esta combinacion, se consiguieron tasas de incremento del
%VHR (A%VHR) de hasta el 47-54% (frente al 26-38% de la EPP sin embolizacion de
la rama del segmento 4). No obstante, esta combinacién también incrementa el riesgo
de lesion vascular de la rama portal izquierda y de migracion del material de
embolizacion hacia el VHR por lo que sélo debe realizarse en pacientes seleccionados

y por radiélogos experimentados.

Resecciones hepaticas en dos tiempos o Two Stage Liver Resections (TSLR)

Las TSLR se indican en pacientes con metastasis hepaticas (MH) bilobares
multiples que se consideran a priori irresecables en un Unico tiempo. En funcién de como

se aborden, se pueden realizar mediante diversos procedimientos:
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a) Realizando una hepatectomia mayor en el primer tiempo que asocia
posteriormente, una vez el VHR ha regenerado, la extirpacion de las
lesiones del VHR (Adam?, 2000).

b) Realizando la extirpacion de las lesiones del VHR en una primera
intervencion, asociando una EPP al 4°-7° dia postoperatorio (Jaeck?® 2,
2003).

c) Asociando la LPI a la extirpacion de las lesiones del VHR durante la
primera intervencion y hepatectomia mayor la segunda (Kianmamesh,

Capusotti, Belghiti® 31, 2003).

El término TSLR, de forma general, hace referencia a la extirpacion de las
lesiones hepaticas en dos intervenciones quirdrgicas. La técnica original de TSLR fue
descrita por Adam et al.! en el afio 2000, en pacientes con metastasis hepaticas de
cancer colorrectal (MHCCR) y con enfermedad multiple bilobar que se consideraba
irresecable inicialmente por riesgo de provocar IHP por un VHR insuficiente. En esta
técnica, se realiza una hepatectomia mayor durante la primera intervencion quirargica,
con intencién de resecar el mayor niumero posible de lesiones y, a su vez, provocar una
regeneracion del VHR. A continuacion, es necesario un largo periodo regenerativo de
entre 2 y 14 meses, por lo que un porcentaje importante de pacientes son sometidos a
la administracién de quimioterapia (QMT) entre el primer y el segundo tiempo quirdrgico.
Finalmente, tras 2-14 meses de regeneracion del VHR, un 81% de los pacientes se
sometieron a la reseccion de las lesiones del VHR.

Debido a que este tipo cirugia seguia teniendo un elevado riesgo de IHP al
realizarse una hepatectomia mayor en el primer tiempo, se combiné la realizacion de la
TSLR del hemihigado con una menor carga tumoral con la EPP contralateral tras la
primera intervencion. El objetivo de esta cirugia era someter posteriormente al paciente
a una hepatectomia mayor en una segunda intervencién, normalmente tras 5-8

semanas. Esta técnica mostré una nula mortalidad perioperatoria y una supervivencia
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global a 1y 3 afios del 70% Yy el 54%, respectivamente?® °, Los autores de la misma,
defendian que con esta técnica se evitaba la formacion de cavernomas portales que
ocurrian tras la LPI, responsables de una circulacion colateral hacia el |6bulo derecho
gue podia relacionarse con una regeneracion menos eficaz. Ademas, al evitarse la
manipulacién del hilio hepdatico, evitaban la formacién de adherencias a este nivel,
facilitando la segunda intervencion quirdrgica.

Con el objetivo de disminuir el nUmero de procedimientos (TSLR + EPP), el grupo
de Belghiti® 3, sugiri6 combinar la LPI con la reseccién de las lesiones del futuro VHR,

consiguiendo un A%VHR entre del 43,1%, equiparable al conseguido con EPP.

Ventajas e inconvenientes de las técnicas clasicas de regeneracion hepatica

La ventaja principal de las técnicas clasicas de regeneracion hepética es el
aumento de la resecabilidad de lesiones que previamente se considerarian irresecables
por el riesgo de IHP asociado. Segun las series consultadas, se asocia a un A%VHR
que oscila entre el 30%-50% con una escasa morbilidad postoperatoria, lo que permite
alcanzar una resecabilidad del 70-95%. Eso significa que un 5-30% de los pacientes no
llegaba a la segunda intervencion quirdrgica, principalmente por progresion tumoral o
ausencia de regeneracion eficaz.

Abulkhir et al., en un metaandlisis de 2008% que incluye 1088 pacientes
intervenidos tras EPP evidenciaron un A%VHR del 9,7-12% con una baja morbilidad
(2,2%) y nula mortalidad. La hepatectomia pudo ser completada en el 85% de los
pacientes 29 dias después de la EPP. Las principales causas de dropout fueron la
progresion tumoral (n=43), la diseminacion extrahepatica (n=35) y la hipertrofia
insuficiente del VHR (n=18). En el postoperatorio, el 2,5% de los pacientes presentaron
IHP transitoria y el 0,8 % experimentd IHP fulminante que condujo a la muerte

irremediable del paciente.
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En 2018 se realiz6 otro metaandlisis®® sobre 18 articulos que incluian a 607
pacientes sometidos a EPP previa a resecciones hepaticas mayores. La tasa de
complicaciones fue del 3,1% vy el tiempo desde la EPP hasta la cirugia fue de 2 a 10
semanas con un A%VHR del 49%. En este estudio el dropout fue del 24% (247
pacientes) y de nuevo las principales causas que impidieron completar la hepatectomia
fueron la progresién tumoral (n=114) y la hipertrofia insuficiente del VHR (n=24). En el
postoperatorio, el 4,5% de los pacientes presentaron IHP.

Existia controversia en la literatura sobre si la regeneracion del VHR era mayor
con la EPP o con la LPI. Algunos autores defendian que la regeneracion era mayor con
EPP por evitarse la formacion de shunts colaterales porto-portales® que se conseguian
ocluir de forma mas efectiva mediante EPP (al realizar oclusion radiologica de ramas
portales segmentarias) que mediante LPI (que supone Unicamente una oclusion al flujo
a nivel de la primera rama portal Unicamente, donde se realiza la ligadura portal).
Apoyando esta idea, Robles et al.*® publicaron un A%VHR superior con la EPP que con
LPI (44+7% tras la EPP y 39+£7% tras la LPI) (p<0,050), con un tiempo de hipertrofia
similar (EPP= 41+12 dias, LPI= 38+11 dias). Broering et al.*® también compararon la
EPP con la LPI obteniendo los mismos resultados, un incremento de volumen superior
con EPP que con LPI (188+81ml vs. 123+58 ml) (p=0.012), pero con un tiempo entre la
oclusion portal y la reseccién hepatica mayor (para la EPP de 64+29 dias y para la LPI
de 84+30 dias). Capussotti et al.®° comparan ambas técnicas en 48 pacientes con
MHCCR: 17 pacientes con TSLR y LPI con 31 pacientes con EPP, consiguiendo
A%VHR del 43.1% con LPI y del 53.4% con la EPP. Wilms et al.*’, en un estudio
experimental, encuentran que el A%VHR es significativamente superior tras la EPP
respecto a LPI.

En contra de todo lo anterior, el mayor metaanalisis sobre EPP y LPI%® que incluia
21 estudios comparando 1953 EPP con 123 LPI no mostr6 diferencias significativas en
términos de A%VHR (EPP 43% vs LPI 39%), ni en morbilidad postoperatoria (EPP 3,9%

vs LPI 5,2%). Entre un 60 y un 100% de los pacientes completaron la cirugia, sin
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embargo, el dropout debido a un A%VHR insuficiente fue mayor tras EPP (4,3%) que
en los casos de LPI (0%).

Respecto a la resecabilidad, resulta llamativo que, a pesar de que en algunas
series la EPP se mostr6 superior a LPI en términos de regeneracion del VHR, las tasas
de resecabilidad fueron similares para LPIy para EPP, oscilando entre el 60-100%> 3%
36, 39-43.

En el metaandlisis de Abulkhir et al.®2, de los 1088 pacientes se resecaron 930
(resecabilidad del 85%). En esta serie no fueron resecados 158 pacientes, destacando
dos problemas fundamentales: la progresién tumoral y la ausencia de hipertrofia del
VHR, lo que hizo imposible la reseccién hepéatica mayor en 18 casos. Robles et al.®
presentaron una resecabilidad del 92% en su serie de TSLR. Broering et al.*® publicaron
una tasa de resecabilidad del 62% también debida a progresion tumoral y a insuficiente
hipertrofia del VHR. Belghiti et al.> publicaron una tasa de resecabilidad del 74%,
fundamentalmente (como en el resto de los casos) debida a progresion tumoral e IHP.

La oclusion portal se realiza con el objetivo de derivar el flujo portal hacia el HVR
y generar una hiperplasia en el mismo que consiga evitar la IHP, una vez sea resecado
el LHD. Sin embargo, llama la atencién que este objetivo no se consigue en algunas
series, objetivAndose IHP debida a una regeneracién insuficiente en un porcentaje
elevada de pacientes. Broering et al.*® presentan un paciente que fallecié (<5%) debido
a IHP alos 11 dias de la resecciéon hepatica mayor. Abulkhir et al.®? presentan 23 casos
con IHP (2,5%) de los que 7 presentaron fallo hepéatico agudo y una muerte (0,8%).
Ribero et al.?® presentan 6 pacientes con IHP de los cuales uno falleci6. Este hecho
parecia relacionarse con la persistencia de flujo portal intraparenquimatoso desde el
VHR hacia el LHD a través de las colaterales intrahepaticas previamente descritas, que
amortiguarian el estimulo regenerativo.

El fendbmeno de progresiéon tumoral aparece en la mayoria de las series, tanto en
el LHD como en el VHR®*" #* siendo la causa del fracaso de la técnica en el 80% de los

casos. Esto ocurre especialmente en los pacientes con MHCCR bilobares, por lo que se
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consideré que la oclusiéon portal podria promover la oncogénesis. De Graaf et al.*®
realizaron una revision de estudios clinicos y experimentales y sugirieron que la
progresion tumoral ocurre en segmentos embolizados y no embolizados. Homayounfar
et al.*!, presentaron 24 casos de LPI, entre los que s6lo acabaron sometiéndose a la
segunda cirugia 14 pacientes (58,3% de la serie) debido a la aparicion en todos ellos de
progresion tumoral. En la serie de TSLR del hospital Paul Brousse (Paris, Francia) de
2008, el segundo tiempo fue factible en el 69% de pacientes y la mayoria de los que
no alcanzaron la segunda intervencién fue por progresion tumoral.

Con la intencién de reducir este fenémeno, la mayoria de los autores*® 4’ recurre
a la administracibn de QMT entre ambos tiempos quirlrgicos, de 1 a 3 ciclos, y
posteriormente; a la realizacion de la hepatectomia en el segundo tiempo. Dicho
tratamiento se demostré efectivo en la serie de pacientes del Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center*® donde la progresién tumoral en EPP sin QMT era mayor que si se
administraba QMT en el periodo de regeneracion hepatica (34 vs 19%) e igualmente
dicha QMT afectaba positivamente a la supervivencia global del grupo tratado con QMT
(50 vs 24 meses).

En resumen (Tabla 1), las técnicas reseccion hepética en 2 tiempos presentan una
tasa de resecabilidad del 60-100%"> & 30.36.39-43 ' con A%VHR del 30-60%° 4% 4149y con
una escasa tasa de complicaciones mayores (0-15%). Estos datos las harian
comparables, en cuanto a morbilidad y mortalidad con las resecciones hepaticas en un

solo tiempo, no obstante, presentan dos inconvenientes principales:

= Riesgo de progresion tumoral (0-30%) durante el largo tiempo de hipertrofia, que
fue la causa del dropout en el 80% de las series.
= La IHP debida a una insuficiente regeneracion hepatica, que fue la causa del

dropout en el 20% de las series.
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. Tiempo - e ,
Referencia A%VHR regeneraci Resecabilidad Complicaciones Mortalidad
== (%) (%) (%)
[INCIES)
Makuuchi et al.® 1990 14 14/0 - 17 (6-41) 100 35,7 14,3
Adam et al.t 2000 16 6/0 120 (60- 81 38 15
420)
Broering et al.3® 2002 34 | 1717 - 64/83 61,8 20,6 2,9
Jaeck et al.% 2004 | 33 | 0/33 31 - 76 56 0
Tanaka et al.“° 2007 22 21/0 50 - 100 23 0
Capusottietal® | 2008 | 48 | 31/17 | 43,1/534 28/42 73 18,8 2
Wicherts et al.*6 2008 59 32/0 - 126 69 59 7
Homayoufar et
a4t 2009 24 0/24 36 55 63 58 5
Tsai et al %2 2010 | 45 | 3/32 - 135 78 26 6
Brouquet etal.®® | 5911 65 | 45/0 - 56 72 49 6
Tsim et al.3 2011 | 38 | 15/5 - - 87 33 0
Narita et al.5t 2011 80 | 69/13 - 92 76 54 0
Robles et al.% 2012 | 41 | 20/18 40/30 37 92,7 26,8 5
Muratore et al.52 2012 47 27/11 - 114 77 44 0
Turrini et al.53 2012 42 42/0 - 72 72 20 6
Shindohetal® | 2013 | | 141 62 34 72 58 6
Fuks et al.5 2015 | 34 0/5 - 93 76 50 3
Passot et al. 2017 ]éo 80/0 - - 82 27 6

Tabla 6. Revision bibliogréafica de las técnicas clasicas de regeneracion hepética.
EPP: Embolizacién Portal Percutdanea; LPI: Ligadura Portal Intraoperatoria; A%VHR: Incremento del
Volumen Hepéatico remanente.

TECNICA DE REGENERACION HEPATICA RAPIDA

Esta técnica surge con el objetivo, respecto a las técnicas clasicas de
regeneracion hepatica, de aumentar el porcentaje de pacientes en los que se completa
la reseccién hepatica basandose en la capacidad del higado de regenerar rapidamente
cuando se combina una técnica de oclusion portal con una interrupcién del flujo hepético
intraparenquimatoso por las ramas colaterales intrahepaticas, de forma que todo el flujo

es dirigido hacia el VHR.

-41 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

La primera técnica de regeneracidn hepética rapida descrita fue ALPPS:
Associating Liver Partition and Portal Vein Ligation for Staged Hepatectomy en el afio

2010.

ALPPS: Associating Liver Partition and Portal vein ligation for Staged hepatectomy.

Se trata de una técnica de regeneracion hepatica rapida descubierta de forma
casual en Regensburg (Alemania). En 2007, durante una intervencién por un tumor de
Klatskin en la que estaba prevista la realizacion de una triseccionectomia derecha, Hans
Schlitt consider6 que el VHR era insuficiente para realizar una hepatectomia mayor, por
lo que decidié realizar una hepatico-yeyunoanastomosis en Y de Roux al conducto biliar
izquierdo para permitir el drenaje biliar. Para facilitar dicha anastomosis, afiadié la
biparticion completa del parénquima hepético a nivel de la cisura umbilical quedando el
segmento 4 completamente devascularizado. Por ultimo, realizé una LPI derecha en el
intento de hipertrofiar los segmentos 2 y 3. Pasados 8 dias de esta intervencion, realizé
una tomografia computarizada (TC) de control y evidencié una inesperada hipertrofia
que permiti6 completar la hepatectomia derecha extendida al 9° dia posoperatorio.

Este caso fue presentado como comunicacién oral al congreso nacional de
cirugia aleman de 2010% y, posteriormente, se comunicaron otros 3 casos en el afio
2011 en el “9th Congress of the European-African Hepato-Pancreato-Biliary Association
(E-AHPBA)” en Sudafrica®. En estos 3 casos, al igual que el caso original descrito por
Hans Schlitt, la biparticién se realiz6 por la cisura umbilical (permitiendo realizar una
triseccionectomia derecha en la segunda cirugia), y a los 7 dias la hipertrofia alcanzada
fue del 62%, 75% y 80% respectivamente, muy superior a la alcanzada por las técnicas
clasicas de oclusion portal. El periodo necesario para conseguir la hipertrofia también
era mas rapido que con éstas, pues se reducia atan solo 7 dias frente a las 4-8 semanas

de las técnicas clasicas.
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Alvarez et al.%”, publicaron en 2011 un caso de ALPPS en un paciente con
MHCCR multiples bilobares. Sin embargo, en esta ocasion, realizaron la extirpacion de
las MHCCR del I6bulo izquierdo y a la que asociaron la biparticion a nivel de la linea de
Cantlie (cisura portal principal), lo cual los habilité para proceder a una hepatectomia
derecha en la segunda intervencion, consiguiéndose asimismo la hipertrofia en solo 7
dias. A continuacién, el mismo grupo presenté una serie con 3 pacientes® y el grupo
aleman de Oldhafer publicé un caso clinico multimedia®.

Tras estas publicaciones iniciales, la popularidad de la técnica fue creciendo de
forma exponencial hasta que, en 2012, Schnitzbauer et al.® describieron, la experiencia
en 25 pacientes de 5 centros alemanes intervenidos con esta novedosa técnica. En los
25 pacientes la reseccion hepatica consistié en una triseccionectomia derecha en la que
las ramas arteriales, biliares y portales para el segmento IV fueron ligadas y seccionadas
en el primer tiempo quirdrgico. En este trabajo se demostré la capacidad de la técnica
para conseguir una rapida hipertrofia del VHR, lo que permitia una mayor resecabilidad
y una menor tasa de progresion tumoral que las técnicas clasicas en dos tiempos. El
diagnostico mas frecuente entre los pacientes de la serie fueron las MHCCR, en 14
pacientes (71%) y se consiguié un A%VHR del 74% (rango: 21-192%), con una ratio
volumen hepatico remanente/peso corporal (VHR/BWR) de 0,38 ml/g antes de la
primera intervencion que paso al 0,61 ml/g tras 9 dias de regeneracion. No obstante, y
a pesar de los impresionantes datos volumétricos, este es el primer estudio donde se
constata la elevada morbimortalidad de esta técnica con una morbilidad del 64%, sobre
todo debida a fistulas biliares (20%) y fugas de la hepatico-yeyunostomia (8%) que
precisaron reintervencion y una mortalidad perioperatoria del 12% (3 pacientes), todas
tras la segunda intervencién. Ademas, 2 pacientes (8%) requirieron transfusiones
masivas tras hemorragias masivas intraoperatorias.

Tras esta publicacion y debido al aumento de publicaciones relacionadas con la
técnica, Pierre Clavien y Eduardo de Santibafies®® crearon el acrénimo ALPPS

(Associating Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy) para
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referirse a la misma. Adicionalmente, y dada la agresividad de la técnica y la elevada
morbimortalidad inicial publicada, se cre6 un Registro Mundial con sede en la ciudad
suiza de Zurich, con el fin de monitorizar la eficacia y seguridad de esta técnica (Figura

2)61,

‘ : ALPPS Associating Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy L
HOME ABOUT LITERATURE ALPPS REGISTRY ALPPS RCT SEARCH CONTACT

ALPPS.net Home
Home Welcome to the ALPPS.net website!

About
ALPPS Procedure
ALPPS.net

Literature
PubMed Complete List
Google Scholar

Contact us

ALPPS Registry

ALPPS Registry
Scientific Committee
Administrators
Recruitment Status
Participants
Registration Application
Approved Projects
Statutes

Request Access to Data

ALLPS.net is a platform for liver resections performed using the approach first described by
Schnitzbauer et. al, Ann Surg 2012.

This platform supports the data management of the ALPPS Registry as well as of the ALPPS vs. Two-
Staged Hepatectomy RCT.

Please click on the relevant icon below for more information and instructions:

ALpps)  (ALeEs
Registry

for CRLM

RCT

If you aleady have your login details and would like to access the ALPPS Data Management System,
please click on the icon below:

ALPPS

Data
Management

System

ALPPS vs. TSHRCT
If you have any guestions, please feel free to contact us at any time

ALPPS vs TSH RCT

Figura 2. Sitio Web del ALPPS World Registry o Registro Mundial de ALPPS. Disponible en
http://www.alpps.net

La técnica ALPPS se extendié debido a la hipertrofia del VHR sin precedentes que
se reportaba. Esta era tan rapida y eficaz que incluso Knoefel et al.®2 demostraron una
hipertrofia del 61% al tercer dia postoperatorio. Alvarez y De Santibafies'®, publicaron
una serie con 15 pacientes, la mayoria diagnosticados de MHCCR, y operados segun
la técnica ALPPS en 2013. En esta serie obtuvieron un A%VHR alos 6 dias de la primera
intervencion del 78,4%. La morbilidad global fue del 53%, principalmente por IHP, pero
sin mortalidad entre los 15 pacientes. Estos mismos autores®, publicaron una
actualizacion de sus resultados en 30 pacientes, esta vez en 2015. La tasa de

complicaciones totales se mantuvo estable en el 53% pero cabe destacar una tasa de
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complicaciones graves del 23% tras la primera intervencién, incluyendo un exitus
postoperatorio (6,6%) por FMO. El mismo grupo, en otra publicacién del 2015% con 34
pacientes, comunicé un A%VHR del 104% en solo 6 dias, lo que permitié una tasa de
resecabilidad del 100%. Sin embargo, en esta serie la técnica ALPPS asociaba una
morbilidad del 17,65% (6 pacientes, dos con IHP) y dos muertes perioperatorias, uno
tras la primera y otro tras la segunda intervencion.

En 2013, Torres et al.®® publicaron 39 casos con los resultados obtenidos en 8
hospitales brasilefios tras la técnica ALPPS. La indicacién mas frecuente fueron las
MHCCR (82%), destacando, igual que se describe en la serie de Alvarez y De
Santibafies, la presencia de mortalidad tras la primera intervencion (5,1%). El A%VHR
alos 14,1 dias desde la primera intervencion fue del 83%. La agresividad de esta técnica
se demuestra, ademas de por la mortalidad, por una elevada tasa de transfusiones
(23%) y de morbilidad (59%), en algunos casos asociada a complicaciones graves:
trombosis de la arteria hepatica (2,6%), IHP (2,6%), insuficiencia renal aguda (6,2%) y
sepsis (7,7%). La mortalidad global fue de 12,8%, en todos los casos por FMO.

Nadalin et al.®®, que ya habian aportado 3 casos en la publicacién inicial de
Schnitzbauer®, publicaron su serie con 15 pacientes en 2014. En todos ellos realizaron
una triseccionectomia derecha, comunicando una morbilidad del 53% tras la primera
intervencion y una mortalidad total del 28,7% (4 pacientes), todos ellos afectos por
tumores hepéticos malignos primarios.

Al problema de la alta morbilidad perioperatoria de ALPPS se unié la publicacién,
por parte de Oldhafer et al.®’, de una serie que incidia sobre la alta tasa inicial de recidiva
tumoral precoz tras la técnica ALPPS. Del total de 10 pacientes diagnosticados de
MHCCR de la serie, 6 pacientes presentaron una recidiva a nivel hepatico en una
mediana de 8 meses y 1 paciente presentd un aumento de antigeno carcinoembrionario
(CEA) aunque sin evidencia de recidiva radioldgica.

A pesar de lo anterior, Hernandez-Alejandro et al.®®, en su serie de 14 pacientes

con MHCCR, comunicaron mejores resultados que los de Oldhafer et al.%” La tasa de
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complicaciones fue del 0% tras el primer tiempo y del 36% tras el segundo (14% graves),
sin mortalidad posoperatoria. En 4 pacientes se realizo la exéresis simultdnea del tumor
primario de colon con la primera junto con el primer tiempo de la técnica ALPPS y en 2
casos se siguio el esquema secuencial invertido (ALPPS seguido de reseccion de colon
en otra intervencion). Se consiguié una reseccion RO en 12 casos (86%) existiendo
recidiva de la enfermedad en 2 pacientes, a los 5 y 9 meses, una en higado y otra en
higado y pulmon. De los 6 pacientes en los que se realizé un seguimiento de méas de 1
afio, ninguno presento recidiva.

