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“...progress consists of a series of great and

small revolutions against authority. A great advance necessitates the
overthrow of an established dogma, and when that occurs the
advance itself becomes the new dogma...”

T.E. Starzl, 1975
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Resumen

Introduccién: Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy —ALPPS- es
una técnica que combina la ligadura portal con la particion del parénquima, aumentando el volumen
del remanente hepatico previo a la reseccion. Los mecanismos bioldgicos implicados en tal respuesta
regenerativa son desconocidos, aunque podrian estar asociados a la modulacion de la actividad de
AMPK/mTOR. EI objetivo de este estudio fue determinar los mecanismos implicados en la ganancia
de masa hepatica post ALPPS en un modelo experimental animal y en pacientes, incluyendo el estudio

de sefiales metabdlicas y la participacion de la via AMPK/mTOR.

Materiales y métodos: Ratas Sprague Dawley (200-230 g) se asignaron a 4 grupos: modelo de ALPPS,
ligadura portal (LP), particion hepatica y sham. Se cuantifico la tasa de regeneracion hepética, niveles
séricos de marcadores de regeneracion hepatica, indicadores inmunohistoquimicos de proliferacion
hepatocelular (Ki-67) y pardmetros de funcién hepéatica a 1, 3 y 7 dias post cirugia. Se evalu6 la
expresion y activacion de moléculas que participan en la via de mTOR mediante qRT-PCR vy los
efectos de rapamicina, su inhibidor selectivo. A su vez, se estudid un grupo de pacientes sometidos a
ALPPS referidos al Hospital del Salvador entre los afios 2013 al 2015. En una primera etapa, la rama
portal derecha fue ligada y el higado transectado en el limite de los segmentos Il-11l; seguido de
segundo tiempo resectivo. Los cambios de volumen del tejido hepatico remanente (VHR) se analizaron
mediante imagenes tomograficas con software OsiriX®. En ambos tiempos operatorios, se obtuvo
muestras de suero, asi como de tejido hepatico deportalizado y del remanente, efectuandose analisis
inmunohistoquimicos (Ki-67) y de expresion de la via mTOR mediante gRT-PCR. Se analizé

morbimortalidad perioperatoria y sobrevida asociada a ALPPS.

Resultados: Las ratas sometidas a ALPPS presentaron una ganancia de masa del remanente hepatico
significativamente mayor versus controles a 24 y 72 hrs, alcanzando igual masa que el grupo LP al 7°
dia, lo que estuvo asociado a un aumento significativo de nucleos Ki-67 (+) (p<0,05). La funcion
hepética se conservo en ratas ALPPS, observandose un incremento transitorio de GOT-GPT a las 24

XVI
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hrs, sin diferencias respecto al grupo LP (p>0,05). Los niveles de IL-6 sérica aumentaron en ALPPS
versus todos los grupos controles (p<0,05). En grupos ALPPS y LP aumentaron los niveles de mRNA
de mTOR (p<0,05), siendo la respuesta regenerativa de ratas ALPPS suprimida significativamente con
rapamicina (p<0,01). Se incluyeron n=11 pacientes sometidos a ALPPS, edad media 58,8 * 8 afios. El
VHR aumenté un 111,6 + 63,47% (p<0,05) en 9,1 + 1,59 dias, con un aumento de 34,43+17,27
mL/dia. La tincion nuclear Ki-67 (+) fue significativamente mayor en hepatocitos del remanente
hepético en la segunda etapa versus la primera (p<0.05), sin diferencias entre muestras de lébulos
deportalizados. Entre la 1° y la 2° etapas de ALPPS hubo un aumento significativo de marcadores
seroldgicos de regeneracion hepatica 1L-6, TNF-a, HGF y EGF (p<0,05). Los niveles de mRNA de
mTOR, S6K1 y 4E-BP1 aumentaron en el remanente hepatico tras ALPPS (p<0.05), mientras que los
niveles de mRNA de AMPK no se modificaron significativamente (p=0.26). No hubo cambios
significativos en los l6bulos deportalizados. EI 100% de los casos completé el segundo tiempo
resectivo, presentandose complicaciones >IIIB en el 36,3% (4/11) de los pacientes. No hubo

mortalidad a 90 dias de las intervenciones.

Conclusién: ALPPS induce un aumento significativo de la masa del remanente hepatico en un tiempo
menor respecto a animales sometidos a ligadura portal y controles; y a técnicas clasicas de ligadura
portal efectuada en pacientes, sin presentar un deterioro en la funcién hepatica global. Este aumento en
el volumen del remanente hepatico tras ALPPS estd asociado a un incremento de mediadores de
progresion en regeneracion hepatica y de proliferacién celular, lo que implica un incremento de masa
hepatocelular funcional. Un mecanismo involucrado en esta respuesta corresponde a la activacion de la
via AMPK/mTOR, que participa en la regulacion de procesos celulares asociados a biosintesis de

macromoléculas y crecimiento celular.
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Abstract

Introduction: Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy -ALPPS- is a
technique that combines portal ligation with parenchymal partition, increasing the liver remnant
volume prior to resection. The biological mechanisms involved in this regenerative response are
unknown, although they could be associated with the modulation of AMPK/mTOR activity. The aim of
this study was to determine the mechanisms involved in hepatic mass increase triggered by ALPPS in
an in-vivo experimental model and in patients, including the study of metabolic signals and
AMPK/mTOR pathway role.

Materials and methods: Sprague Dawley rats (200-230 g) were assigned to 4 groups: ALPPS model,
portal vein ligation (PVL), hepatic partition and sham. The liver regeneration rate, serum levels of
hepatic regeneration markers, immunohistochemical indicators of hepatocellular proliferation (Ki-67)
and hepatic function parameters at 1, 3 and 7 days after surgery were quantified. The expression and
activation of molecules involved in the mTOR pathway was assessed by qRT-PCR and WB; and the
rapamycin effects, a selective mTOR inhibitor, were analyzed. In turn, a prospective study of patients
undergoing ALPPS referred to Hospital del Salvador between 2013 and 2015 was studied. In a first
stage, the right portal branch was ligated and liver transected at the limit of segments II-111; followed
by second resective time. The volume changes of remnant liver tissue were analyzed by CT-scan using
OsiriX® software. In both operative times, serum samples were obtained, as well as of remnant and
deportalized liver tissue, performing immunohistochemical analysis (Ki-67) and expression studies of
mTOR pathway using gRT-PCR. It was analyzed perioperative morbidity and survival associated with
ALPPS.

Results: The rats submitted to ALPPS showed a significantly higher liver remnant mass increase
versus controls at 24 and 72 hrs, reaching the same mass as the PVL group on the 7th day, which was
associated with a significant increase in Ki-67 (+) nuclei (p<0.05). Liver function was preserved in
ALPPS rats, although there was transaminases transient increase at 24 hrs, without differences
compared with PVL group (p>0.05). Serum IL-6 levels increased in ALPPS versus all control groups
(p<0.05). In ALPPS and PVL groups increased mTOR mRNA levels (p<0.05), and the regenerative
response of ALPPS rats was significantly suppressed with rapamycin (p<0.01). 11 patients undergoing
ALPPS, mean age 58.8 £ 8 years, were enrolled. Remnant liver volume increased 111.6 + 63.47%
(p<0.05) in 9.1 + 1.59 days, equivalent to 34.43 + 17.27 mL/day. Ki-67 nuclear staining was
significantly higher in hepatocytes of remnant liver tissue at second stage versus the first (p<0.05),

with no differences between samples of deportalized lobes. Between 1st and 2nd stages of ALPPS there
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was a significant increase in liver regeneration serum markers IL-6, TNF-a, HGF and EGF (p<0.05).
The mRNA levels of mTOR, S6K1 and 4E-BP1 increased in liver remnant tissue after ALPPS (p<0.05),
while AMPK mRNA levels were not significantly modified (p=0.26). There were no significant changes
in deportalized lobes. All cases completed the second resective stage, and complications >IIIB were
present at 36.3% (4/11) of patients. There was no 90-day mortality after ALPPS.

Conclusion: ALPPS induces a significant increase of liver remnant mass in a shorter time compared to
animals subjected to portal vein ligation and controls; and to classic techniques of portal vein ligation
performed on patients, without impairs overall liver function. The remnant liver volume increment
triggered by ALPPS is associated with an increase of liver regeneration and cell proliferation markers,
which implies an increase in functional hepatocellular mass. A mechanism involved in this response is
the activation of the AMPK/mTOR pathway, which regulates cellular processes associated with
biosynthesis of macromolecules and cell growth.
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. Introduccion

Las lesiones hepéticas tumorales malignas mas frecuentes corresponden a metéstasis de
tumores primarios no hepaticos, encontrdndose estas lesiones en el 40% de todos los pacientes
que mueren por cancer [1]. Sus origenes se ubican en diversos 6rganos, siendo el higado la
segunda localizacion mas frecuente de las neoplasias malignas después del sistema linfonodal

[2].

Todas estas lesiones hepéticas son consideradas dentro de una enfermedad oncoldgica
en etapas avanzadas, siendo la mayoria diagnosticadas cuando el tumor primario es conocido,
aun cuando, es posible su presentacion como enfermedad metastasica hepatica con primario
desconocido [2], teniendo éstas segun su etiologia, distinto prondstico y respuesta al
tratamiento [3-5]. Asi, las metastasis hepaticas se clasifican, en base a su incidencia,
prondstico y evolucion, en metastasis colorrectales, neuroendocrinas y no-colorrectales no-
neuroendocrinas, siendo el primer grupo uno de los mas frecuentes y el de mejor resultado

prondstico tras su tratamiento resectivo [2, 3].

A nivel mundial el cancer colorrectal es el tercero con mas alta incidencia, siendo la
cuarta causa de muerte por cancer con 693.000 muertes y 1.360.000 nuevos casos
diagnosticados al afio [6]. En Chile, se estima que entre 1983-2008 ocurrieron 26.250 muertes
por cancer colorrectal, cuya tasa de mortalidad se ha duplicado durante este periodo a pesar de
los avances en su manejo [7]. En este sentido, un 15-20% de los pacientes con cancer
colorrectal presentan metastasis hepaticas sincrénicas —al diagndstico- y un 25-40%
presentaran metastasis metacronicas durante el seguimiento [8], lo que se relaciona al estadio

del tumor primario [2].
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La amplia predileccion de las metéastasis de cancer colorrectal por el parénquima
hepatico, el cual constituye el primer sitio de recidiva tumoral en el 30% de los casos [2], se ha
atribuido a sus vias de diseminacion tanto linfatica como venosa portal [9, 10], demostrandose
a nivel experimental una significativa y temprana presencia de células tumorales de céncer
colorrectal en tejido hepéatico antes que en otras localizaciones [11], por lo que se ha sugerido
que el higado representaria una estacién de localizacion metastasica en cancer colorrectal
precoz, actuando como filtro e incluso previniendo la diseminacion tumoral a otros 6rganos a

distancia [11].

Estudios que han evaluado la historia natural de la enfermedad han demostrado que
pacientes con cancer colorrectal y metastasis hepaticas sincrénicas, sin tratamiento tienen una
media de sobrevida de 5-10 meses, siendo excepcional la sobrevida a 3 afios [12]. La
qguimioterapia combinada como 5-fluorouracilo con irinotecan u oxaliplatino, junto a
anticuerpos como bevacizumab o cetuximab, muestra tasas de respuesta >50% con media de
sobrevida de 20 meses en pacientes con enfermedad avanzada, sin embargo, es infrecuente
conseguir una respuesta terapéutica completa y sobrevida a 5 afios s6lo con quimioterapia

[13].

Es asi, como el tratamiento quirdrgico resectivo completo (RO) de las metastasis
hepéaticas del cancer colorrectal, representa la Unica opcion de tratamiento con potencial
curativo, con tasas de sobrevida a 5 afios entre 25-58% mientras que a 10 afios alcanza 9-26%
[2, 3, 8, 14-17], siendo la media de sobrevida de estos casos mayor a 40 meses [3]. Tales
hallazgos han sugerido que el compromiso hepatico del cancer colorrectal sea considerado una
enfermedad locorregionalmente avanzada y no necesariamente sistémica, donde la cirugia

constituye un pilar fundamental dentro de los principios terapéuticos, que incluyen otras
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alternativas como la inyeccién de quimioterapia intraarterial, alcoholizacién, crioablacién y
ablacion por radiofrecuencia de lesiones hepéticas [2, 3], ya sea con fines paliativos, curativos
0 para induccién de regresion de lesiones metastasicas —“downstaging -, 10 que se conoce
como terapia multimodal. En este sentido, se debe considerar que las resecciones quirirgicas

hepaticas carecen de valor terapéutico cuando se ofrecen con fines paliativos [2].

En grandes series de pacientes sometidos a reseccion hepatica por metastasis
colorrectal se han identificado factores prondsticos post reseccion [14]. Asi, aun cuando la
edad, el compromiso extrahepéatico y la afectacion hepética bilobular no necesariamente
contraindican la cirugia, son factores asociados a peor prondstico, debiendo ésta ser efectuada
en casos seleccionados dentro de una terapia multimodal [18]. A su vez, el estado de margenes
quirdrgicos libres de tumor es de regla, obteniéndose con mayor seguridad en resecciones
hepéticas anatdmicas versus resecciones en cufia 0 simples —que presentan mayor proporcion
de margenes quirargicos positivos- lo que impacta en las tasas de recidiva y sobrevida [19].
Sin embargo, a pesar de la utilidad clinica del tratamiento quirtrgico de las lesiones hepaticas,
solo un 15% de estos pacientes son susceptibles de este manejo, siendo el 85% restante
considerados irresecables [20], ya sea por enfermedad tumoral extrahepatica, nimero, tamafio
y localizacién de las metastasis hepaticas y/o por el bajo volumen de tejido hepatico
remanente post reseccion, lo que implica un alto riesgo de insuficiencia hepética post

operatoria [20].

En este contexto, si bien las hepatectomias anatomicas siguiendo los pediculos
vasculares y los principios anatomicos de segmentacion del parénquima hepatico [21, 22],
disminuyen los riesgos de recidiva tumoral al asegurar margenes quirdrgicos libres, su

realizacion requiere de la conservacion de una cantidad minima de tejido que permita sostener
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las funciones biol6gicas del 6rgano en relacion a las demandas fisioldgicas, es decir, se
requiere un volumen de remanente hepético futuro suficiente que permita la realizacién de una

hepatectomia en forma segura.
1.1 Principios de una hepatectomia segura e insuficiencia hepatica post operatoria

Los principios quirargicos de una hepatectomia implican la preservacion de al menos 2
segmentos hepaticos adyacentes con adecuado flujo sanguineo de entrada —arterial y portal- y
de salida —venoso-, junto a la indemnidad del drenaje del flujo biliar [23], a lo que se agrega la
conservaciéon de un volumen de remanente hepético futuro suficiente post reseccion, que se
logra si se mantiene al menos 20% de higado sano, un 30% de higado si ha sido sometido a
guimioterapia, y al menos el 40% (idealmente entre 50-70%) de parénquima en pacientes con
higado cirrético en etapa Child A y sin hipertension portal [23]. De esta manera, el principal
factor limitante de una hepatectomia guarda estrecha relacion con el grado de reserva
funcional del higado, que a su vez tiene directa correlacion con la cantidad de parénguima
conservado, en este sentido, ajustado a las necesidades fisiologicas del individuo, es que se ha
sugerido la relacion entre el remanente hepatico futuro y el peso corporal total (>0,5%) como
un indice de suficiencia que predice adecuadamente el riesgo de insuficiencia hepatica post

operatoria [24].

Un problema de las hepatectomias ampliadas, es decir, aquellas en que se efectua la
reseccion de 3 o mas segmentos, es la insuficiencia hepatica post operatoria. Un estudio que
evalué mas de 300 hepatectomias derechas extendidas determind que aquellos pacientes con
remanentes hepaticos post reseccion <30%, presentaron una significativa incidencia de

insuficiencia hepética post operatoria, la que alcanz6 hasta un 34% cuando el remanente
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hepatico fue <20%, lo que se asoci6 a un 11% de mortalidad atribuible sélo a esta

complicacion [25].

La insuficiencia hepatica post operatoria definida como el deterioro post operatorio
adquirido —en pacientes con funcion hepatica previa normal o anormal- de la funciones de
sintesis, excretoras y de detoxificacion de sustancias, representa una condicion de alto riesgo
con significativa morbimortalidad [26]. Clinicamente, se caracteriza por un incremento del
INR —international normalizated ratio-, disminucion del tiempo de protrombina e
hiperbilirrubinemia al quinto dia post operatorio, objetivandose que aquellos pacientes con
INR >1,7; tiempo de protrombina <50% Yy bilirrubina sérica total >3 mg/dL (>50 pumol/L)
presentan un riesgo de mortalidad de 59% al quinto dia post operatorio, aumentando a un 63%
cuando tales alteraciones se pesquisan al séptimo dia de la cirugia, asi tales variables
conocidas como “criterios 50-50”, son ampliamente empleadas para diagnosticar esta

complicacién debido a su importante valor pronéstico [27].

1.2 Estrategias quirargicas para disminuir el riesgo de insuficiencia hepatica post

operatoria

Las primeras observaciones al respecto fueron realizadas por Rous y colaboradores
quienes en 1920 establecen en un modelo de conejo, que la oclusion del flujo de una de las
ramas de la vena porta resulta en atrofia del parénquima tributario ipsilateral e hipertrofia de
los segmentos contralaterales [28], mientras que posteriormente, Higgins y su equipo en 1931
describen en un modelo de ratas, la capacidad de regeneracion hepatica tras la reseccion del
70% del parénquima [29, 30]. Tales hallazgos no tuvieron mayor trascendencia clinica,
restringiéndose el uso clinico de ligadura portal en pacientes sometidos a hepatectomias para

lograr el control de sangrado y la visualizacion del campo operatorio [31].
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No fue sino hasta la década de 1980 cuando Makuuchi y colaboradores en forma
contemporanea a Kinoshita y su equipo, introdujeron el uso clinico de la embolizacién portal,
induciendo atrofia de los segmentos de la rama portal embolizada e hipertrofia del remanente
hepético en series de pacientes con colangiocarcinoma, sometidos posteriormente a reseccion
quirargica del I6bulo comprometido [32, 33]. Hacia el afio 2000, Adam y colaboradores
publicaron la técnica de hepatectomia en dos tiempos para pacientes con metastasis hepaticas
bilobulares, donde en un primer tiempo quirdrgico se realiza la reseccién del 16bulo con mayor
carga tumoral, para en un segundo tiempo operatorio completar la reseccion de las metéastasis
presentes en el remanente hepatico tras un periodo de ganancia volumétrica [34]. Finalmente,
surgen otras técnicas de hepatectomia en dos tiempos combinadas con embolizacion o ligadura
portal, donde en un primer tiempo, junto a la embolizacion o ligadura de la rama portal del
I6bulo con mayor carga tumoral, se efectlia metastasectomias en el remanente hepatico futuro
no deportalizado; para en una segunda etapa resecar el 16bulo previamente ligado/embolizado

[23, 35, 36].