En el mismo periodo, Schadde et al.'® realizaron el primer andlisis de los datos
del Registro Mundial de ALPPS. Dicho analisis puso de manifiesto como, sobre un total
de 202 pacientes, de los cuales el 70% se intervinieron por MHCCR, hubo sélo un 2%
de pacientes que no alcanzé la segunda intervencion (5 pacientes fallecieron tras la
primera intervencion). El porcentaje total de pacientes que experimentaron
complicaciones severas (de grado superior al llIB de la clasificacion de Clavien-Dindo®)
fue del 28% y la mortalidad global del 9% (19 pacientes). Los resultados volumétricos
mostraron una hipertrofia que alcanzé el 80% en 7 dias. Desde el punto de vista
quirargico, un 52% de los pacientes se sometieron a una hepatectomia derecha vy,
analizando los detalles operatorios, se hizo evidente que la intervencion mas compleja
fue la primera puesto que el tiempo quirargico fue mas del doble respecto a la segunda
(327 vs 156 min), y precisaron transfusion un porcentaje similar de pacientes (28% vs
24%). La importancia de estos dos ultimos factores queda patente en el estudio
multivariante donde las transfusiones y el tiempo operatorio de mas de 300 min en la
primera intervencién resultaron ser factores de riesgos independientes para
complicaciones mayores.

También Schadde et al.”?, en 2015, analizaron por vez primera la
morbimortalidad asociada al primer tiempo quirtrgico de ALPPS en 406 pacientes de 73
hospitales, del Registro Mundial. De los 320 pacientes seleccionados, en 315 (98,4%)

pudo realizarse el segundo tiempo de la intervencion. El 72% fueron intervenidos por
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MHCCR y el 18% por tumores hepaticos malignos primarios. Las complicaciones grado
>|lIA de Clavien-Dindo fueron del 35%. La mortalidad a los 90 dias fue del 8,8%,
relaciondndose en un 75% ésta con la IHP. Un 9% de los pacientes presentaron IHP
segun los criterios 50-50"* y un 30% segun las recomendaciones del International Study
Group of Liver Surgery (ISGLS)"2.

Vemos que, aungue se consigue una hipertrofia adecuada, en ocasiones el
volumen del VHR no es suficiente para mantener la funcion hepética eficaz. Esta
discordancia entre VHR y funcidén hepatica, sigue siendo la principal causa de morbilidad
y mortalidad (77%) postoperatoria y puede producirse entre el 16% y el 31% a pesar de
gue el VRH sea suficiente’. Esto sugiere que el dato volumétrico aislado no es suficiente
para determinar el riesgo de IHP, por lo que algunos autores abogan también por realizar
la medicién de la funcion del VHR para ayudar a la seleccion de los pacientes y a elegir
el momento oportuno para completar el segundo tiempo de ALPPS.

Un estudio noruego que pretendia evaluar la relacién entre volumen, las
caracteristicas de la regeneracion hepatica y la restauracion de la funcién en un modelo
experimental de ALPPS, observé una clara discordancia entre el aumento del volumen
del VHR y la restauraciéon funcional tras la técnica ALPPS”. Por ello, en la actualidad,
la evaluacién del VHR debe centrarse siempre en las técnicas que estudien la
funcionalidad hepatica en lugar de considerar Gnicamente el volumen, y por tanto, es
recomendable el estudio funcional entre ambos tiempos quirlrgicos’.

Se han propuesto muchos métodos y enfoques no invasivos para evaluar la
funcién del VHR; sin embargo, la mayoria de estas herramientas tienen limitaciones.

El estudio de la funcion hepética ha ido evolucionando histéricamente desde el
afio 1992, cuando Ekman et al.”® comunicaron su experiencia en la mediciéon de la
funcion de captacion hepética mediante la tasa de aclaramiento del &cido N-2,6 dietil-3-
yodofenil carbamoil (IODIDA). Sobre esta base, muchos afios después, se ha

desarrollado el uso de la escintigrafia hepatobiliar con Tecnecio-99 (99mTc)
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mebrofenina como método cuantitativo para evaluar la funcion hepatica global y del VHR
y el LHD'®,

La captacion hepatica de 99mTc-mebrofenina es similar a la captacion de otros
aniones organicos con metabolismo hepatocitario, como la bilirrubina. Tras su
captacion, este compuesto marcado se excreta en el canaliculo biliar sin sufrir
biotransformacién durante su transito en el hepatocito de forma que predice la
funcionalidad de los mismos. El grupo que lo describié, estableci6 un valor de
2,69%/min/m? de excrecidon del marcador como punto de corte de seguridad para
predecir la IHP en pacientes sometidos a hepatectomia mayor independientemente de
la presencia de enfermedad parenquimatosa.

En 2018, en un intento de mejorar la seguridad de ALPPS, Serenari et al.”
desarrollaron un parametro novedoso consistente en el uso de escintigrafia hepatobiliar
con 99mTc-mebrofenina combinado con las imagenes de una TC de emisién de foton
Unico (SPECT). Esta técnica se denominé indice del Hospital Italiano de Buenos Aires
(HIBA) y demostré que el riesgo de IHP en pacientes con corte <15% era del 80%,
mientras que ningun paciente con corte >15% desarrollaba IHP. Esta mejora en la
precision de la medicién de la distribucion regional de la funciéon hepatica representé
una revolucion en la prevencion de la IHP en pacientes con ALPPS.

Una reciente revision sistematica resumio las pruebas de funcion del VHR vy
describi6 su valor actual en la cirugia moderna hepética’®, concluyendo que tan sélo el
estudio volumétrico preoperatorio de los candidatos a ALPPS no es adecuado y que las
pruebas de funcion hepética son necesarias para la correcta seleccion de los pacientes.

Ademas del andlisis de la funcidn hepética, se han utilizado otras estrategias
para mejorar los resultados posoperatorios asociados a dicha técnica. Asi, Linecker et
al.'> 7 8 pyblicaron el célculo de scores de riesgo, en funcion de los datos
preoperatorios, para establecer la posibilidad de complicaciones. En pacientes del
registro mundial de ALPPS concluyeron que los pacientes con edad mayor de 67 afios,

con tumores de origen biliar, con complicaciones graves (Clavien-Dindo 2IIIB) tras el
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primer tiempo quirdrgico y con aumento de bilirrubina y creatinina antes del segundo
tiempo quirdrgico presentaban riesgo de evolucionar de forma torpida. En otro articulo
posterior demostraron que con el uso de estos scores y con el uso de técnicas menos
invasivas, se conseguia disminuir drasticamente la morbimortalidad postoperatoria *2.

De lo que no cabe duda, es de la capacidad de ALPPS para mejorar la
resecabilidad de los pacientes con tumores hepdaticos frente a las técnicas clasicas de
regeneracion hepatica. En un ensayo clinico aleatorizado (ECA)8 multicéntrico
escandinavo que compardé ALPPS y TSLR en 100 pacientes se confirman los datos
aportados por los estudios previos retrospectivos que asocian a ALPPS tasas de
resecabilidad significativamente mas altas (92% para ALPPS frente al 57% para TSLR).
En este articulo, los pacientes con MHCCR y %VHR<30% fueron asignados al azar
entre ALPPS y TSLR. El grupo ALPPS tenia un A%VHR significativamente mayor de
68% frente a 36%, mientras que el segundo tiempo se realizdé después de 11 dias en el
grupo ALPPS en comparacion a 43 dias en el grupo TSLR. Cabe destacar que 12
pacientes que no lograron alcanzar un VHR de =230% en el brazo de TSLR fueron
exitosamente tratados con ALPPS de rescate. El estudio no encontrd diferencias en
cuanto a complicaciones mayores (ALPPS 43% frente a TSLR 43 %) y mortalidad a los
90 dias (ALPPS 8,3 % frente a TSLR 6,1 %). En un articulo posterior del estudio ECA®?
mostré ademas una mayor mediana de supervivencia global de 46 meses para los
pacientes aleatorizados a ALPPS frente a 26 meses en los aleatorizados a TSLR.

Mas recientemente se han publicado 2 metaandlisis que comparan la
regeneracion obtenida tras ALPPS frente a la obtenida en TSLR. Asi, Eshmuminov et
al.®% incluian en su publicacién 90 articulos con un total de 4352 pacientes mostrando
A%VHR del 76% en el grupo ALPPS frente al 37% de la EPP (p<0,001), una mayor tasa
de reseccion completa con un 100% en el grupo ALPPS frente al 77% en el grupo de
EPP (p<0,001) y no hubo diferencias significativas en morbimortalidad. Otro

metaandlisis®* demostré que ALPPS induce un mayor A%VHR en comparacién con EPP
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(RR 6,30; IC 95%, 3,97-8,64) y las TSLR convencionales (RR 3,27; 1C95%, 1,63—4.91).

Varias publicaciones han surgido con el objetivo de dar a conocer diferentes
modificaciones técnicas del ALPPS clasico. Todas ellas comparten el mismo concepto
fisiopatoldgico de la técnica original: realizar una particibn completa del parénquima en
el primer tiempo quirdrgico. El inico aspecto novedoso que incorporan concierne al lugar
donde se realiza la particién hepatica y, por lo tanto, el tipo de hepatectomia que se
llevard a cabo durante el segundo tiempo quirdrgico. En lugar de las clasicas
triseccionectomia o hepatectomia derechas, abogan por dejar como VHR un solo
segmento®; dos segmentos, el 1y 4%:87; tres segmentos centrales: el 4, 5y 8%; o bien
ALPPS izquierdo con ligadura de la vena porta izquierda®®. Dado que el fundamento a
la base de todas estas técnicas es el mismo que el ALPPS clasico, creemos que no
pueden ser consideradas variantes técnicas alternativas al ALPPS sino mas bien

simples modificaciones de la técnica.

Variantes técnicas de ALPPS: minimizando el riesgo de la primera intervencion

quirdrgica.

Como se ha comentado anteriormente, las primeras series de ALPPS se
relacionaron con una elevada morbimortalidad postoperatoria® 10 15 63,6568, 70,8593 Fg por
ello que surgieron variantes técnicas con el objetivo de disminuir la agresividad de dicha
técnica, sobre todo minimizando el riesgo asociado al primer tiempo quirdargico. Para
ello, se trata de evitar la biparticién hepatica en el primer tiempo de ALPPS con el fin de
minimizar el riesgo de complicaciones asociada a la misma.

Dado que el principio fisiopatolégico de ALPPS es la oclusion de la circulacion
intraparenquimatosa seccionando todas las colaterales con la particion completa del

higado, las variantes técnicas tratan de ocluir la circulacion intrahepética total o

-50 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

parcialmente, evitando la biparticion completa y sus complicaciones. Asi, las verdaderas

variantes técnicas de ALPPS en funcién de su principio fisiopatolégico son:

1. Variantes técnicas que no realizan seccién hepatica: ALPPS-Torniquete (T-

ALPPS), Tourniquet-partial-ALPPS, ablacién por radiofrecuencia, ablacion por
microondas.

2. Variantes técnicas con seccién parcial del parénquima: ALPPS parcial (p-

ALPPS), Mini-ALPPS.

ALPPS-Torniquete

En septiembre de 2011, en el HCUVA el Prof. Robles realiza la primera variante
de la técnica ALPPS, con este objetivo de disminuir la agresividad asociada a la primera
intervencion. La técnica consiste en_colocar un torniquete a nivel de la linea de Cantlie
(en vez de realizar la seccién hepatica) asociado a una LPI derecha’.

Dado que el mecanismo fisiopatolégico de la rapida hipertrofia conseguida por
ALPPS es la interrupcién de las comunicaciones vasculares entre los dos l6bulos
hepéticos, Robles et al.** consideraron aplicar un torniquete sobre el parénquima
hepatico para evitar la circulacion entre ambos hemihigados. Con ello, se consigui6
simplificar la intervencion quirdrgica, especialmente minimizando la dificultad y el riesgo
asociados a la primera intervencion. Esta técnica se denomind inicialmente ALTPS
(Associated Liver Tourniquet and Portal vein occlusion for Staged hepatectomy)® y méas

recientemente ALPPS-Torniquete o Tourniquet-ALPPS (T-ALPPS)®.

-51 -



La Contribucion del Lobulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

Figura 3. ALPPS-Torniquete, segun la descripcion original.

La primera intervencion de T-ALPPS se realiz6 en una mujer 35 afios con MH
bilobares multiples de un tumor del estroma gastrointestinal (GIST) de intestino delgado.
En la primera intervencion, se extirparon 3 MH en el I6bulo izquierdo y se realiz6 ablacion
por radiofrecuencia de otras 3, con LPI de la rama portal derecha. El I6bulo hepético
derecho presentaba un %VHR del 24%, insuficiente para evitar la IHP. En lugar realizar
la biparticion hepatica a nivel de la linea de Cantlie, se colocé un torniquete que logro,
bajo control ecogréfico, ocluir la circulacién parenquimatosa intrahepatica. Al 7° dia el
A%VHR fue del 57%, completandose la segunda cirugia al 8° dia del primer tiempo.

En 2014, se comunicaron los primeros 22 pacientes intervenidos mediante la
técnica T-ALPPS®%, siendo la mayoria MHCCR (17 pacientes). El %VHR, tras la primera
cirugia, paso6 desde el 24% al 38% (A%VHR del 61% de mediana; media del 71%).
Siendo destacable en la primera intervencién las minimas pérdidas hematicas (100 ml)
y la ausencia de mortalidad. La morbilidad fue del 27% (sobre todo asociada a
complicaciones biliares relacionadas con la asociacion de la ligadura de la via biliar

derecha en los primeros 4 pacientes, técnica que posteriormente dejé de realizarse al
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no evidenciarse beneficio tras la misma. La tasa de resecabilidad en el segundo tiempo
fue del 100% y la morbilidad global fue del 63% con una mortalidad del 9%.

También en el afio 2014, se realizaron por primera vez otras dos variantes de
ALPPS: el ALPPS hibrido, publicado en 2016° y el T-ALPPS hibrido®. Estas técnicas
fueron descritas para tumores hiliares (colangiocarcinoma o cancer de vesicula) cuya
manipulacién durante la primera intervencién quirdrgica podria provocar diseminacién
tumoral. En ambos casos se evita la diseccién del hilio hepatico, siguiendo el principio
“non-touch”, de forma que la LPI se sustituye por una EPP en el 4° dia postoperatorio
tras ocluir la circulacion intrahepatica mediante el torniquete durante el primer tiempo
quirdrgico.

De esta forma, esta técnica se convirtid en estandar para tumores hepéticos
malignos primarios o MH que presentaban un VHR insuficiente en la Unidad de Cirugia
Hepatobiliar del HCUVA. Hasta el momento actual, se han realizado 77 T-ALPPS en

dicha Unidad.

ALPPS Parcial o P-ALPPS

Petrowsky et al.®®, basandose en estudios en animales realizado por Schlegel et
al.®®, del mismo grupo de trabajo, en los que demostraron que la regeneracién hepatica
no estaba relacionada Unicamente con la interrupcion del flujo sanguineo entre los dos
l6bulos hepaticos sino también con una reaccion inflamatoria que desencadena el
crecimiento hepatocitario. Segun este grupo, el estimulo inflamatorio y humoral que se
produce tras ALPPS es responsable, en gran parte, de la regeneracion del VHR por lo
que, se podria evitar la biparticion completa, siendo suficiente una biparticion de entre
el 50 y el 80% en la primera intervencién®. En este articulo, compararon los resultados
de 6 pacientes intervenidos mediante p-ALPPS con 18 pacientes intervenidos mediante
ALPPS clésico. Con esta variante, llamada Partial-ALPPS (p-ALPPS), se obtuvieron

resultados superponibles a los de ALPPS en términos volumétricos que con ALPPS
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clasico, pero con menor morbilidad y sin mortalidad®®. En esta corta serie, se redujo la
tasa de complicaciones del 89% con ALPPS a un 38% con p-ALPPS y no hubo
diferencias significativas en cuanto al A%VHR (61% frente al 60%). La principal ventaja
de p-ALPPS fue la disminucién de las complicaciones graves >IIIB asociadas a la
primera cirugia que fueron nulas frente al 33% que presentdé ALPPS. No obstante, estos
resultados deben ser tomados con precaucion dada la ausencia de aleatorizacion y el
bajo nimero de pacientes incluidos en el grupo p-ALPPS.

El grupo argentino liderado por Eduardo de Santibafies corroboré estos
resultados en el andlisis de su serie®®. En el 70% de los pacientes operados en el
Hospital Italiano de Buenos Aires se procedio a la transeccién parcial del parénquima
sin obtener diferencias significativas en la regeneracion hepatica comparandola con la
que se obtiene en los pacientes sometidos a una transeccién completa. Ademas, en el
analisis multivariante, ésta se relaciona de forma independiente con el desarrollo de
complicaciones.

Un metaandlisis publicado en 2019'° demostré que p-ALPPS consigue una
regeneracion del VHR similar a ALPPS, con una tasa significativamente menor de

complicaciones.

Tourniquet Partial-ALPPS

Basandose en el mismo principio que Partial-ALPPS, Robles et al.*** publicaron
en 2021 una nueva variante técnica alin menos invasiva que Tourniquet-ALPPS. Esta
nueva variante se describié en un paciente MHCCR bilobares, una de las cuales se
encontraba sobre la vena cava inferior, dificultando el paso extraglissoniano del
torniquete por la imposibilidad de realizar la maniobra de hanging (Figura 4). Por ello,
se atravesO el parénquima hepatico con una pinza tipo Kelly, desde la base del

segmento 4b hasta el segmento 8 (Figura 5). Con esta técnica se han conseguido un
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total de 6 pacientes con unos resultados volumétricos y postquirlrgicos equiparables a

los de T-ALPPS.

Brier CLINICAL REPORT

A New Surgical Technique Variant of Partial ALPPS
(Tourniquet Partial-ALPPS)

Ricardo Robles-Campos, MD, PhD, B0 Roberto Brusadin, MD, PhD," Victor Lopez-Liopez, MD, PhD,*
Asuncion Lopez-Conesa, MD, PhD,* Alvaro Navarro-Barrios, MD,* Paula Gdmez-Valles, MD,*
Albert Caballero-Illanes, MD,T Valentin Cayuela-Fuentes, MD,* and Pascual Parrilla-Paricio, MD, PhD"

Figura 4. Encabezado de la publicacién sobre Tourniquet Partial-ALPPS en Annals of Surgery.
Iméagenes de TAC e intraoperatorias de la técnica Tourniquet Partial ALPPS que consigue la misma hipertrofia
que latécnica ALPPS-Torniquete clasica. Indicada especialmente en pacientes con tumores en caudado que
impiden el paso del torniquete por la vena cava inferior.
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Figura 5. Paso transparenquimatoso de la pinza tipo Kelly para el posterior paso del torniquete en la
técnica Tourniquet Partial-ALPPS.

ALPPS radiofrecuencia-microondas

Basandose en el mismo fundamento de la técnica T-ALPPS, el grupo del Imperial
College londinense postuldé la interrupcion de las comunicaciones vasculares
intrahepéaticas mediante el uso de radiofrecuencia utilizando una variante técnica
llamada RALPPS (Radiofrecuency-ALPPS). Gracias a la aplicacion de radiofrecuencia
en la futura linea de particion hepéatica mediante un dispositivo de ablacién por
radiofrecuencia (Habib 4X, RITA 4401L, AngioDynamics Inc., Manchester, Georgia,
Estados Unidos), disponible tanto para cirugia abierta como laparoscépica, consiguen
crear una linea de particién virtual en el parénquima a través de una ablacién por
radiofrecuencia®®? 103,

Aungue la serie inglesa publicada inicialmente'®? es bastante limitada dado que
cuenta con solo cinco pacientes, los resultados obtenidos ponen de manifiesto una

menor tasa de morbimortalidad con un incremento del remanente hepatico similar al
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ALPPS y claramente superior al obtenido con EPP, que se ha consolidado en
publicaciones posteriores®.

Otros autores han descrito técnicas de “biparticion virtual” del higado mediante
la ablacion por microondas. Este es el caso de un grupo italiano de Padua, que en 2015
describié la técnica Laparoscopic microwave ablation and portal vein ligation for staged
hepatectomy (LAPS)1%4 105 En este caso la técnica combina la EPP con una ablacion
por microondas guiada por ecografia a través de una sonda laparoscépica. Eso permite
crear una zona avascular y un surco necrdtico correspondiente al futuro plano de
transeccion. Segun los autores, dicha técnica presenta la ventaja de no requerir
transfusiones sanguineas ni estancia en unidad de cuidados intensivos ademas de
minimizar los riesgos de fistula biliar.

Un paso mas hacia un abordaje aun menos invasivo fue el conseguido por Hong
et al.l% en 2016, afio en el que publicaron un caso de una biparticion virtual con
microondas mediante un abordaje percutaneo bajo control ecografico. Con este
novedoso procedimiento, llamado PALPP (Percutaneous microwave Ablation Liver
Partition and Portal vein embolization) los autores obtienen una adecuada hipertrofia

siendo necesaria una Unica intervencion quirdrgica.

Mini ALPPS

Anteriormente, de Santibaries et al.1%”: 1% habian introducido otra nueva variante
en un intento de minimizar ain mas la agresividad de la primera intervencién. No solo
realizan una particion parcial aun menor del parénquima hepéatico, sino que también
evitan por completo la manipulacion del hilio hepético realizando una embolizacion portal
intraoperatoria a través de la vena mesentérica inferior en lugar de una LPI. Los
resultados obtenidos en los primeros 4 pacientes, evidenciaron un incremento

volumétrico similar al ALPPS clasico, pero sin ninguna complicacibn mayor y sin
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necesidad de transfusién durante la primera intervencion, con una hipertrofia del 62,5%

del A%VHR.

Abordaje minimamente invasivo de ALPPS y de sus variantes

No se pueden considerar variantes técnicas de ALPPS, sino mas bien como una
forma diferente de abordaje quirdrgico. Asi, con el afan de disminuir ain mas la
agresividad de ALPPS, se ha conseguido realizar ALPPS mediante laparoscopia'®® 110
o cirugia robética''*113, reduciendo la agresividad del mismo. Gracias a la experiencia
en cirugia hepatica laparoscépica compleja adquirida con los TSLR clasicos!4,
Machado et al. fueron los primeros en publicar el abordaje totalmente laparoscopico sin
complicaciones en pacientes con MHCCR?!® 114116 Fn estos articulos, reafirman la
utilidad del neumoperitoneo para minimizar uno de los efectos indeseados mas
frecuentes tras el primer tiempo de ALPPS: las adherencias abdominales!®. La utilidad
del neumoperitoneo para la liberacién de tales adherencias la remarcan también
Schelotto et al.'*’ describiendo un exitoso caso de segundo tiempo laparoscépico de
ALPPS tras un primer tiempo realizado por via abierta.

Al igual que otras variantes minimamente invasivas de ALPPS, p-ALPPS se ha
conseguido realizar mediante cirugia laparoscépical!® 11°, con resultados superponibles
en cuanto a regeneracion hepatica y con una menor agresividad.

La implementacion del abordaje laparoscépico podria verse apoyada por la
difusibn de las nuevas técnicas minimamente invasivas de biparticibn hepatica
mencionadas anteriormente como los ultrasonidos, las microondas o la radiofrecuencia.
Incluso el primer tiempo de la técnica T-ALPPS ha sido realizada por via laparoscopica
por un grupo de autores chino'®. Los autores describen como, utilizando una sonda
nasogastrica como guia, colocan una ligadura en el futuro plano de transecciéon y la

anudan siguiendo el mismo principio del torniquete.
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En la Unidad de Cirugia Hepatobiliar del HCUVA se han realizado en 2 casos
(no publicados) el primer tiempo de T-ALPPS mediante abordaje laparoscopico.
También han sido realizado en otros centros!?* 122 consiguiendo reducir aiin mas la
agresividad asociada con la técnica.

El siguiente paso hacia una cirugia alin menos invasiva podria ser representado
por la cirugia roboticalt113: 123,124 Esta permite una visualizacion en 3 dimensiones y un
mayor rango de movimientos en el interior de la cavidad abdominal facilitando una

diseccion mas fina de estructuras delicadas como el hilio hepatico!?,

REGENERACION HEPATICA: PRINCIPIOS HISTOLOGICOS Y

MOLECULARES

El higado presenta un papel protagonista en la regulacién del metabolismo de
los hidratos de carbono, el procesado de los nutrientes absorbidos del intestino, la
sintesis de proteinas y la detoxificacién de agentes toxicos e infecciosos externos. Es,
asimismo, el érgano inmune sélido de mayor tamafio del organismo, conformando el
primer filtro natural para microorganismos que llegan hasta aquel via digestiva. Este
amplio abanico de funciones obliga al que la homeostasis de la funcion hepatica y el
tamafio del higado estén correctamente ajustadas para mantener todas estas funciones
vitales para el organismo.

Para ello, el higado presenta una extraordinaria capacidad de regeneracion,
caracteristica comin a todos los vertebrados, desde el pez cebra al ser humano'®. Tras
una reseccion hepatica, el proceso regenerativo se inicia con celeridad, en apenas
segundos y dura entre 7-14 dias (dependiendo de la especie y la edad del individuo)
hasta alcanzar un volumen suficiente que evite la IHP. Este volumen esta determinado
por la homeostasis hepatica o “hepatostasis™®® un fenémeno determinado
genéticamente en el que intervienen las vias de sefalizacion relacionadas con la

proliferacion celular, la morfogénesis, la regionalizacion hepatica y la regulacién de su
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metabolismo'®. Muchas de estas vias son compartidas con aguellas que se activan tras
la respuesta fisiologica al tafio tisular. Sin embargo, la regeneracion hepética es un
fendmeno diferente a la cicatrizacion o a la embriogénesis.

El primer paso de la regeneracion, es el reconocimiento de los patrones
moleculares asociados a patégenos o “pathogen-associated molecular pattern” (PAMP)
o0 de los patrones moleculares asociados al dafio celular o “damage-associated
molecular pattern” (DAMP); que generan una respuesta inmune innata mediante la
activacion de los factores C3a y Cb5a del complemento, produccion de citocinas
proinflamatorias que estimulan la division de los hepatocitos mediante la transicion del
estado basal GO a la primera fase G1 del ciclo celular o fase de preparacién y que ocurre
en las primeras 4 horas tras una hepatectomia?’.

Es tal la complejidad de las vias de sefalizacion que inician y terminan el proceso
de regeneracion que ocurre en el higado tras una hepatectomia, que los modelos de
regeneracion hepética se han utilizado como guia para el estudio del ciclo celular,
aportando un mayor conocimiento en la expresion génica y los mecanismos de
regulacion de dicho ciclo, de forma que pueden trasladarse a otros tejidos o a otros
campos como la medicina regenerativa o la oncologia®?.

Asi, debido al conocimiento de esta capacidad del higado para regenerarse, la
regeneracion hepatica que acontece tras una hepatectomia parcial (HP) del 70%
(70%HP) o dos tercios del volumen hepético total (VHT) es uno de los modelos mas
estudiados de regeneracion de células, 6rganos y tejidos.

Aunque las vias intra y extracelulares que regulan estos cambios fisiolégicos del
higado han sido ampliamente estudiadas?’, contindan sin conocerse todos los factores
implicados en la misma y especialmente en humanos, donde los estudios
experimentales al respecto son escasos Yy limitados por los principios bioéticos.
Pasaremos a analizar las diferentes vias moleculares implicadas en la sefializaciéon que
acontece durante los procesos de regeneracion hepatica, tanto tras hepatectomias

simples como tras la realizacion de técnicas de regeneracion hepéatica mas complejas.
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Regeneracion hepatica tras hepatectomia parcial del 70% en modelos animales

Uno de los modelos mas estudiados es la regeneracion del higado después de
una 70%HP en roedores!?®, Aunque se han estudiado otros mecanismos para provocar
regeneracion en modelos animales (cultivos celulares, toxicos in vivo, lipopolisacéridos

bacterianos...) este es el mas popular, debido a dos aspectos fundamentales:

1. En primer lugar, la extirpacion del tejido resecado no se asocia con necrosis
del VHR al ser los l6bulos hepaticos y, por tanto, su vascularizacion,
independientes. Debido a este mismo motivo, los I6bulos hepéticos son
resecados de forma que no afectan al resto de I6bulos. Por ende, la
regeneracion de los lébulos remanentes desde su inicio estd mediada por
procesos gue afectan solo al VHR y no por necrosis o inflamacién sistémica
aguda, como ocurre con modelos que inducen la regeneracion por isquemia
0 por administracion de sustancias hepatotoxicas.

2. En segundo lugar, este modelo permite establecer una cronologia clara de
los eventos regenerativos que ocurren en el higado tomando como punto de
referencia el momento de la hepatectomia. De forma que se conoce que
primero se dividen los hepatocitos y posteriormente las células de Kupffer y
endoteliales, posteriormente se forman los neovasos y de los canaliculos

biliares, para conformar verdaderos nuevos lobulillos hepaticos.

Estas 70%HP, conllevan la restitucion del VHT mediante una verdadera
hiperplasia compensadora del VHR y no una “regeneracion” epimorfica como la que
ocurre en otros vertebrados como la salamandra o el pez cebra, que tienen la capacidad
de recuperar extremidades u otras estructuras (cola, tejido cardiaco, mandibula
inferior...) mediante la desdiferenciacion de sus células adultas en células precursoras

o mediante células madre mesenquimales*°,
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En el caso del higado, la regeneracion no se produce a partir de estas células
madre pluripotenciales sino por proliferacion de células maduras, esto es, existe
fidelidad fenotipica: cada tipo de célula inicia el proceso divisién y proliferacion celular,
sustituyendo el tejido resecado. No obstante, se ha descrito su proliferacién o la
transdiferenciacion de hepatocitos y colangiocitos en células madre facultativas cuando
la regeneracidn hepatica es insuficiente o en contextos especiales como el fallo hepatico
fulminante®3t.

Por otro lado, las resecciones hepaticas menores, esto es, en las hepatectomias
parciales del 30% del VHT (30%HP) no se ha conseguido demostrar verdadera
hiperplasia hepatocitaria, siendo el método por el que provocan la regeneracién del VHR
la hipertrofia celular de los hepatocitos que aumentan en tamafio hasta 1,4 veces, sin
objetivarse proliferacion ni division celulart®2,

Los hepatocitos se hipertrofian también en las 70%HP, pero en este caso la
restitucion del VHT es completa mediante un mecanismo de hiperplasia hepatocitaria,
en la que han demostrado que se dividen hasta en 1,5 veces y aumentan de tamafio en
1,6 veces'®.

Curiosamente, el aumento del tamafio de los hepatocitos se produce de forma
muy precoz y puede observarse pocas horas después de la 70%HP, mucho antes de la
entrada del hepatocito en el ciclo celular, y alcanza su maximo 1 dia después de la
misma, lo que sugiere que el aumento del tamafio celular es la primera respuesta de los
hepatocitos a la pérdida de masa hepatica. Esta etapa tan temprana de la regeneracion
del higado (0 a 4 horas después de la hepatectomia en ratones) se conoce como la fase
de "preparacion”, en la que los hepatocitos cambian drasticamente su expresion génica
para prepararse para la division celular?®.

Finalmente, la mayor parte de la masa hepéatica se restaura en tan solo 7 u 8
dias, y la restauracion completa del VHT se logra en tres semanas. No se ha evidenciado

formacion de nuevos l6bulos hepaticos, sino que los Iébulos remanentes aumentan de
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tamafio, de modo que, en conjunto, restituyen integramente la masa que el higado
presentaba antes de la hepatectomia parcial’.

Del mismo modo, gracias a este modelo, se ha comprobado que la regeneracion
hepatica tras hepatectomia se inhibe en casos en los que el VHR es inferior a un tercio
0 un 30% del total de la masa hepéatica total. Esto es debido a que este VHR es
insuficiente para mantener la funcionalidad hepatica que, junto al desarrollo de SFSS,
derivan en IHP*4,

Uno de los fenémenos que se observa tras la 70%HP, al derivarse la totalidad
del flujo portal hacia el remanente hepatico, es un incremento de la presion portal, que
puede llegar a superar a la presion de la arteria hepatica. Esto provoca que exista una
obstruccion relativa al flujo arterial que conlleva una “desarterializacion” y una hipoxia
del VHR que podria apoyar este fenémeno regenerativo®.

Pasamos a analizar los mecanismos por los cuales se produce este fendmeno

regenerativo en el VHR del higado murino tras una 70%HP.

Eventos regenerativos inmediatos en el VHR

Inmediatamente, tras realizar la hepatectomia parcial, todo el flujo de la vena
porta se canaliza a través de vasos de menor diametro (aproximadamente de un tercio
del diametro de la vena porta principal), lo cual provoca un aumento de la presién portal
y genera un estrés mecanico o shear stress en las células endoteliales de los sinusoides
hepaticos!6: 137,

Se ha teorizado sobre si este aumento de la presion podria ser el responsable
del inicio de la regeneracion. Sin embargo, no estan claras cuales son las vias
moleculares por las que se activa este fenémeno'’. Se cree que las células endoteliales
de los sinusoides hepaticos producen proteinas Wnt (Wingless e Int), un amplio grupo
de glucoproteinas implicadas en diversas vias de sefializacion relacionadas con la

embriogénesis y la migracion celular, que podrian ser las responsables del estimulo
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inicial. No obstante, esta sintesis proteica no da comienzo hasta que no han pasado 4
horas desde la hepatectomia®®.

Ademdas del estrés mecanico generado por el aumento de presién portal, este
flujo portal aumenta la llegada al VHR de sustancias detectables en sangre portal (como
el glucagon, la insulina, el factor de crecimiento epidérmico (EGF-epidermic growth
factor) y los acidos biliares producidos en la circulacién esplacnica) asociados a baja
saturacion de oxigeno.

Estos factores se consideran “mitogénicos auxiliares”, pues se ha analizado el
papel que podrian tener estos factores en la regeneracién hepética llegando a la
conclusion de que ninguno, por si solo, es capaz de iniciarla. Todo ello nos hace pensar
que no existe un unico elemento capaz de iniciar la regeneracion hepatocitaria per se y
que los responsables de su inicio son diversos y estan asociados a mecanismos de
sefalizaciéon intercelular entre los sinusoides hepaticos, las células esteladas y los

hepatocitos!*® cuya naturaleza sigue siendo motivo de estudio.

Eventos regenerativos precoces en el VHR

Tras este estimulo inicial, y en el primer minuto tras la hepatectomia mayor, se
ha objetivado un aumento en la actividad del activador del plasminégeno tipo uroquinasa
(uPA), enzima que convierte el plasminégeno en plasmina, con la consiguiente
activacion de las metaloproteasas de la matriz extracelular'*®. Estos enzimas, inician la
remodelacién y degradacion de algunos componentes esta matriz extracelular, entre
ellos el factor de crecimiento hepatocitario (HGF), que esta presente en grandes
cantidades en la matriz extracelular hepatica como una forma polipeptidica inactiva (pro-
HGF)*, El resultado de estos eventos iniciados por el uPA es la activacion de HGF vy,
en menos de 1 hora, una liberacion masiva de HGF a sangre periférica, con un
incremento brusco en su concentracion, hasta 10 o 20 veces con respecto a los valores

basales!#?.
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HGF se aislé en 1984 al identificar un aumento sérico de los niveles del mismo

en ratas hepatectomizadas que estimulaba la proliferacion de hepatocitos in vitro, por lo

que también se denomind “hepatopoyetina™*3. HGF es una glicoproteina muy similar a

los factores de coagulacion y de la fibrinolisis (plasminégeno) presente, como forma
precursora pro-HGF, en grandes cantidades en la matriz extracelular hepética. Su
sintesis se lleva a cabo por las células mesenquimales (macréfagos) estimuladas por la
interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Dicho factor ha
demostrado ser el factor mas relacionado de forma directa con la proliferacién
hepatocitaria, sobre todo en estas fases tempranas!?®® 44 y presentar capacidad
proliferativa a distancia (efecto endocrino) e in vitro, por lo que se considera un
“mitogénico completo”.

El HGF generado en respuesta a una lesién hepatica, actia como ligando del
producto proto-oncogénico c-Met (un receptor transmembrana asociado a tyrosin-
quinasas), que se expresa no solo en los hepatocitos sino también en las células
endoteliales y epiteliales'*> 46, provocando la proliferacion de estos tipos celulares.

Entre 2y 5 horas tras la hepatectomia, ademas de la produccién masiva de HGF,
se produce un aumento de la concentracion en sangre periférica de diversas moléculas
de sefializaciéon que funcionan como adyuvantes de la regeneracion del higado!” 147,
Entre ellas destacan el EGF, la IL-6, los acidos biliares, la noradrenalina, el TNF-a, la
leptina y la serotonina.

Como se comentd previamente, el EGF llega al higado tras la 70%HP en una
mayor cantidad por el aumento de la circulacion portal, siendo su origen principal las
glandulas de Brunner del duodeno. Mediante su unién al receptor de EGF (EGFR), EGF
y otros ligandos de EGFR como son el factor de crecimiento tumoral alfa (TFGa), el
factor de crecimiento similar al factor de crecimiento epidérmico de unién a la heparina

(HB-EGF) o la anfirregulina; estimulan igualmente la proliferacion hepatocitaria.
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Este factor y todos los ligandos de su receptor han demostrado, al igual que HGF,
ser “mitogénicos completos™’ al ser capaces de inducir proliferacién hepatocitaria por
si mismos, al administrarse a hepatocitos murinos cultivados in vitro. En la Tabla 2
guedan resumidos los factores mitogénicos extracelulares que intervienen en la

regeneracion hepatical’.

Mitogénicos completos \ Mitogénicos auxiliares
HGF y su receptor MET Noradrenalina y su receptor a1- adrenérgico

TNF-a y su receptor

IL- 6

Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)

Ligandos del EGFR: Acidos biliares
- EGF Serotonina
-  TFGa
—  HB-EGF Leptina
—  Anfiregulina -
Insulina

Receptor de peroxisoma-proliferadoractivado gamma

(PPAR-y)

Hormona de crecimiento

Tabla 7. Resumen de factores extracelulares involucrados en la regeneracion hepatocitaria.

EGF es importante pero no esencial para la regeneracion, esto se ha demostrado
en animales en los que se inhibi6 los receptores de EGF en los que, tras una
hepatectomia, un tercio fallecian y los que sobrevivian mostraban un retraso en la
divisién de los hepatocitos!#®, sin embargo, finalmente presentaban una regeneracion
completa del higado. Recientemente se ha comprobado, ademas, que el bloqueo del
EGFR o de c-Met provoca fallo hepético en ratones!*®. Por otro lado, el estimulo
proinflamatorio mediado por el aumento de las citocinas TNF-a e IL-6, inicia la fase de
preparacion o “cebado” de los hepatocitos (transicion GO-G1 del ciclo celular).

La IL-6 es una interleucina tipo I, que se asocia a la respuesta inmune innata.

Debido a sus efectos citoprotectores, proliferativos y antiapoptéticos es la mas
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relacionada con la regeneracion hepatica. Su accion sobre los hepatocitos ocurre tras
unirse a los receptores transmembrana gp130, lo que desencadena la fosforilacion del
Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT-3) y la activacion de la via de
la proteina quinasa asociada a mitégenos (MAPK).

Tras una hepatectomia, IL-6 tiene un papel estimulador de la regeneracién del
higado: una vez en el espacio extracelular, se dirige a los hepatocitos, a las células
esteladas y a las células inmunitarias, desencadenando la proliferacion de los
hepatocitos, activando transitoriamente la produccion de matriz extracelular y mejorando
la fagocitosis en los macrofagos a través de la fosforilacion de STAT-3%°,
Consecutivamente, la proteina STAT-3 se une al &cido Desoxirribonucleico (ADN)
incrementando la expresion de los genes de respuesta precoz inmediata responsables
del inicio del ciclo celular. Asimismo, la via IL-6/STAT-3 participa en la sintesis de
proteinas antiapoptéticas del tipo B-cell lymphoma (Bcl-2 y Bcl-x) que provocan que la
regeneracion no cese hasta llegar al volumen hepético deseado.

Esta fase inicial o de preparacion o “cebado” de los hepatocitos dura desde 30
minutos hasta 4 horas después de la 70%HP. En dicha fase, se ha descrito un aumento
de los factores de transcripcion preformados en el citosol como respuesta a la unién de
estas citocinas proinflamatorias a sus receptores: como el STAT-3, el factor nuclear
Kappa-b (NF-Kb) y la proteina activadora 1; que son estimuladores de la sintesis de
proteinas y la expresién de los genes necesarios para iniciar el ciclo celular (fase de
preparacion o transicion GO-G1).

Ademas de los mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-6, sistema del complemento,
lipopolisacéaridos), los factores de crecimiento como el HGF y EGF también estimulan el
paso GO-G1. En el caso de HGF a través de su receptor c-Met, activa a STAT-3 e induce
la expresion de genes de respuesta precoz inmediata y la proliferacion celular a través
de su accion sobre B-catenina, facilita su translocacion al nucleo y la expresién de ciclina

D necesaria para la transiciéon GO-G1 del ciclo celular®: 151,
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Como resumen de las fases iniciales (Figura 6), destacamos el papel del uPA 'y
las metaloproteinasas que remodelan la matriz extracelular hepatica y activan HGF de

forma paracrina, con la consiguiente liberacién masiva del mismo a sangre periférica.

Hepatocyte

HGF || FGF1

EGF Bile acids  HGF | | VEGF IL6 || GM-CSF
TGFP1 | [ TGFa

NA ANG1 TNF
5-HT ANG2  TGFB1

Inactive HGF 22 ». (‘Active HGF L Insulin TGFa
Leptin FGF1

ECM
modification

WNTs

Stellate
cell

Local Local
paracrine paracrine

e e [l

Endothelial 1 Increased Blood (from
cell Shear stress due PV flow PV and HA) Local Kupffer
to change in flow paracrine cell

Figura 6. Eventos regenerativos inmediatos y precoces en el VHR segtn Michalopoulos et al.Y’.

Local

X uPA activation
paracrine

Dada la ubicuidad de los factores proinflamatorios en el organismo, es dificil
establecer su papel en la regeneracién hepatica. Sin embargo, existen trabajos que
apuntan a que son de gran importancia para la correcta regeneraciéon del VHR. Asi, en
un estudio clasico de 1967, se demostré que se podia inducir la proliferacion hepatica
en parejas de ratas con circulaciéon conectada'®?. En estas parejas, la realizacion de
hepatectomia parciales del 70% o 90% del VHT en un sujeto, consiguié aumentar la
expresion de génica en el higado del sujeto conectado al otro. En estudios mas
recientes, se ha demostrado que ratones sin los receptores para IL-6 0 TNF-a muestran
una supervivencia menor y una alteracion severa de la regeneracion®® >4, Un trabajo
de Schlegel et al.*® demostré que administrando suero de roedores sometidos al primer
tiempo de ALPPS a aquellos sometidos a LPI conseguian un aumento sin precedentes
del VHR. Igualmente, se han observado efectos similares tras lesiones en otros 6rganos

(rifién, bazo o pulmdén)® por lo que se sospecha que el origen de estos factores de
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crecimiento circulantes no es especifico del higado. Todo ello apunta a que existe un

importante papel del componente humoral en las fases tempranas de la regeneracion.

Regeneracion hepatocitaria

En los mamiferos, los hepatocitos son los responsables de la mayoria de las
funciones hepaticas y representan mas del 80% de la masa hepatical’ 126 133,155,

Dado el estimulo inicial que ocurre tras la hepatectomia, el 95 % de los
hepatocitos pasan en 4 horas de la fase GO a la fase G1 del ciclo celular'® 151, Al final
de esta fase existe un punto critico de restriccién que determina si las células se dividen
de forma irreversible. Hasta este momento el proceso era reversible y los hepatocitos
podrian regresar fase GO si no se dieran las condiciones id6neas para su proliferacién
(factores de crecimiento, proinflamatorios, etc.). Posteriormente progresan por las fases
del ciclo celular hasta la divisién celular o citocinesis de los hepatocitos.

Se ha descrito un incremento en la sintesis de ADN, es decir, entrada en la fase
S del ciclo celular, por parte de los hepatocitos a las 24 horas de la 70%HP. Tras esto,
este tipo celular entra en mitosis de forma sincronizada a las 48 horas, seguidos por las
células de Kupffer. Las células del epitelio biliar y las esteladas pasan a fase S a las 48
horas y proliferan de forma mas lenta. Las células endoteliales sinusoidales comienzan
su proliferaciéon a los 3 dias de la 70%HP, presentando un pico a los 5 dias de la
misma?®®l 153156 A |as 72 horas, una subpoblaciéon de los hepatocitos vuelve al estado
basal GO, mientras que otros completan la mitosis, contribuyendo a la restauracién de
la masa hepatica.

Tras una 70%HP en el higado de la rata, en los primeros 15 minutos, el dominio
intracelular de Notch (NICD)*" y la B-catenina®® migran a los nucleos de los hepatocitos
promoviendo la regeneracion en su etapa mas inicial. Ademas el receptor de EGFR y

c-Met, el receptor de HGF, se empiezan a activar tan pronto como 30 minutos tras la
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hepatectomial®®. Esta activacién que en ratones dura hasta 60 minutos, en humanos ha
mostrado que puede durar hasta 14 dias.

El sistema de sefalizacion Notch tiene efectos sobre el crecimiento y la
diferenciaciéon celular en muchos tejidos en diversos tejidos, entre ellos en el propio
higado®®, Cuando recibe el estimulo regenerativo (mediante ligando especificos de la
familia Jagged y Delta-Like), se produce la protedlisis de su dominio intracelular y una
traslocacion del mismo hacia el nucleo celular, donde activa la expresién génica como
fase previa a la proliferacion hepatocitaria.

En cuanto a B-catenina, se trata de una subunidad de la cadherina, un complejo
proteico de la superficie celular que actia como transductor de sefiales intracelulares
en la via de sefializacion WNT y forma parte de las uniones intercelulares hepatocitarias.
Las alteraciones de su actividad se han asociado al desarrollo de carcinoma
hepatocelular y otras enfermedades hepaticas. En los hepatocitos, se observa en la
superficie celular de todo el I6bulo hepatico, aunque tiene localizacion citoplasmatica e
intranuclear en los hepatocitos que rodean la vena centrolobulillar. En el higado adulto
normal, la sefializacién de 3-catenina esta siempre activa en los hepatocitos de la region
centrolobulillar. Cuando se produce una lesion en el higado (como una reseccion
quirdrgica, una lesién téxica o crecimiento tumoral), la localizacion y la sefializacion de
la B-catenina cambian. Estos cambios pueden contribuir a las respuestas proliferativa
del higado o al desarrollo de enfermedades.