Todas estas técnicas disefiadas para optimizar el remanente hepatico aprovechando la
capacidad regenerativa del 6rgano, buscan ampliar el nimero de pacientes que se beneficiarian
del tratamiento quirdrgico resectivo, no obstante, los procedimientos con mayor aceptacion y
uso corresponden a la embolizacion/ligadura portal preoperatoria, que junto a las otras
técnicas, presentan en comun la privacion de flujo portal hacia la porcion hepética
comprometida con tumor y el subsecuente aumento del flujo hacia el remanente hepético que

se desea preservar.

Un metaanalisis que incluyé 1088 pacientes sometidos a embolizacion portal

preoperatoria, muestra que la ganancia de volumen del remanente hepético fue entre 8-27% en
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un periodo de 2-6 semanas, siendo realizada la hepatectomia a los 60 dias post procedimiento
[37]. La tasa de morbilidad observada post embolizacion portal fue 2,2%, sin mortalidad
reportada; mientras que la morbilidad tras la reseccion quirdrgica alcanzo el 16% con una
mortalidad post operatoria de 1,7% [37]. El aumento de volumen adquirido mediante esta
técnica, a su vez se ha correlacionado con una mejor funcion hepética, disminuyendo la
incidencia de insuficiencia hepéatica post operatoria establecida entre 0,8-3% tras

hepatectomias extendidas post embolizacion [37, 38].

Estudios comparativos que evaltan ligadura con embolizacion portal, muestran que
ambas técnicas son equivalentes en cuanto a ganancia volumétrica del remanente hepatico [39,
40]. Asi, el aumento de volumen reportado tras ligadura portal alcanza 38 = 26% en un
periodo de 8 + 3 semanas versus 35 + 38% en 7 + 3 semanas con embolizacion, sin diferencias
significativas entre ambas [39]. Aun cuando existen trabajos que sefialan una discreta mayor
ganancia de volumen del remanente hepatico tras embolizacion portal comparado con ligadura
[41, 42], la evidencia es controversial, sin haberse demostrado una clara superioridad entre
ellas, mientras que las tasas de morbimortalidad en ambas son muy bajas y comparables [37,

39-42].

Si bien, tanto la embolizacion como la ligadura portal han demostrado ser
procedimientos seguros, la tasa de no resecabilidad, es decir, la proporcion de pacientes en que
no fue posible la reseccion hepatica alcanza 27-30% [37, 39, 40], cifra comparable a la de
pacientes sometidos a distintos tipos de hepatectomias en dos tiempos con o sin
ligadura/embolizacion portal [34-36, 43]. Asi, las causas mas frecuentes de no resecabilidad
corresponden a hipertrofia insuficiente y/o progresion de la enfermedad neoplasica, esta Ultima

situacion observada en mas de 2/3 de los casos en que no fue posible la reseccion [37].
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Tras la embolizacion o ligadura de una rama portal, el aumento de volumen del tejido
hepatico no deportalizado sigue una curva ascendente durante las primeras 3 semanas,
alcanzando un plateau que se mantiene hasta aproximadamente las 8 semanas post
procedimiento [44]. Durante este periodo, se ha observado que junto al aumento del volumen
del parénquima hepatico sano, ocurre también un incremento significativo del tamafio de las
lesiones hepéticas en una proporcion relativamente similar, asociado a un aumento en la
expresion del marcador de proliferacion celular Ki-67 en las lesiones metastasicas [45]. A su
vez, en este mismo estudio, se constatd que los pacientes sometidos a embolizacion portal
previo a la reseccion de las metastasis hepaticas de cancer colorrectal, presentaban una menor
sobrevida libre de enfermedad comparado a aquellos resecados no embolizados, si bien la
sobrevida global a largo plazo no presento variacion significativa [45]. En este sentido, un
estudio experimental ha demostrado que las lesiones metastasicas de cancer de colon en
higado de ratones, experimentan un significativo aumento de tamafio y de la actividad
proliferativa intratumoral tras la realizacion de ligadura portal, situacion que no se reproduce
en animales sometidos a hepatectomia sin ligadura portal previa, bajo las mismas condiciones

[46].

Es decir, todos estos hallazgos indican que si bien la embolizacion/ligadura portal son
procedimientos seguros que inducen hipertrofia y disminuyen el riesgo de insuficiencia
hepética post quirdrgica, una proporcion significativa de pacientes —al menos 1/3- no lograran
cumplir con el segundo tiempo resectivo debido a hipertrofia insuficiente, o a que mientras
ocurre la ganancia volumétrica del tejido hepatico, existe una significativa progresiéon tumoral
de las lesiones metastasicas y/o de la enfermedad de base, impidiendo la reseccion quirargica

en forma segura.
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1.3 ALPPS: Associating Liver Partition and Portal Vein Ligation for Staged

Hepatectomy

Ante las dificultades técnicas planteadas respecto al manejo quirdrgico de las
metéstasis hepaticas, es que en forma incidental se ha desarrollado en los Gltimos afios una
nueva estrategia quirdrgica que permitiria superar, al menos parcialmente, los problemas
sefialados. La asociacion de ligadura portal y transeccién del parénquima hepatico, cuyo
acronimo en inglés es “ALPPS” —Associating Liver Partition and Portal Vein Ligation for
Staged Hepatectomy- [47], corresponde a una nueva técnica operatoria efectuada por primera
vez por Hanns Schlitt, en el contexto de una hepatectomia derecha extendida en un paciente

con colangiocarcinoma perihiliar.

Durante la reseccion oncologica, el cirujano advierte un remanente hepatico
insuficiente y colestasico por obstruccion biliar tumoral, decidiendo derivar la via biliar de
éste al tubo digestivo —hepaticoyeyuno anastomosis- que para su Optimo posicionamiento
complementa con una transeccién del parénquima a lo largo del ligamento falciforme, similar
a la técnica de “split in situ” empleado en trasplante hepéatico pediatrico. A su vez, para
aumentar el volumen del remanente, liga la rama portal del I6bulo hepatico derecho,
manteniendo a éste Ultimo in situ. Asi, al 8° dia Schlitt y col. objetivaron un incremento del
volumen del tejido hepatico remanente no deportalizado, de magnitud sorprendentemente
mayor al esperado tras una ligadura portal —sin particion hepatica-, completando en un 2°

tiempo la hepatectomia inicialmente planificada [47].

Tras esta experiencia inicial, Lang y col. el 2011 efectian un primer reporte de 3 casos
de pacientes sometidos a esta técnica [48], sin embargo, Schnitzbauer y col. el afio 2012

publican la primera serie multicéntrica de 25 pacientes sometidos a ALPPS en el contexto de
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hepatectomias derechas extendidas por tumores primarios hepaticos y metastésicos
principalmente de origen colorrectal [49]. En este trabajo, se objetiva una significativa
ganancia de volumen del remanente hepatico el que equivale a un aumento absoluto de 225 ml
(54-490), correspondiente a un 74% (21-192; p<0,001) de incremento volumétrico relativo
post procedimiento, con una variacion en la relacion del remanente hepatico/masa corporal
total precirugia de 0,38% a 0,61%; en un periodo de 9 dias (5-28), lo que supera ampliamente
los resultados obtenidos con otras técnicas de hepatectomia en dos tiempos con o sin
embolizacion/ligadura portal, tanto en términos volumétricos —absolutos y relativos-, como en

el marco temporal en el que este acontece.

Desde el punto de vista técnico, el ALPPS fue descrito para la realizacion de
hepatectomias derechas extendidas, que considera la reseccion de 5 de los 8 segmentos
hepaticos en dos tiempos operatorios. Asi, en un primer tiempo quirurgico, una vez disecado y
controlado el pediculo portal derecho mediante seccion y ligadura de la rama derecha de la
vena porta, se efectia una particion o “split in situ” del tejido hepatico, separando
anatomicamente los segmentos I1-111 correspondientes al 16bulo hepético izquierdo —que junto
al segmento | conforman el remanente hepatico futuro-, del resto del higado —el I6bulo
derecho mas el segmento IV- (Figura 1). Asi, en el ALPPS no se interviene la rama arterial del
pediculo del 16bulo hepético derecho, ni el drenaje venoso de las tres venas suprahepaticas,
preservandose ademas el flujo biliar de ambos I6bulos hepaticos, mientras se conserva el
tejido hepatico comprometido en el lecho quirtrgico. En el segundo tiempo operatorio,
efectuado habitualmente dentro de 9 dias tras la comprobacion del incremento volumétrico de
los segmentos izquierdos no deportalizados (I-11-111), se completa la reseccion quirdrgica del

I6bulo hepatico derecho junto al segmento IV, tras seccion y ligadura de los elementos
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vasculares arteriales y venosos, y de la via biliar hepéatica derecha, previa liberaciéon de los
ligamentos falciforme, triangulares y coronarios que fijan el higado al diafragma y a la pared

posterior del abdomen [50, 51] (Figura 1).

Ligamento
falciforme

Figura 1. Técnica de ALPPS para hepatectomia derecha extendida.

A. Ligadura de vena porta derecha (flecha roja). Se indica la ubicacién de segmentos I, Il y IV, junto al
ligamento falciforme. B. Transeccion hepéatica y separacion de segmentos II-111 del 1V (flecha amarilla). C.
Liberacion l8bulo hepético derecho, se deja in situ opcionalmente rodeado con bolsa estéril para evitar
adherencias post quirlrgicas. D. Tras ganancia volumétrica se diseca arteria y via biliar derecha, junto a vena
suprahepética ipsilateral con stapler vascular. Flechas negras, indican metastasis resecadas en remanente
hepético. Puntas de flechas, indican crecimiento de remanente y/o disminucion —atrofia- de volumen del 16bulo
ligado. Imagen modificada de Alvarez et al. J. Gastrointest Surg (2013) 17:814-821.

Es decir, en esta técnica quirurgica se combina la ligadura portal —con conservacion del
flujo arterial-, junto a la particion del parénquima, estableciéndose una exclusion anatomica y
funcional del higado en 2 porciones, entre el remanente hepatico futuro y el tejido que se
desea resecar. De esta forma, siguiendo estos principios quirdrgicos se han publicado

variaciones a la técnica “clasica” descrita, a la que se agregan el “ALPPS izquierdo”, donde se
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liga la rama portal del 16bulo hepético izquierdo, se resecan las metéstasis presentes en el
I6bulo hepético derecho y se efectda la transeccion siguiendo la fisura umbilical; asi como el
“ALPPS derecho” donde se ocluye la rama posterolateral de la rama derecha de la vena porta,
resecandose los segmentos Il-11l junto a las metéstasis presentes en segmentos mediales
izquierdos, anteriores derechos y/o en el caudado, asociandose la particion hepatica a nivel de
la fisura portal derecha [52]. En teoria, se podrian efectuar una serie de variaciones técnicas
mientras se cumpla con los principios quirdrgicos sefialados, posibilitando la realizacién en
forma mas segura de trisegmentectomias izquierdas y otras resecciones anatémicas hepaticas

atipicas [47].

Schnitzbauer y col. mostraron en su serie una tasa de resecabilidad de 100%, es decir,
en todos los pacientes sometidos ALPPS se logré completar el segundo tiempo resectivo, con
una tasa de morbilidad de 64% y mortalidad de 12%, mientras que ningin paciente desarrolld
insuficiencia hepatica post operatoria irreversible [49]. Asi, aunque la mayoria de las
publicaciones que evaltan los resultados clinicos de ALPPS representan pequefias series de
casos retrospectivas o prospectivas, incluyendo pacientes heterogéneos con multiples lesiones
hepéticas de diverso origen, los niveles de hipertrofia resultan comparables a los observados
por Schnitzbauer con ganancia volumétrica del remanente entre 61-93% en una media de 9-14
dias [53, 54], junto a tasas de resecabilidad entre 95-100% [54], significativamente superiores
a las obtenidas con embolizacion/ligadura portal previo a reseccion o asociada a hepatectomia
en dos tiempos, si bien no existen estudios comparativos randomizados que evallen ambas

técnicas.

En este contexto, existe un Unico estudio comparativo multicéntrico —no randomizado-

que evalla una serie prospectiva de pacientes sometidos a ALPPS (n=48) versus cohortes
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historicas de embolizacién/ligadura portal (n=83), siendo ambos grupos comparables en
términos clinico-oncoldgicos, asi como en compromiso tumoral hepético y nivel de remanente
hepético futuro estimado preoperatorio [55]. Asi, este trabajo objetiva una significativa mayor
ganancia volumétrica del remanente hepéatico en el grupo ALPPS versus
embolizacion/ligadura portal, siendo 77,4% (52,8-101,7) y 34,1% (17,4-55,7) p<0,001
respectivamente; lo que se correlacion6 con una cinética extrapolada de crecimiento
volumeétrico en grupo ALPPS 11 veces mayor respecto al grupo con embolizacién/ligadura
portal, siendo 34,8 mL/dia (26,4-48,5) y 2,78 mL/dia (1,69-5,81) p<0,001, respectivamente
para ambos grupos [55]. A su vez, en la totalidad de los pacientes sometidos a ALPPS se pudo
completar la reseccion, quedando RO el 83,3%, mientras que en solo el 66% de los casos de

embolizacion/ligadura portal se efectud la hepatectomia [55].

De esta manera, la técnica de ALPPS optimiza el tejido hepatico remanente a expensas
de hipertrofia y/o hiperplasia del parénquima [49], lo cual permitiria alcanzar niveles de
suficiencia que posibilitarian una reseccion hepética segura en forma mucho mas precoz,
resultando en mayores tasas de resecabilidad, toda vez que disminuye la probabilidad de
hipertrofia insuficiente y/o progresion de la enfermedad [55, 56]. Esto se manifiesta en tasas
de resecabilidad cercanas a 96% a 30 dias en pacientes sometidos a ALPPS, en comparacién a
so6lo un 12% del grupo embolizacién/ligadura portal en el mismo periodo, acortandose
significativamente el intervalo de tiempo hasta la reseccién [55]. Asi, tales evidencias sugieren
qgue ALPPS permitiria la reseccién de pacientes previamente considerados irresecables o
marginalmente resecables, ampliando las posibilidades de reseccion y tratamiento efectivo en

pacientes terapéuticamente limites [51].
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A pesar de las aparentes ventajas que presenta la técnica de ALPPS en el manejo de
pacientes que requieren hepatectomias mayores, existen importantes controversias en relacion
a la seguridad clinica del procedimiento. En este sentido, la morbilidad en la mayoria de las
series iniciales de ALPPS se cifra entre 16-70% [49, 53, 57], incluyendo una mortalidad
perioperatoria entre 0-28% [49, 53-57]. Estos indices superan lo observado en hepatectomias
convencionales mayores cuyas tasas de morbilidad alcanzan 20-50%, con mortalidad
perioperatoria entre 5-12%, dependiendo de la extension de la reseccion, de la enfermedad
subyacente, de la condicidn tanto del paciente como del higado, y del tiempo operatorio [58-

60].

La mayoria de las complicaciones post operatorias observadas en ALPPS corresponden
a sepsis y filtraciones biliares, siendo de incidencia menor la insuficiencia hepatica post
operatoria, de caracteristicas habitualmente transitoria y reversible, lo que no varia
mayormente respecto a casos de embolizacion/ligadura portal [55], y tal como lo observado en
hepatectomias mayores convencionales, éstas representan las causas principales de mortalidad
post quirdrgica [51, 55, 61]. La sepsis post operatoria intraabdominal observada en este
contexto, se ha asociado a la significativa desvascularizacion del segmento IV hepatico, el que
en ocasiones queda deprivado tanto de flujo venoso portal como arterial tras la transeccién del
parénquima, aumentando el riesgo de necrosis isquémica e infeccidn secundaria, por lo que se
ha sugerido la remocion del segmento 1V en el primer tiempo operatorio de ALPPS a fin de
prevenir esta complicacion [62], si bien, la utilidad de tal maniobra quirdrgica no ha sido

demostrada.

Asi también, se ha publicado en una serie de ALPPS, que la realizacion de algun tipo

de drenaje biliar se ha asociado a mayores tasas de sepsis de origen intraabdominal y filtracién
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biliar [63], siendo esta ultima complicacion —en particular la que requiere algun tipo de
intervencion para su resolucion-, pesquisada hasta en el 24% de los ALPPS realizados [49,
55], superando la tasa de 10% de filtraciones biliares de este tipo observadas en hepatectomias
mayores y menores [64, 65]. Asi, los factores predictivos asociados a esta complicacion en
cirugia hepatica corresponden a la realizacion de una hepatectomia mayor, la reseccion de un
tumor tipo colangiocarcinoma perihiliar, y resecciones de los segmentos | y/o IV hepéticos
[61]; al respecto, es importante destacar que en el ALPPS “clasico” se efectla una
hepatectomia extendida, con reseccion del segmento IV, lo que implica una cirugia de mayor
complejidad técnica, asociada en la mayoria de las series iniciales, a una significativa
morbimortalidad principalmente en pacientes >70 afios, con tumores primarios hepaticos y/o
qgue comprometen la via biliar, si bien, tales series no logran establecer desde un punto de vista

estadistico, factores predictivos para estas complicaciones [55].

Resultados clinicos més definitivos se han obtenido con el primer reporte del registro
internacional de ALPPS, que incluy6 a 202 pacientes de distintos centros a nivel mundial [66].
Asi, se establece un 80% de hipertrofia del remanente en una media de 7 dias, identificandose
a la edad >60 afos, la necesidad de oclusion del pediculo portal durante la 1° etapa del
ALPPS, y a la alteracion del parénquima hepatico por esteatosis, fibrosis o secundario a
quimioterapia, a una menor ganancia volumétrica del remanente y a una menor cinética de

crecimiento [66].

Ademas, las complicaciones mayores o severas tipo 111-1V de Clavien Dindo, es decir,
aquellas que requieren para su manejo de algun procedimiento radiol6gico, endoscopico o
quirdrgico bajo sedacion (Illa) o anestesia general (I1lb), o el desarrollo de disfunciones

organicas que amenazan la vida del paciente (IV) [67]; se observaron en el 42% de los
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pacientes del registro de ALPPS [66], cifra similar al 40% de complicaciones >IIla reportada
por Schnitzbauer [49], y que superan al 33% observado en la serie de 144 pacientes del MD
Anderson sometidos a embolizacion portal preoperatoria combinado o no con hepatectomia en
dos tiempos [68]. Sin embargo, en este Gltimo trabajo el 78% (n=112) de los pacientes fueron
sometidos a embolizacion portal seguido de reseccidn hepética en un sélo tiempo operatorio,
sin la necesidad de hepatectomia en dos tiempos, situacion en la que la tasa de morbilidad se
tiende a igualar a la observada en pacientes sometidos a ALPPS, cuyas cifras alcanzan el 15y
50% para el primer y segundo tiempo quirtrgico en pacientes resecados mediante estas

técnicas [34-36, 69].

Es asi, como la tasa de complicaciones severas >IIIb, incluyendo la mortalidad —tipo V
de Clavien Dindo- en el reporte internacional de ALPPS fue 27%, siendo la necesidad de
transfusion perioperatoria de globulos rojos, el tiempo operatorio >6 horas en la primera
cirugia de ALPPS, la edad >60 afios y las lesiones tumorales hepaticas de origen no
colorrectal, los principales factores de riesgo asociados a complicaciones mayores [66],
destacando que el grupo de pacientes que cumplen con las dos ultimas caracteristicas
concentran la mayor morbimortalidad, con una incidencia de 49% para complicaciones Il1b-V,
mientras que aquellos pacientes mas jovenes <60 afios y con metastasis hepaticas de origen
colorrectal, presentan una morbimortalidad significativamente menor que alcanza el 16% para
complicaciones de tipo >IllIb [66]. A su vez, la mortalidad a 90 dias de los 202 pacientes
seguidos en este registro es 9%, tasa similar a la observada en hepatectomias en dos tiempos
cuya mortalidad perioperatoria se encuentra entre 6-8% [34-36, 69], sin embargo, en aquellos
pacientes de este reporte menores de 60 afios y con lesiones hepaticas de origen colorrectal, tal

cifra baja a 5,1% [66].
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De esta manera, los resultados mostrados en este primer registro internacional de
ALPPS, que constituye la serie mas amplia estudiada a nivel mundial, son compatibles con
observaciones de las primeras series publicadas de pacientes sometidos a esta cirugia, que
sugieren mayores complicaciones en pacientes afiosos con tumores hepaticos primarios o
secundarios de origen no colorrectal, en especial aquellos que comprometen la via biliar,
observacion corroborada para colangiocarcinoma del tipo perihiliar e intrahepéatico en este

registro [66].

A la fecha se desconocen los eventos fisioldgicos que participan en la gran ganancia
volumétrica del remanente hepético inducida por ALPPS, sin embargo, se cree que ocurriria
en base a tejido hepatico hiperplasico [49] a consecuencia de una significativa respuesta
regenerativa gatillada tanto por la ligadura portal como por la particion del parénquima, cuyos
estimulos debieran ser al menos complementarios, si no sumatorios o sinérgicos; mientras que

a su vez, no existen certezas respecto a sus propiedades funcionales.

De esta manera, algunos autores han planteado desde un punto de vista estrictamente
tedrico, que el remanente hepatico rapidamente regenerado adoleceria de importantes
insuficiencias funcionales, sin embargo, esto se contrapone a la baja tasa de insuficiencia
hepéatica observada post ALPPS [49], mientras que estudios funcionales con acido dimetil
iminodiacético marcado con Tc-99 muestran que el lobulo “deportalizado”, que a su vez
mantiene su perfusion arterial, contribuye hasta con el 60% de la funcién hepatica total a una
semana post ALPPS [70], tiempo que permitiria una compensacion hipertrofica/hiperplésica y
funcional suficiente del remanente como para enfrentar las demandas fisiol6gicas tras la

reseccion del I6bulo comprometido, funcionando éste Gltimo durante este periodo critico,
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como un higado “auxiliar” que asiste fisiologicamente al remanente que se encontraria en

activa regeneracion [47, 70].
1.4 Mecanismos de regeneracion hepatica

Existen distintos modelos experimentales en animales que han permitido el estudio de
los mecanismos implicados en regeneracion hepatica, los cuales consideran tanto métodos
farmacoldgicos, modelos de injuria hepatica preexistente secundario a defectos genéticos
especificos, asi como modelos quirdrgicos, ya sea mediante la aplicacion de ligadura portal o
hepatectomias parciales [71], siendo este ultimo el més utilizado, tras la reseccion del 70% —0
2/3- del tejido hepético de ratas [30], si bien, también es posible efectuar hepatectomias
parciales de 85-90% y subtotales 95-97% con este fin [29]. Es decir, en cada uno de estos
modelos se induce algun tipo de injuria parenquimatosa, disminucion de la masa hepatica y/o
ajuste del flujo portal, que conducen a la recuperacion completa del tejido hepatico previo a la
intervencion, obtenida en base a fendmenos de hiperplasia e hipertrofia compensatoria —
término mas correcto en vez de regeneracion-, donde las células hepaticas junto a las células
no parenquimatosas —células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales, células estrelladas
y células madres pluripotenciales- salen de su estado quiescente y entran activamente al ciclo
celular y proliferacion [72, 73], estableciéndose durante este proceso maltiples interacciones

celulares, a través de distintos tipos de moléculas, citoquinas y factores de crecimiento [73].

El proceso de regeneracion hepatica comprende las fases de iniciacion —o “priming”-,
proliferacion —o expansion-, remodelacion y terminacion [72]. En la etapa de iniciacion las
células hepaticas se preparan para la fase replicativa, adquiriendo alta reactividad a moléculas
con propiedades mitdgenas [74]. Las células de Kipffer, una vez activadas por distintas

sefiales estimuladoras aln bajo investigacion, entre ellas lipopolisacaridos, moléculas del

Pagina | 18



Universidad de Chile — Facultad de Medicina — Escuela de Postgrado
Tesis Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad 2018

complemento C3a-C5a e ICAM inducen la produccién y secrecion de TNF-a, cuyos efectos
autocrinos mediados por NF-xB, gatillan la liberacion de IL-6 que se une a su receptor
localizado en las células hepéticas, donde la activacion de STAT3 a nivel intracelular
determina una mayor sensibilidad a sefiales de proliferacion, transicion de GO/G1l y la
produccion —en las células estrelladas- del factor de crecimiento de hepatocitos -HGF- entre

otros, que posibilitan el proceso mitdtico y previenen la apoptosis [72-75].

Durante la fase de proliferacion, el HGF sintetizado de novo y presente en la matriz
extracelular en forma de un precursor inactivo, pro-HGF, es activado mediante un sistema
fibrinolitico que involucra al activador del plasminogeno tipo urokinasa (u-PA), plasmina y
metaloproteinasas de la matriz extracelular. Asi, el HGF una vez activo se une a su receptor c-
met, promoviendo la sintesis de DNA, progresion del ciclo celular, crecimiento y proteccion
celular [76]. En esta fase participan ademas otros factores de crecimiento pertenecientes a la
familia del factor de crecimiento epitelial (EGF), tales como TGF-a y B, anfiregulina y HB-
EGF [77]; junto a otras moléculas como IGF-1, insulina, IL-1 y TNF-a [78, 79]. De esta
manera, la proliferacion de hepatocitos que comienza en la region periportal (zona 1) después
de un intervalo tipico de 24 hrs, y que se continta en la region pericentral (zona 3) después de
36-48 hrs [80], presenta a partir del tercer dia post hepatectomia parcial 70% en ratas, grupos
de hepatocitos desinusoidalizados dispuestos a lo largo de ejes vasculares inmaduros, lo que
inicia un proceso de remodelacion con desarrollo de vasos sinusoidales, que involucra la
accion de VEGF, angiopoyetinas y la sintesis de matriz extracelular [71, 81, 82], para
finalmente al séptimo dia, alcanzar la recuperacion completa de la pérdida tisular con

restauracion del indice masa hepatica/masa corporal y normalizacion de la funcidon organica
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[71], permaneciendo las sefiales moleculares de terminacion pobremente entendidas, donde se

ha postulado a TGF-3 como un mediador central de esta fase [78].

Como se advierte, todo el fendmeno es regulado por un conjunto de moléculas,
citoquinas y factores de crecimiento que segin sus propiedades mitdgenas pueden ser
consideradas de tipo primarios —o “mitégenos completos”-, debido a que su administracion en
cultivos celulares de hepatocitos en medios libres de suero y en animales de experimentacion
inducen sintesis de DNA vy replicacién celular; o de tipo secundarios —o “mitdgenos
auxiliares”-, los cuales no muestran tales respuestas replicativas ante similares condiciones, si
bien su inhibicion causa un retardo, pero no la abolicion de la regeneracion hepatica [78]. Asi,
forman parte del primer grupo HGF y su receptor c-met, junto a ligandos del receptor de EGF
(EGF, TGF-a y B, anfiregulina y HB-EGF), mientras que se consideran mitdgenos secundarios
a una amplia lista de mediadores entre los que destaca TNF-a, IL-6, VEGF y sus receptores,
insulina, cidos biliares, serotonina, proteinas del complemento, leptina y norepinefrina, entre

otros [78].
1.5 Estimulos asociados a regeneracion hepatica, rol del shear stress

Modelos de estudios quirargicos mediante ligadura portal o hepatectomia, han
intentado evaluar los estimulos implicados en el origen de la respuesta molecular y
regenerativa previamente sefialada, habiéndose establecido que la ligadura portal en distintas
especies es capaz de inducir una respuesta regenerativa en los lébulos no ligados, mientras que
produce atrofia en el parénquima ligado [28, 71, 83]. Sin embargo, la magnitud de la
hipertrofia e hiperplasia compensatoria en el remanente hepatico de ratas sometidas a ligadura
portal es altamente variable, mientras que la atrofia observada es un fenémeno facultativo y no

necesariamente inevitable [28]. Asi también, se ha cuantificado una significativa menor
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respuesta regenerativa en ratas sometidas a ligadura portal comparada a la hepatectomia
parcial [71], a la vez que, posterior a la ligadura portal, existe cierto retardo tanto en el
crecimiento de tejido hepatico como en la expresion de marcadores de proliferacion en
hepatocitos [84], no obstante, se ha atribuido en ambos casos al efecto del estrés

hemodinamico o “shear stress”, el origen de las respuestas observadas.

Tras la realizacion de una hepatectomia parcial del 70% en ratas se producen
profundos cambios hemodindmicos caracterizados por un aumento del flujo portal (0,9 +£0,3 a
2,2 + 0,26 mL/min/g), junto a un leve descenso del flujo arterial (0,4 £ 0,12 a 0,33 + 0,03
mL/min/g), mientras que el flujo total de sangre experimenta un significativo ascenso (1,3 +
0,39 a 2,53 + 0,26 mL/min/g), que se corresponde con un aumento de la presion portal de 8,8
+0,7a11,9 + 1,7 cmH,0 [29]. Es decir, se establece un estado de hiperperfusion del tejido
hepéatico remanente, en el que el shear stress representaria un estimulo principal toda vez que
éste precede a la expresion de factores humorales asociados a regeneracion hepatica [85]. De
esta manera, se ha observado que el shear stress induce un incremento de la actividad de la
urokinasa (dentro de 5 minutos), la migracion de B-catenina a ndcleos de hepatocitos (en 5
min) y sefializacion de Notch1 (en 15 minutos) y expresion de VCAM-1, CD44 y NOS, junto
a expresion de c-fos, c-myc y c-jun en células endoteliales vasculares [85-88]. A su vez,
experimentos in vitro con células endoteliales de sinusoides hepaticos, han demostrado que el
shear stress incrementa los niveles de expresion de mRNA de VEGFR-1, VEGFR-2 y
neurofilina-1, a lo que se agregan cambios ultraestructurales consistentes con fusion de
fenestras y disrupcion del alineamiento endotelial [89], lo que se condice con modelos in vivo
de hepatectomia en que se ha observado un aumento en la permeabilidad sinusoidal

secundario a la disminucion de las adherencias célula-célula y a aumento de espacios
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intercelulares, lo que contribuiria a la degradacion de la matriz extracelular [90], uno de los

eventos asociados a regeneracion hepatica.

Sin embargo, estos estudios in vivo no han separado el efecto de la hiperperfusion
portal de aquellos secundarios a la hepatectomia. Asi, en un modelo de cerdo sometido a un
incremento de perfusion sinusoidal en los segmentos IlI-111-1V hepético mediante un shunt
vascular desde la aorta a la rama portal izquierda, sin hepatectomia, se observé que tales
segmentos sometidos a mayor shear stress, presentan una disminucion en el perfil de
expresion de genes asociados tanto a promocién del ciclo celular como a inhibicion de
apoptosis, mientras que la ganancia volumétrica hepatica observada a 3 semanas de efectuado
el shunt fue a expensas de tejido hepatico no hiperperfundido [91], lo que sugiere que el estrés
hemodinamico —shear stress- secundario a un flujo incrementado no es por si, el estimulo

adecuado ni primario para la regeneracion [91].

Bajo condiciones fisioldgicas, las alteraciones del flujo sanguineo portal son
contrarrestadas por cambios concomitantes en el flujo sanguineo de la arteria hepatica, por lo
gue un aumento del flujo portal se corresponde con una reduccion del flujo arterial y viceversa
[92]. La adenosina, con propiedades vasodilatadoras en la arteria hepatica, es producida a una
tasa constante independiente de la deuda de oxigeno tisular hacia el espacio de Mall, de
manera que un incremento del flujo portal genera una disminucién de la concentracion local
de adenosina, lo que se traduce en vasoconstriccion de pequefias arteriolas con la subsecuente
reduccién del flujo de entrada arterial, y con ello, una disminucién de la presion parcial de
oxigeno tisular, mientras que la situacion inversa se observa ante una reduccién del flujo

portal [92].
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Sin embargo, este mecanismo de compensacién hemodindmica es parcial, lo que
permite explicar el deterioro de la respuesta regenerativa y el dafio por hiperperfusion portal e
hipoxia en remanentes hepaticos de ratas sometidas a hepatectomias masivas del 90%, que se
revierte ante la modulacién quirdrgica de la circulacion portal hiperdinamica mediante una
esplenectomia, lo que mejora la respuesta regenerativa del remanente y la sobrevida de los
animales, al aumentar al doble la presién parcial de oxigeno tisular [93], a través de una
completa compensacién que este mecanismo permite respecto a la cantidad de oxigeno, lo que
reduce el estrés hipdxico y optimiza la carga energética de los hepatocitos [85, 93]. Asi, tales
principios fisiologicos han sido aplicados con éxito en el disefio de estrategias terapéuticas —
mediante esplenectomia o shunts portosistémicos- para el manejo clinico de pacientes con
injerto hepatico trasplantado pequefio en el que se observa dafio secundario a hiperperfusion
tisular —“small for size syndrome”- [94, 95]. En este sentido, pareciera entonces que la
respuesta metaboélica dependiente de la disponibilidad de oxigeno, y posiblemente también de
otros mediadores presentes en el flujo sanguineo aferente del higado, exhibe significativas

propiedades moduladoras en el proceso regenerativo hepatico.
1.6 Respuesta metabolica asociada a regeneracién hepatica: rol de AMPK/mTOR

Las ratas sometidas a un estimulo regenerativo ya sea quirdrgico —mediante
hepatectomia parcial- o por injuria toxica, desarrollan una serie de alteraciones del
metabolismo hepatico y sistémico, que preceden a la aparicion de la respuesta proliferativa
hepatocelular, y que se resuelven con la restauracion de la masa hepatica normal [96]. De esta
manera, tras la hepatectomia parcial 70% se desarrolla precozmente una significativa
hipoglicemia, resultado de la remocion de 2/3 del contenido de glicogeno hepético y de la

capacidad gluconeogénica [96, 97], que se contrarresta con la induccion de la maquinaria
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gluconeogeénica y la supresion de la actividad glicolitica [98], que aun cuando limitan la
disminucion de la glicemia, acontece en detrimento de la produccion de ATP derivada de la
glucosa. Esto induce a las 12 hrs post cirugia, una significativa respuesta catabélica sistémica
con disminucion del tejido adiposo y de la masa magra [99], lo que se corresponde con una
marcada esteatosis y acumulacion de triglicéridos en el higado en regeneracion, como
resultado de la captacion de acidos grasos libres plasmaticos, cuya concentracion aumenta
producto de la lipdlisis del tejido adiposo inducido por hipoglicemia [99, 100]. A su vez,
aminoacidos gluconeogénicos, cetogénicos y de cadena ramificada, asi como los relacionados
al ciclo de la urea, derivados de la protedlisis sistémica, elevan su concentracion plasmatica y

se acumulan en el higado en regeneracion [101].

La importancia de tales alteraciones metabdlicas en el proceso de regeneracion
hepatica en cuanto a su estimulo y modulacion, quedan de manifiesto toda vez que la
restriccion caldrica, es decir, la induccién y perpetuacién del estado hipoglicémico en ratas
sometidas a hepatectomia parcial, acelera el inicio de la proliferacion hepatocelular [102],
mientras que el aporte de glucosa se asocia a supresion de la acumulacion de &cidos grasos
hepaticos y a deterioro de la respuesta regenerativa hepatica [97], con aumento de la expresion
de ciclinas inhibitorias del ciclo celular [97]. Por otro lado, la suplementacién exdgena de
acidos grasos en modelos in vivo de regeneracion post hepatectomia, asi como en cultivos
primarios de hepatocitos, promueve la acumulacion lipidica y la proliferacion hepatocelular
[96, 103], mientras que el aporte de aminoacidos de cadena ramificada, aminoacidos
esenciales adquiridos en la dieta, igualmente promueven la respuesta regenerativa [104], a la
vez que la inhibicidn farmacoldgica de la captacion de aminoacidos neutros por hepatocitos, la

deteriora [105].
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Como se ha sefialado previamente, durante la respuesta hiperplésica hepética los
hepatocitos periportales, los cuales se encuentran mas cercanos al aporte sanguineo aferente
portal y sistémico, proliferan antes que los centrolobulillares —“mas lejanos” del flujo de
entrada hepatica- [71, 80, 96], esto sumado a que en ratas unidas mediante circulacion
parabiotica la realizacion de hepatectomia en una de ellas induce sintesis de DNA en
hepatocitos de la otra [106], sugieren la importancia de factores circulantes en la regulacion de
este proceso [78, 106]. La proporcion relativa de moléculas contenidas en el flujo portal de
ratas sometidas a modelos cldsicos de ligadura portal o hepatectomia parcial 70%,
tedricamente aumenta en razon de 3 veces por hepatocito perfundido en el remanente [78], asi
un conjunto de moléculas con posibles implicancias en sefializacion tales como glucosa,
acidos grasos, aminoacidos, vitaminas, &cidos biliares, entre otros; muchos de los cuales
constituyen conocidos mitdgenos auxiliares en regeneracion hepatica, se suman a los efectos
de moléculas particularmente presentes en el flujo portal tales como insulina, derivada del
pancreas, y factor de crecimiento epitelial —-EGF-, derivado de las glandulas de Brunner
duodenales, siendo este ultimo importante mitdgeno primario hepatico [78, 85, 107], lo que
sugiere que tanto el inicio como la mantencion de las fases de regeneracién hepatica podrian

ser gobernadas por las caracteristicas del flujo portal en cuanto a sus componentes.