Junto al aumento de los factores comentados anteriormente, se produce un
incremento en la expresion de mas de 100 genes prorregenerativos en los hepatocitos
del VHR durante la primera hora tras la 70%HP*!, Este estimulo regenerativo se
mantiene durante mas de 14 dias'®?, con aumentos y disminuciones episédicas.

Para mantener la homeostasis proliferativa, se da igualmente el aumento de
sefales citostaticas para el hepatocito como son la proteina p21 (receptora de Fas®®
164 y el factor de crecimiento transformante B1 -TGF-B1-)!%® asi como una mayor

expresion de genes asociados con la induccién de células madre pluripotentes®® que
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cumplen una funcién de regulaciéon para evitar que la regeneracidon sea excesiva y
mantener la “hepatostasis”.

Los hepatocitos en fase de proliferacién producen, a su vez, multiples sefiales
paracrinas que sirven de estimulo a las células vecinas. Asi, la produccion de VEGF
estimula la proliferacién de células endoteliales sinusoidales, entre otras funciones que
desarrollaremos mas adelante. La produccion de TGF-a, es mitogénica para células
endoteliales, células endoteliales sinusoidales y células esteladas. La produccion de
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF1 y FGF2) estimula a otros hepatocitos y a
células endoteliales sinusoidales y la produccion de factor estimulante de las colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) estimula la proliferacion de células de Kupffer!”
133, 147, 151 De esta forma, los hepatocitos representan el centro de control de la
regeneracion hepatica, coordinando no solo la proliferacién hepatocitaria; sino también
del resto de tipos celulares que intervienen en la restauracion del tejido hepatico.

El resultado de estos estimulos proliferativos es el inicio del ciclo celular en los
hepatocitos. Asi, la progresion de los hepatocitos de la fase G1 a la S se asocia con una
cascada de activaciéon de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas!®’. Las ciclinas
D1y D2 (Ccndly Ccnd2) son claves en el paso a fase S hepatocitaria, ademas de otros
factores como el factor de crecimiento hepatocitario nuclear 4a (HNF4-a), la proteina
CCAAT/enhancer- binding protein-a (C/EBP-a), la isoforma C/EBP-B% y la proteina
Forkhead box M1 (FOXM1)%°, Estas sefiales intracelulares que promueven la activacion
del ciclo celular durante la regeneracion hepética han demostrado encontrarse activas
de 2 a 5 horas después de la 70%HP en roedores.

La desdiferenciacion del hepatocito para entrar en fase S provoca el cese en la
expresion de muchos de los genes asociados con la diferenciaciéon del hepatocito!’.
Por ello, la proliferacion no puede ocurrir en todo el volumen remanente hepatico al
mismo tiempo porque provocaria una IHP por la desdiferenciacién que provoca la
proliferacion y la falta de funcion de estas células del VHR. Por ello la regeneracién se

produce de forma escalonada, por areas, comprobandose en roedores que la ultima
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capa de hepatocitos en entrar en fase de desdiferenciacién es aquella que rodea a la
vena centrolobulillar. Esta capa expresa glutamina sintetasa y responde escasamente
al estimulo de HGF o de EGF™,

El pico méximo de regeneracion hepatocitaria puede variar dependiendo de las
especies, ocurriendo a las 24 horas en ratas y a las 36-48 horas en ratones'’, en
humanos no ha sido posible determinar dicho fendmeno debido a las limitaciones éticas
gue conlleva la toma de muestras hepatocitarias en modelos humanos.

Desde el punto de vista morfolégico, en las primeras horas se observan
acumulos de hepatocitos (10-14 células mononucleadas y binucleadas con distintos
grados de poliploidia. La proliferacion de los hepatocitos se extiende desde las areas
periportales a las pericentrales del lobulillo. Una vez restablecido el VHT se produce un
fendbmeno de remodelacion tisular mediante apoptosis y zonalizacion de los
hepatocitos?® 128 153,

En cuanto a la presencia de células poliploides, se ha postulado que un nimero
mayor de cromosomas permite aumentar el tamafio celular y preparar a la célula para
completar la mitosis. Tras la 70%HP en roedores se ha descrito una disminucion de los
hepatocitos diploides desde el 20 % al 5 % y un aumento de los hepatocitos tetraploides
—4n—y octaploides —8n—; e incluso hepatocitos 16n a las 72 horas, demostrando que la
hepatectomia es un estimulo muy intenso para la replicacion del ADN previo a la

citocinesis'’.

Regeneracion de colangiocitos

Tanto los colangiocitos como los hepatocitos derivan de la misma célula madre,
el hepatoblasto. La proliferacién méxima de los colangiocitos ocurre unas horas después
gue en los hepatocitos gracias a la expresion de c-Met y EGFR, mediante la union de

los ligandos HGF e IL-6%*4. Sin embargo, la proliferacién de los colangiocitos no se ha

-72 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

correlacionado con la formacion de nuevos espacios porta ni nuevos canaliculos biliares,
sino que se produce un aumento del calibre de los ductos biliares®® 173,

No obstante, existen situaciones en las que colangiocitos y hepatocitos actian
como células madre facultativas®®. Asi, cuando la proliferacion hepatocitaria es
insuficiente para suplir la funcién hepética, se activa la “transdiferenciacién” de uno hacia
el otro subtipo a través de las llamadas células ovales o progenitoras. Los colangiocitos
proximos a los hepatocitos del final de las ramas de los conductillos biliares que se
extienden profundamente hacia los Iébulos hepéticos (conocidos como canales de
Hering) expresan factores de transcripcion tanto de hepatocitos como de colangiocitos,
lo cual hace pensar que dichos colangiocitos puedan participar en la repoblacién
hepatocitaria en casos de lesiones centrolobulillares 174,

Del mismo modo se ha observado en ratas que, ante cuadros de ictericia
obstructiva de diferentes causas y sobre todo ante agentes necrotizantes de la via biliar,
como el 4,4'-diaminodifenilmetano; se produce una proliferacion de los conductos
biliares que en parte se debe a la transdiferenciacibn desde hepatocitos a
colangiocitos'’®. A diferencia de la diferenciacién de los colangiocitos durante la
embriogénesis, la transdiferenciacion no depende de sefiales de tipo Notch’®, sino de
sefales proliferativas como HGF y EGF".

Un ejemplo claro de transdiferenciacion es la hepatitis fulminante, en la cual se
produce un intento de regeneracién ineficaz, debido a una necrosis hepatica masiva. En
los higados explantados de pacientes trasplantados por hepatitis fulminante, se han
evidenciado “conglomerados regenerativos” que muestran conductillos biliares atipicos
cubiertos por células que expresan marcadores de ambos tipos celulares, colangiocitos
y hepatocitos!’®. Este fenémeno también se objetiva en higados cirréticos, sobre todo
en las zonas de cercanas a areas de fibrosis en la que existen pequefias gemas o “buds”
regenerativos donde los colangiocitos sirven de célula madre para la produccién de

hepatocitos!”.
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En seres humanos no se ha conseguido evidenciar este fenémeno en
regeneracion hepética tras hepatectomia. Sin embargo, podria ser de vital importancia
en la regeneracion en aguellas ocasiones en que la masa hepatocitaria sea insuficiente

para suplir la funcién del higado resecado o deportalizado previo a la reseccién.

Regeneracion de células endoteliales

La formacién de neovasos durante la regeneracion hepética tras hepatectomia
es altamente compleja. En roedores, se ha demostrado que la neovascularizacion tarda
varios dias, alcanzandose un pico de sintesis de ADN entre el 4° y el 7° dia tras
completar la hepatectomia®’. Los propios hepatocitos en estado de proliferacién generan
factores angiogénicos, como el VEGF y angiopoyetinas 1y 2, que estimulan la migracién
de células endoteliales de los sinusoides hepaticos hacia las masas de hepatocitos en
regeneracion para formar neovasos capilares®,

La proliferacion endotelial en estas masas hepatocitarias esta regulada por
sefales que incluyen a los receptores de VEGF (VEGFR1 y VEGFR?2), receptores de
angiopoyetinas (TIE1 y TIE2), PDGFRB, EGFR y c-Met'®. Rapidamente las células
madre gue forman estos neovasos adquieren el fenotipo fenestrado tipico de las células
sinusoidales hepaticas.

Dado el estimulo provocado en la médula 6sea por el aumento de VEGF en el
torrente sanguineo, se produce una mayor movilizacion de precursores endoteliales que
migran hacia el higado para contribuir a la formacién de nuevos sinusoides hepaticos*8:.

Ademas de este efecto a distancia o endocrino, el VEGF generado por los
hepatocitos tiene también un efecto paracrino doble. Por un lado, estimula la
proliferacién endotelial a través del VEGFR2. Por otro lado, aumenta la produccién de

HGF por parte de las células endoteliales por estimulo del VEGFR182,

-74 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

Regeneracion de células de Kupffer

Tras una 70%HP, se ha demostrado un incremento en la proliferacion de
poblaciones celulares CD68+, junto con una migracién de células CD11b+ desde el
torrente sanguineo. Cuando ambos tipos celulares se combinan, forman las tipicas
células de Kupffer F4/80+8. Existen infinidad de factores implicados en el proceso de
sefalizacién que provoca este fenébmeno, incluyendo el M-CSF (Factor Estimulante de
Colonias de Macrofagos) producido por las células esteladas y el GM-CSF producido
por los hepatocitos.

Las propias células de Kupffer también contribuyen a la homeostasis
regenerativa de otros tipos celulares mediante la sintesis de IL-6, TNF-a, TGF-B1y TGF-
a33.151 De igual modo, la maduracion hacia células de Kupffer estd mediada por otros
tipos celulares, mediante sefiales generadas por hepatocitos, células endoteliales y
células esteladas®*. El papel de este tipo celular en la regeneraciéon hepética esta
cobrando cada dia méas importancia, considerandose que las células del sistema inmune
ejercen una importante funcién de control del proceso regenerativo, a través de
interacciones directas con los hepatocitos e indirectamente mediante la liberacion de

citocinas inflamatorias'®®.

Regeneracion de células esteladas

La funcion de este tipo celular en el proceso de regeneracion hepatica continda
siendo un misterio. Aunque presentan un genotipo similar a astrocitos y/o neuronas, las
células esteladas no tienen un origen ectodérmico sino que tienen su origen en el
mesénquima cardiaco, concretamente en el septum transversum embrionario®*°. Entre
sus funciones se encuentran el almacenamiento de vitamina A, la produccién de
catecolaminas y la respuesta del higado al sistema simpéatico y parasimpatico.

Durante la regeneracién hepética, contribuyen a la formacién de la matriz

extracelular mediante la sintesis de colageno y otras proteinas que componen la misma.
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Como sefializacion principal, destaca la produccion de citocinas como son HGF, FGF1,
TGF-B1y TGF-a!#" 151 entre otras.

Ademds, se considera que podrian ser las responsables de estimulos no
humorales mediados por el contacto directo con los hepatocitos que provocan el paso

de la B-catenina y la proteina Notch durante el inicio de la regeneracion®’ 158,

Finalizacién de la regeneracion

La regeneracion termina con la restauracion de la masa hepatica inicial necesaria
para realizar las funciones hepéaticas. Se considera un proceso homeostatico, en el cual
existe un equilibrio “hepatostatico™?® entre las sefales proliferativas y las
antiproliferativas para llegar a un volumen hepatico que permita llevar a cabo las
funciones fisioldgicas del higado.

El cese de la regeneracion se ha relacionado con citocinas antiinflamatorias,
proapoptéticas y con factores “hepatostaticos” como la interleucina 10 (IL-10), las
proteinas supresoras de sefializacion de citocinas (SOCS-3), el inhibidor del activador
del plasminégeno (PAI-1) y especialmente el TGF-18¢,

El momento en el cual se inicia la regeneracion corresponde exactamente con
el momento en el cual se realiza la hepatectomia o la técnica de regeneracién hepatica.
Con el modelo de 70%HP, es sencillo establecer la cronologia de los acontecimientos
al poder establecer el origen de los mismos en el momento exacto de la hepatectomia.
Sin embargo, existe menos consenso sobre el momento y los mecanismos responsables
del final del proceso regenerativo.

En roedores, se ha demostrado que la proliferacion hepatocitaria termina en
torno al 6° y el 8° dia tras la hepatectomial?®. No obstante, la expresién de genes que
regulan la regeneracion del higado se mantiene mas alla del 14° dia desde la mismal®2,

En humanos la activaciéon de HGF ha mostrado que puede durar hasta 14 dias.
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En esta restauracion de la funcion hepatocitaria normal es de gran importancia
la matriz extracelular hepatica y esta involucrada en la restauracion del volumen
hepatico al nivel que presentaba previamente a la hepatectomial®’-188,

A pesar de tratarse unicamente del 0,5 % del peso del higado, posee un papel
activo en la respuesta al dafio tisular y en la regeneracion. Esta matriz contiene
diferentes factores de crecimiento, citocinas, metaloproteinasas y macromoléculas
como fibronectina, laminina y colageno (tipos I, lll y VI), muy reactivas cuando se altera
la barrera endotelio-sinusoidal. Tras una lesion hepatica se libera el activador del uPA'y
las metaloproteasas, que degradan el proHGF en HGF y otras macromoléculas
(fibrinbgeno, fibronectina, laminina) con la liberacion de moléculas -DAMP- que inducen
la respuesta inflamatoria e iniciando la fase de purgado de los hepatocitos!®®,

Se ha descrito que la proliferacion inicial tras una hepatectomia se asocia a una
degradacion de la matriz extracelular; dando lugar a acumulos de hepatocitos, con un
acceso limitado a los factores endocrinos y paracrinos que, en condiciones basales,
inhiben la divisiéon celular. Los acumulos hipertréficos requieren una remodelacion tisular
posterior hasta alcanzar el indice hepatico inicial*®3.

Una pieza clave en la regulacion de dicha matriz es la interaccién entre las
células esteladas y los hepatocitos concretamente a través de una quinasa ligada a
integrinas (ILK), cuya ausencia provoca un crecimiento descontrolado del higado que
llega a alcanzar un volumen del 158% del total'®°.

Otro factor que se ha relacionado con el fin de la regeneracion es el TGF-$31,
pues actia como un factor de crecimiento negativo autocrino, frenando la proliferacion
hepatocitaria en cultivos celulares.

Se ha descrito que, tras una hepatectomia, el ARNm de TGF-f3 se incrementa
de forma precoz, aunque se produce una “resistencia transitoria” de los hepatocitos al
TGF-B por una disminucion en la expresién de sus receptores y una sobreexpresion de

sus inhibidores. Esta resistencia cesa cuando finaliza la fase de sintesis de ADN,
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recuperandose la sensibilidad al TGF-B que inhibe la proliferacion celular e induce el
cese de la regeneracion®.

Ademads, se ha demostrado que la supresién de los receptores de activinay TGF-
B1 conllevan una prolongacion en el proceso de regeneracion hepatica®®?.

Existen otros factores en estudio relacionados con el fin de la generacién como
son la interleucina 1b (IL-1b), la proteina glypican 3 (GPC3) y la WNT—B- cateninal®? 193
para los cuales la evidencia disponible es escasa. No obstante, el factor que méas se ha
relacionado con la terminaciébn de la proliferacion y la restitucion de la funcién
hepatocitaria normal ha sido el HNF4a!®* cuya ausencia ha demostrado asociarse a
desregulacién en la homeostasis regenerativa.

Pese a todo lo anterior, no existe evidencia en la actualidad sobre el modo en
gue el higado finaliza este periodo de regeneracion. Se teoriza sobre si la finalizacion
de la regeneracioén conlleva un aumento de la muerte celular controlada o apoptosis, en
relacion con la familia de las caspasas (Caspl-a y Casp3) y con la via celular Bcl-2
Associated X (BAX). Sin embargo, la apoptosis parece promover la regeneraciéon
hepatica, por liberacién de citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento que
favorecen la regeneracion del higado. Como prueba de ello, en ratones modificados sin

genes de caspasas, la regeneracion hepatica fue menor que en ratones sanos®.

Regeneracion hepética tras PVE/PVL o TSLR

Hasta ahora hemos analizado los principales cambios a nivel molecular que
ocurren a nivel intrahepatico tras una hepatectomia mayor, que es el principal estimulo
para la regeneracion hepatica. Aungque no se ha conseguido demostrar, se hipotetiza
gue la regeneracién que acontece tras técnicas de regeneracion hepatica como la EPP,
la LPI o la TSLR se debe a los mismos factores regenerativos.

La principal diferencia las técnicas de oclusién portal (EPP o LPI) y una

hepatectomia mayor o 70%HP es que los cambios en el flujo portal son menores tras
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dichas técnicas. En ambos casos, el flujo arterial hepéatico en VHR aumenta
inmediatamente como consecuencia de la regulacién intrinseca del flujo sanguineo por
parte del higado, un fenbmeno denominado "respuesta de amortiguacion arterial
hepatica" (RAAH). Dado que el flujo arterial hepatico esta preservado en el VHR, la
hemodinamica hepatica tras la EPP o LPI difiere ligeramente de la que se produce tras
la una hepatectomia mayor. Los cambios hemodinamicos descritos permiten la
regeneracion hepética del VHR y producen una marcada atrofia del LHD debido a una
reduccién del flujo sanguineo total hacia él. En cambio, el flujo venoso portal hacia el
VHR aumenta porque el retorno venoso desde el sistema esplacnico se mantiene sin
cambios. El efecto global es la induccién de un marcado crecimiento del VHR.

El aumento inmediato del flujo sanguineo de la arteria hepatica tras la EPP o la
LPI se ha estudiado experimental y clinicamente'®’. Los estudios experimentales con
ratas han demostrado que tras la ligadura completa de la vena porta izquierda, el flujo
arterial hepatico izquierdo aumenta en un 210%, mientras que el flujo arterial hepatico
derecho disminuye en un 67%%%, De forma global, el flujo hepatico izquierdo disminuye
en un 45%, mientras que el flujo hepético derecho total aumenta en un 230%. Este
hallazgo sugiere que RAAH en el LHD disminuye aun mas el flujo sanguineo y potencia
el efecto de la EPP o la LPI*®.

Teniendo en cuenta que la respuesta hemodinamica es diferente tras una
hepatectomia, en la que se produce la derivacién del flujo arterial y portal al VHR, frente
auna EPP o LPI, en las que Unicamente se deriva el flujo portal; ¢ existen diferencias en
el mecanismo de regeneracion hepatica tras hepatectomia frente a la regeneracion que
ocurre tras TSLR, EPP o LPI?

Para dar respuesta a esta pregunta, Tashiro®® estudi6 el diferente
comportamiento ante el estimulo regenerativo de metastasis en higados de roedor tras
hepatectomia mayor frente a aquellos a los que se les habia realizado una técnica de
regeneracion (PVE, PVL o TSLR). Este estudio afirma que, tras una hepatectomia

mayor, se produce un estimulo regenerativo que acelera la proliferacion de todos los
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tipos celulares del VHR, incluyendo células malignas. Sin embargo, tras aplicar una
técnica de regeneracion hepatica (tipo EPP o LPI), ademés de objetivarse una
hiperplasia del VHR hall6 una menor progresién tumoral en ambos hemihigados. Estos
resultados sugieren que los mecanismos de regeneracion hepatica implicados en
ambos tipos de regeneracion podrian ser diferentes. Tashiro relacioné este diferente
mecanismo de regeneracion con la folistatina, una proteina cuya funcion es bloquear la
accion de la activina A, proteina inhibidora de la regeneracion hepatica, de la familia del
TGF-B. De esta forma la folistatina, ejerce una doble inhibicién, promueve la proliferacion
hepatocitaria?®> 202, Siguiendo este razonamiento, Fujii et al.?®® estudiaron el
comportamiento del VHR tras administrar folistatina a roedores sometidos a LPl y a
hepatectomias mayores, observando que aquellos ratones a los que se les habia
realizado una hepatectomia mayor respondian al estimulo regenerativo de la folistatina,
a diferencia de los roedores sometidos a LPIl. No obstante, la folistatina tuvo un efecto
estimulador de la proliferacion de las células tumorales en ambos grupos.

Sin embargo, y a pesar de la diferente respuesta a la folistatina y hemodinamica,
el proceso de regeneracion hepatica tras la EPP o LPI y tras hepatectomia mayor es
muy similar. Asi, el ADN mitocondrial, la capacidad de fosforilacién oxidativa, la actividad
enzimatica mitocondrial y las cantidades de subunidades de los complejos transductores
de energia, aumentan en los 2 dias siguientes a una 70%HP?%, Se han observado
cambios similares después de LPI en ratas?® 2% aunque con menor intensidad que
cuando se someten a la técnica ALPPS. La activacion de la cascada mitogénica
también es similar en estos dos modelos?’.

¢, Cuél es entonces la diferencia a nivel molecular? Debido a la repentina
reduccion del volumen hepético, los cambios hemodinamicos son mas drasticos tras
una hepatectomia que tras EPP o LPI y esto puede contribuir a una activacion mas
rapida de la proliferacion hepatica después de la hepatectomia?®’. El pico de produccién

del antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) en el VHR de las ratas tras
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hepatectomia parcial alcanza su maximo a las 24 horas, mientras que el pico en ratas
sometidas a LPI se alcanza a las 48 horas?®.

La EPP es un procedimiento bien tolerado y que genera escasas alteraciones,
dado que los hepatocitos del LHD experimentan un proceso de apoptosis en lugar de
necrosis celular?®®21°, Por otro lado, el estimulo regenerativo generado por la redireccion
del flujo portal hacia el I6bulo hepatico remanente induce una hiperplasia mediada por
factores de crecimiento. EI mas importante de ellos es el factor de crecimiento
hepatocitario HGF que, junto con otros mediadores, estimula la produccién de citoquinas
como IL-6 y el TNF-a desencadenando una respuesta combinada que permite activar el
ciclo celular hepatocitario y consecuentemente su regeneracion:°.

La mayor diferencia entre EPP o LPI y hepatectomia mayor es la persistencia
del LHD. En la LPI o la EPP, las proteinas hepéticas relacionadas con la homeostasis
de la glucosa y los reactantes de fase aguda del LHD no se modifican, lo que indica que
el tejido hepatico privado de portal que sufre atrofia conserva su diferenciacion y
funciéon'®® 211, En relacion con dicho fendmeno, se ha observado un aumento
significativo de la expresion génica y de ARNm del HGF en el VHR?'?, mientras que la
expresion del HGF es escasa y los factores que frenan la regeneracion hepatocitaria,
como el TGF-B y la IL-1b, se expresan fuertemente en el LHD atrofiado. Si estos
reguladores negativos actian so6lo en el I6bulo que se encoge o afectan a la
regeneracion en el I6bulo no ligado esta adn por determinar®.

En cuanto a la TSLR, al tratarse de hepatectomias mayores en el primer tiempo,
el estimulo que se produce es suficiente para generar una respuesta hiperplasica de los
hepatocitos, objetivandose principalmente una regeneracion eficaz, asociada a division
celular®®?,

En resumen, las técnicas clasicas de regeneracion hepatica han demostrado que
inducen una regeneracion hepatica eficaz y la respuesta que generan es similar, aunque
de menor intensidad, a la obtenida tras 70%HP en animales de experimentacion. Esto

parece debido a que los cambios hemodinamicos que suceden tras una hepatectomia
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mayor son mas radicales que los que surgen tras la ligadura o embolizacion de una

rama de la vena porta.

Regeneracion hepatica tras ALPPS

Los mecanismos moleculares que subyacen a la aceleracion regenerativa tras el
primer tiempo de ALPPS continda siendo motivo de estudio, principalmente por la
escasez de estudios en humanos publicados a este respecto®®.

En el caso de ALPPS, al igual que tras hepatectomia mayor, los cambios
hemodinamicos a los que se somete el higado son mayores que los que ocurren tras
una ligadura o embolizacién portal, por lo que el estimulo regenerativo también es
mayore®: 206,

Es por ello que algunos de los elementos necesarios para la regeneracion del
higado después de una hepatectomia mayor también se han asociado con las técnicas
de regeneracion rapida como ALPPS. Asi, en modelos de roedores, se ha demostrado
que ALPPS incrementa la expresion celular de HGF, IL-62'2 y TNF-a (a nivel de ARNm
y proteico). De manera similar, la expresion de proteinas proliferativas como de STAT-
3, RELA y YAP1 también se ha evidenciado tras el primer tiempo de ALPPS?14 215,
Ademas, el nivel de elevacion de HGF se relacion6 de forma significativa con el de IL-6
(p=0,03, r?=0,84)?3,

En algunos trabajos, como el de Schlegel®® et al., ALPPS demostraron una
regeneracion sin precedentes en un modelo murino. En dicho estudio se comparé
ALPPS con LPI, con biparticion hepatica (del 80-90% del parénquima) y con resecciéon
del Iébulo lateral izquierdo (lo que corresponderia una hepatectomia menor en
humanos). Se estudi6é el aumento de VHR/BWR del ratébn una semana después del
primer tiempo. Esta relacion indic6 un crecimiento acelerado tras ALPPS, alcanzandose
el 100% a las 24 horas del primer tiempo quirdrgico. Por el contrario, tras las LPI, se

requeria al menos 4 dias para alcanzar dicho volumen. El indice proliferativo, evaluado
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por Ki-67 (un marcador de proliferaciéon y de inicio del ciclo celular’3? 216 217) fye
significativamente mayor en ALPPS, en comparacion con el resto de grupos. Ademas,
el grupo ALPPS mostr6 més nudcleos de hepatocitos positivos para pH3, un marcador
de mitosis. Por el contrario, los nucleos grandes, positivos para el pH3, estaban
completamente ausentes en los ratones después de la LPI o de la transeccién sola, asi
como de la reseccion del I6bulo lateral izquierdo. Estos resultados indican que un
numero significativamente mayor de hepatocitos entra en el ciclo celular antes después
de la ALPPS que después de la LPI o de cualquier otro grupo. Cabe destacar que una
semana después del primer tiempo, el VHR después de la ALPPS sigui6 siendo 1,5
veces mayor que después de la LPI.

En el estudio de Uribe et al.*®, uno de los pocos estudios realizado en ALPPS en
humanos, se demostré un incremento de los factores regenerativos (HGF, EGF, IL-6
TNF-a, Ccndl y Ki-67) con activacion de la proliferacion y la divisién celular.

De este conjunto de experimentos, concluimos que la ALPPS induce una
hipertrofia hepatica acelerada, basada en el aumento de volumen y la proliferacion de
hepatocitos.

Intentando dar explicacion a este fenémeno proliferativo masivo que se produce
tras ALPPS, se ha relacionado el estimulo regenerativo con la hipoxia relativa a la que
se somete el VHR al producirse este incremento tan abrupto del flujo portal, a través del
estimulo del factor inducido por hipoxia 1 y 2a (HIF1a y HIF2a)?'8-229, Estos factores,
producido por los hepatocitos de forma directa, se han relacionado con el aumento de
producciéon de VEGF, FCF y la sintetasa inducible por 6xido nitrico (iNOS) que
promueven la proliferacion de los sinusoides hepaticos.

Algunos trabajos le han dado importancia al fendmeno inflamatorio o humoral
como responsable del crecimiento del VHR. Sparrelid et al.?**, demostraron en 2018
gue ALPPS provoca un pico de IL-6 después de la primera intervencion quirdrgica
(p=0,004), que disminuye rapidamente y no vuelve a aumentar después del segundo

tiempo. El HGF también aumento después del estadio 1 (p=0,048), y los niveles de HGF
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se correlacionaron significativamente con el grado de crecimiento del VHR (p=0,02;
r’=0,47). Hubo una correlacion entre los niveles maximos de IL-6 y HGF (p=0,03;
r’=0,84). Por todo ello este estudio concluye que la IL-6 y el HGF parecen ser
mediadores tempranos de la regeneracion que acontece tras del primer tiempo de
ALPPS.

Sin embargo, estos factores no son exclusivos de ALPPS. Es por ello que
diversos autores se han cuestionado cudl es la causa de que la regeneracion sea tan
rapida tras ALPPS y sus variantes.

En un modelo animal, Langiewicz et al.??! establecieron que la secrecion de la
proteina Indian Hedgehog (Ihh) de las células esteladas era necesaria para la activacion
temprana y la regeneracion rapida. A las 4-8 horas tras ALPPS se produce un pico de
Ihh que se asocia con un marcado aumento de los marcadores de proliferacion, junto
con un pico especifico de ALPPS en la expresién de Ccndl, crucial para la progresion
del ciclo celular hepatocelular??2, La Ccndl es una diana de la sefializacion hedgehog
necesaria para la regeneracion exitosa del higado tras una hepatectomia??2-2?4 lo que
concuerda con el papel tnico de lhh en los efectos de ALPPS.

Aunque se cree que las proteinas hedgehog son necesarias para la regeneracion
después de la hepatectomia, semejante elevacién de los niveles de Ihh séricos fue
exclusiva de ALPPS y no se observaron después de una hepatectomia u otras técnicas
de regeneracién, como LPI o EPP.

En relacion con dicha familia de proteinas, recientemente se ha descrito un
coadyuvante c-Jun N-terminal quinasa 1 (JNK1)?%> que parece ser el responsable de la
liberacion masiva de estas proteinas tras ALPPS. En concreto, este trabajo demuestra
gue la activacién de JNK1 se asocia con el aumento de peso del higado, la inhibicion
parcial de JNK1 reduce la tasa de regeneracion asemejandola a la observada después
de la LPI y que la Ihh recombinante es suficiente para restaurar la regeneracion de la

ALPPS en ratones inhibidos por la JNK1. Con todo ello, se propone nuevas vias para
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inducir regeneracion a través de farmacos que podrian estimular la regeneraciéon en
aquellos enfermos con riesgo de IHP tras el primer tiempo de ALPPS.

Otro estudio del mismo grupo suizo??®, estudia los genes implicados en la
regeneracion tras ALPPS y tras una hepatectomia 70% encontrando diferencias en
cuanto a la transcripcion génica de ambos tipos de cirugia. En el caso de ALPPS se
objetiva implicacion de genes de la via de sefalizacion insulin-like growth factor |
receptor (IGF1R), relacionada con la supervivencia celular; la via ILK, relacionada con
la proliferacion celular inducida y la ruta de la IL-10 relacionada con la determinacion de
la estabilidad; que se enriquecieron significativamente. Mientras que, a diferencia de la
hepatectomia, la actividad de la via del interferébn se redujo de forma significativa.
Ademas, los genes asociados con las vias de quinasas activadas por proteina (PAK) e
ILK se activaron precozmente en ALPPS, lo que refleja aceleracién significativa de la
regeneracion del higado (p<0,001).

También se ha comparado la actividad proliferativa de ALPPS con la obtenida
tras LPl. Sheng et al.??’ demostraron que tras ALPPS, el VHR aument6
significativamente después de la ALPPS, con un mayor tamafio celular que tras LPI
(p=0,0003). El indice proliferativo Ki-67 (p= 0,002) y HGF fueron mayores después de
ALPPS que tras LPI (p=0,043).

Budai et al.?°® publicaron en el afio 2019 un estudio en el que comparaban, en
un modelo animal, la respuesta del indice proliferativo Ki-67 del hepatocito ante ALPPS
frente a la obtenida con LPI. Los resultados mostraron el indice Ki-67 aumento
significativamente en el grupo ALPPS en comparacion con el grupo LPI; a las 24 horas:
86,9% frente a 66,2%, (p<0,001).

Todos estos hallazgos apoyan lo que se habia hipotetizado hasta ahora en base
a los hallazgos clinicos: ALPPS provoca un estimulo regenerativo mayor que el resto de

técnicas clasicas de regeneracion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Tras la revisidn bibliografica, la hipotesis que se plantea es si la regeneracion
hepatica rapida que ocurre con la técnica ALPPS y sus variantes en humanos, se trata
de una regeneracion eficaz que evita la IHP o, por el contrario, se trata de simple
congestion hepatica del VHR secundaria al aumento del flujo portal tras la ligadura de
la vena porta del hemihigado contralateral.

Aunque en la literatura existen varios articulos que analizan los fenémenos
relacionados con la regeneracién hepética de la técnica ALPPS, estos son en su
mayoria estudios experimentales y existe poca evidencia en estudios clinicos realizados
en humanos. Asimismo, la mayoria de estos articulos se basan en el analisis del papel
del VHR, no habiéndose estudiado la respuesta ni la influencia que ejerce en la
regeneracion el I6bulo derecho deportalizado.

Por ello, nuestro objetivo principal es analizar los cambios en la expresion génica
y los hallazgos inmunohistoquimicos que se generan en pacientes durante las distintas
etapas de la técnica T-ALPPS, tanto en el VHR como en el I6bulo deportalizado
(estudiando la influencia que este LHD “auxiliar” tiene sobre la regeneracién del VHR).

Como objetivos secundarios, valoraremos la efectividad de la técnica T-ALPPS
a la hora de generar una regeneracion del VHR y su morbimortalidad perioperatoria
comparada con otras técnicas de regeneracion hepatica como ALPPS clasico.

Los resultados de este estudio, procedente de una beca FIS, han sido publicados

en la revista Annals of Surgery en 2019228,
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PACIENTES Y METODO
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Pacientes

Desde octubre de 1990, la Unidad de Cirugia Hepatica y biliar de Alta
Complejidad del HCUVA elabor6 una base de datos prospectiva sobre resecciones
hepaticas en dos tiempos recogiendo un total de 138 pacientes (en 20 casos se realiz
una EPP, en 41 se realiz6 un TSLR y en los 77 restantes se realiz6 una variante técnica
de ALPPS). Para la realizacion de los estudios de regeneracion hepatica se obtuvo una
beca FIS (P113/02870) sobre regeneracién hepatica y progresién tumoral en pacientes
intervenidos con técnicas de regeneracion hepéatica rapida en el afio 2013.

Desde entonces, en nuestro estudio concreto de investigacion, se han incluido
todos aquellos pacientes intervenidos mediante resecciones hepéticas en dos tiempos
entre enero de 2013 y julio de 2018, que cumplieran los criterios de inclusion y exclusion.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de nuestro hospital (CEIC
7/11/2013) y en todos los casos se obtuvo el consentimiento informado, tras explicar al

paciente la técnica quirargica a realizar, y sus posibles complicaciones y mortalidad.

Parametros analizados y estadificacion

La indicacion quirargica se realiz6 en un Comité Multidisciplinar de Tumores
Hepdticos en el que se valoraron la edad del paciente, los antecedentes personales, el
riesgo quirdrgico segun el score de la American Society of Anaesthesiologists (ASA) y
segun el Charlson Comorbidity Index (CCl1)?%°, el tipo de tumor y su estadificacion,
hepatica y extrahepatica, y la planificacién volumétrica del higado. La situacién general
del paciente se valor6 segun la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncologic Group)
incluyendo a los pacientes con clase 0, 1 y 2. La estadificacion preoperatoria de la
enfermedad se realiz6 mediante la evaluacion del marcador tumoral, TC (Figura 7) con
volumetria, resonancia magnética nuclear (RMN) con o sin contraste organoespecifico
del higado (Primovist®, Bayer Inc., Ontario, Canada) y tomografia por emision de

positrones asociada con TC (PET-TC).
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Figura 7. Imdgenes de TC de pacientes incluidos en la serie que presentan MHCCR bilobares
multiples (A'y B) y Unicas y de gran tamafo (Cy D).

Todos los pacientes incluidos en esta serie fueron reclutados en el Registro
Mundial de ALPPS, de forma prospectiva, incluyendo todas las variables perioperatorias
solicitadas por dicha base de datos. En la Figura 8 se muestra la pagina Web del registro
con el numero de pacientes aportado por cada centro hasta el 20 de febrero de 2020,

fecha de la uUltima actualizacion.
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‘ :: ALPPS Associating Liver Partition and Portal vein Ligation for Staged hepatectomy L0
HOME ABOUT LITERATURE ALPPS REGISTRY ALPPS RCT SEARCH CONTACT
ALPPS.net Home » ALPPS Registry
Lome Top centers
About
ALPPS Procedure Total: 1228 cases in the ALPPS Registry - updated 20th of February, 2020
ALPPS.net
RANK NR. CENTER CASES
Literature
PubMed Complete List 1 Switzerland, University Hospital Zurich 66
Google Scholar 2 Germany, Asklepios Hospital Barmbek 63
3 Spain, Virgen de la Arrixaca University Hospital Murcia 63
Contact us -
4 UK, Royal Free Hospital, London 55
5 Argentia, Hospital Italiano de Buenos Aires 48
ALPPS Registry 6 China, Sun Yat-Sen Memorial Hospital Guangzhou 37
. 7 Brazil, Sirio Libanes Hospital, Sac Paulo 35
APRESE Uy 8 Canada, Western University, London Ontario Canada 35
Scientific Committee 9 Germany, General, Visceral and Vascular Surgery, Jena 33
Administrators 10 Russia, A.I. Burnazyan FMBC Russian State Scientific Center 32
. of FMBA, Moscow
Recruitment Status B - -

o 11 Germany, University Medical Center Hamburg-Eppendorf 30
Hasipants 12 Turkey, Ankara University 30
Registration Application 13 Germany, Department of General, Visceral and Transplant 27
Approved Projects Surgery, Heidelberg
Statutes 14 Belgium, Gent University Hospital and Medical School 22

15 France, CHRU Lille 22

Figura 8. Reclutamiento de pacientes en el Registro Mundial de ALPPS, con 63 pacientes aportados por el
HCUVA. Disponible en http://www.alpps.net/?q=recruitment_status

Criterios volumétricos preoperatorios

Mediante estudio mediante TC con volumetria, solicitada previa a la cirugia se
obtuvo el VHT, el volumen tumoral (VT), el VHR vy el volumen del LHD expresado en

mililitros (Figura 9).

Posteriormente, se calculd el %0VHR mediante la férmula:

VHR

También se calculé el %VHR libre de tumor (%ceanVHR) segln la formula:

VHR — VT

%cleanVHR = VT X 100
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A efectos practicos y para una mejor comprension, este %ceanVHR sera el que
se usara como referencia en el resto del trabajo. Un %VHR menor del 25-30% del VHT
en pacientes con higados sanos, menor del 35-40% en aquellos que han recibido QMT
o menor del 40-50% en higados cirréticos se consider6 insuficiente?*.

Cuando la razén VHR/BWR razén fue menor de 0,5 ml/g en pacientes sanos y
al 0,7 ml/g en aquellos que habian recibido QMT también se consideré como un VHR

insuficiente. Se calculé en todos los pacientes segun la férmula:

VHR (ml)
Peso del paciente (g)

VHR/BWR = (ml/g)

Del mismo modo, para el estudio volumétrico del LHD, se calcul6 igualmente el

valor de porcentaje de volumen de LHD con respecto al VHR (%LHD) con la férmula:

Figura 9. Cdlculo del volumen hepdtico mediante TC. En azul se muestra el VHT, en amarillo el VHR.

Criterios de inclusion y exclusiéon

Fueron incluidos todos aquellos pacientes mayores de 18 afios que cumplian
criterios radiologicos (pacientes con enfermedad mdultiple bilobar o con grandes
metastasis unilobares), criterios volumeétricos (pacientes con %VHR menor del 25-30%

en higados sanos o menor del 35-40% en pacientes que han recibido QMT, menor del
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45-50% en higados cirréticos o con una ratio VHR/Peso corporal menor de 0,5 o de 0,7
en pacientes con tratamiento previo mediante QMT) vy criterios clinicos segun la
situacion general del paciente, de la enfermedad y del riesgo anestésico?®.

Se consideraron criterios de exclusion las variantes técnicas de T-ALPPS (como
el T-ALPPS hibrido o el partial-Tourniquet-ALPPS), la presencia de infeccién tras el
primer tiempo quirdrgico (colecciones o abscesos intraabdominales, infeccidn del sitio
quirargico, neumonia, infecciones del tracto urinario, etc.) que presentaran repercusion
clinica suficiente para retrasar la cirugia y en caso de mala conservacion de las
muestras. Fueron también excluidos los pacientes con una mala situacién basal (ECOG
3y 4), los que presentaban un riesgo quirlrgico elevado (ASA=4) y los que denegaron

el consentimiento informado por escrito.

Técnica quirdrgica
Primer tiempo de T-ALPPS

La técnica quirargica de T-ALPPS se ha descrito previamente en distintitos
trabajos publicados a nivel nacional'! e internacional® °’. Con el paciente en decubito
supino, se accede a la cavidad abdominal mediante una incisién subcostal derecha
ampliada o subcostal bilateral. Primero se realiza una ecografia intraoperatoria que
permite localizar las lesiones del VHR y del I6bulo derecho, futuro LHD.

Si existen lesiones en el VHR se procede a la reseccién de las mismas.
Posteriormente, se procede a la ligadura de la vena porta derecha (Figura 10) y se
diseca y referencia la arteria hepética derecha para facilitar su localizacion en el
segundo tiempo quirdrgico.

Consecutivamente, se realiza un pequefio surco de aproximadamente 1 cm
sobre la superficie hepética para colocar en el interior de éste, una sutura de 3 mm de
Vicryl® (V152; Ethicon, Somerville, New Jersey, USA) que se utilizara como torniquete

para ocluir la circulacién intraparenquimatosa.

-05 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

Figura 10. Ligadura de la rama portal derecha en el primer tiempo de T-ALPPS.

La situacién del torniquete variara en funcion del tipo de hepatectomia que se

planifique para el segundo tiempo quirdrgico:

1) Torniguete situado a nivel de lalinea de Cantlie:

Esta linea descrita en 1897 por James Cantlie divide al higado en dos
hemihigados completamente funcionales. Cantlie observé "que la hipertrofia del lado
izquierdo se acompafiaba de la atrofia del lado derecho, a partir de una linea trazada a
través del fondo de la vesicula biliar hasta el centro de la vena cava inferior en la parte
posterior del higado”.

En el caso de haberse planificado una hepatectomia derecha en el segundo
tiempo quirurgico, se indica la colocacién del torniquete a este nivel, situandolo entre las
venas suprahepaticas derecha y media mediante una maniobra de “hanging” (Figura

11).
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Figura 11. Situacion del torniquete mediante tras la maniobra de "hanging" para realizar una
hepatectomia derecha.

Seguidamente se pasa el torniquete por delante del pediculo portal derecho
utilizando un acceso extraglissoniano para evitar la oclusién de la arteria hepatica y el

conducto biliar derechos (Figura 12).

Figura 12. Paso extraglissoniano del torniquete sin oclusion de la arteria ni la via biliar derechas.
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Luego de esta maniobra, se realiza un surco de 1 cm de profundidad a nivel de
la linea de Cantlie, que se continla con el segmento 1y en ese momento se procede a
anudar el torniquete de manera que ocluya los vasos intraparenquimatosos que
comunican ambos lébulos hepéticos (Figura 13). Esta oclusion de la circulacion

intrahepética se comprueba mediante ecografia intraoperatoria.

Figura 13. Surco de 1 cm en el parénquimay linea de compresion tras el anudado del torniquete para
ocluir la circulacion intrahepatica

2) Torniquete situado nivel de la cisura umbilical:

En el caso de planificarse una hepatectomia derecha extendida o
triseccionectomia derecha en el segundo tiempo quirdrgico, el torniquete debe ser
colocado entre las venas suprahepaticas media e izquierda (Figura 14), pasando por el
receso de Rex hasta llegar al nivel pediculo hepético izquierdo, pasandolo por delante
del mismo para evitar su oclusion (Figura 15). A continuacion, se realiza el surco de 1
cm y se anuda el torniquete (Figura 16). Tras esto, se comprueba mediante ecografia
intraoperatoria que no existe circulacion colateral entre el sector lateral izquierdo y el

segmento 4.
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Figura 15. Paso extraglissoniano del torniquete en hilio hepéatico para evitar la oclusion hiliar.
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Figura 16. Situacion y anudado del torniquete a nivel de cisura umbilical.

Volumetria tras el primer tiempo quirdrgico

Entre el 7° y el 10° dia posoperatorio se realiza una nueva TC con volumetria
(Figuras 17 y 18) para calcular el incremento de volumen del
futuro remanente hepéatico en términos absolutos y relativos (A%VHR), mediante las

siguientes formulas:

AVHR = VHR final — VHR inicial (ml)

AYVHR = VHR final — VHR inicial % 100
0 B VHFR inicial

También se calculé la cinética de crecimiento del VHR por dia por dia (AVHR),

mediante la formula:

VHR final-VHR inicial
Dias de regeneraciéon

Cinética de AVHR =

(ml/dia)
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Para el estudio del LHD se calculd en esta misma TC postoperatoria, el
decremento en volumen del LHD (ALHD), segun la formula:

ALHD = LHDfinal — LHD inicial (ml)

Asi como la cinética de decremento de volumen del mismo segun la férmula:

. LHDfinal — LHDinicial )
Cinética de ALHD = (ml/dia)

Dias de regeneracion

Figura 17. Hipertrofia del LHI tras colocacion del torniquete en la linea de Cantlie. Linea de oclusion
marcada con la flecha roja.

Figura 18. Hipertrofia del sector lateral izquierdo tras colocacién del torniquete en la cisura umbilical.
Linea de oclusién marcada con la flecha roja.
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Segundo tiempo de T-ALPPS

Cuando el futuro remanente hepético ha alcanzado un volumen suficiente que
asegure la funcion hepética, se procede al segundo tiempo quirdrgico. En esta segunda
intervencion, se realiza la hepatectomia mayor realizando la transeccion del parénquima
a través del surco realizado durante el primer tiempo, en el que se habia anudado el
torniquete. Se liga la arteria hepatica derecha, que habia sido referenciada en la primera
cirugia, y se diseca y secciona la via biliar derecha. El torniquete actta también facilita
la biparticion hepatica, pues actia como “hanging”, permitiendo la seccién a nivel del
surco creado por el torniquete, con escasas pérdidas hematicas, ya que los vasos estan
ocluidos por el mismo (Figura 19).

La biparticion se realiza in situ sin movilizar el I6bulo derecho, seccionando la
vena suprahepatica derecha con endograpadora vascular. En los casos de
triseccionectomia derecha, se seccionan las venas suprahepaticas media y derecha. En
los casos de invasion de vena cava inferior se realiza reseccion de la mismay sustitucion
por un injerto de Goretex® anillado (Gore & Associates, Inc, Newark, Delaware, Estados

Unidos) (Figura 20).
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Figura 19. Biparticion hepdtica a nivel de la cisura umbilical durante una triseccionectomia derecha.