En este contexto, EGF y moléculas relacionadas a éste (TGF-o/B, anfiregulina,
epiregulina y HB-EGF) es capaz de unirse a su receptor (EGF-R), también conocido como
ErbB o HER de los cuales existen 4 isoformas (ErbB-1/4 o HER-1/4) [108], constituyendo una
familia de proteinas transmembrana de tipo tirosina kinasas, que son capaces de homo o
heterodimerizar con otros receptores tirosina kinasa tales como el PDGF-R, HGF-R o receptor

c-met y el receptor del factor de crecimiento similar a insulina IGF1-R [109]. Asi, la
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activacion de estos receptores permite la induccién de distintas vias de sefializacion tales como
Ras/Raf/MEK y via de las MAPK kinasas; la via de la fosfolipasa C/PKC y la via de
sefializacion de STAT, asi como también, la via de PI3K/Akt relacionada a la activacién de
mTOR, siendo este ultimo, un regulador principal implicado en crecimiento celular y sintesis
de proteinas [110]. La activacion de PI3K, mediada también por IRS-1 —insulin receptor
sustrate 1- en respuesta a la accion de la insulina, cataliza la fosforilacion de fosfatidilinositol
bifosfato (P1-4,5-P2) presente en las membranas celulares a fosfatidilinositol trifosfato (PI-
3,4,5,-P3), cuya reaccion puede ser revertida por la fosfatasa PTEN [111]. La formacion de PI-
3,4,5-P3 permite el reclutamiento y union de los sustratos PDK1 y Akt, siendo ambas
proteinas kinasas que se fosforilan en forma cruzada, para asi una vez activadas, fosforilar
otras moléculas rio abajo en la cascada de sefializacion que conducen a la activacion de mTOR

[72, 110, 112].

mTOR —mammalian target of rapamicin- es una proteina con actividad serina/treonina
kinasa inicialmente descubierta en levaduras —S. cerevisiae- de la cual se describieron 2
complejos, mMTORC1 y mTORC2, segun el conjunto de moléculas a las que se asocia, siendo
el primero inhibido por el compuesto rapamicina [110, 112]. Una vez activado, mTOR regula
la sintesis proteica a través de la fosforilacion e inactivacion de una proteina represora de la
traduccion de mRNA llamado 4E-BP1 —eukariotic translation initiation factor 4E binding
protein 1-, asi como mediante la fosforilacion y activacién de la proteina ribosomal S6 kinasa,
especificamente la subunidad p70S6K, también denominada S6K1. La particularidad de esta
proteina mMTOR, es que conforma un complejo molecular —-mTORC1- y de sefializacion
intracelular, cuya actividad es regulada tanto por factores de crecimiento, como por la

disponibilidad de nutrientes y el metabolismo energético [110, 112].
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Es asi como mTOR se encuentra unido a dos proteinas, Raptor que es considerado un

regulador positivo de la actividad de mTOR, y mLST8/GBL un estabilizador de tal

interaccion, conformando el complejo denominado mTORC1. En conjunto funcionan como un

sensor de ciertos nutrientes, toda vez que la deprivacion de aminoéacidos estabiliza la

interaccion entre Raptor y mTOR, inhibiendo la actividad kinasa de éste, mientras que en

presencia de aminoacidos se inducen cambios conformacionales que promueven la interaccion

eficiente entre mTOR-Raptor, permitiendo la actividad kinasa de mTOR y la unién a sus

sustratos ya mencionados, S6K1 y 4E-BP1 [113], lo que estimula la sintesis de proteinas

(Figura 2).
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Figura 2. Via de sefializacion y regulacién de mTOR en células animales. Imagen modificada de Wullschleger et

al. Cell. 2006;124(3):471-84.

Por otro lado, el complejo mTOR-Raptor-mLST8 —-mTORCL1-, es inhibido por el

heterodimero conformado por las proteinas TSC1/TSC2 —tuberous sclerosis complex-, cuyas
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mutaciones con pérdida de su funcion bioldgica conducen a la formacion de hamartomas con
células muy grandes en distintos érganos concordante con un aumento de la actividad de
mTOR [112, 114]. Asi, se ha demostrado que Akt fosforila e inactiva a TSC2 lo que resulta en
activacion de la funcién bioldgica de mTOR [115]. Aun cuando la forma en que TSC1/TSC2
inhibe MTOR no esté plenamente dilucidada, se ha propuesto que tal represion ocurriria por la
inactivacion de una pequefia proteina del tipo GTPasa denominada Rheb, que se encuentra
primariamente en las células animales en su forma activada unida a GTP, funcionando como
un regulador positivo de mTOR [116]. Se ha propuesto que TSC1/TSC2 en forma basal
incrementa la actividad GTPasa de Rheb, de manera que al mantenerse unido Rheb a GDP, es
incapaz de promover la activacion de mTOR [116]. Asi, la fosforilacion e inactivacion de
TSC1/TSC2 mediado por Akt, inhibe tal incremento de la actividad GTPasa de Rheb, con lo
cual éste persiste unido a GTP, lo que da como resultado un aumento en la actividad de mTOR
[72, 110, 112], sin embargo, la forma en que Rheb activa a mTOR no ha sido adecuadamente

descrita (Figura 2).

Los procesos dirigidos por mTOR como la traduccion de mRNA y la biogénesis
ribosomal, consumen altas cantidades de energia celular, lo que sugiere que su actividad sea
regulada por el estado energético de la célula [117], al objetivarse una disminucién en la
activacion de mTOR inducido por insulina, luego de la deprivacién de glucosa y la inhibicién
de la respiracion mitocondrial [117]. En este contexto, AMPK -5 AMP-activated protein
kinase-, proteina kinasa multimérica altamente conservada presente en diversos tejidos, cuya
actividad en higado estimula la f-oxidacion de acidos grasos y la cetogénesis, mientras que
inhibe procesos anabdlicos como sintesis de colesterol, lipogénesis y sintesis de triglicéridos

[118-120], funciona como un sensor energético celular, debido a que su actividad es modulada
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por cambios moderados en la relacion AMP/ATP, siendo activada tras la disminucion del ATP
intracelular [119, 121]. La importancia del balance energético y la implicancia de AMPK
sobre la respuesta regenerativa hepatica ha sido sugerida, al evidenciarse en ratas sometidas a
hepatectomia subtotal 90% un deterioro de la proliferacion hepatocelular asociado a una
activacion de AMPK en respuesta a un déficit energético celular que implicaria una
disminucion secundaria de la activacion de mTOR, situacién que se revierte tras la

administracion de dieta con alto contenido energetico [122].

De esta manera, se ha demostrado una accion inhibitoria de AMPK sobre mTOR,
siendo implicado en tal fendmeno regulatorio la proteina TSC2, cuya actividad inhibitoria
sobre mTOR aumenta tras su fosforilacion por AMPK, a diferencia del efecto observado tras
la fosforilacion de TSC2 por Akt [123]. Es decir, a este nivel confluyen los efectos
regulatorios sobre mTOR de vias que inducen respuestas antagdnicas, toda vez que el estimulo
de la accién de mTOR secundario a factores de crecimiento y/o disponibilidad de nutrientes,
se contrarresta con la modulacién ejercida por AMPK en relacién a las necesidades
energéticas celulares, siendo posiblemente el complejo TSC1/TSC2 clave en tal mecanismo
regulatorio [110] (Figura 2). En este sentido, no se ha evaluado por completo en modelos in
vivo de regeneracion hepatica la relacién metabdlica y energética que conduce a activacion de
AMPK y su efecto regulatorio mediado por TSC1/TSC2 sobre mTOR, ni tampoco las posibles
implicancias que este mecanismo podria tener sobre la significativa compensacion hipertrofica

e hiperplasica del remanente hepatico observada en un modelo de estudio de ALPPS.

Es asi como al advertir las caracteristicas de los efectores de mTOR vy la naturaleza de
la respuesta esencialmente anabdlica que tras su activacion gatilla en el metabolismo celular,

no es dificil entender la posible relacion existente entre mTOR Yy regeneracion hepatica, donde
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la administracion de rapamicina, un inhibidor selectivo de mTORCL, en ratas sometidas a
hepatectomia parcial, genera un retardo en la proliferacion de hepatocitos y de células no

parenquimatosas, junto a la disminucion de factores asociados a regeneracion hepatica [124].

La realizacion de ligadura portal y transeccion del parénquima hepatico —ALPPS-
probablemente representaria el estimulo de una serie de procesos biologicos que explicarian la
significativa respuesta regenerativa hepética. Asi, mientras la ligadura portal redistribuye todo
el flujo hacia el remanente hepético que se desea preservar, generando algun grado de estrés
hemodindmico en la respuesta inicial, la particién del parénquima que implica la ligadura de
colaterales intraparenquimatosas y la separacion anatomica del remanente del resto del tejido
hepético, permitiria optimizar la redistribucion no solo del flujo portal, sino que ademas de
todos los mediadores procedentes del flujo esplacnico, incluyendo factores de crecimiento,
nutrientes y citoquinas con accién directa sobre el tejido hepatico no ligado. A esto se
agregaria la induccion de una respuesta inflamatoria local secundaria a la particién, que

posiblemente favoreceria el priming de los hepatocitos del remanente.

En este escenario, se propone que tales cambios podrian estar asociados a la activacion
de mTOR en los hepatocitos del remanente, que a su vez no presentaria un desbalance
energético de gran magnitud, al conservarse in situ el resto del tejido hepatico el cual, dentro
de cierto rango, mantendria sus funciones bioldgicas y metabolicas, evitandose la inhibicién

mediada por AMPK de los procesos anabdlicos del remanente en activa regeneracion.

Con estos antecedentes, se plantea el estudio de tales inferencias mediante el disefio y
estandarizacion de un modelo in vivo de ALPPS y su eventual correlato en higado de pacientes

sometidos a esta intervencion.
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Il. Hipdtesis

El aumento de la masa hepatica observada post ALPPS ocurre mediante la induccion
de mecanismos de regeneracion hepatica dependientes de sefiales metabdlicas que incluyen la

activacion de la via de transduccion de sefiales AMPK/mTOR.
I11. Objetivo General

Determinar los mecanismos implicados en la ganancia de masa hepatica post ALPPS
en un modelo animal y en pacientes, incluyendo el estudio de sefiales metabdlicas y la

participacion de la via AMPK/mTOR.
IV. Objetivos Especificos
4.1 Estudios en modelo animal de ALPPS

1. Estandarizar un modelo in vivo de ligadura portal asociada a particion del parénquima

hepéatico (ALPPS) y cuantificar la ganancia de masa del remanente hepatico.

2. Estudiar la respuesta regenerativa hepatica mediante indices de recuperacion de masa
hepética, indice mitético, y a través de la medicion del marcador de proliferacion

hepatocelular Ki-67 en modelo experimental de ALPPS.

3. Estudiar la funcion hepatica mediante niveles plasmaticos de transaminasas, albumina

y pruebas de coagulacién en modelo in vivo de ALPPS.

4. Estudiar expresion de marcadores de progresion en regeneracion hepatica mediante

cuantificacion de TNF-a, IL-6, HGF y TGF-B en modelo experimental de ALPPS.
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Evaluar el estado metabdlico sistémico y hepatocelular mediante glicemia, acidos
grasos libres plasmaticos, contenido de glicgeno y grado de esteatosis tisular hepética,

junto a contenido lipidico hepatocelular inducido post ALPPS.

Estudiar la induccion de la via de sefalizacion AMPK/mTOR en el tejido hepético

remanente inducido por modelo in vivo de ALPPS con western blot y gRT-PCR.

Determinar los efectos de la inhibicion farmacol6gica de la activacion de

AMPK/mTOR con rapamicina en modelo experimental de ALPPS.
4.2 Estudios en pacientes sometidos a ALPPS

Describir las caracteristicas clinicas y oncologicas de los pacientes con lesiones
metastasicas hepaticas de cancer colorrectal que requieren tratamiento quirdrgico

mediante técnica de ALPPS, junto a morbilidad y mortalidad asociada a esta cirugia.

Medir el volumen del remanente hepatico futuro en pacientes con metastasis hepaticas
de cancer de colon y su ganancia volumétrica mediante estudios imagenoldgicos con
tomografia computada de abdomen y pelvis, previo y posterior a la realizacion de

ALPPS.

Estudiar parametros de funcién hepéatica mediante pruebas de laboratorio clinico (perfil
hepético y pruebas de coagulacion) previo y en forma seriada posterior a la realizacién

de ALPPS en pacientes con metastasis hepaticas de cancer colorrectal.

Estudiar la respuesta regenerativa hepatica mediante indices de recuperacion de masa
hepéatica e indice mitético, a través de la medicion del marcador de proliferacion
hepatocelular Ki-67 en biopsias hepaticas tomadas previo y posterior a la realizacion

de ALPPS.
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5. Estudiar expresion de marcadores de progresion en regeneracion hepatica mediante
cuantificacion de TNF-a, IL-6, HGF, EGF y TGF-p previo y posterior a ALPPS en

pacientes con metastasis hepaticas de cancer colorrectal.

6. Estudiar la induccién de la via de sefializacion AMPK/mTOR en higados de pacientes

sometidos a ligadura portal y transeccion del parénquima.
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V. Materiales y métodos

5.1 Estudios en animales

1. Disefio experimental y protocolo de estudio quirurgico

En un modelo animal se reprodujo los principios quirdrgicos implicados en la cirugia
de ALPPS efectuado en humanos, estandarizandose un procedimiento que incluy6 la ligadura
portal asociada a transeccion del parénquima hepético, para el cual se utilizé ratas macho de la
cepa Sprague Dawley (Bioterio Central, ICBM Facultad de Medicina, Universidad de Chile),
con peso corporal de 200-230 g, alimentadas con dieta solida estandar (Alimentos Champion
S.A. Santiago) y agua ad libitum, mantenidas con temperatura ambiental controlada y ciclos

de luz/oscuridad de 12 hrs.

Protocolo quirdrgico: para induccion anestésica se utiliz6 1 mL/kg de Zoletil 50®
(Zolazepam clorhidrato 25 mg/mL, Tiletamina clorhidrato 25 mg/mL. Virbac S.A., Carros,
Francia) inyectado via intraperitoneal, seguido de mantencion con anestésico inhalado
compuesto por isofluorano 1,5-3% en oxigeno, hasta que no exista respuesta a estimulo
doloroso y mantenga la ventilacion espontanea. Ayuno prequirdrgico fue de 4-6 hrs, para
evitar ocupacion de estdbmago por restos alimenticios y optimizacién de campo operatorio. Se
empled proteccion ocular con unguento oftalmico de cloranfenicol 1% para evitar queratitis.
Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron bajo técnica aséptica sobre un calentador
tipo “slide warmer” (Termofisher Scientific, USA) para asegurar una adecuada homeostasis de

temperatura corporal con monitoreo continuo intraoperatorio.

Estudios de anatomia comparada han establecido una homologia estructural entre el

higado de la rata y el del humano, donde en la rata cada uno de sus 4 I6bulos que son: I6bulo
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izquierdo -LI-, I16bulo medio -LM-, I6bulo derecho -LD- y el I16bulo caudado -LC-, representan
consecutivamente los siguientes segmentos humanos: II-111; IV-V-VIII; VI-VII; y | [29, 125]
(Figura 3). Asi, siguiendo los principios de una hepatectomia que considera dejar al menos 2
segmentos adyacentes en el remanente, y asumiendo que éste debe ser insuficiente, se
considerd que el tamafio del remanente debia ser 15-20% del higado de rata, debido a que

hepatectomias parciales >80% en rata se asocian a mortalidad [29, 122].

Porcién Porcién
derecha del izquierda del
Iébuloxmedio Iébulokmedio

[ VT 1
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Left lateral lobe |||
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Figura 3. Esquema de anatomia topogréafica de higado de rata y de modelo microquirdrgico experimental de
ALPPS. Se representan las relaciones porcentuales de los 4 I6bulos hepéticos y la homologia estructural con los
segmentos hepaticos humanos. Lineas azules cortas representan ligaduras de ramas portales. Linea roja
corresponde al limite anatémico entre porcion derecha e izquierda del 16bulo medio y representa la zona de
transeccion de tejido hepéatico. Zona achurada con lineas paralelas indica al tejido hepéatico remanente.

Por consiguiente, se disefid un procedimiento que implica ligar las ramas portales
tributarias del LD y LC, al que se agrega la ligadura de la rama portal que irriga al LI junto a

la porcidn izquierda del LM, siendo esta Ultima porcion compatible con el segmento IV en
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humanos (Figura 3). De esta manera, se deja con perfusion portal, es decir, sin ligar, sélo la
porcién derecha del LM, que por homologia se corresponde con los segmentos V y VIII en
humanos, y que en términos porcentuales representa aproximadamente entre 15-20% de tejido
hepético de rata. A esto se agrega una transeccion, que separa anatdbmicamente la porcion

derecha del LM —tejido hepéatico remanente no ligado- de la porcién izquierda (Figura 3).

Figura 4. Modelo microquirdrgico experimental de ALPPS en higado de rata. Fotos superiores, se muestra
disposicion de pediculo portal in situ con via biliar y ramas de arteria hepatica por cara anterior, junto a vena
porta y sus ramas por posterior. Se observa ligaduras de ramas de vena porta del LD, LC y rama que irriga L1 y
porcion izquierda de LM. Fotos inferiores, se muestra zona de transeccion hepética entre porcion derecha e
izquierda de I6bulo medio. Ver detalles en texto.

Bajo visidn con lupa de microcirugia experimental, se efectud el abordaje quirargico
mediante una laparotomia subcostal bilateral, desplazandose las visceras hacia caudal con una

gasa esteril himeda, exponiendo el pediculo hepatico con la triada portal (Figura 4). Se libero

Pagina | 36



Universidad de Chile — Facultad de Medicina — Escuela de Postgrado
Tesis Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad 2018

el ligamento falciforme y las reflexiones del peritoneo visceral con tijera microquirurgica, para
luego ligar las ramas portales con seda 5-0, respetando la vascularizacion arterial y el drenaje
biliar. Tras la demarcacion de una linea isquémica en el LM, luego de efectuadas las ligaduras
portales, se procedid a la transeccion con electrocoagulador, con la precaucion de no dafiar el
drenaje venoso hepético (Figura 4). En grupos controles se realiz6 la secuencia operatoria
indicada, sin agregar la particion parenquimatosa o sélo realizando ésta —sin ligaduras
portales-, mientras que en un ultimo grupo de cirugia simulada —sham- se efectu6 la
laparotomia subcostal bilateral, exposicion del campo operatorio, la liberacion del ligamento
falciforme y reflexiones peritoneales seguido de cierre de la pared abdominal, que en todos los
casos se efectud con sutura continua de pared total de seda 3-0. Asi, el procedimiento indicado
fue similar a la técnica reportada para el estudio de regeneracion hepatica en un modelo de

ALPPS descrito por Yao y col. [126].