Figura 20. Colocacion de injerto de Gore-Tex® anillado en un caso de T-ALPPS que presentaba
invasion de vena cava inferior. Imagen de TC que muestra el resultado tras dicha cirugia.

Parametros quirdrgicos analizados en la serie

Se analizaron parametros (Tablas 3, 4, 5 y 6) clinicos preoperatorios, datos
volumétricos preoperatorios y tras el primer tiempo quirdrgico o interstage, datos
intraoperatorios de la primera y la segunda intervencién quirdrgica, datos posoperatorios
precoces y morbimortalidad posoperatoria y supervivencia global y libre de enfermedad
al, 3yb5 afos.

La morbilidad se analizé seguln la clasificacion de Clavien-Dindo®. La IHP se
clasificé segun los criterios 50/50™ y los criterios del Grupo Internacional para el Estudio

de la Cirugia del Higado o International Study Group of Liver Surgery (ISGLS)"2.

Seguimiento

Tras la segunda intervencion, el seguimiento se realiza por la Unidad de Cirugia
Hepatobiliar y por el Servicio de Oncologia Médica del HCUVA, siendo las decisiones

tomadas en el Comité Multidisciplinar de Tumores Hepaticos que se retne de forma
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semanal. Tras la cirugia, y en los casos oportunos, se inicia la quimioterapia y/o
radioterapia adyuvante generalmente en el plazo de un mes, siempre que no existan
contraindicaciones y el paciente esté recuperado. Antes de iniciar la quimioterapia se
realiza una TC y marcadores tumorales de control. A partir de aqui, durante el primer
afio se realizan TC y marcadores tumorales cada 3 meses, el segundo afio cada 5-6
meses, el tercer afio cada 8-9 meses y una vez al afio a partir del cuarto afio.

En la Figura 21, se muestra el tltimo control de TAC de la primera paciente que
se intervino mediante la técnica T-ALPPS en septiembre de 2011, actualmente libre de

enfermedad.

Figura 21. TC de control de la primera paciente intervenida mediante T-ALPPS.

Método de recogida de muestras de biopsia

Analizamos la respuesta regenerativa (biologia molecular e inmunohistoquimica)
en biopsias intraoperatorias tomadas en el VHR del I6bulo izquierdo (biopsias A) y en el
LHD (biopias B), en 3 momentos diferentes (Figuras 22, 23y 24).

Durante el primer tiempo se tomé una biopsia basal (nada mas abrir el abdomen)
1 A-1T y 1 B-1T y una biopsia a los 60 minutos de completar la técnica T-ALPPS
(biopsias 2 A-1T y 2B-1T) y en la segunda intervencién se toman biopsias seguidamente

a realizar la laparotomia (1 A-2T y 1B-2T (a unos 10 dias de la primera intervencion).
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Las biopsias hepaticas se tomaron con bisturi frio de n°22 y posteriormente se
electrocoagulo el lecho de las mismas con bisturi de Argdn. Dichas muestras se
conservaron en formaldehido para su andlisis histol6gico y molecular. Para su analisis

inmunohistoquimico se conservaron en formalina neutralizada al 4%.

1B-ST1

Figura 22. Biopsias tomadas nada mas realizar la laparotomia en el primer tiempo de T-ALPPS (1A-
ST1ly 1B-ST1).
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Figura 23. Biopsias tomadas a los 60 minutos de realizar la ligadura portal y la oclusién del
parénquima hepatico con el torniquete (2A-ST1y 2B-ST1).

»
1A-ST2

Figura 24. Biopsias tomadas a los 10 dias nada mas realizar la laparotomia en el segundo tiempo de
T-ALPPS (1A-ST2y 1B-ST2).

Posteriormente se realizé un estudio comparativo de las biopsias del primer

tiempo (2A-ST1y 2B-ST1) y del segundo tiempo (1A-ST2 y 1B-ST2), con respecto a las
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biopsias basales tomadas al inicio del primer tiempo (1A-ST1 y 1B-ST1,

respectivamente).

Método de anédlisis de la transcripcion celular

Para el andlisis cuantitativo mediante reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) las muestras se conservaron en formaldehido. La
extraccion total de acido ribonucleico (ARN) se realizé a partir de tejido hepético
previamente almacenado en ARN-later (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados
Unidos). Para ello, se utiliz6 un kit de extraccion de ARN comercial lamado RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La concentracién de ARN se midié posteriormente
mediante espectrofotometria utilizando un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Una vez extraido y cuantificada la
concentracion del ARN total se procedié a la retrotranscripcion de ARN a ADN
complementario (CADN) mediante la reaccion de RT-PCR utilizando el kit iScript™ cDNA
Synthesis (BioRad, Hercules, California, Estados Unidos), de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Dicha sintesis se llevd a cabo a partir de la misma cantidad
de ARN (500 ng).

El estudio de la expresion génica, se realizé por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a tiempo real en el termociclador MylQ5 system (BioRad, Hercules,
California, Estados Unidos) usando el kit SYBR Premix Ex Tag (TliRNaseH Plus)
(Takara Bio Inc., Kusatsu, Prefectura de Shiga, Japén) y cebadores especificos
KiCgStart Primers (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos). Cada reaccion de
PCR cuantitativa se realizé en un volumen final de 20 pl por duplicado utilizando 10 pl
de SYBR Premix Ex Taqg (TliRNaseH Plus) (Takara Bio Inc., Kusatsu, Prefectura de
Shiga, Japdén), 2 ul de KiCqgStart Primers especificos (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
Estados Unidos), 2 pl de cADN diluido 1/10 y agua de biologia molecular estéril hasta

completar los 20 pl.
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Para cada conjunto de cebadores, la eficiencia fue mayor del 95%, y se observo
un solo producto en el andlisis de la curva de fusion.

Los niveles relativos de expresion génica presentados se calcularon utilizando el
método 2-ACt que se normaliza a la expresiéon de Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH).

Mediante este método se analizé la respuesta a de los factores de regeneracion
(HGF, VEGF-A, EGFR, TGF-B) y cMET (receptor de HGF) y su respuesta proliferativa
(Ki67), factores proinflamatorios factores (IL-1A, IL-6, TNF-a), factores relacionados con
la hipoxia hepatocitaria (HIF1A, NOS2), factores relacionados con la apoptosis (Casp-
1A, Casp-3, BAX, DAPK-3) y factores reguladores del ciclo celular (STAT-3, ENO-1,

LEF-1, Ciclina D1

Procesado de las muestras para inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un procedimiento histopatolégico que se basa en la
utilizacion de anticuerpos (proteina inmunitaria que se adhiere al antigeno de forma
especifica para sefializar y que sea destruido), para detectar antigenos (molécula o
sustancia capaz de producir una respuesta inmune) en un corte o seccion de tejido
biol6gico. En nuestro caso, se trata de usar anticuerpos para localizar una proteina
especifica de la célula usando el complejo biotina-avidina-peroxidasa. La peroxidasa, al
reaccionar con una mezcla reveladora, provoca un precipitado de color que permite
identificar visualmente las zonas donde se localiza la proteina a estudio
(inmunorreaccién positiva).

De las biopsias tomadas en los diferentes momentos descritos previamente, se
tomaron muestras representativas de tejido hepatico. Parte de dicha muestra se fijé en
frascos de formalina comercial al 4% tamponada (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia)
mientras que el resto de la muestra (de la misma zona de donde se extrajo la parte fijada
en formalina) se conservo en tubo Eppendorf con ARN-later (Sigma (Merck), Madrid,

Espafa) para posterior estudio genémico.
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Tras un tiempo de fijacion de unas 12 horas, las muestras preservadas en
formalina fueron procesadas utilizando un procesador histolégico convencional

(Excelsior, Thermo Scientific, Madrid, Espafia), utilizando el siguiente protocolo:

Etanol 50% (1h).
Etanol 70% (1h).
Etanol 96% (2h).
Etanol absoluto o 100% (3 pasos de 1h).

Sustituto de xileno (3 pasos de 1h).

o g s> w N ke

Inclusién en parafina (2 pasos de 1hy un tercero de 2h).

Una vez se habia completado el procesado, las muestras se incluyeron en
blogues de parafina para preservarlas indefinidamente y facilitar su corte, utilizando un
sistema de inclusibn modular (Thermo Histostar™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

Las muestras que se reservaron fueron sometidas a screening histopatol6gico
con fines diagnésticos primero y posteriormente para poder seleccionar adecuadamente
los especimenes. Con este fin, las muestras asi incluidas fueron seccionadas usando
un micrétomo de rotacioén tipo Minot (Thermo HM55S, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), obteniendo cortes de 3 micrometros de
espesor que fueron depositados en un portaobjetos con carga electrostéatica (SuperFrost
PLus Slides™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)
y secados durante una hora a 60° para asegurar la adhesiéon del corte obtenido a la
superficie del portaobjetos.

Tras este periodo de secado, los portaobjetos fueron tefiidos con una técnica
histoquimica de tincion convencional, en nuestro caso hematoxilina-eosina. Esta tincion
consta de dos colorantes: hematoxilina (que tifie de azul las sustancias con caracter
acido, como los nudcleos de las células) y la eosina (que tifie de un color rojo ladrillos las
sustancias con caracter basico, como el citoplasma). La técnica consta de los siguientes

pasos:
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Inmersion en sustituto de xileno (2 pasos de 5min cada uno).
Inmersion en etanol absoluto o 100% (2 pasos de 5min).

Inmersion el etanol 96% (5min).

Inmersion en etanol 70% (5 min)

Inmersion en agua corriente (5min).

Enjuague en agua destilada.

Hematoxilina acidificada de Harris (Shandon, Madrid, Espafia) (1 min).
Lavado en agua corriente (5min).

Enjuague en agua destilada.

. Inmersidn el etanol 96% (1min).

. Eosina alcohdlica (Shandon, Madrid, Espafia) (30s).
. Inmersion el etanol 96% (2 pasos de 1 min).

. Inmersion en alcohol absoluto (2 pasos de 5min).

. Inmersion en sustituto de xileno (2 pasos de 5min).
15.

Montaje en medio permanente (NeoMount, Merck, Madrid, Espafia).

Finalmente, dichos portaobjetos tefiidos fueron examinados por un patélogo

cualificado y con amplia experiencia en patologia hepatica.

Andlisis inmunohistoquimico

La técnica inmunohistoquimica utilizada para este trabajo, es un método

simplificado de la técnica indirecta biotina-avidina-peroxidasa, utilizando un kit comercial

(sistema EnVision Flex, Agilent-Dako Inc., California, Estados Unidos). El protocolo

seguido para la realizacion de este estudio fue el siguiente:

© N o 0 > DN

Corte de secciones de 4 micrometros de espesor y posterior secado en
estufa 1h a 60°C.

Inmersion en sustituto de xileno (2 pasos de 5min).

Inmersioén en alcohol absoluto (2 pasos de 5min).

Inmersién el etanol 96% (5min).

Inmersién en etanol 70% (5 min)

Inmersién en agua corriente (5min).

Enjuague en agua destilada.

Desenmascaramiento antigénico quimico (solucion tampén de &cido
etilendiaminotetraacético, pH 9.0) inducido por calor (98°C) durante 30

minutos, usando una camara especial (PT-Link, Thermo Fisher Scientific
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10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

Inc., Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). La fijacion inducida por
formaldehido altera la estructura de las proteinas, de modo que los
anticuerpos usados para la técnica no pueden reconocerlos en
condiciones normales. Para rescatar la estructura original de las
proteinas, se usa la mencionada técnica de desenmascaramiento: la
combinacién de calor y de pH reconstruye la estructura proteica, de modo
gue los anticuerpos puedan reconocerla.

Nuevo enjuague en agua destilada.

Inhibicién de la peroxidasa enddgena (al ser una reaccidén que se basa
en el uso de peroxidasa exégena, es importante bloquear la peroxidasa
tisular para evitar la aparicion de falsos positivos. Por ese motivo se
incuba la seccién con una solucion de agua oxigenada al 3% en tampén
tris salino durante 5 minutos a temperatura ambiente (solucion comercial
Dako Peroxidase Blocking del Kit Agilent-Dako Inc., California, Estados
Unidos).

Lavado en tampon tris salino, pH 7.4 (3 lavados de 3min).

Incubacion con el anticuerpo primario: anticuerpo monoclonal de ratén
anti Ki-67 (clon MIB-1, Agilent-Dako Inc., California, Estados Unidos),
utilizado normalmente para diagndéstico, solucion comercial lista para
usar. Las secciones se incubaron durante 1 hora a 37°C (para facilitar la
unién del anticuerpo a su proteina).

Lavado en tampon tris salino, pH 7.4 (3 lavados de 3min).

Incubacion con el polimero secundario anti-murino (EnVision, Agilent-
Dako Inc., California, Estados Unidos). Es un polimero que reconoce el
anticuerpo (Ki-67), que tiene conjugado miles de moléculas de
peroxidasa de origen exdgeno. Incubacién de 30 minutos a 37°C.
Lavado en tampon tris salino, pH 7.4 (3 lavados de 3min).

Revelado de la reaccion. Se usa una mezcla que tiene dos componentes:
agua oxigenada y una sustancia colorante 3-3"diaminobencidina (DAB).
La peroxidasa, al romper el agua oxigenada, libera oxigeno activo que
oxida la DAB, originando un precipitado de color marron, de localizacion
nuclear.

Lavado en agua corriente (10 min).

Contraste con hematoxilina acidificada (30 seg.).

Inmersién en etanol 96% (2 pasos de 1 min).

Inmersioén en alcohol absoluto (2 pasos de 5min).

Inmersion en sustituto de xileno (2 pasos de 5min cada uno).
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22. Montaje en medio permanente (NeoMount, Merck, Madrid, Espafa).

Las células positivas a los marcadores se caracterizan por tener un precipitado
de color marrén (DAB oxidada) en un fondo de color azul morado (contraste ofrecido por
la hematoxilina). El indice proliferativo (Ki-67) se expresoé por el porcentaje de la media
de hepatocitos positivos en 10 campos de alta potencia o high power fields (HPF, x400).
La ventaja que ofrece el inmunomarcaje de esta proteina sobre otros métodos
inmunohistoquimicos, como el PCNA o histopatoldgicos (indice mitético) de
determinacioén del indice de proliferacion celular es que la proteina Ki-67 esta presente
en todas las fases activas del ciclo proliferativo celular (fases G1, S, G2 y mitosis)?!’, a
diferencia del PCNA (fase S y mitosis) o del indice mitético (solo identifica mitosis), por
lo que la identificacion inmunohistoquimica de K67 abarca el espectro completo del
proceso de proliferacién celular y por lo tanto, es mas adecuado para la determinacién

del mencionado indice.

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS Statistics 24.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Las variables cualitativas se expresan como frecuencias y
porcentaje, las variables cuantitativas se expresan como media y desviacion estandar
(DS), si siguen una distribucién normal, y como mediana y rango intercuartilico (RIC) en
caso contrario. La comparacién de las medias entre grupos fue llevada a cabo mediante
el test de la t de Student (pooled t-test), o con el test no paramétrico de Mann-Whitney
cuando los datos eran discretos o carecian de distribucion normal. Para la comparacion
de variables cuantitativas dependientes se utiliz el test de Wilcoxon. Para el analisis de
la supervivencia se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier, quedando los valores
estimados de supervivencia expresados como media e intervalo de confianza al 95%
(IC95%). Los valores se consideraron estadisticamente significativos para un nivel alfa

<0.05.
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RESULTADOS
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Pardmetros quirargicos analizados

En el periodo de estudio descrito, se intervinieron 40 pacientes mediante la
técnica ALPPS o variantes de la misma en el servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo (CGAD) del HCUVA. Del total de pacientes intervenidos, 25 cumplieron los

criterios de inclusion. En la Figura 25 se presenta el diagrama de seleccién de pacientes.

ALPPS y variantes
realizados en el
periodo de estudio
(n=40)

| 9 excluidos debido a:
*  T-ALPPS hibrido (n=8)

+  ALPPScldsico (n=1)

ALPPS-Torniquete
(n=31)

Infeccion tras 12
tiempo (n= 4)

Pacientes restantes
(n=27)

Exclusion debido a
| mala preservacion
de la muestra
(n=2)

Pacientes incluidos
(n=25)

Figura 25. Flowchart de los pacientes incluidos para el estudio.

Los datos clinicos preoperatorios de los 25 pacientes incluidos en la serie quedan

resumidos en la Tabla 3.

Datos clinicos preoperatorios

Género (Varén), n (%) 18 (72)
Edad, mediana (RIC) 62 (55-69)
Tumores malignos, n (%) 24 (96)
Metastasis hepaticas, n (%) 23 (92)

Diagnostico, n (%)

MHCCR 22 (88)
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MHTNE 1(4)
CCIH 1(4)
Adenomatosis 14)

Temporalidad de las MH, n (%)

Metacrénicas, n (%) 8 (32)

Sincronicas, n (%) 15 (60)
Abordaje Secuencial invertido, n (%) 15 (60)
Peso (kg), mediana (RIC) 72 (66,0-80,5)
IMC (kg/m?), mediana (RIC) 26.8 (24,1-28,8)
ECOG Performance Status, n (%)

0 10 (40)
1 9 (36)
2 6 (24)

ASA score, n (%)

I 11 (44)
I 14 (56)

CClI, mediana (RIC) 8 (7-9)

QMT neoadyuvante (%) 18 (72)
Oxaliplatino 14 (56)
Irinotecén 3(12)
Oxaliplatino+lrinotecan 1(4)

- Anti-EGFR 3(12)

- Antiangiogénicos 5 (20)
Tamafio tumoral (cm), mediana (RIC) 4 (2,75-7,00)
Numero de lesiones, mediana (RIC) 4 (2,5-7,5)
Numero de lesiones, n (%)

1 5 (20)

2-7 14 (56)

28 6 (24)
Lesiones bilobares, n (%) 16 (64)

Tabla 8. Variables clinicas de los pacientes a estudio. RIC: rango intercuartil. MHTNE: Metastasis

Hepaticas de Tumor Neuroendocrino, CCIH: Colangiocarcinoma Intrahepatico; MHCCR: Metastasis hepaticas
de cancer colorrectal; MH: Metastasis Hepaticas; IMC: indice de masa corporal, ECOG: Eastern Cooperative
Oncologic Group; ASA: American Society of Anesthesiologists; CCl: Charlson Comorbidity Index; QMT:
Quimioterapia; EGFR: Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico.
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Del total de 25 pacientes de nuestra serie, 18 eran varones (72%) y 7 eran
mujeres (28%). La mediana de edad en el momento de la intervencion fue de 62 afios
(RIC: 55-69 afios). EI motivo mas frecuente para indicar la intervencion fueron las
MHCCR (88%). De los pacientes con MH, en 15 casos (60%) se presentaron de forma
sincronica al tumor primario y en 8 casos (32%) fueron metastasis metacrénicas. En el
caso de las MHCCR sincronicas se aplico el esquema secuencial invertido, realizando

la técnica T-ALPPS antes de la exéresis del primario del colon en todos los casos.

El estado funcional de los pacientes queda reflejado mediante las puntuaciones
de ECOG, ASA Yy CCI. Los pacientes de la serie presentan una puntuacién de ECOG de
0 (40%), 1 (36%) y 2 (24%). El riesgo anestésico calculado segun el score de ASA fue
de Il en 11 pacientes (44%) y Ill en 14 pacientes (56%). La mediana de CCI fue de 8

puntos (RIC: 7-9 puntos) (Figuras 26 y 27).

Puntuacion ECOG

a 0%

=0

@

Figura 26. Valores de puntuacion Eastern Cooperative Oncologic Group (ECOG) de los pacientes del
estudio.
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Figura 27. Riesgo quirargico de acuerdo al score de la American Society of Anesthesiologists (ASA)
de los pacientes del estudio.

Un 72% de los pacientes (17 casos) recibieron QMT con intencidon neoadyuvante
antes del primer tiempo de T-ALPPS, siendo los esquemas de citostaticos mas
frecuentemente utilizados aquellos basados en el oxaliplatino 14 (56%). En 3 pacientes
se administraron farmacos biolégicos dirigidos contra el EGFR (3 pacientes, 12%) y
contra el VEGF (5 pacientes, 20%).

De los 25 pacientes incluidos, 5 (20%) presentaban lesiones Unicas. La mediana
de tamafio tumoral fue de 4 cm (RIC: 2,75-7,00 cm), con una mediana de niumero de
lesiones de 4 (RIC: 2,5-7,5 lesiones), incluyéndose en el estudio pacientes con hasta 22
lesiones metastasicas (Figura 28). En 16 de los 25 pacientes (64%) dichas lesiones eran

bilobares.
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Figura 28. Namero de lesiones de los pacientes incluidos en la serie.

Datos volumétricos del primer tiempo

En la Figuras 29 y 30, quedan reflejados los datos volumétricos de los pacientes
incluidos en el estudio previos al primer tiempo quirdrgico. La mediana de %VHR fue de
30% (RIC: 26,5-35,0%). La VHR/BWR fue de 0.35 ml/g (RIC: 0.25-0.40 ml/g). En cuanto
a los valores del LHD, el %LHD fue de 70% (RIC: 64,5-73,5%).

Datos volumétricos del segundo tiempo

En las Figuras 29y 30, quedan reflejados los datos volumétricos de los pacientes
incluidos en el estudio tras los 10 dias de mediana de regeneracion hepética (RIC: 7-11
dias). La mediana de %VHR fue de 45% (RIC: 40-54%) y la mediana de VHR/BWR 0.45

ml/g (RIC: 0.40-0.54 ml/g)
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Figura 29. Resultados volumétricos del VHR tras los 10 dias de regeneraciéon hepatica, donde se
muestra un incremento del %VHR del 30% al 45%.
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Figura 30. Resultados volumétricos del LHD tras los 10 dias de regeneracion hepatica, donde se
muestra una atrofia del LHD pasando del 70% al 39% tras la técnica T-ALPPS.

La mediana de A%VHR fue de un 80,57% (RIC: 43,59-152,17%) con un AVHR
en términos absolutos de 235 ml (RIC: 132-341 ml). Estos datos proporcionaron una

cinética de AVHR de 17,8 ml/dia (RIC: 10,9-31,3 ml/dia).
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En cuanto a los resultados del I6bulo hepético derecho, el LHD mostr6é un %LHD
del 39% (RIC: 34-45%) con una atrofia de -104,35 ml de mediana (RIC: -249.67-(-15.73)
ml) y una cinética de decremento de volumen de 5,31 ml/dia. Todos estos datos quedan

reflejados en la Tabla 4.

Datos volumétricos inter stage

A%VHR, mediana (RIC) 80,57 (43,59-152,17)

AVHR (ml), mediana (RIC) 235 (132-341)

VHR/Peso corporal (ml/g), mediana (RIC) | 0,45 (0,40-0,54)

Cinética AVHR (ml/dia), mediana (RIC) 17,8 (10,9-31,3)

%LHD, mediana (RIC) 39 (34-45)

ALHD (ml), mediana (RIC) -104,35 (-249,67-(-
15,73))

Cinética ALHD (ml/dia), mediana (RIC) -5,31 (-18,73-(-1,81))

Tabla 9. Datos volumétricos del segundo tiempo de T-ALPPS.

Datos intraoperatorios

En la Tabla 5, mostramos los resultados intraoperatorios de nuestra serie. En el
primer tiempo quirdrgico, la mediana de tiempo quirargico fue de 150 min (RIC: 120-180
min). Se realizé la maniobra de Pringle para control hemostético en 2 pacientes (8%),
siendo las pérdidas hematicas de 150 ml (RIC: 65-300 ml) y s6lo 1 paciente (4%) precis6
transfusién de hemoderivados en el quiréfano.