Cuidados post operatorios: se administrd via subcutadnea solucion NaCl 0,9% en
cantidad equivalente a 1% de peso corporal en ml, inyectdndose ademas solucién analgésica
intraperitoneal de Tramal® 0,01 mg/kg. Los animales se mantuvieron en recuperacion en
jaulas separadas en condiciones controladas de temperatura ambiental, bajo monitoreo de
mecanica ventilatoria y movimientos espontaneos, con disponibilidad de agua y comida.

Diariamente se evaluo el peso corporal y estado general.

Eutanasia: de acuerdo al protocolo quirargico experimental, bajo sedacidn anestésica
con 60 mg/kg de nembutal 0,5% via intraperitoneal, se tomaron muestras de sangre por
puncién de vena cava abdominal y de vena porta, cuyo suero recolectado tras centrifugacion,
se almacen6 a -20°C. Una vez resecados, el remanente hepatico y el resto del higado fueron

pesados por separado, tomandose muestras que se conservaron en formalina 10% para analisis
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histoldgicos; mientras que el resto del tejido fue congelado en nitrégeno liquido y almacenado

a -80°C para futuras determinaciones.

Tratamientos y grupos experimentales: grupos de ratas sometidas a modelo de ALPPS
se trataron previo a protocolo quirdrgico con Rapamune® (rapamicina, Wyeth) con el fin de
inhibir la activacion de mTOR, administrandose via intraperitoneal 0,4 mg/kg en 250 uL de
dimetil sulféxido 2 hrs previo a cirugia, y diariamente hasta el sacrificio como ha sido
reportado [127]. Para el resto de las situaciones experimentales, los grupos de ratas operadas
recibieron solo el vehiculo de Rapamune® -250 pL de dimetil sulfoxido-, siendo cada grupo

sacrificado a distintos tiempos post operatorios (Figura 5).

Tiempo post cirugia para

Cirugia: muestras de tejido y sangre:
Sham 24 -72-168 hrs
A |
( \[ )
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-2 0

Cirugia:
Ligadura portal

Vehiculo de ’—m
rapamicina
-2 0

Cirugia:
Ligadura portal
+ transeccion

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Rapamicina (—A—\
: —
Vehiculo de }
rapamicina 2 0 Tiempo (horas)

Figura 5. Disefio experimental y grupos de estudio de animales de acuerdo a protocolo operatorio. Los grupos de
animales sometidos a cirugia simulada —sham-, s6lo a transeccién hepatica o ligadura portal, fueron tratados con
vehiculo de rapamicina segln lo descrito en texto. Los grupos de animales del modelo de ALPPS se trataron con
rapamicina o su vehiculo. Cada grupo sometido a eutanasia en los tiempos indicados estuvo constituido por n=6.
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Todos los procedimientos y protocolos experimentales en animales se realizaron en
este proyecto de acuerdo con la Guia de Cuidados y de Manejo de Animales de Laboratorio
local y cuentan con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile para el proyecto FONDECYT N°1130274, con resolucion de aprobacion

N° CBAHO558FMUCH.

2. Medicidén de ganancia volumétrica del remanente hepatico: en los animales, el peso
hepatico de la porcion derecha del 16bulo medio —remanente hepético- fue pesado en ratas
Sprague Dawley (n=6) de peso corporal similar al de los grupos de estudio (200-230 g), lo
cual representd una estimacion del peso del remanente previo a tratamientos quirdrgicos.
Luego, se medié la tasa de regeneracion hepatica, segun la siguiente férmula: Tasa de
regeneracion = [(P2-P1)/P1] x 100, utilizada por Yao y col. [126]. Donde P1 corresponde al
peso estimado inicial de la porcién derecha del I6bulo medio, mientras que P2 al peso de la
porcion derecha del I6bulo medio de las ratas sacrificadas segun protocolo de estudio. Se
calcul6 ademas, la relacion entre el peso del remanente y el peso total de los higados resecados
(PR/PH), y entre el peso de remanente y el peso corporal total de la rata (PR/PT) en los

momentos del sacrificio.

3. Andlisis de funcion hepatica: en suero de ratas sometidas a protocolo experimental
se efectuaron mediciones de aspartato aminotransferasa (AST/GOT) vy alanina
aminotransferasa (ALT/GPT) mediante kits comercialmente disponibles (Valtek Diagnostics,
Santiago, Chile) que fueron expresados en U/L. Ademas, se medié albimina y tiempo de
protrombina-INR mediante kits comerciales (Abcam Cambridge, USA) y (Wiener Lab,

Argentina) expresados en mg/dL; y en porcentaje de protrombina y/o INR —international
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normalizated ratio- respectivamente. En cada caso se siguieron las instrucciones del

fabricante.

4. Andlisis histopatoldgico e inmunohistoquimica: las muestras de tejido hepatico
fijadas en formalina se incluyeron en parafina, para luego ser cortadas y tefiidas con
hematoxilina-eosina (HE). Mediante microscopia Optica se evalué cualitativamente la
arquitectura tisular hepatica, necrosis, inflamacion y grado de esteatosis hepética. Secciones de
tejido fueron desparafinadas e incubadas con inmunotincion para mieloperoxidasa (Abcam
Cambridge, USA). La esteatosis hepatica y el infiltrado inflamatorio fueron graduadas como
ausente, leve, moderado o severo. Se cuantificd células mitdticas en 10 campos en forma
aleatoria, estimandose un indice mitético. Muestras de tejido fueron tefiidas con &cido
peryodico Schiff (PAS) y se estimd en forma semicuantitativa el contenido de glicégeno
hepatico mediante la cuantificacion del area con tincion PAS positiva en 20 campos de mayor
aumento, utilizando el software ImageJ®. Todos los andlisis histoldgicos fueron realizados en

forma ciega con respecto a los grupos experimentales.

5. Marcadores de proliferacion celular: secciones de tejido fueron desparafinadas e
incubadas con anticuerpo anti Ki-67 (Dako CA, USA), cuantificindose manualmente en 20
campos de mayor aumento en forma aleatoria ndcleos de células con inmunotincion positiva

para estimar indice de proliferacién celular.

6. Marcadores serolégicos: en muestras de suero se cuantificaron marcadores de
progresion de regeneracion hepéatica mediante kit de ELISA de rata disponibles para TNF-a,
IL-6, TGF-B (Novex®, Life Technologies, USA), EGF (Thermo Scientific™ Life
Technologies, USA) y HGF (Abcam, Cambridge) medidos en pg/mL. Todos los anélisis se

efectuaron de acuerdo a instrucciones de los fabricantes. Se cuantificé nivel de glicemia
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(mg/dL) mediante kit enzimatico (Wiener Lab, Argentina), junto a &cidos grasos libres

plasmaéticos (UM) con kit comercialmente disponible para rata (Abcam, Cambridge).

7. Andlisis de &cidos grasos hepatocelular: el contenido total de lipidos fue extraido de
homogenizados de tejido hepético utilizando el procedimiento de extraccion de Bligh y Dyer
modificado [128]. Para la cuantificacion del contenido de 4cidos grasos hepético, muestras de
higado fueron homogenizadas en agua destilada y el componente lipidico fue extraido con una
solucidn de cloroformo/metanol en relacion 1:2, seguido de centrifugacién (2000 G durante 10
minutos a temperatura ambiente). Después de la extraccion de la fase cloroférmica el solvente
se dejo evaporar y las muestras se pesaron, estableciéndose la fraccion de contenido total de

lipidos del fragmento de tejido hepatico analizado [128].

8. Estudios de reaccidn de polimerasa en cadena cuantitativo en tiempo real (QRT-
PCR): el contenido total de mMRNA fue extraido a partir de muestras de tejido hepatico con un
kit comercial (EZNA® Tissue RNA kit, Omega Bio-Tek, USA) utilizando las instrucciones
del fabricante. El contenido total de RNA extraido fue cuantificado mediante
espectrofotometria (relacion A260/A280 nm) cuya pureza e integridad fue confirmada. A
continuacion, se sintetizo cDNA mediante el uso del sistema enziméatico Super Script II®
(Invitrogen Life Technologies Inc., CA, USA) con hexanucle6tidos como random primers
(Promega Random Primer). EI cDNA, fue amplificado por gRT-PCR, utilizando SYBR Green
I Master (Roche) en un termociclador Light Cycler 480 (Roche) con partidores especificos
para genes IL-6, HGF, mTOR, S6K1, TSC1, TSC2, Akt y la subunidad a de AMPK, que se
normalizaron para expresion de RPS-23 (Tabla 1). Los niveles de expresién de mRNA fueron
cuantificados por el método de 2-AACt. Los resultados se expresaron como veces de cambio

con respecto al grupo control —sham-.
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Gen Forward Reverse
Rn IL-6 TAC CCC AAC TTC CAATGC TC TGA GTT GGA TGG TCT TGG TC
Rn HGF GGG GAA TGA GAA ATG CAG TC AGC CCC AGC ACATAATTC AG
Rn mTOR AGG AAG GAC GTT TGC TCA GA TCC CTC ACT GAA CAC AGC AG
Rn S6K1 TTATTG GTA GCC CAC GAA CG TGT CTG AGG ATT TGC TGT GC
Rn TSC1 AAG AAA CCA GGC CAT GTG AC CAT AAA GGC GAT GGA AGA GG
Rn TSC2 TGC CGT ATC ATG GAG AAC AG GCC ATC CCA ACA AAG AAC AC
Rn AKT TCT CAG TGG CAC AAT GTC AG AGC GGA TGA TGA AGG TGT TG
Rn AMPK TTT GCC TAG AAT CCC CAC AG TAA GGA GCC CAG AAA ACA GC
Rn RPS-23 GTA GGG GTT GAA GCC AAA CA CAC CTT AAA GCG GAC TCC AG
Hs IL-6 CCT GAA CCT TCC AAA GAT GG TTT TCA CCA GGC AAG TCT CC
Hs TNF-a AAG AGA ATT GGG GGC TTA GG GAA TCC CAG GTT TCG AAG TG
Hs HGF ATC AAA TGT CAG CCC TGG AG TTC TTC CCC TCG AGG ATT TC
Hs TGF B1 ATT GAG GGC TTT CGC CTT AG AAC CCG TTG ATG TCC ACT TG
Hs mTOR TGT CCT GCT GGT CTG AAC TG TTC AGC GAT GTC TTG TGA GG
Hs S6K1 GCA CAG CAA ATC CTC AGA CA GAT GCT TCC CCA CTC ATT GT
Hs 4E-BP1 TCT GGT TTC AGG TCT CGA TG ATT TCC TCT CTT GGG GAA GG
Hs TSC1 TTC GAC ACG GCT GAT AAC TG ATC AGG TGG GAC ATT TCC AG
Hs TSC2 TGC TCA TCA ACA GGC AGT TC TCT TTATCC TCG GGG ATG TG
Hs AKT TCT ATG GCG CTG AGA TTG TG TTG TCC AGC ATG AGG TTC TC
Hs AMPK ATG GAC GGG TTG AAG AGA TG TCT GGT TTC AGG TCT CGA TG
Hs CD1 TGG TGA ACA AGC TCA AGT GG CTG GCA TTT TGG AGA GGA AG
Hs B-actin GCT CTT TTC CAG CCTTCC TT GCA CTG TGT TGG CAT ACA GG

Tabla 1. Partidores especificos de genes de ratas (Rn) y humanos (Hs) para ensayos de qRT-PCR. Las secuencias
son mostradas en sentido 5> 3.

9. Western blot: extractos de proteinas totales se obtuvieron de acuerdo a la técnica
descrita por Deryckere y Gannon [129], homogenizando muestras de tejido hepatico
[amortiguador A: Hepes 10 mM pH 7,9, Nonidet P-40 al 0,6%, NaCl 150 mM,
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 0,5 mM, inhibidores de proteasas (aprotinina y leupeptina)
1ug/mL e inhibidores de fosfatasas 1 mM], seguido de centrifugacion (600 G), incubacion
(4°C) y centrifugacion del sobrenadante (2300 G), siendo el sobrenadante el extracto de
proteinas totales, el cual se almaceno a -80°C. Se sometieron 10 pL de extractos totales de
proteinas hepaticas (50 ug de proteinas) a electroforesis en geles de acrilamida (PAGE-SDS)
con gel concentrador [H20, Tris-HCI pH 6,8, acrilamida/bisacrilamida 30/0,8%, persulfato de
amonio 1% y TEMED] vy gel separador al 10% [H,O, Tris-HClI pH 8,8,
acrilamida/bisacrilamida 30/0,8%, persulfato de amonio, TEMED], utilizando amortiguador

de corrida [Tris base 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%]. Al término de la electroforesis,
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las proteinas ya separadas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) utilizando un sistema humedo, con amortiguador de transferencia [Tris base 25 mM,
glicina 150 mM, metanol 20%, pH 8,3]. Luego, las membranas fueron bloqueadas durante 1
hora a temperatura ambiente con BSA al 5% en TBS [Tris 0,1 M, NaCl 1 M, pH 7,5]. Las
membranas fueron lavadas con TBS-Tween 20 al 0,1%, e incubadas con anticuerpos primarios
contra mTOR y la fosforilacion de mTOR, utilizando como control de carga interno o-
tubulina. Para la deteccion de las proteinas se utilizd un sistema quimioluminiscente (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, USA) con una solucion luminol/enhancer y solucion de
peréxido estable en una relacion 1:1. El analisis densitométrico de las bandas se realizo
utilizando el programa UN-SCAN-IT GEL (Gel & Graph Digitizing Software, versién 6.1,
Silk Scientific Corporation 1988-2005, Utah, USA). Los resultados se expresaron en unidades

densitométricas arbitrarias como veces de cambio con respecto al grupo control —sham-.

10. Analisis estadisticos: el tamafio muestral se determind mediante la siguiente
formula, n=[2(Z.+Zy)*xS%]/d?; los valores considerados para los coeficientes de riesgo Z, y Zy
fueron de 1,645 y 0,842 (riesgo de 0,05), respectivamente. La variabilidad en el grupo control
utilizada para el célculo es de 100 (cél/campo visual) y se estimd a partir del nimero de
células positivas para Ki-67 en modelo de regeneracion con ligadura portal de 80% del tejido
hepatico previamente publicado [130]. Asi, asumiendo una diferencia deseada de 140
(cél/campo visual) con el modelo de ALPPS propuesto, segln la formula, para encontrar
diferencias significativas entre lo propuesto y sus controles, el niamero (n) ideal es de 6,31; por

lo que se estudiaron 6 ratas por grupo experimental.

Los resultados se expresaron como promedios * desviacién estandar (DE) en texto y

error estandar de la media en graficas. Para las comparaciones entre los grupos se aplico
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andlisis de varianza (one-way ANOVA). Se evalu6 la normalidad y la homocedasticidad de
los datos, demostrandose diferencias significativas entre variables mediante analisis post hoc
con test de Newmann Keuls para maltiples comparaciones. Los analisis se efectuaron con el
software Graphpad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Diferencias de

p<0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

5.2 Estudios en humanos

1. Tipo, poblacion y lugar de estudio

Complementariamente se efectud un estudio observacional, descriptivo de terapia, en
una serie de casos prospectiva constituida por pacientes sometidos a ALPPS por el equipo de
Cirugia Hepatobiliar del Hospital del Salvador. Asi, la poblacion de estudio estuvo
conformada por pacientes adultos hombres o mujeres, mayor o igual a 18 afios con metéastasis
hepéaticas de cancer colorrectal sometidos o no previamente a quimiorradioterapia, que
requieren hepatectomias extendidas, y en que se estima un volumen de remanente hepético
insuficiente. Los casos fueron reclutados en forma consecutiva, a partir de pacientes evaluados
en el policlinico de cirugia y oncologia del Hospital del Salvador, asi como del comité
oncologico multidisciplinario de dicha institucién, por lo que se obtuvieron de la poblacién
adscrita al Servicio de Salud Metropolitano Oriente que se atiende en el Hospital del Salvador,

Santiago-Chile, durante el periodo 2013-2015 (Figura 6).
2. Criterios de inclusion y de exclusion

Criterios de inclusion

e Adultos, mayor o igual a 18 afios con cancer colorrectal confirmado por histopatologia

con o sin quimiorradioterapia previa.

Pagina | 44



Universidad de Chile — Facultad de Medicina — Escuela de Postgrado
Tesis Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad 2018

Pacientes con metastasis hepaticas de cancer colorrectal con primario controlado, ya sea

con o sin tratamiento quirdargico del tumor primario y/o terapias adyuvantes.

Metastasis hepaticas no resecables mediante hepatectomia en un tiempo por siguientes
razones: ubicacion anatémica dificil, dificultades técnicas, diseminacion intrahepética
multinodular bilobular, bajo 0 muy bajo remanente hepatico futuro estimado previo a
tratamiento quirdrgico resectivo, definido como <20% en higado sano, 30-40% en higado

con quimioterapia previa, 50% en higado cirrotico.

Estudio de diseminacion negativo para enfermedad extrahepética.

Aprobacidn por comité oncoldgico multidisciplinario del Hospital del Salvador.
Consentimiento informado aprobado por comité de ética del Hospital del Salvador.
Criterios de exclusion

Compromiso hepatico por tumores hepaticos primarios o metastasicos no colorrectales

(criterio de exclusion relativo).
Estudio de diseminacion positivo para enfermedad extrahepatica.

Enfermedad primaria hepética conocida —dafio hepatico crénico- diagnosticado previo a
cirugia o durante intraoperatorio. Se excluyeron pacientes cirroticos por constituir un
grupo de muy alto riesgo, en el contexto de una cirugia compleja en fase de
estandarizacion. Por lo demas, el dafio hepatico crénico presenta propiedades particulares
en los fendmenos de regeneracién hepatica que difieren de los observados en higados sin

esta condicion [131].
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Tiempo O Reclutamiento consecutivo de pacientes
2013-2015
‘ Policlinico de cirugia H. Salvador
Hospital del Salvador Policlinico de oncologia médica H. Salvador

n= “X" pacientes

‘ Criterios de inclusién/exclusién

Recoleccidn datos clinicos demogréficos: edad, sexo, comorbilidades, uso de
farmacos, tipos de sintomas, tiempo de sintomas mediante minuta estructurada.

Diagndstico histopatoldgico, clasificacion pTNM Evaluacion de cada caso candidato a ALPPS
Tratamientos adyuvantes, cirugia tumor primario, tipo y dosis de Qt y/o Rt en comité oncoldgico multidisciplinario
Caracterizacién de metdastasis hepaticas Hospital del salvador

- NUmero, ubicacién, tamafio

- Estimacion remanente hepatico futuro previo a posible ALPPS/reseccién
*  Performance status
Informe de comité oncoldgico y volumetria tomografica.

( J
I

_ Consentimiento informado aprobado por
paciente y comité de ética H. Salvador

Figura 6. Maniobra del estudio clinico de pacientes candidatos a tratamiento quirdrgico mediante protocolo
ALPPS. Ver en texto criterios de inclusion/exclusién.

3. Técnica quirargica de ALPPS y protocolo de estudio: efectuada la evaluacion clinica
inicial, con aprobacién de la cirugia ALPPS por el comité oncoldgico multidisciplinario del
Hospital del Salvador, se ingresé el paciente al protocolo de estudio ALPPS (Figura 7). Todos
los pacientes ingresados a este estudio, lo hicieron previo consentimiento informado firmado y
aprobado por el comité de ética del Hospital del Salvador en el contexto del proyecto

FONDECYT N°1130274 dentro del cual se enmarco este estudio (Anexo 1).

En relacion a la técnica quirdrgica, como se detall6 con antelacion y siguiendo los
principios descritos por Alvarez y col. [50], el paciente se ubica en posicion declbito supino,
abordandose por laparotomia subcostal derecha ampliada. Abierto peritoneo, se accede a
cavidad abdominal, realizandose exploracion visual y digital de lesiones hepaticas para
pesquisa de eventuales lesiones a distancia. Se complementa evaluacion con estudio
ecogréafico intraoperatorio para caracterizacion de lesiones metastasicas intrahepéticas. Se

identifica vesicula biliar, disecandose estructuras de hilio vesicular. Ligadura de conducto y
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arteria cistica con poliglactina 3-0 (Vicryl™), extirpandose vesicula biliar de lecho hepético
con electrobisturi. Se identifica pediculo hepético, disecAndose rama derecha de vena porta
que se secciona con stapler vascular, o en su defecto, con doble ligadura de seda 2-0 y seccion
con bisturi frio, respetdndose vascularizacion arterial y drenaje biliar. Tras delimitacion del
area isquémica del lébulo hepético derecho ya deportalizado, se realiza transeccion
parenquimatosa con electrocoagulador y/o dispositivo de energia (Harmonic® o
Aquamantys™), ligdndose colaterales intrahepaticas con seda 3-0 en relacion a fisura
umbilical, separando anatémicamente los segmentos II-111 del V. En caso de objetivarse
lesiones metastasicas en segmentos II-111 remanentes, se trataron mediante reseccion, ablacion
por radiofrecuencia o alcoholizacion segun condiciones locales (Figura 1). Finalmente, se
completa liberacién de ligamentos del l6bulo hepatico derecho hasta lograr completa
movilizacién de éste, el que se envuelve con material estéril de hule para evitar adherencias
post quirdrgicas. Se instalan drenajes de latex hacia lecho hepatico de diseccion que se fijan a
piel con seda 2-0. Cierre de laparotomia por planos con poliglactina 1-0 continuo para

aponeurosis, poliglactina 3-0 continuo para tejido subcutaneo y piel con sutura mecéanica.

Tras el primer tiempo quirdrgico, el paciente se manejo en la unidad de cuidados
intensivos donde se realizaron evaluaciones quirtrgicas y nutricionales diarias, junto a
seguimiento de laboratorio clinico habitual y control de parametros de funcidon hepética
seriados. Al 8° 6 9° dia post operatorio, segun condicion clinica del paciente, se efectud
control imagenoldgico con tomografia computada de abdomen y pelvis con contraste
endovenoso, con el objetivo de cuantificar los cambios volumétricos del remanente hepatico,
segun el cual se decidi6 momento del tiempo resectivo. Si paciente presenta favorable

condicion clinica general, sin signos de complicacion médico-quirdrgica en curso post

Pagina | 47



Universidad de Chile — Facultad de Medicina — Escuela de Postgrado
Tesis Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad 2018

operatorio que contraindique cirugia, o que en su defecto implique la necesidad de

reexploracion quirdrgica previo a control imagenoldgico sefialado; y junto a un volumen de

remanente hepético suficiente >30% o indice remanente hepatico/masa corporal >0,5%, se

efectu6 segundo tiempo operatorio resectivo (Figura 7). En tal caso, se aborda lecho

operatorio a través de la misma incision de cirugia previa tras retiro de suturas de pared

abdominal. Se efectia exploracion de cavidad, retirdndose drenajes y bolsa instalada

previamente. Se disecan y ligan arteria hepéatica derecha con seda 2-0, mientras que conducto

biliar hepético derecho con Vicryl™ 3-0, seccionandose ambas estructuras con bisturi frio. Se

liberan adherencias post quirdrgicas hasta abordar vena suprahepatica derecha y media las que

se seccionan con stapler vascular, segun técnica previamente publicada [50] (Figura 1).

Consentimiento informado aprobado por
paciente y comité de ética H. Salvador

. o 4 L | [ P
- Tiempo: 4 1° tiempo cirugia: ALPPS ! I 1-8 dias post ALPPS _’
7 dias pre-ALPPS

- Evaluacién nutricional - Toma de muestra de sangre - Manejo UCI/UTI - 8° dia post ALPPS - TAC de
- Exdmenes laboratorio momento previo a cirugia - Evaluacion nutricional diaria abdomen y pelvis de control
clinico preoperatorios - Biopsia de lI6bulo hepatico - Test laboratorio clinico diario - Evaluacién de volumen de
- Evaluacién preanestésica ligado y no ligado (remanente) - Parametros funcion hepatica remanente hepatico

Eq. Cirugia H. Salvador ICBM, Fac. Medicina, U. Eq. Cirugia H. Salvador

de Chile
2° tiempo cirugia: reseccion lIdbulo hepdtico * Condicion clinica favorable
ligado * Volumen de remanente hepatico > 30% 6
- Toma de muestra de sangre momento previo a indice remanente/masa corporal > 0,5%

cirugia
- Biopsia de l6bulo hepatico ligado y no ligado
durante intraoperatorio

ICBM, Fac. Medicina, U.
de Chile

4

Figura 7. Protocolo de estudio clinico de pacientes sometidos a ALPPS.

MEDICION DE OUTCOMES

*  Aumento de volumen de remanente
hepatico y tiempo

* Cinética de aumento de volumen de
remanente hepatico

e Analisis de caracteristicas morfoldgicas de
biopsias de tejido hepatico pre y post ALPPS

*  Analisis bioquimicos de funcidn hepatica y
moleculares de muestras seroldgicas y
hepaticas en 1° y 2° tiempo quirdrgico

*  Morbimortalidad perioperatoria mediante
clasificacién de Clavien Dindo

* Informe estudio anatomopatoldgico y tasa
de resecabilidad tumoral
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En momentos previos a primer tiempo quirirgico —~ALPPS- y a segundo tiempo
operatorio resectivo, se tomaron muestras de sangre venosa, cuyo plasma se separé por
centrifugacion y se almacend a -20°C. Ademas, se obtuvo una muestra de tejido hepatico
equivalente a 1 cm® tanto del 16bulo derecho —con carga tumoral y previo a ligadura de vena
porta respectiva-, y del remanente hepatico —segmentos 1l y Il1-; de los cuales una porcién de
la muestra se conservo en formalina 10% para estudios histopatologicos, mientras que el resto
se segmentd en pequefios trozos que se almacenaron en RNA later® Stabilization Solution
(Life Technologies USA), medio que permite conservar el RNA celular para determinaciones

posteriores.

4. Medicion de ganancia volumétrica del remanente hepatico: segun el protocolo de
estudio ALPPS (Figura 7) se efectué una medicion cuantitativa absoluta del volumen (mL) y
se relacion6 tanto al volumen hepéatico total —volumen del remanente hepatico futuro
estandarizado- cuya medida es expresada en porcentaje, asi como a la masa corporal total del
paciente —volumen del remanente/peso corporal total-, el cual también se mide en porcentaje,
siendo considerado insuficiente si su valor es <0,5% [24]. Esta Gtima medicidn, se obtiene al
considerar que el volumen del remanente hepatico (mL), es equivalente a su peso expresado
en gramos, debido a que la densidad de este tejido es aproximadamente 1, como ha sido
reportado previamente [132]. Tales mediciones se efectuaron con el software OsiriX®,
registrandose el tiempo en que se realiz6 la volumetria post primera cirugia de ALPPS —etapa
| de ALPPS-, a partir del cual se determiné el cambio volumétrico diario del remanente

(mL/dia).

5. Analisis de laboratorio clinico y funcion hepatica: se realiz6 una evaluacion seriada

de las pruebas de funciéon hepatica obtenidas por el laboratorio clinico del Hospital del
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Salvador, a traves de perfil hepéatico que incluye bilirrubina total y bilirrubina directa (mg/dL),
junto a fosfatasas alcalinas, gamma glutamil transpeptidasa, aspartato aminotransferasa
(AST/GOT) y alanina aminotransferasa (ALT/GPT) medidas en U/L. Se registraron las
pruebas de coagulacion mediante tiempo de protrombina (%) y expresado en su forma
estandarizada por INR. Se midié albumina (g/dL) sérica con kit diagnéstico (Wiener Lab,

Argentina) segun instrucciones del fabricante.

6. Andlisis histopatoldgico e inmunohistoquimica: muestras de tejido hepatico humano
fijadas en formalina 10% se incluyeron en parafina, para luego ser cortadas y tefiidas con
hematoxilina-eosina (HE). Mediante microscopia oOptica se evalud la arquitectura tisular,
necrosis, inflamacion y grado de esteatosis hepatica de igual manera a la técnica descrita
previamente para los estudios en ratas. Se cuantificd células mitéticas en 10 campos en forma
aleatoria, estimandose un indice mitdtico. Adicionalmente, secciones de tejido fueron
desparafinadas e incubadas con anticuerpo anti Ki-67 (Dako CA USA), cuantificandose en 20
campos en forma aleatoria, nicleo de hepatocitos con inmunotincion positiva para estimar
indice mitdtico mediante un marcador de proliferacion celular. La evaluacion histologica fue

realizada en forma ciega respecto al 16bulo hepético del cual procede la muestra.

7. Marcadores seroldgicos: en muestras de suero humano se cuantificaron marcadores
de progresién de regeneracién hepéatica mediante kit de ELISA humano comercialmente
disponibles para TNF-a, IL-6, HGF, TGF-p y EGF medidos en pg/mL (Novex®, Life

Technologies, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

8. Estudios de reaccién de polimerasa en cadena cuantitativo en tiempo real (QRT-
PCR): en muestras humanas de tejido hepatico se empled la técnica de qRT-PCR de igual

forma a la descrita previamente. Se utilizaron partidores especificos para los genes IL-6, TNF-
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a, HGF, TGF-B, mTOR, S6K1, 4E-BP1, TSC1, TSC2, Akt, subunidad a de AMPK, vy ciclina
D1 humano, los que se normalizaron para expresion de [-actina, representados en unidades

relativas (Tabla 1).

9. Descripcion clinica y demogréfica de pacientes: se realizd una caracterizacion
clinica de los pacientes sometidos a ALPPS, incluyendo en un registro estructurado las
siguientes variables: edad (afios), comorbilidades, estado nutricional de pacientes e indice de
masa corporal, farmacos, terapias adyuvantes (tipo y dosis de quimiorradioterapia) y habito
tabaquico, considerando que estas variables pueden modificar los resultados primarios clinicos
—ganancia volumeétrica del remanente- y moleculares —induccion de via AMPK/mTOR-,
mientras que pueden alterar la capacidad de regeneracién hepatica. Asi también, se registro el
namero, ubicacion y tamafio de las metastasis hepaticas, pues representan factores confusores,
debido a que influyen tanto en el plan quirurgico realizado —localizacion de la ligadura portal,
ubicacion y magnitud de la transeccidn hepética, junto a tratamientos adicionales para las
metastasis en el remanente-, asi como posiblemente en los niveles de aumento de volumen
logrado dependiendo del tamafio del remanente post ALPPS. Adicionalmente, se evaluaron
otras variables como género, diagndstico histopatoldgico de tumor colorrectal y etapa clinica
del cancer, performance status, tipos de cirugias previas y marcadores tumorales de utilidad
clinica (antigeno carcinoembrionario, alfafetoproteina y/o Cal9-9). Todas las variables fueron

incorporadas a una base de datos Excel, Microsoft Office 2010®.

10. Morbilidad y mortalidad post ALPPS: los resultados clinicos de los pacientes
sometidos a ALPPS fueron evaluados segun la clasificacién estandarizada de Clavien Dindo
para morbimortalidad perioperatoria [67]. Se estudio la incidencia de insuficiencia hepatica

post operatoria mediante los criterios “50-50"validados para este fin [27], y en caso de ocurrir,
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se estadificd la gravedad de la insuficiencia hepatica post operatoria mediante los criterios
establecidos por International Study Group of Liver Surgery [26]. Se analizo el resultado
patoldgico de la pieza operatoria, de cuyos informes se establecié el compromiso tumoral de
los mérgenes quirdrgicos (RO, R1 o0 R2) y la tasa de resecabilidad de los pacientes operados
mediante ALPPS. Se determiné la sobrevida general de los pacientes mediante curvas de

Kaplan-Meier.

11. Anélisis estadisticos: en el contexto de un estudio observacional, de tipo
descriptivo de una nueva terapia clinica aplicada a una serie de casos prospectiva como el
propuesto, se consider6 para el calculo del tamafio muestral, una hipétesis referida al resultado
clinico principal que se desea obtener con este tratamiento quirdrgico, es decir, el aumento de
volumen a niveles suficientes para la reseccion hepatica segura. Asi, asumiendo que en los
pacientes con metastasis hepaticas de cancer colorrectal y con volumen de tejido hepético
remanente futuro insuficiente post hepatectomia extendida, el ALPPS determina una ganancia
de volumen en el remanente hepatico de al menos un 70% en un periodo de 8 dias (H1),
siendo la hipotesis nula lo contrario (HO); a través del uso del software estadistico Granmo
Version 7.11, afio 2011, se efectu6 el calculo de tamafio muestral para medidas de
proporciones pareadas —repetidas en un grupo-, aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo
beta de 0.2 en un contraste unilateral. De esta manera, se necesitan 11 pacientes asumiendo
que la proporcidn inicial de acontecimientos es de 0 y al final de la intervencion 0.7 (70%
ganancia de volumen del remanente hepatico), y a su vez, que la tasa de pérdida de
seguimiento es 0%. Es decir, para poder comprobar —o rechazar- la hipétesis referida a la
ganancia volumétrica, se requiere 11 sujetos de estudio sometidos a esta intervencion. A su

vez, el disefio muestral que se utilizd6 en este trabajo corresponde a un muestreo no
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probabilistico, seleccionando casos en forma consecutiva conforme se cumplian los criterios

de inclusidn planteados previamente, hasta alcanzado el tamafio muestral estimado.

Ante las caracteristicas del disefio de este estudio en humanos, fue posible dada la
naturaleza pareada de algunas variables estudiadas, particularmente referidas a la ganancia de
volumen y a las mediciones morfoldgicas y/o bioquimicas planteadas en 2 tiempos claramente
definidos, previo y post ALPPS, efectuar comparaciones que permitan determinar diferencias
con significancia estadistica, ante lo cual se aplicaron pruebas estadisticas conforme el tipo de
variable implicada y su distribucion, mediante el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). De esta manera, se analizaron diferencias estadisticas
para los niveles de ganancia de volumen del remanente hepatico, asi como variables
morfol6gicas y marcadores moleculares, medidos previo y post ALPPS, mediante pruebas
estadisticas segun su distribucion normal (T Student) o no normal (test de Wilcoxon),
considerando significancia estadistica p<0,05. En el grupo de pacientes enrolados se evaluaron

las variables confusoras y modificadoras de efecto mediante estadistica descriptiva.

Todos estos analisis fueron efectuados con el fin de determinar los cambios biol6gicos
inducidos por el procedimiento quirdrgico en estudio ~ALPPS-, tanto desde el punto de vista
volumétrico, asi como los cambios morfolégicos y algunos aspectos de los procesos
fisioldgicos subyacentes en este contexto clinico. De manera que la evaluacion clinica de este
estudio no ha sido disefiada para evaluar ni establecer medidas de asociacién, debido a la
naturaleza descriptiva y observacional del mismo cuyo objetivo es estandarizar y evaluar una

técnica quirurgica de reciente introduccién desde una mirada fisioldgica.
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V1. Resultados

6.1 Estudios en modelo animal de ALPPS

1. Estandarizacion de modelo de ALPPS e incremento de volumen de remanente

hepatico

En ratas de la cepa Sprague Dawley se logré estandarizar un modelo quirargico de
ALPPS, que tal como fue descrito previamente, implica la realizacion de ligaduras de las
ramas portales tributarias del I6bulo derecho y I6bulo caudado, junto a la rama portal que
irriga el 16bulo izquierdo y la porcion izquierda del I16bulo medio. Adicionalmente, se efectu6
la transeccién del parénquima hepatico, separando anatdmicamente la porcion derecha del
I6bulo medio —que corresponde al tejido hepatico remanente no ligado- de la porcion
izquierda, mientras que fue posible establecer los grupos quirdrgicos controles de ligadura

portal, transeccion y cirugia simulada sham, tal como fue planificado.

Se intervino un total de n=102 ratas que se asignaron a los grupos quirdrgicos antes
sefialados, cada uno constituido por n=5 0 6 ratas, en 3 tiempos de eutanasia distintos (24 hrs,
72 hrs y 7 dias). La mortalidad perioperatoria fue de 8,82% (n=9), siendo sus principales
causas la hemorragia intraoperatoria —secundario a lesién vascular en relacion a variantes
anatomicas como ramas portales intrahepaticas, diseccion dificil o durante la transeccidn-
(n=7); asi como a reacciones adversas a farmacos anestésicos de tipo idiosincratica (n=1) o por
exceso con depresién cardiorrespiratoria secundaria (n=1). Adicionalmente, algunos animales
fueron excluidos del estudio (n=3) debido al desarrollo de signos clinicos de insuficiencia
hepética post operatoria (n=2) y una rata con esteatosis macroscopica objetivada al momento

de la cirugia. Un total de n=8 animales fueron sacrificados para la estimacion cuantitativa de la
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masa hepética del remanente basal y la toma de muestras seroldgicas sin ningun tipo de

intervencion quirdrgica previa.

Tras la realizacion de los distintos procedimientos quirurgicos se cuantificé la ganancia
de masa hepatica del tejido remanente mediante la relacion entre el peso de éste y el peso

corporal total de la rata al momento del sacrificio (PR/PT) (Figura 8).
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Figura 8. Cambios de la relacién entre peso de remanente y peso corporal total (PR/PT) en el tiempo.
Grupo ALPPS vs Ligadura portal 24, 72 y 168 hrs (** p<0,01; *** p<0,001; p >0,05 respectivamente).
Grupo ALPPS vs Transeccion 24, 72 y 168 hrs (ee p<0,01; eee p<0,001; eee p<0,001 respectivamente).
Grupo ALPPS vs Sham 24, 72 y 168 hrs (oco p<0,001; ooo p<0,001; ocoo p<0,001 respectivamente).