En el segundo tiempo quirdrgico, se realizé6 una hepatectomia derecha en 20
pacientes (80%) y una triseccionectomia derecha en 5 (20%) de ellos. El tiempo
quirargico fue de 180 min (RIC: 150-180 min). Se realizé la maniobra de Pringle en 4
pacientes (16%) y las pérdidas heméticas fueron de 400 ml (RIC: 300-800 ml),

precisando transfusién 5 pacientes (20%) de la serie.
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Resultados intraoperatorios del primer tiempo

Tiempo quirdrgico (min), mediana (RIC) 150 (120-180)
Pringle, n (%) 2 (8)
Pérdidas hematicas (ml), mediana (RIC) 150 (65-300)
Transfusion, n (%) 1(4)

Resultados intraoperatorios del segundo tiempo

Técnica quirdrgica, n (%)

Hepatectomia derecha 20 (80)
Triseccionectomia derecha 5 (20)
Tiempo quirdrgico (min), mediana (RIC) 180 (150-180)

Pringle, n (%) 4 (16)
Pérdidas hematicas (ml), mediana (RIC) 400 (300-800)
Transfusion, n (%) 5 (20)

Tabla 10. Resultados intraoperatorios de la serie.

Datos posoperatorios precoces y morbimortalidad posoperatoria

Los resultados postoperatorios precoces quedan reflejados en la Tabla 6. En el
primer tiempo quirdargico, 6 pacientes (24%) presentaron complicaciones, siendo la mas
frecuente la presencia de colecciones posquirurgicas estériles (20%). No se observo
mortalidad posoperatoria tras el primer tiempo quirdrgico.

En el segundo tiempo se dieron complicaciones en 10 pacientes (40%), siendo
un 12% complicaciones graves (2llIB) de la clasificacion de Clavien-Dindo®. La
complicaciébn mas frecuente tras el segundo tiempo fue la coleccibn o absceso
intraabdominal con 6 casos (24%), seguida de la IHP que se dio en 4 pacientes (16%).
Los 3 pacientes con complicaciones graves requirieron reintervencion por sangrado y

colecciones infectadas. Un paciente de la serie (4%) fallecio por sepsis y FMO.
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La estancia hospitalaria sumo un total de 12 dias (RIC: 5-12 dias), con 3 dias

(RIC: 5-8,7 dias) para el primer tiempo y 9 dias (RIC: 7-12 dias) para el segundo.

Resultados postoperatorios del primer tiempo

Complicaciones, n (%): 6 (24)
Coleccion posquirargica estéril 5 (20)
Seroma de la herida 1(4)
IHP 0 (0)

Estancia hospitalaria (dias), mediana (RIC) 3 (5-8,7)

Mortalidad, n (%) 0(0)

RIO) Valor de MELD entre cirugias, mediana 8 (6,50-10)

Resultados postoperatorios del segundo tiempo

Complicaciones, n (%): 10 (40)
Coleccién/absceso intraabdominal 6 (24)
IHP 4 (16)
Complicaciones Graves 2llIB, n (%) 3(12)
Estancia hospitalaria (dias), mediana (RIC) 9 (7-12)
Mortalidad, n (%) 1(4)

Tabla 11. Resultados postoperatorios precoces. IHP: Insuficiencia Hepatica Posoperatoria; MELD:
Model for End-stage Liver Disease.

Seguimiento a 1, 3y 5 afos

La supervivencia global a 1, 3 y 5 afios fue de 88%, 73,2% y 54,9%
respectivamente, con una mediana de supervivencia de 58,24 (IC95% 46,17-70,30).

Durante el seguimiento de los pacientes, la supervivencia libre de enfermedad
(SLE) a 1, 3y 5 afios fue de 51,6%, 38,7% y 38,7% respectivamente. Con una mediana
de SLE de 29,18 (IC95% 18,63-39,73). De los 13 pacientes (52%) que presentaron

recidiva durante el seguimiento, 7 (28%) presentaron recidiva a nivel hepético y 6 (24%)

-123 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

a nivel exclusivamente extrahepético (peritoneal y/o pulmonar). La supervivencia global

y libre de enfermedad a 1, 3 y 5 afios queda reflejada en la Figura 31.

1.0

0.6

047

Supervivencia acumulada

0,05

T T T
0 12 24 36

I
48

Tiempo de seguimiento (meses)

&0

TIFuncién de supervivencia
= Censurado

Figura 31. Supervivencia global (azul) y libre de enfermedad (rojo) de los pacientes de la serie a5

afios.

Resultados de Biologia Molecular e Inmunohistoquimica

Eventos regenerativos en el VHR (Tabla 7, Figuras 32-35)

Durante la primera intervencion quirargica, en el VHR observamos a los 60

minutos de realizar la técnica (biopsia 2A-ST1); un incremento significativo de HGF

(p=0,002), VEGF-A (p=0.036), factores proinflamatorios (IL-1A p=0.001; IL-6,

p=0.001; TNF-a, p=0.007), factores relacionados con la hipoxia (HIF1-a, p=0.001) y

factores reguladores del ciclo celular como STAT-3 (p=0.046), ENO1 (p=0.006) y

CCND1 (p=0.042) con respecto a los niveles basales de dichos factores.
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En el segundo tiempo (biopsia 1A-ST2), sOlo se observé un ascenso

significativo de BAX (p=0,046), permaneciendo el nivel de HGF elevado respecto al

nivel basal, pero sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas (p=0,073).

RESULTADOS DEL VHR (LOBULO HEPATICO IZQUIERDO) ‘

Factores regenerativos
HGF 18,973 (13,917-27,658) 32,513 (18,443-65,773) 0,002 28,920 (19,051-48,806) 0,073
EGFR 45,581 (33,765-68,784) 51,854 (36,098-83,452) 0,145 22,711 (15,715-35,391) 0,062
VEGF-A 20,410 (14,125-25,517) 31,286 (11,045-43,151) 0,036 16,905 (11,925-27,012) 0,758
TGF-B 3,393 (1,943-6,555) 3,420 (2,207-7,963) 0,710 3,008 (1,919-8,556) 0,548
c-Met 4,607 (1,953-9,135) 6,866 (4,430-11,222) 0,092 4,402 (1,719-6,001) 0,212
Respuesta proliferativa
Ki-67 0,300 (0,190-0,785) | 1,430 (0,580-1,710) | <0,001 | 0,925 (0,570-1,358) 0,004
Factores proinflamatorios
IL-1 A 0,090 (0,030-0,271) 0,459 (0,187-0,828) <0,001 0,030 (0,008-0,146) 0,115
IL-6 3,617 (0,705-10,058) 18,413 (7,285-62,725) <0,001 2,1456 (0,233-9,003) 0,094
TNF-a 1,305 (0,564-2,392) 2,487 (0,979-4,309) 0,007 1,150 (0,674-1,873) 0,976
Factores relacionados con hypoxia
HIF1-a 60,439 (28,267-106,634) 189,532 (128,260-451,266) | <0,001 108,065 (59,598-160,233) 0,088
NOS2 0,485 (0,193-1,800) 0,458 (0,156-3,077) 0,201 0,094 (0,019-0,553) 0,088
Factores relacionados con apoptosis
CASP1A 63,097 (29,485-94,370) 84,415 (65,996-130,756) 0,279 131,587 (43,629-301,742) 0,277
CASP3 3,648 (1,942-5,252) 3,635 (1,917-6,578) 0,078 3,215 (1,721-8,381) 0,484
BAX 14,829 (6,609-18,380) 16,580 (9,383-21,681) 0,121 15,599 (11,331-25,032) 0,046
Factores reguladores del ciclo celular

DAPK3 6,107 (3,411-8,396) 7,2513(1,610-12,679) 0,301 4,608 (2,659-7,658) 0,178
STAT-3 153,538 (102,923-280,944) | 329,640 (237,117-577,341) 0,046 207,604 (136,186-307,359) | 0,484
ENO1 255,698 (140,671-311,082) | 382,742 (195,532-517,365) 0,006 255,102 (154,702-289,493) | 0,570
LEF1 0,697 (0,218-1,057) 1,039 (0,748-2,034) 0,260 0,030 (0,226-1,373) 0,783
CCND1 4,229 (2,443-8,500) 8,583 (2,786-12,566) 0,042 7,807 (3,168-13,302) 0,201

Tabla 12. Resultados de expresion relativa en términos de ARNm o inmunohistoquimica (mediana (RIC)) del

VHR.

Eventos regenerativos en el LHD (Tabla 8, Figuras 32-35)

Durante la primera intervencion, en el LHD, observamos a los 60 minutos de

realizar la técnica (biopsia 2B-ST1); un incremento significativo de HGF (p=0,013) y

STAT-3 (p=0,004).

En el segundo tiempo en el LHD (biopsia 1B-ST2) continué un incremento

significativo de HGF (p=0,004) en este caso asociado a incremento en HIF1A (p=0,042),

BAX (p= 0,028) y LEF 1 (p=0,001).
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RESULTADOS DEL LHD (LOBULO HEPATICO DERECHO)

Factores regenerativos
HGF 23,068 (15,832-30,574) 31,893 (19,888-52,045) 0,013 55,423 (13,395-66,371) 0,004
EGFR 45,581 (29,375-58,138) 49,917 (15,199-49,825) 0,137 30,707 (15,359-43,471) 0,548
VEGF-A 26,205 (18,066-40,388) 29,920 (8,901-34,754) 0,248 24,629 (8,521-31,208) 0,733
TGF-B 3,611 (2,359-9,750) 4,136 (2,035-8,870) 0,330 4,624 (2,194-9,067) 0,548
c-Met 5,918 (2,931-8,789) 3,438 (0,739-6,728) 0,253 7,727 (0,845-13,492) 0,191
Respuesta proliferativa
Ki-67 | 0,850 (0,570-1,358) | 1,140 (0,850-2,000) | 0171 ] 0,850 (0,600-2,000) | 0,794
Factores proinflamatorios
IL-1A 0,148 (0,0663-0,341) 0,133 (0,044-0,425) 0,584 0,088 (0,046-0,169) 0,050
IL-6 3,827 (0,719-22,756) 26,361 (8,211-46,026) 0,137 2,164 (0,686-4,305) 0,445
TNF-a 1,506 (0,777-2,348) 1,645 (1,002-2,740) 0,116 1,571 (1,147-3,013) 0,715
Factores relacionados con hypoxia
HIF1-a 95,609 (47,874-153,971) 139,551 (52,085-268,161) 0,378 176,836 (49,019-291,882) 0,042
NOS2 0,485 (0,103-2,947) 0,517 (0,018-1,139) 0,893 0,218 (0,116-0,863) 0,738
Factores relacionados con apoptosis
CASP1 80,146 (50,769-150,171) 62,465 (36,745-201,936) 0794 140,589 (87,392-226,149) 0091
A , ,
CASP3 4,828 (2,284-8,343) 4,016 (2,211-6,041) 0,681 5,202 (2,793-6,734) 0,758
BAX 16,113 (11,222-23,334) 11,739 (3,603-21,002) 0,260 21,702 (9,304-30,881) 0,028
Factores reguladores del ciclo celular

DAPK3 7,689 (3,542-12,732) 5,562 (1,256-8,126) 0,078 4,533 (2,660-10,159) 0,067

STAT-3 197,462 (138,688- 348,257 (196,939-495,107) 238,382 (141,208-294,951)
326,045) 0,004 0,738
ENO1 284,959 (172,913- 219,848 (64,409-321,842) 0614 292,675 (139,544-375,170) 0445

331,756) ’ '

LEF1 1,191 (0,642-1,553) 0,542 (0,265-1,196) 0,162 2,301 (0,859-4,779) 0,001
CCND1 5,229 (3,122-12,892) 4,741 (3,109-7,948) 0,217 3,831 (2,466-7,866) 0,077

Tabla 13. Resultados de expresion relativa en términos de ARNm o inmunohistoquimica (mediana (RIC)) del
LHD.

Respuesta proliferativa del VHR y LHD al fenédmeno regenerativo

En el VHR, se objetivé un incremento significativo de Ki-67 a los 60 minutos del
procedimiento que permanece en el segundo tiempo quirargico (Figura 32 Ay B).

En cuanto al LHD, existié6 un ligero aumento no significativo del mismo en el
primer tiempo quirdrgico, que disminuy6 hasta volver a valores normales en el segundo

tiempo quirargico (Figura 32 Cy D).
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Figura 32. Ay C. Expresion relativa inmunohistoquimica del indice proliferativo Ki-67. By D.
Iméagenes comparativas campos de gran aumento (40x) que muestran nlcleos de hepatocitos positivos para la
técnica inmunohistoquimica Ki-67 en nimero variable segun el tiempo y localizacion de la biopsia. ns=no
significativo.

Resumen de la respuesta regenerativa del VHR y LHD

Los resultados de biologia molecular e inmunohistoquimica quedan resumidos de forma

gréfica en las siguientes figuras:
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Figura 33. Expresion relativa de ARNm de los factores regenerativos estudiados. En el eje de abscisas
se representan las distintas biopsias del VHR (en granate) y del LHD (en azul). En el eje de ordenadas queda
representada la expresién relativa de ARNm o la expresion IHQ de los factores estudiados. El resultado del

estudio comparativo mediante test de Wilcoxon se muestra sobre las barras, exclusivamente los valores
significativos son incluidos. ns= no significativo.
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Figura 34. Expresion relativa de ARNm de los factores proinflamatorios estudiados. En el eje de
abscisas se representan las distintas biopsias del VHR (en granate) y del LHD (en azul). En el eje de ordenadas
queda representada la expresion relativa de ARNm o la expresion IHQ de los factores estudiados. El resultado

del estudio comparativo mediante test de Wilcoxon se muestra sobre las barras, exclusivamente los valores
significativos son incluidos. ns= no significativo.
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Factores relacionados con hipoxia
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Figura 35. Expresion relativa de ARNm de los factores relacionados con hipoxia estudiados. En el eje
de abscisas se representan las distintas biopsias del VHR (en granate) y del LHD (en azul). En el eje de
ordenadas queda representada la expresion relativa de ARNm o la expresiéon IHQ de los factores estudiados.
El resultado del estudio comparativo mediante test de Wilcoxon se muestra sobre las barras, exclusivamente
los valores significativos son incluidos. ns=no significativo.
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Figura 36. Expresion relativa de ARNm de los factores relacionados con apoptosis estudiados. En el
eje de abscisas se representan las distintas biopsias del VHR (en granate) y del LHD (en azul). En el eje de
ordenadas queda representada la expresion relativa de ARNm o la expresion IHQ de los factores estudiados.
El resultado del estudio comparativo mediante test de Wilcoxon se muestra sobre las barras, exclusivamente
los valores significativos son incluidos. ns=no significativo.
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Factores reguladores del ciclo celular
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Figura 37. Expresion relativa de ARNm de los factores reguladores del ciclo celular estudiados. En el
eje de abscisas se representan las distintas biopsias del VHR (en granate) y del LHD (en azul). En el eje de
ordenadas queda representada la expresion relativa de ARNm o la expresion IHQ de los factores estudiados.
El resultado del estudio comparativo mediante test de Wilcoxon se muestra sobre las barras, exclusivamente
los valores significativos son incluidos. ns=no significativo.
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DISCUSION

-132 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

Sobre la técnica T-ALPPS

ALPPS y sus variantes consiguen una hipertrofia sin precedentes del VHR cuando
se compara con las técnicas clasicas de regeneracion hepética. Los estudios clinicos con
EPP y LIP muestran que un porcentaje importante de pacientes no alcanzan la segunda
intervencion sobre todo por progresion tumoral o IHP. Esta tasa de dropout varia entre
el 10 y el 40% segun las series® ¢ 51, El incremento de volumen por estas técnicas
oscila entre el 20 y el 40%, tras un largo periodo de tiempo de entre 4 y 8 semanas. La
capacidad de regeneracion del higado tras ALPPS frente a LPI o EPP se ha demostrado
incluso en un estudio experimental en ratones. En dicho estudio Schlegel et al.*,
demostraron que la regeneracion del VHR con ALPPS fue el doble que con laLIP y que,
en esta, interfieren fendmenos humorales debido a que lainyeccion de plasma de los
ratones con ALPPS a los ratones con LIP induce una hipertrofia del higado parecida a la
obtenida por ALPPS. En nuestra serie, no existi6 dropout ya que los 25 pacientes

incluidos alcanzaron el segundo tiempo quirdrgico de la técnica T-ALPPS.

Con ALPPS se obtiene una mayor y mas rapida regeneracion, lo que se relaciona
con la redireccion de la totalidad del flujo portal hacia el VHR, gracias a la oclusion de
la circulacién intrahepatica. Simultdneamente se produce un cese del flujo portal hacia
el l6bulo derecho tras la ligadura portal, que es compensado con un aumento del flujo
arterial compensatorio (HAAR). El hiperaflujo hacia el VHR se traduce en un incremento
del volumen del 80% en tan solo 7 dias. Gracias a esta eficaz regeneracion rapida, se
consiguid mejorar tasas de resecabilidad superiores al 90% en todas las series de
ALPPS. En la primera publicacion del Registro Mundial™ , el incremento fue del 80% en
un intervalo de 7 dias, con una resecabilidad del 98%, debido a que el 2% fallecieron
después de la primera intervencion. En el ECA sueco®, la hipertrofia del VHR llegd hasta una
media del 68+38% en solo 11 dias, frente a la obtenida tras EPP/LPI fue del 36+18%. La
regeneracion conseguida en nuestros 25 pacientes intervenidos mediante técnica T-ALPPS

fue equiparable a la publicada por el Registro Mundial; con un A%VHR fue del 80,57% (RIC:
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43,59-152,17%), un AVHR en términos absolutos de 235 ml (RIC: 132-341 ml) y una
cinética de AVHR de 17,8 ml/dia (RIC: 10,9-31,3 ml/dia) en un intervalo de 10 dias (RIC:
7-11 dias).

La hipertrofia conseguida con ALPPS es tan r4pida que, en algunas
publicaciones como la de Knoefel et al.??, se demostré una hipertrofia del 61% ya en el
tercer dia postoperatorio. Estudios clinicos y experimentales!’ comunican efectivamente
que hay una regeneracién hepatica temprana a las 24-48 horas después de la
hepatectomia que alcanza su maximo a las 48-72 horas después de la ligadura portal.
Por ello se han realizado estudios histoldgicos para valorar si realmente esta regeneracion
del higado tan precoz (3°-4° dia) es una regeneracion eficiente o se trata simplemente de
congestion venosa secundaria al hiperaflujo portal**. Segun Alvarez et al.'®, en biopsias
hepaticas del VHR de 8 pacientes, tomadas en ambos tiempos de ALPPS, demostraron
que, tras el periodo de hipertrofia, se observéd proliferacion de hepatocitos con un
aumento del nimero de mitosis y con menor apoptosis. En las 70%HP, que comparten
muchos de sus mecanismos proliferativos con ALPPS, se ha objetivado un aumento de la
ploidia de los hepatocitos!’?, indicando que estos hepatocitos realmente avanzan en el ciclo

celular y se genera una replicacion efectiva de ADN previa a la division celular.

La morbilidad inicial de ALPPS fue muy elevada, oscilando entre el 53-70%%1°,
siendo las fistulas biliares las mas frecuentes, asociadas a complicaciones sépticas. La
hemorragia inicial fue elevada con cifras de transfusion superiores al 40%, siendo la
complicaciébn mas temida la IHP. Con la técnica ALPPS, dada la agresividad de la
primera intervencidon, ademas los tiempos quirlrgicos son muy prolongados,
especialmente en la primera intervencion, y en 10 dias el paciente debe ser sometido a
una segunda intervencion, donde también se comunican pérdidas heméticas elevadas
(transfusién excesiva) y tiempos quirargicos prolongados.

En nuestra serie, la morbilidad de la primera intervencion fue escasa (24%) y en

ningun caso fue grave. El tiempo quirdrgico fue escaso 150 (120-180) min con escasas
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pérdidas hematicas y sin transfusion, lo cual permitié realizar el segundo tiempo en una
mediana de 10 dias. Tras el segundo tiempo, la serie analizada present6 una morbilidad
mas elevada, al tratarse de una hepatectomia, con una tasa de complicaciones graves
2|11B de Clavien-Dindo del 12% y una tasa de IHP del 16% (4 pacientes).

Tras la realizacion de ALPPS o sus variantes, una regeneracion hepatica menos
eficaz se ha relacionado con la edad mayor de 70 afios, higados patoldgicos, maniobra
de Pringle y la QMT preoperatorial®. De acuerdo con Linecker et al.*?> 7, aquellos
pacientes de mas de 67 afos, con tumores de origen biliar (colangiocarcinoma o cancer
de vesicula), complicaciones graves (Clavien-Dindo 2IlIB) tras el primer tiempo
quirdrgico y bilirrubina y creatinina elevadas antes del segundo tiempo quirdrgico
presentaban riesgo de evolucionar de forma térpida.

En nuestra serie, s6lo un paciente presentaba un CCIH (4%), siendo la mayoria
de los pacientes intervenidos por MHCCR (88%) bilobares multiples o unilobares que
no aseguraban un VHR suficiente tras una hepatectomia en un tiempo. Algunos de los
factores de mal prondstico son inevitables, como el uso de QMT neoadyuvante en
pacientes con MHCCR inicialmente irresecables. En nuestra serie el uso de QMT
neoadyuvante fue del 72%, siempre intentando dejar un periodo de ventana previo y
posterior a las cirugias, y sin necesidad de administrar QMT interstage en ningln
paciente. No obstante, existen grupos que no encuentran disminucién en la capacidad
de regeneracion del VHR tras la administracion de QMT?1,

En cuanto a la oclusién hiliar o maniobra de Pringle, en nuestra serie evitamos
ocluir el hilio hepatico durante la reseccién hepatica, tanto durante la primera como
durante la segunda cirugia, con lafinalidad de disminuir la isquemia del VHR (isquemia
portal y arterial), ya que algunos autores consideran que dicha oclusién podria afectar
negativamente a la regeneracion hepatica.

En una publicacion basada en datos multicéntricos del Registro Mundial de
ALPPS, se asocio la edad mayor o igual a 67 afios con un peor resultado funcional de

dicha técnica’®, dato que se corrobora en nuestra serie, en la que 2 de los 4 pacientes
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que presentaron IHP tras el segundo tiempo tenian ambos 71 afios. Sin embargo,
existen estudios en experimentales que comunican que los higados de roedores de
mayor edad presentan una capacidad de regeneracion similar a los mas jovenes?,

La IHP es la complicacion méas grave que puede ocurrir tras esta técnica,
alcanzando cifras de hasta el 25% de los pacientes, lo que se relaciona con una
regeneracion del VHR insuficiente (ya sea por cantidad como por calidad del volumen
regenerado)®. La funcionalidad hepatica postoperatoria no solo se relaciona con el
volumen conseguido?3, sino que también se relaciona con otros factores, como la
calidad del higado (fibrosis, esteatosis, cirrosis) y es, por tanto, que se defiende la
realizacion de test de funcionalidad hepética tras la primera cirugia, siendo el mas
utilizado en la actualidad la escintigrafia hepatica. En nuestra serie, la prueba de
funcionalidad hepatica interstage con gammagrafia se realiz6 de forma selectiva, y
siempre se realiz6 analitica de funcién hepatica. La baja morbilidad tras el primer tiempo
y los valores analiticos y volumétricos nos permitieron completar el segundo tiempo en
todos los pacientes.