Asi, es posible observar un incremento progresivo de masa del remanente hepatico tras
la realizacion de ALPPS vy ligadura portal, situacion que no se observa en los animales
sometidos a transeccion ni cirugia simulada, donde la relacion PR/PT se mantiene sin mayores
cambios. Sin embargo, a pesar que tanto en el grupo ALPPS como ligadura portal se llega a la
misma relacion PR/PT al cabo de 7 dias, los animales sometidos al modelo quirdrgico de

ALPPS presentan un incremento de masa hepatica del remanente significativamente mayor
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respecto al grupo ligadura portal a las 24 hrs (0,013 = 0,002 vs 0,01 = 0,0009; p<0,01) y a las

72 hrs (0,024 + 0,0023 vs 0,021 + 0,0023; p<0,001) respectivamente (Figura 8).
2. Evaluacion de pardmetros de funcion hepatica

Con el fin de evaluar el comportamiento de distintos parametros relacionados a funcion
y/o dafio hepatocelular se determinaron niveles de transaminasas (GOT/AST y GPT/ALT),
pruebas de coagulacion (tiempo de protrombina-INR) y albdmina sérica en los distintos
grupos experimentales. Asi, se advierte que tanto en los grupos ALPPS como ligadura portal
existe un incremento significativo de niveles de GOT séricos alcanzando su nivel maximo a
las 24 hrs (2705,2 + 2115,1 U/L y 2944,5 + 2377,7 U/L respectivamente), luego del cual
tienden a normalizarse a las 72 hrs, mientras que vuelve a niveles basales a los 7 dias, sin
establecerse diferencias significativas entre ambos grupos en los tiempos sefialados (p>0,05).
A su vez, si bien en el grupo sometido a transeccion existe un incremento transitorio de GOT
sérica a las 24 hrs, éste no varia significativamente respecto al grupo control sham (512,1 +
23,7 U/L vs 294,3 + 46,4 U/L; p>0,05), continuando cerca de niveles basales en ambos grupos

(Figura 9).

En el caso de GPT sérica, se observa idéntico comportamiento al descrito previamente,
identificandose un incremento maximo de sus niveles a las 24 hrs en los grupos ALPPS y
ligadura portal (678,3 + 541,3 U/L y 941 + 541,8 U/L respectivamente), normalizandose en
los siguientes tiempos de estudio sin diferencias estadisticas entre ambos grupos (p>0,05),
aunque con diferencias significativas respecto a los grupos transeccion y sham a las 24 hrs
(Figura 9). EI grupo de transeccion presenta un incremento transitorio de GPT sérica a las 24
hrs sin diferencias estadisticas comparado al grupo sham (157,5 + 7 vs 66,6 + 17,9 U/L;

p>0,05), manteniéndose niveles basales en el resto de los tiempos de estudio en ambos grupos
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(p>0,05) (Figura 9). Entre todos los grupos experimentales no se observan diferencias

significativas en niveles de transaminasas a las 72 hrs y 7 dias.
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Figura 9. Pruebas de funcion y/o dafio hepatocelular en el tiempo tras las intervenciones quirdrgicas en ratas.
Se muestra comparaciones estadisticas entre grupo ALPPS vs controles (* ALPPS vs Ligadura portal; @ ALPPS
vs transeccion; o ALPPS vs Sham). Un simbolo indica p<0,05; dos simbolos p<0,01; tres simbolos p<0,001.

La albumina plasmatica desde un nivel basal de 3,64 + 0,04 g/dL, presenté una leve
disminucion en las primeras 24 hrs en todos los grupos experimentales, siendo mayor tal
variacion en el grupo quirdrgico de transeccion, que presenta diferencias significativas
respecto al grupo control sham (3,21 £ 0,2 vs 3,49 £ 0,09; p<0,05), no asi comparado al resto
de los grupos quirurgicos de experimentacion (Figura 9). Las ratas sometidas a modelo de
ALPPS no presentan diferencias significativas en niveles de albimina sérica respecto a

ninguno de los grupos experimentales en los tiempos estudiados (Figura 9).
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La funcién hepatocelular evaluada mediante tiempo de protrombina y expresada en su
forma estandarizada INR —international normalizated ratio-, muestra valores que tanto en los
grupos de animales sometidos a transeccion y control sham no varian significativamente en los
distintos tiempos estudiados (Figura 9). No obstante, tanto los grupos ALPPS como ligadura
portal presentan a las 24 hrs un incremento en el INR (1,329 + 0,2 y 1,226 *+ 0,165;
respectivamente), sin diferencias entre ambos (p>0,05), aunque si respecto a los grupos
controles de transeccion y sham (Figura 9). Posteriormente, los valores de INR en todos los
grupos experimentales se igualan a las 72 hrs y 7 dias sin establecerse diferencias

significativas entre ellos.
3. Cambios histoldgicos y marcadores de proliferacion celular

Con el fin de evaluar desde el punto de vista microscopico los cambios de masa de
tejido hepatico remanente inducidos por los distintos procedimientos quirdrgicos, se
efectuaron estudios histoldgicos con tincion para hematoxilina-eosina (HE) en los tiempos de
estudio previamente sefialados. Asi, se observa en muestras histoldgicas obtenidas a 24 hrs en
el grupo sham, una conservacion de la estructura morfolégica de los sinusoides hepaticos, asi
como de los sistemas portas con sus respectivas zonas morfofuncionales entre la triada portal y
las venas centrales, situacidén que no varia respecto al grupo sometido a transeccion, en el que
no se advierten cambios cualitativos significativos (Figura 10). A su vez, el grupo de ligadura
portal no presenta variaciones morfoldgicas respecto a las caracteristicas antes sefialadas,
preservandose la estructura sinusoidal y la arquitectura tisular. No obstante, los hepatocitos
contienen numerosas vesiculas citoplasmaticas de aspecto lipidico, compatible con esteatosis
hepatocelular microvesicular, al que se agrega la aparicion de figuras mitdticas aisladas

(Figura 10). En el grupo sometido a modelo de ALPPS, la arquitectuta tisular y disposicién de
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hepatocitos se encuentra conservada, aunque desde un punto de vista cualitativo, se observa
una tendencia a leve dilatacioén de venas centrales y sinusoides hepaticos, cuyos hepatocitos
muestran signos de esteatosis microvesicular mas acentuada respecto a grupo de ligadura
portal, con presencia de figuras mitdticas més frecuentes en distintas fases (Figura 10), si bien,
no existen diferencias significativas en su recuento —indice mitdtico- en este tiempo post

operatorio entre ambos grupos (Figura 11).
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Figura 10. Estructura tisular de muestras histolégicas de tejido hepatico remanente de ratas.
Fotografias de cortes histoldgicos tefiidos con hemotoxilina-eosina en campos de mayor aumento (400X). Los
circulos rojos indican figuras mitdticas en muestras de tejido hepético remanente.

A las 72 hrs de efectuados los distintos tratamientos quirdrgicos, en muestras
histolégicas con tincién HE, no existen grandes cambios en cuanto a las caracteristicas
morfoldgicas previamente descritas tanto en grupo sham como transeccion (Figura 10). No

obstante, tanto en el grupo sometido a ligadura portal como a modelo de ALPPS, se observa
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una significativa reduccién del grado de esteatosis hepatocelular respecto al tiempo de estudio
precedente, aunque persiste a la valoracion histoldgica cualitativa, cierta tendencia a mayor
persistencia de vacuolas citoplasmaéticas en grupo ALPPS comparado a ligadura portal (Figura
10). Asi también, en ambos grupos experimentales se advierte un significativo incremento en
el recuento de figuras mitéticas por campo de mayor aumento (CMA) respecto a grupo control
sham y a las ratas sometidas a transeccion, aunque no se logré establecer diferencias
significativas en el indice mitético cuantificado entre los grupos ALPPS y ligadura portal en
este tiempo post operatorio (Figura 11). Finalmente, a los 7 dias de realizados los
procedimientos quirargicos, todos los hallazgos histoldgicos descritos tienden a la regresion,
destacando una significativa reduccién del indice mitético tanto en grupo ligadura portal como
ALPPS, existiendo en este Gltimo, una completa regresion de las vesiculas citoplasmaticas

previamente visualizadas (Figura 10).
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Figura 11. indice mit6tico en muestras histoldgicas de tejido hepatico remanente de ratas.

Cuantificacion de figuras mitéticas en 10 campos de mayor aumento (CMA), (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001). La ausencia de barra de significancia entre grupos o n.s. indica p>0,05.
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Para establecer una caracterizacion y cuantificacion méas detallada de la respuesta
proliferativa celular en el tejido hepatico remanente, se efectud estudios inmunohistoquimicos
para Ki-67, cuyo recuento de nucleos positivos en 20 CMA a las 24 y 72 hrs, muestra un
significativo incremento tanto en grupos de ratas sometidas a ligadura portal como a modelo
de ALPPS, comparado al observado en grupos controles sham y transeccion (Figura 12). Sin
embargo, en ratas sometidas a ALPPS, en ambos tiempos de estudio, se establece un
significativo mayor nimero de nucleos positivos para Ki-67 en relacion a grupo ligadura
portal; con p<0,001 a las 24 y 72 hrs, respectivamente (Figura 12). A su vez, desde el punto de
vista cualitativo, en el grupo de ligadura portal las células que presentan nicleos positivos para
Ki-67 se encuentran mayormente distribuidas en relacion a la triada portal, es decir,
corresponden en su mayoria a hepatocitos mas cercanos al flujo de entrada arterio-portal (zona
1), a diferencia de lo observado en ratas sometidas a ALPPS, cuyas células Ki-67 positivas no
muestran un patron de distribucion claramente definido, encontrdndose ampliamente
distribuidas tanto a nivel periportal como pericentral, en zonas 1, 2 y 3 (Figura 12). Es decir,
en muestras de tejido hepatico remanente de ratas sometidas a modelo de ALPPS a las 24y 72

hrs, existe un reclutamiento mas amplio de células para entrar activamente al ciclo celular.

De esta manera, mientras que en grupos sham y transeccion no existen variaciones
significativas en los estudios inmunohistoquimicos para Ki-67 durante todo este proceso,
todos los cambios descritos para los grupos de ligadura portal y ALPPS tienden a la regresién
hacia los 7 dias, alcanzando una situacion de equilibrio sin diferencias significativas con

respecto a los grupos controles sham y transeccion, hacia el fin de este proceso (Figura 12).
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Figura 12. Hepatocitos Ki-67 positivos en muestras de tejido hepatico remanente de ratas.

A. Fotografias de cortes histolégicos en campos de mayor aumento (400X) B. Cuantificacién de nlcleos de
hepatocitos Ki-67 (+) en tejido hepatico remanente de grupos experimentales, (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
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4. Evaluacion de marcadores de inflamacién y progresion en regeneracion hepatica

De acuerdo con el disefio experimental, se midid aleatoriamente en ratas seleccionadas
en los distintos grupos quirdrgicos los marcadores serologicos de inflamacidn y progresion en
regeneracion hepatica TNF-o e IL-6 en muestras de suero. Asi, mientras no se encontro
diferencias significativas en niveles plasméaticos de TNF-a entre los grupos experimentales en
los distintos tiempos de estudio; se observa en los grupos de ligadura portal y transeccion un
incremento transitorio a las 24 hrs de IL-6 sérica, sin establecerse diferencias significativas
respecto al grupo control sham, persistiendo tanto en las 72 como 168 hrs en niveles basales
(Figura 13). Sin embargo, en el grupo quirdrgico de animales sometidos a ALPPS, se objetiva
un incremento progresivo de niveles de IL-6 plasmatica alcanzando un nivel maximo a las 72
hrs (712,3 + 642,8 pg/mL) con diferencias estadisticamente significativas respecto a todos los

otros grupos experimentales (p<0,01), regresando a niveles basales a los 7 dias.

En forma complementaria se efectué mediciones de mRNA del gen de IL-6 en
muestras de tejido del remanente hepatico, observandose a las 24 hrs una tendencia al
incremento de sus niveles en ratas sometidas a transeccion, aunque sin diferencias
significativas respecto al grupo control sham, mientras que a su vez, el grupo de ligadura
portal en este mismo tiempo de estudio, presenta un significativo incremento de la expresion
de IL-6 respecto al grupo sham (Figura 13). Sin embargo, tanto a las 72 como 168 hrs post
operatorias, en los grupos de transecciéon y ligadura portal, se observa una significativa

reduccion de los niveles de expresion de IL-6 respecto al grupo control sham (Figura 13).

Por otro lado, las ratas sometidas a modelo de ALPPS, presentan un significativo
incremento en los niveles de mMRNA de IL-6 a las 24 hrs, equivalente a 7,4 + 3,5 veces el nivel

de expresion observado en el grupo control sham (p<0,01), aunque sin diferencias
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significativas respecto al grupo sometido a ligadura portal, seguido de una reduccién en los
niveles de expresion de IL-6 a las 72 hrs, que permanece en niveles similares al observado en
grupo sham, si bien, es significativamente mayor comparado a los grupos sometidos a
transeccion y ligadura portal (p<0,01; comparado a ambos casos) (Figura 13). Finalmente, en
ratas ALPPS a los 7 dias se objetiva una completa supresion de la expresion del gen IL-6, de
forma similar al observado en grupo transeccion y ligadura portal (Figura 13). De esta manera,
en conjunto estos resultados sugieren la presencia, en ratas sometidas a ALPPS, de una
respuesta inflamatoria precoz y mas persistente, respecto al resto de los grupos

experimentales.
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Figura 13. Marcadores de inflamacion y progresion en regeneracion hepatica en ratas.

A. Cuantificacion de niveles serolégicos de IL-6 y HGF. Se muestra comparaciones estadisticas entre grupo
ALPPS vs controles (* ALPPS vs Ligadura portal; @ ALPPS vs transeccion; o ALPPS vs Sham). B. Expresion de
IL-6 y HGF en muestras de tejido hepatico remanente de grupos experimentales. Un simbolo indica p<0,05; dos
simbolos p<0,01; tres simbolos p<0,001. La ausencia de barra de significancia entre grupos o n.s. indica p>0,05.
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Con el objetivo de evaluar la naturaleza de la respuesta inflamatoria sefialada, en
muestras de tejido hepatico remanente se realizaron estudios histolégicos con tincidn
inmunohistoquimica especifica para mieloperoxidasa. La valoracion cualitativa de los distintos
grupos experimentales no muestra diferencias importantes respecto al grado de infiltrado de
polimorfonucleares existente en el espesor del parénquima, en los distintos tiempos post
operatorios. Mientras que en los grupos de ratas sometidas s6lo a transeccion o a modelo de
ALPPS, se observd precozmente a las 24 hrs un significativo infiltrado de leucocitos
adyacente a la zona del tejido hepéatico en el que se efectud la transeccion, asociado a un

importante deposito de fibras de colageno (Figura 14).

Estudios adicionales a nivel serolégico fueron efectuados con el fin de evaluar
marcadores especificos de progresion del fendbmeno regenerativo hepatico. Asi, aun cuando no
se objetivaron cambios significativos en los niveles séricos de HGF entre los distintos grupos
experimentales (Figura 13), la cuantificacion de mMRNA de este gen mediante qRT-PCR en
tejido hepatico remanente, muestra un significativo aumento en la expresion de HGF en los
grupos de ligadura portal y ALPPS tanto a las 24 como 72 hrs, comparado a ratas sometidas a
cirugia sham y transeccion en tales tiempos de estudio (Figura 13). Ademas, cabe destacar que
en tiempos precoces (24 y 72 hrs) no existen cambios significativos de expresion del gen HGF
en el grupo de ratas sometidas a transeccion hepatica respecto al grupo control sham, mientras
que a las 168 hrs todos los grupos experimentales presentan niveles de expresion del gen HGF

basales, sin cambios respecto al grupo control de cirugia sham (Figura 13).

Finalmente, se cuantificaron niveles seroldgicos de TGF-B1, éste tltimo, asociado al
término del proceso regenerativo hepatico, sin embargo, no se logrd establecer a nivel

plasmatico cambios significativos entre los distintos grupos de estudio.
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Transeccion

Transeccion ALPPS

Figura 14. Infiltrado inflamatorio por células mieloperoxidasa positivo en tejido hepatico remanente de ratas.

A. Fotografias de cortes histoldgicos en espesor de parénquima hepético a las 24 hrs post operatorio, en campos
de mayor aumento (400X). Respuesta inflamatoria tisular no varia entre los grupos experimentales en el resto de
los tiempos de estudio (no mostrado). B. Fotografia de cortes histolégicos de zona de particion hepética en
grupos experimentales ALPPS y transeccién a las 24 hrs.
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5. Evaluacion del estado metabdlico sistémico y hepatocelular

Con el fin de estudiar el comportamiento del estado metabolico sistémico inducido por
los diferentes tratamientos quirargicos, se midieron niveles de glucosa plasmatica donde no se
evidencian cambios importantes en el grupo control sham en los distintos tiempos analizados,
mientras que en el resto de los grupos quirdrgicos —ALPPS, ligadura portal y transeccion-
existe a los 7 dias una reduccion significativa en los niveles de glicemia respecto a éste (Figura
15). Asi, las ratas sometidas a ALPPS presentan una tendencia a la disminucion de la glicemia
en las 72 hrs, con diferencias significativas respecto al grupo transeccién (110,5 + 12,5 mg/dL
vs 155,1 + 37,1 mg/dL; p<0,05), persistiendo estos niveles a los 7 dias, donde se establecen
diferencias con respecto a las ratas sham (112 + 20,3 mg/dL vs 152,8 £ 17,3 mg/dL; p<0,05)
(Figura 15). Adicionalmente, se efectuaron andlisis de los niveles de &cidos grasos libres
séricos sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales en todos los tiempos estudiados (Figura 15).
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Figura 15. Estado metabolico sistémico en ratas.

A la izquierda, niveles de glucosa plasmatica en ratas sometidas a las intervenciones quirdrgicas en el tiempo. Se
muestra comparaciones estadisticas entre grupo ALPPS vs controles (* ALPPS vs Ligadura portal; @ ALPPS vs
transeccion, o ALPPS vs Sham). Un simbolo indica p<0,05; dos simbolos p<0,01; tres simbolos p<0,001. A la
derecha, cuantificacion de los acidos grasos libres séricos, no hay diferencias estadisticas significativas entre los
grupos de estudio.
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En orden a analizar cambios metabolicos a nivel hepatocelular secundarios a los
tratamientos quirdrgicos efectuados en cada grupo experimental, se estudié en muestras
histolégicas de tejido hepéatico remanente el contenido de glucgeno hepético mediante la
tincion de acido peryddico Schiff (Figura 16). Asi, se cuantificd en ratas controles sham un
mayor depoésito de glucdgeno hepatocelular comparado al resto de los grupos quirtrgicos en
cada uno de los tiempos de estudio post operatorios, aunque sin diferencias significativas con
respecto al grupo transeccion a las 72 hrs, existiendo en éste ultimo grupo de ratas una
moderada —aunque estadisticamente significativa- disminucion del contenido de glucégeno
hepatocelular en el resto de los tiempos analizados. A su vez, se evidencid una significativa
reduccion del contenido de glucégeno hepatico en los grupos ligadura portal y ALPPS
comparado con el grupo sham, existiendo una manifiesta tendencia a mayor reduccion del
contenido de glucdgeno hepatocelular en ALPPS tanto a las 24 hrs como a los 7 dias, aunque

sin establecerse diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (Figura 17).