La morbimortalidad inicial asociada a la técnica ALPPS fue reduciéndose,
principalmente gracias a una mejor seleccion de los pacientes™ &y a la realizacion de
técnicas menos invasivast®: % 101,107 'ta] y como se realiza con nuestra técnica T-ALPPS,
llegando a realizarse incluso mediante técnicas de cirugia minimamente invasiva'®® 1%
112.

Desde 2012, nuestra Unidad de Cirugia Hepatica defiende la realizaciéon de una
primera intervencién menos agresiva mediante el desarrollo de la técnica T-ALPPS o
similares. Dicha técnica ha demostrado en publicaciones previas su capacidad para inducir
la regeneracion del higado con resultados similares a los obtenidos tras la realizacion de
ALPPS!t %4,

Resulta légico que las variantes técnicas de ALPPS que buscan minimizar la
agresividad del primer tiempo quirdrgico obtienen una menor morbimortalidad

postoperatoria que ALPPS clasico’™ ®. La variante técnica T-ALPPS tiene una menor

- 136 -



La Contribucion del Lébulo Hepatico Deportalizado a la Regeneracion Hepatica en la técnica ALPPS-Torniquete

agresividad durante el primer tiempo ya que se evita la biparticion completa del higado al
colocar un torniquete en la linea de biparticion que estrangula la circulacion intrahepética
lo que, asociado a la ligadura portal, consigue redirigir el flujo portal hacia el VHR. Esto
se traduce en un tiempo quirdrgico menor durante el primer tiempo, menor necesidad
de transfusion, y una morbimortalidad escasa®. En la segunda intervenciéon de T-
ALPPS, la biparticion se ve facilitada por la linea de isquemia que provoca el torniquete,
con lo que se disminuye el tiempo de particion.

La mayor agresividad de la primera intervencion de ALPPS se demuestra también
por el hecho de que un nimero importante de pacientes fallecen tras esta intervencion
debido a la agresividad de la primera cirugia. En el estudio multicéntrico brasilefio®
comunican que dos pacientes murieron tras la primera cirugia. También en el Registro
Mundial*®* un 2% de los pacientes fallecieron tras la primera intervencion, siendo las
causas principales la IHP y la sepsis postquirtrgica. En la serie del hospital italiano® un
paciente de los 30 fallecié después de la primeraintervencién. En cambio, con T-ALPPS no
hemos tenido mortalidad tras el primer tiempo en los 25 pacientes analizados.

En cuanto a la mortalidad global de ALPPS, en las publicaciones iniciales, fueron
muy elevadas, superiores al 10%°, siendo las principales causas de muerte: colestasis,
fistula biliar con colecciones infectadas, sepsis, cualquier grado de IHP y FMO. La
incidencia menor de complicaciones del primer tiempo de T-ALPPS, podria favorecer el
descenso de la mortalidad observado en nuestra serie (1 paciente, 4%)

No solo se consigue disminuir la morbimortalidad asociada a ALPPS con
alternativas menos agresivas, sino que existe un score de riesgo validado'? 7 8% que
nos permite individualizar el tratamiento y seleccionar a aquellos pacientes que
presumiblemente van a presentar un postoperatorio méas favorable. Entre las variables
preoperatorias incluidas en estos scores se encuentran la edad y la histologia de la
lesibn a resecar. Estos scores incluyen también variables que acontecen entre la
primera y la segunda cirugia, de forma que se considera que existe mayor riesgo si tras

la primera cirugia el paciente presenta alguna complicacion 2lllb de la clasificacion de
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Clavien-Dindo o elevacion de las cifras de bilirrubina o creatinina séricas. Con T-ALPPS
ningun paciente sufri6 complicaciones graves tras el primer tiempo quirdrgico, ni se dio
IHP entre ambos tiempos.

El seguimiento tras la técnica ALPPS es corto en la mayoria de las series® 10 6
67.93 Aunque existen resultados a largo plazo® 234236 |a mayoria de resultados son a 90
dias'®. En nuestra serie, hemos conseguido un seguimiento de hasta 5 afios con una
supervivencia global a 1, 3 y 5 afios fue de 88%, 73,2% y 54,9% respectivamente, con
una mediana de supervivencia de 58,24 (1C95% 46,17-70,30). La serie de Petrowsky et
al.?% fue la primera en publicar resultados a largo plazo. Incluyé 10 pacientes de 22
centros de la ALPPS durante un periodo de 10 afios. La mortalidad a los 90 dias fue del
4,9% y la mediana de la supervivencia global y libre de enfermedad fueron de 39y 15
meses, respectivamente. La mediana del tiempo de seguimiento fue de 38 meses. El
analisis multivariante identificé las caracteristicas del tumor (T4 primario, colon derecho),
las caracteristicas biologicas del tumor y la respuesta a la QMT como factores
independientes de recidiva.

En nuestro caso, presentamos una supervivencia libre de enfermedad de 51,6%,
38,7% vy 38,7% a 1, 3 y 5 afios respectivamente. Con una mediana de SLE de 29,18
meses (IC95% 18,63-39,73).

Lo destacable de la técnica ALPPS es que, pese a la elevada agresividad y
pobres resultados postoperatorios iniciales, ha conseguido superar a las técnicas
clasicas de regeneraciébn hepética en cuanto a resultados oncolégicos y de
morbimortalidad. En algunas series de TSLR como la serie del Hospital Paul Brousse
publicada por Wicherts et al.*® se comunica un dropout superior al 30%. Estos mismos
resultados son los comunicados por Shindoh et al.*® que comunican una pérdida de
enfermos para la segunda intervencion en el 27,8%, debido principalmente a progresion
tumoral y otras complicaciones que impiden la segunda cirugia. Con estas técnicas
clasicas se hacia necesario administrar QMT entre los dos tiempos, dado el largo periodo

necesario entre ambas cirugias. Con esta estrategia de tratamiento y teniendo en cuenta
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la mejoria en actual en los tratamientos quimioterapicos con la introduccién de los
farmacos biologicos, se comunica una supervivencia global a 5 afios entre el 32-64%,
con una aceptable morbimortalidad. Los defensores de la técnica TS LR sugieren que el
largo tiempo de regeneracion entre los dos tiempos puede servir como selecciéon para

identificar los pacientes que no se beneficiaran de estas estrategias agresivas.

De todo lo anterior concluimos que T-ALPPS estimula la regeneracion hepatica
consiguiendo una verdadera hiperplasia en el VHR superponible a la que se consigue

en ALPPS cléasico, disminuyendo la agresividad del primer tiempo quirdrgico.

Sobre los hallazgos en regeneracion hepatica

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio y el mas amplio realizado
en humanos sobre la técnica ALPPS en el que se analiza la expresién de los principales
factores relacionados con la regeneracion hepatica en ambos I6bulos hepaticos, en el
VHR vy especialmente en el LHD (factores de proliferacién, regeneracion,
proinflamatorios, hipoxia, apoptosis y factores relacionados con el ciclo celular).

El hallazgo principal del estudio se centra en el LHD??8, ya que durante el primer
tiempo quirdrgico de la técnica ALPPS-Torniquete ocurre un incremento de HGF en este
I6bulo a los 60 minutos de realizar la técnica, comparando con los niveles de biopsias
basales. Este incremento de HGF, que no se habia observado en otros estudios que no
estudiaban el LHD, se mantuvo en las biopsias tomadas durante la segunda intervencion
realizada a los 10 dias, con un incremento de algunos factores proinflamatorios y de
hipoxia Unicamente. Los estudios publicados hasta la actualidad se centran en la
concentraciéon de HGF en sangre periférica®®® o en su expresion relativa en el VHR?!?
pero ninguno habia demostrado este hallazgo en el LHD. Sin embargo, este aumento
de HGF no se tradujo en un incremento del indice proliferativo Ki-67 en el LHD.

Otro hallazgo importante ocurre en el VHR, donde se detectdé igualmente un
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incremento precoz de HGF (p=0,002), desde los 60 minutos de la técnica, relacionado
con una elevacion de factores proinflamatorios, de hipoxia y de factores que regulan el
ciclo celular, sin incremento de factores apoptoticos. A diferencia del LHD, en el VHR, a
los 10 dias el valor de HGF vuelve a valores normales, por lo que parece que el
fendmeno de la regeneracion del VHR ha finalizado en la segunda intervencion.

La regeneracion hepatica es un proceso complejo en el que existen multitud de
células y factores troficos implicados coordinados por diferentes cascadas metabdlicas
en la que se incluyen los factores de crecimiento (HGF, EGF, VEGF, FGF, TGF-a),
factores inflamatorios (IL-6, IL-10), factores antiinflamatorios (IL-1B, TGF-B) factores
relacionados con hipoxia (HIF1-a, HIF2-a, VEGF y iNOS) y reguladores del ciclo celular
y de la apoptosis.

A pesar de que existe un consenso general sobre que ALPPS induce un estimulo
regenerativo superior en comparacion con otros tipos de técnicas de regeneracion en
dos tiempos (como LIP o EPP)% 2% |os mecanismos exactos que conducen a la
regeneracion no son totalmente entendidos. Se cree que las alteraciones
hemodinamicas que ocurren en ALPPS o en las 70%HP, mayores que las de EPP o
LPI; pueden actuar como iniciadores de estimulo regenerativo por el aumento de presiéon
intrasinusoidal o shear stress*% 137,

Nuestra investigacion intenta aclarar los procesos moleculares y hemodinamicos
que impulsan la regeneracion del higado en una cohorte de pacientes sometidos a un
procedimiento T-ALPPS. Sobre todo, debido a que el amplio espectro de factores de
crecimiento, citoquinas y cascadas intracelulares implicadas en la regeneracion tras
ALPPS es muy complejo y no bien estudiado, especialmente en humanos y en el LHD.

El estudio de modelos animales se ha convertido en una herramienta util para
comprender todos estos mecanismos subyacentes que impulsan la proliferacion
hepatica en la técnica ALPPS, aunque existen importantes limitaciones de estos
estudios. Primero, con respecto a los obvios mecanismos anatoémicos Yy fisiolégicos que

limitan el valor de tales estudios a la situacién clinica humana traslacional. En segundo
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lugar, todos estos estudios se han realizado en animales sanos, por o que no mimetizan
una situacion clinica humana compleja, en la que los pacientes hepaticos presentan
multiples agresiones hepaticas como la quimioterapia, la esteatosis, etc. Por lo tanto,
creemos necesarios estudios como este basados en humanos para determinar si los
mecanismos estudiados en modelos animales pueden extrapolarse a la patologia
humana. El Gnico estudio sobre ALPPS en humanos publicado hasta este trabajo es el
de Sparrelid et al.?*3, quienes objetivaron que ALPPS provocaba a un pico de IL-6 y HGF
en plasma de pacientes intervenidos por ALPPS que se correlacionaba entre si y que
era el responsable de la regeneracion provocada por ALPPS.

La forma en que ALPPS induce un estimulo regenerativo esta ampliamente
teorizada. Se cree que los responsables de la regeneracion rapida obtenida en ALPPS
son los cambios hemodinamicos secundarios a la técnica, con la interrupcion de los
shunts portoportales intraparenquimatosos entre el VHR y el LHD inducida por la division
in situ de los I6bulos que provoca un hiperaflujo portal al VHR3*,

Sin embargo, existen otros autores que sugieren que el LHD puede desempefiar
un papel como un "higado auxiliar" que apoya el VHR durante la progresion regenerativa
y el LHD mantiene la funcién hepatica incluso después de 6 dias?*’, manteniendo la
funcién hepética junto al VHR hasta que el primero es resecado en el segundo tiempo
de ALPPS.

Ademas, otros factores de crecimiento estan involucrados durante las primeras
etapas de la progresion regenerativa. Como afirmamos en la introduccion, HGF tiene un
papel clave en la sintesis de ADN y promueve una sefial mitogénica para los
hepatocitos!#? 143, Este factor alcanza un pico en la primera hora después de la
hepatectomial’ y su estimulo mitogénico tiene mecanismos comunes con la via IL6-
TNF a través de la fosforilacion de STAT-3 tras unirse a su receptor, c-Met!® 151,
Igualmente se ha comprobado que existe correlacion entre el aumento de HGF e IL-6

que, de forma sinérgica, provocan el estimulo regenerativo?®®3.
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Las citocinas proinflamatorias en el proceso de regeneracion hepética tienen una
vital importancia, ya que son estimuladoras de la sintesis de proteinas y la expresion de
los genes necesarios para iniciar el ciclo celular (fase de preparacion o transicion GO-
G1). En nuestra serie evidenciamos un aumento significativo en la expresion de las
mismas (IL-1, IL-6 y TNF-a; p=0,001, p=0,001 y p=0,007, respectivamente) en el VHR
en el primer tiempo y la ausencia de esta elevaciéon en el LHD muestra como este
fendmeno inflamatorio se da tras el primer tiempo de ALPPS, siendo de vital importancia
en los inicios de la regeneracién, en nuestro caso 1 hora tras realizar la ligadura portal
y el anudado del torniquete.

Ademas, existe una creciente evidencia de que la hipoxia también tiene un papel
en la regeneracién del higado impulsada por ALPPS?¥® 219 Asi, los informes
experimentales apuntan hacia las proteinas de la familia HIF (HIF1-a y HIF2- a), que
aumentan su concentracion en tras el primer tiempo de ALPPS?® provocando el
aumento de VEGF, entre otros, y promoviendo la proliferacion de los sinusoides
hepaticos. En nuestros pacientes, observamos que existe un aumento de VEGF
(p=0,036) en el VHR tras el primer tiempo de T-ALPPS, este VEGF tiene un doble efecto:
estimula generacién de nuevos sinusoides hepéaticos a través del VEGFR2 y aumenta
la produccién de HGF por parte de las células endoteliales por estimulo del VEGFR1182,
Este aumento del VEGF podria estar relacionado con el aumento significativo de HIF1-
a (p=0,001) objetivado también en el VHR, probablemente secundario a la isquemia
relativa debida al hiperaflujo portal.

En general, nuestros resultados sefialan que durante la primera intervencién del
procedimiento T-ALPPS, en el VHR, existe una interaccion compleja y sinérgica de vias
inflamatorias e hipdxicas que pueden ser la causa de la mayor tasa de proliferacién
observada con esta técnica en comparacion con otras técnicas en dos tiempos (como
la LPI o la EPP)®°.

Todos estos estimulos regenerativos llevan a la célula a avanzar en el ciclo

celular, entrar en fase de preparacion o “cebado” y posteriormente completar la mitosis
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mediante la citocinesis. Consideramos un signo de que existe verdadera proliferacion
celular objetivamos el aumento de ciclinas®’, en nuestro caso Ccnd1 (p=0,042) claves
en el paso a fase S hepatocitaria. Esta proliferacién se evidencia, en el VHR, por una
elevacion significativa del indice proliferativo Ki-67 que aumenta tras el primer tiempo
de T-ALPPS (p=0,001) confirmando la existencia de células en fase de progresion en el
ciclo celulart®? 216. 217 |3 mitosis y, en resumen, verdadera hiperplasia celular y no
simplemente congestion como se habia teorizado en trabajos iniciales sobre ALPPS.

En la segunda intervencion, realizada a los 10 dias de la primera, en el VHR, no
existen diferencias significativas en la expresion de los factores de transcripcion
estudiados. Estos resultados sugieren gue los eventos regenerativos que impulsan la
regeneracion hepatica inducida por el procedimiento T-ALPPS se completan dentro de
los primeros 10 dias del primer tiempo, un resultado similar también observado en la
técnica clasica de ALPPS®.

Sin embargo, se observdé un nivel significativamente elevado del indice
proliferativo Ki-67 (p=0,004) con respecto al primer tiempo quirtrgico. El motivo por el
gue Ki-67 permanece elevado en el VHR tras 10 dias es hasta ahora desconocido y no
se ha objetivado en ningun otro estudio sobre regeneracién hepética, de hecho, en el
trabajo de Schlegel et al.®® muestra un claro descenso a partir del 4° dia postoperatorio.

Por ello, nos planteamos si con T-ALPPS existe algin mecanismo que mantenga
este estimulo regenerativo pasados 10 dias de la primera intervencién. Se ha
demostrado que los niveles de HGF en sangre periférica aumentan de forma
exponencial tras 70%HP o tras ALPPS?'3, no obstante, este estimulo suele estar

agotado tras 10 dias en animales de laboratorio®: 17

Como hallazgo novedoso de este trabajo, se evidencié un aumento de los niveles
de HGF en el LHD que fueron significativos tanto en el primer (p=0,013) como en el
segundo tiempo (p=0,004) de T-ALPPS, incluso 10 dias después de la primera

intervencion. Sin embargo, no se da el fenédmeno de proliferacion celular en este I6bulo,
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contrariamente a lo observado por Sparrelid et al.?*® quienes objetivaron incremento del
indice proliferativo Ki-67 y del PCNA en el segundo tiempo de ALPPS en el LHD,
mientras que no observaban este incremento en el VHR. Fisiopatolégicamente, en el
I6bulo derecho, a pesar de ocluir la circulacién venosa, no ocurre la necrosis del
LHD debido al aumento compensatorio del flujo arterial y éste se mantiene
funcionante hasta la hepatectomia del segundo tiempo; a diferencia de lo que
ocurre con ALPPS clasico. De forma que el LHD funciona como auxiliar?®’, hasta
que se completa la hepatectomia en el segundo tiempo y, curiosamente,
responde a la agresibn que supone el cese del flujo portal tratando de
regenerarse, mediante la produccion de HGF. Esta generacion de HGF por parte
del LHD no habia sido descrita hasta ahora, pero la consideramos singular vy,
probablemente, Unica de T-ALPPS; al no deberse a factores proinflamatorios ni

hipoxicos que no se vieron alterados tras el primer tiempo de T-ALPPS.

El hecho de que no exista IHP tras el primer tiempo de T-ALPPS, refuerza esta
teoria, pues significa que el LHD mantiene la funcion hepatica global del individuo y que
la funcién de este lébulo, que anteriormente no se habia considerado’’, debe tenerse
en cuenta antes de someter al paciente a la hepatectomia en el segundo tiempo de
ALPPS. Por todo ello, postulamos que ademas de la valoracion volumétrica, es
importante la evaluacién de la capacidad funcional, no solo del VHR sino también del
LHD, antes de la segunda intervencién del procedimiento T-ALPPS para prevenir la IHP.

El hallazgo de la produccion de HGF por parte del LHD refuerza la teoria
humoral, por la cual gran parte de los factores que estimulan la regeneracion tras ALPPS
o 70%HP pasan a sangre periférica?’® y podrian incluso provocar regeneraciéon en
sujetos no hepatectomizados®® %2, Con ALPPS se ha demostrado en estudios previos
un aumento de los niveles de HGF, EGF, IL-6 y TNF-a en sangre periférical®. Sin

embargo, parece que el efecto de HGF en LHD no es suficiente para provocar la
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proliferacién celular del LHD, donde no se dan las condiciones necesarias para la
entrada de la célula en fase G1 por lo que no se evidencia un consecuente aumento de
Ki-67 en las muestras analizadas. Para confirmar estos hallazgos, el siguiente paso en
nuestro estudio de regeneracion serd medir los niveles de HGF que son producidos por
el LHD tras ambos tiempos de ALPPS y comprobar si realmente llegan a sangre
periférica a través del drenaje hepatico por las venas suprahepéticas.

En cuanto al resto de factores analizados, en el LHD el fenémeno proliferativo
es nulo respecto al observado en el VHR. Asi no existe incremento de ninguno de las
citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento o de hipoxia; mas alla del incremento
de HGF comentado previamente.

Podemos resumir, por ende, que el proceso proliferativo que ocurre tras T-
ALPPS es una sucesién de estimulos proliferativos centrados especialmente en el VHR
donde se producen los principales cambios hemodinamicos, con la generacién masiva
de HGF, factores proinflamatorios (IL-1A, IL-6 y TNF-a) y de hipoxia (HIF1-a) que se
traduce en una activacion eficaz del ciclo celular, demostrada mediante la expresion del
indice proliferativo Ki-67. Por su parte, el LHD mantiene parte de la funcién global del
individuo, actuando como higado “auxiliar” y apoya la regeneracién mediante la
produccién de HGF que llega, a través de la circulaciéon sistémica, al VHR.

Nuestro estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, aunque hemos
estudiado la expresién genética de gran parte de los factores que se han relacionado en
la literatura con la regeneracion hepatica, son necesarios mas estudios para profundizar
en el conocimiento de los factores y las vias moleculares que impulsan dicha
proliferacion. En segundo lugar, aunque los modelos animales son Uutiles para
comprender el mecanismo subyacente de la regeneracion hepatica, todos estos
estudios se realizan en animales sanos, situacion que no refleja los complejos
problemas clinicos del higado humano que podrian afectar a los niveles de los factores

moleculares. Aunque se trata de una de las mayores series de estos estudios
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moleculares en humanos, los resultados deben interpretarse con precaucién, siendo
necesarias series mas amplias en estudios prospectivos aleatorios.

Seria interesante tener resultados posoperatorios precoces, al 3°-5° dias del
primer tiempo quirdrgico, para poder conocer la tendencia de los factores durante los
primeros dias tras la técnica de regeneracion. Con todo, al tratarse de un modelo
humano, sélo se pudieron tomar biopsias durante el primer y el segundo tiempo
quirurgico de T-ALPS debido a las limitaciones éticas que presenta someter a humanos
a biopsias hepéticas interstage. Como las determinaciones en sangre podrian verse
alteradas por otros factores relacionados con la enfermedad tumoral o la QMT previa,
optamos por realizar los estudios de biologia molecular en estas biopsias. Ademas, la
determinaciéon en sangre de los factores proliferativos o inflamatorios no permite
diferenciar en qué l6bulo hepatico son producidos. No obstante, como proyecto futuro y
para comprobar la produccién de HGF por parte del LHD comenzamos a realizar
mediciones de los niveles de estos factores proliferativos en venas suprahepéticas
derecha e izquierda en los mismos momentos que se toman las biopsias descritas.

El objetivo final de este proyecto es que, en el futuro, se puedan establecer
puntos de corte de los distintos factores analizados para comprobar si la regeneracion
esta siendo eficaz en cada paciente intervenido realizando el primer tiempo de T-
ALPPS. Mediante el uso de estos puntos de corte se podria evitar someter al paciente
al segundo tiempo en caso de que se evidencie que su riesgo de IHP es elevado,
mediante la medicién de estos factores de forma minimamente invasiva, ya sea
mediante biopsia hepatica percutdnea o mediante medicién de los mismos en sangre

periférica.
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CONCLUSIONES
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1. T-ALPPS es una técnica de regeneracion hepética rpida que provoca una
verdadera hiperplasia hepatica en el VHR similar a la que se consigue en ALPPS
clasico, disminuyendo la agresividad del primer tiempo quirdrgico.

2. El proceso regenerativo que ocurre tras T-ALPPS es una sucesién de estimulos
proliferativos centrados especialmente en el VHR donde se producen los
principales cambios hemodinamicos, con la generacion masiva de factores de
crecimiento (HGF y VEGF), factores proinflamatorios (IL-1A, IL-6 y TNF-a) y de
hipoxia (HIF1-a) que se traduce en una activacion eficaz del ciclo celular,
demostrada mediante la expresion del indice proliferativo Ki-67.

3. El LHD mantiene parte de la funcion hepatica global del individuo, actuando
como higado “auxiliar” y produciendo HGF que podria actuar como estimulo

regenerativo sobre el VHR a través de la circulacion sistémica.
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