Desde un punto de vista cualitativo, las ratas sham y aquellas sometidas Unicamente a
transeccion, presentan mayor cantidad de glucdgeno en hepatocitos periportales que
pericentrales en los distintos tiempos post quirargicos. Sin embargo, tal patrén de distribucion
cambia en el grupo ligadura portal donde se observa una menor cantidad de glucdgeno
hepatocelular en la zona 1 que en los hepatocitos centrolobulillares, siendo méas acentuada
tales diferencias a los 7 dias. Por otro lado, si bien la distribucion de la tincién en el grupo
ALPPS es similar a la descrita en ligadura portal, el contenido global de gluc6geno
hepatocelular tiende a ser de menor magnitud, siendo las diferencias de tincion mas tenue

entre las distintas zonas (Figura 16).
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Figura 16. Evaluacion de contenido de glucdgeno tisular en tejido hepatico remanente de ratas.
A. Fotografias de cortes histoldgicos tefiidos con &cido peryddico Schiff (PAS) a las 24 hrs post operatorio, en
campos de mayor aumento (400X). B. Fotografias de cortes histologicos tefiidos con PAS a las 72 hrs en CMA

(400X).

Pagina | 69



Universidad de Chile — Facultad de Medicina — Escuela de Postgrado
Tesis Doctorado en Ciencias Médicas y Especialidad 2018

Adicionalmente, se cuantificd el contenido de &cidos grasos en extractos de tejido
hepético remanente, cuyos resultados fueron expresados en términos de fraccion (%) de tejido
analizado. De esta manera, se ha podido establecer a las 24 hrs, un significativo aumento del
grado de esteatosis hepatica en el grupo sometido a ligadura portal comparado a grupo control
sham (7,079 + 1,355 % vs 4,886 + 0,629 %; p<0,01), asi como respecto al grupo transeccion,
cuyo porcentaje de lipidos hepéticos alcanza 5,091 + 0,675 % (p<0,05) (Figura 17). A su vez,
el grupo sometido a ligadura portal presenta una significativa reduccién del grado de esteatosis
hepética a las 72 hrs, alcanzando niveles similares a los observados en los grupos control sham
y transeccidn, situacion que se reproduce en las mediciones efectuadas a los 7 dias, donde
tampoco se establecieron diferencias estadisticas entre los grupos de estudios sefialados. A su
vez, las ratas sometidas a transeccion, no presentan variaciones significativas en todos los

tiempos analizados comparados a las mediciones efectuadas en el grupo sham (Figura 17).
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Figura 17. Estado metabo6lico hepatocelular en ratas.

A la izquierda, cuantificacion de glucdgeno hepético expresado en area con tincion de PAS (+) en cortes
histolégicos de tejido hepético remanente de ratas. A la derecha, cuantificacién de lipidos en tejido hepético
remanente expresado en porcentaje respecto a la masa hepatocelular total, (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Las ratas sometidas a modelo de ALPPS, presentan un significativo incremento del

contenido de lipidos en el tejido hepéatico remanente a las 24 hrs equivalente a 9,055 + 1,811
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%, lo que supera ampliamente los niveles observados en los otros grupos experimentales
(Figura 17). Asi, mientras se objetivd una significativa reduccion del grado de esteatosis
hepatocelular a las 72 hrs, sin cambios respecto a los grupos controles —sham, transeccion y
ligadura portal-, a los 7 dias se manifiesta un menor contenido de lipidos hepatocelulares en
ratas ALPPS, que en términos estadisticos representan una cantidad significativamente menor

a las obtenidas en los grupos experimentales sham, transeccion y ligadura portal (Figura 17).
6. Activacion de la via de sefializacion mTOR

Con el proposito de abordar desde una perspectiva molecular los eventos que pudiesen
explicar el aumento de masa del tejido hepéatico remanente, que en base a los hallazgos
presentados ponen en evidencia una repuesta prorregenerativa del tejido hepatocelular tanto en
ratas sometidas a ligadura portal, y en mayor magnitud, a modelo de ALPPS; mediante
estudios de qRT-PCR se determind el nivel de expresion de diversos genes que conforman la
via de sefializacion de mTOR, debido a su conocida implicancia en la regulacién de procesos

de naturaleza anabolica a nivel intracelular [110, 112].

En este sentido, se determind a las 24 hrs un significativo incremento en los niveles de
MRNA, y por lo tanto, en la expresion del gen mTOR, en ratas sometidas a ligadura portal y a
ALPPS, respecto al control sham y al grupo transeccién, aunque sin diferencias significativas
entre ambos (Figura 18). A su vez, a las 72 hrs, tanto en el grupo ligadura portal como ALPPS,
existe una reduccién del contenido de mMRNA de mTOR respecto al tiempo de estudio previo,
sin establecerse diferencias significativas en relacién a los otros grupos controles —sham y
transeccion-, objetivandose hacia el séptimo dia post operatorio un incremento significativo en
los niveles de MRNA de mTOR en grupo sometido a modelo de ALPPS, comparado a todos

los grupos experimentales —sham, transeccién y ligadura portal- (Figura 18).
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Asi, los hallazgos obtenidos en los niveles de expresion del gen mTOR, se
corresponden con las cuantificaciones de MRNA efectuadas para genes localizados rio abajo
de esta via de sefializacion, observandose un significativo incremento en la expresion del gen
S6K1 en los grupos ligadura portal y ALPPS a las 24 hrs, comparado a ratas sham y
transeccion; aunque sin establecerse diferencias estadisticas entre los distintos grupos

experimentales, en los siguientes tiempos de estudio (Figura 18).

De esta manera, se advierte en el grupo sometido a ALPPS, un precoz incremento en la
expresion del gen mTOR —y de su efector rio abajo S6K1-, que tras un periodo transitorio de
disminucion de su expresion —downregulation-, se vuelve a recuperar hacia el séptimo dia.
Asi, con el fin de determinar el grado de activacion a nivel proteico mediante la cuantificacion
con técnica de western blot de la proteina mTOR en su estado nativo y fosforilado, en el grupo
de ratas sometido a ALPPS se encontré un significativo incremento en la cantidad de proteina
mTOR en su estado fosforilado —es decir, de su forma activada-, asi como de la relacion
mTOR fosforilado/no fosforilado a las 24 hrs comparado a la situacion basal representada por
el grupo control sham (p<0,05) (Figura 19), lo que sugiere que en ratas ALPPS la via de
sefializacion dependiente de mTOR, no s6lo se encuentra amplificada a nivel de expresién

génica, sino que ademas esta significativamente activada a nivel proteico.

En un intento por explorar los fendmenos involucrados rio arriba de mTOR, se analizo
el nivel de expresion de genes que controlan la activacion de esta via de sefializacion,
determinandose un significativo aumento en los niveles de mMRNA de los genes que conforman
el heterodimero TSC1/TSC2 a las 24 y 72 hrs, tanto en ratas sometidas a ligadura portal como
en aquellas sometidas a modelo de ALPPS, comparado a los grupos control sham y

transeccion (Figura 18).
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Figura 18. Expresion de genes relacionados a la via de sefializacion de mTOR en muestras de tejido hepético

remanente de ratas.
Se muestra comparaciones estadisticas entre grupos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). La ausencia de barra de

significancia entre grupos o n.s. indica p>0,05.
Asi, mientras el nivel de amplificacion de TSC1 y TSC2 es comparable en los grupos
ligadura portal y ALPPS en los tiempos sefialados, algunas diferencias con significancia

estadistica se observan en TSC1 a las 24 hrs y en TSC2 a las 72 hrs, a favor del grupo ligadura
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portal y modelo de ALPPS, respectivamente (Figura 18). A su vez, se observa que el grupo
ALPPS presenta una tendencia al aumento en los niveles de expresion de ambos genes durante
las primeras 72 hrs, luego del cual, a los 7 dias se establece una condicion de equilibrio entre

todos los grupos de estudio (Figura 18).

Debido a que la accion bioldgica del heterodimero TSC1/TSC2 es dependiente de la
accion de los mediadores rio arriba Akt y AMPK, cuya activacion conduce a respuestas
antagonicas sobre mTOR, se cuantificé mediante gRT-PCR el grado de expresion de los genes
que codifican para Akt y la subunidad a de AMPK. Asi, si bien a las 24 hrs no se evidencia
cambios significativos en la cantidad de mRNA de Akt en ratas sometidas a transeccidn versus
el control sham (p>0,05), si se observé una significativa reduccion en la expresion de este gen
alas 72 hrs y 7 dias (p<0,05 y p<0,001; respectivamente) (Figura 18). Por otro lado, el grupo
de ligadura portal presenta un significativo incremento en los niveles de mMRNA a las 24 hrs vs
sham, transeccion y ALPPS (p<0,001, p<0,001 y p<0,01; respectivamente), el cual disminuye
marcadamente a las 72 hrs, cuya expresion persiste elevada vs sham (p<0,05) y transeccion

(p<0,001), hasta el bloqueo de su expresion a los 7 dias (p<0,001 vs sham) (Figura 18).

A diferencia de los grupos experimentales previos, las ratas sometidas a modelo
quirargico de ALPPS presentan un significativo aumento en la expresion del gen Akt a las 24
hrs versus el control sham (p<0,05) y transeccion (p<0,05), aunque en una magnitud moderada
respecto al grupo ligadura portal, donde se establece diferencia estadistica entre ambos
(p<0,01) (Figura 18). Sin embargo, en las ratas ALPPS los niveles de mMRNA de Akt persisten
elevados en forma sostenida a las 72 hrs, y en una magnitud significativamente mayor a todos

los grupos experimentales, incluyendo al grupo ligadura portal (p<0,01), luego del cual se
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estabiliza y disminuyen al séptimo dia respecto al control sham, aunque se mantiene en niveles

mayores en relacion a los grupos transeccion y ligadura portal (Figura 18).
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Figura 19. Efectos de rapamicina en la expresidon génica y activacién proteica de mTOR en tejido hepético
remanente de ratas.

A. Niveles de expresion génica de mTOR en muestras de tejido hepatico remanente en distintos grupos
experimentales, y bajo los efectos de rapamicina en grupo ALPPS. B. A la izquierda fotografia de membrana de
western blot de proteinas mTOR fosforilada, nativa y control de carga con a-tubulina. Foto es representativa de
estudio realizado en grupos Sham, ALPPS y ALPPS bajo efectos de rapamicina (n=1) a las 24 hrs. A la derecha,
cuantificacion de la relacion p-mTOR/mTOR en muestras de tejido hepatico remanente en ratas Sham, ALPPS y
ALPPS bajo los efectos de rapamicina a las 24 hrs. Se expresa resultado normalizado a grupo control Sham,
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). La ausencia de barra de significancia entre grupos o n.s. indica p>0,05.

Finalmente, se midid la expresion del gen que codifica a la subunidad o catalitica de
AMPK, advirtiéndose, tal como lo obtenido en los resultados de los genes precedentes, la
ausencia de cambios significativos en el contenido de mMRNA de AMPK en ratas sometidas a
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transeccion versus el control sham (p>0,05) a las 24 hrs (Figura 18). A su vez, en este mismo
tiempo de estudio, tanto en el grupo sometido a ligadura portal como a modelo de ALPPS, se
encuentra un significativo incremento de la expresion génica de AMPK comparado a ratas

sham y grupo transeccion, aunque sin diferencias entre ambos (Figura 18).

A las 72 hrs, a diferencia de lo observado en los estudios de los genes de la via de
sefializacion previamente analizados, existe un incremento de la expresion de AMPK en los
grupos transeccion, ligadura portal y ALPPS comparado al control sham, (p<0,001, p<0,001 y
p<0,001, respectivamente), destacando el significativo aumento de los niveles de mRNA del
gen AMPK en el grupo sometido al modelo ALPPS, el que supera ampliamente el obtenido en
los grupos ligadura portal (p<0,01) y transeccion (p<0,01), cuyo nivel de expresion entre estos
dos ultimos resulta comparable (p>0,05) (Figura 18). Por dltimo, todos los cambios
previamente descritos en relacion a este gen se normalizan y alcanzan la situacién de

equilibrio a las 168 hrs (Figura 18).

7. Efectos de la rapamicina sobre la via de sefializacion de mTOR y ganancia de masa

hepética

En conjunto todos los resultados previamente sefialados ponen en evidencia una
respuesta prorregenerativa del tejido hepatocelular remanente en ratas sometidas a modelo de
ALPPS, que a su vez, se asociaria a la induccién y activacion de la via de sefializacion de
mTOR. Asi, con el objetivo de determinar el rol e impacto de la activacion de esta via
molecular en el proceso de regeneracion hepatica observado, un grupo de ratas (n=18) fue
sometido a este procedimiento quirdrgico bajo los efectos del farmaco rapamicina, compuesto

con conocido mecanismo de accion inhibitoria sobre mTOR [110, 112].
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De esta manera, las ratas sometidas a ALPPS bajo los efectos de rapamicina, presentan
alas 24, 72 y 168 hrs un bloqueo de la expresion del gen que codifica mTOR (Figura 19), que
a su vez, se corresponde con una significativa disminucién en la relacion de proteina mTOR
fosforilada/no fosforilada a las 24 hrs (Figura 19), es decir, rapamicina no sélo inhibe la
expresion del gen de mTOR, sino que ademas, reduce significativamente la cantidad de
proteina en su forma activa —proteina fosforilada- en el tiempo en el que mayormente ésta se

encuentra inducida tras la realizacion de ALPPS (Figura 19).

Finalmente, junto a los efectos de rapamicina sobre la via de sefializacion de mTOR,
tanto a nivel de expresion génica, asi como de activacion proteica; se observa una significativa
reduccidn en la ganancia de masa de tejido hepatico remanente en ratas sometidas a modelo de
ALPPS bajo los efectos de este farmaco a las 72 y 168 hrs comparado a grupo ALPPS sin
rapamicina (p<0,001 y p<0,001; respectivamente), asi como respecto a grupo ligadura portal

en los mismos tiempos de estudio (p<0,001 y p<0,001; respectivamente) (Figura 20).
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Figura 20. Efectos de rapamicina en incremento de masa hepatica post ALPPS en ratas.

Se muestra comparaciones estadisticas entre grupo ALPPS vs controles (* ALPPS vs Ligadura portal; ® ALPPS
vs transeccion; o ALPPS vs Sham; § ALPPS vs ALPPS rapamicina). Un simbolo indica p<0,05; dos simbolos
p<0,01; tres simbolos p<0,001. PR/PT, es la relacién entre peso del remanente hepatico y el peso corporal total.
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6.2 Estudios en pacientes sometidos a ALPPS

1. Caracterizacion clinica de pacientes sometidos a ALPPS

Se reclutd en forma prospectiva un grupo de pacientes (n=11), quienes se sometieron a
reseccion de lesiones neoplésicas hepéaticas mediante técnica de ALPPS, durante el periodo
comprendido entre 2013-2015 en el Servicio de Cirugia del Hospital del Salvador. La media
de edad fue 58,8 + 8 afios (rango 41 a 70 afos), siendo las metastasis hepaticas de origen

colorrectal el principal motivo de la intervencion (Tabla 2).

Variable Pacientes (n=11)
Edad (afios), media (DE) 58,8 (£8,042)
Sexo masculino/femenino, nimero (%) 6/5 (54,5%/45,5%)
Tipo de tumor
Metastasis cancer colorrectal, n (%) 9 (81,8)
Metastasis tumor neuroendocrino, n (%) 1(9,1)
Hepatocarcinoma, n (%) 1(9,1)
§ indice de Charlson ajustado por edad, 8 (7-9)
mediana (RIC)
Performance status, mediana (RIC) 0 (0-0)
Quimioterapia pre ALPPS, n (%) 10 (90,9%)
Tipo de quimioterapia, n (n° ciclos/paciente)
XELOX 6 (ciclos 3, 3, 3, 6, 8 y 8 ciclos)
FOLFOX 1 (4 ciclos)
FOLFOXIRI 1 (6 ciclos)
FOLFIRI + Bevacizumab 1 (4 ciclos de FOLFIRI + 3 ciclos Bevacizumab)
XELODA 1 (3 ciclos)
90YDOTATOC/Lul77-DOTATATE 1 (4 dosis Lul77-DOTATATE)
Radioterapia pre ALPPS, n (%) 1 (9,1%)

XELOX: Oxaliplatino, Capecitabina; FOLFOX: Acido folinico, 5-fluorouracilo, Oxaliplatino; FOLFOXIRI: Acido folinico, 5-
Fluorouracilo, Oxaliplatino, Irinotecan; FOLFIRI: 5-Fluorouracilo, Irinotecén, Leucovorina; XELODA: Capecitabina.

§ Indice de Charlson es un método validado para cuantificacién de comorbilidades.

RIC: rango intercuartilico; DE: desviacion estandar

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de pacientes sometidos a ALPPS.

Adicionalmente, se incluyeron en el estudio dos pacientes con lesiones no

colorrectales, uno con metastasis hepaticas de tumor neuroendocrino pancreatico cuyo
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primario habia sido resecado mediante pancreatectomia distal y esplenectomia el afio 2003,
manteniéndose controlado con quimioterapia hasta que presentd recidiva tumoral hepética;
mientras que el segundo caso correspondidé a un paciente con hepatocarcinoma en higado

basalmente sano —sin dafio hepatico cronico-.

Todos los pacientes previamente a la intervencion tenian un performance status
Optimo, sin comorbilidades mayores que contraindicaran la cirugia (Tabla 2). ElI 90,9%
(n=10/11) de los pacientes recibid algln tipo de quimioterapia sistémica antes de la cirugia
hepética, la mayoria con al menos 3 ciclos de quimioterapia convencional (rango 3 a 8 ciclos),
y en algunos casos con tratamientos de segunda linea (Tabla 2), a excepcidn del paciente con

hepatocarcinoma que fue directamente a ALPPS sin terapia sistémica de base.

Variable Pacientes

Tipo de ALPPS, n (%)

* Hepatectomia derecha extendida 11 (100%)

+ Clearence l6bulo hepético izquierdo 3 (27,3%)

* Reseccion nodulo peritoneal 1 (9,1%)
Tiempo operatorio ALPPS I, media min (DE) 258 (£68)
Tiempo operatorio ALPPS II, media min (DE) 275 (£83)
Sangrado estimado ALPPS |

+  <600ml, n (%) 6 (54,5%)

*  600-1000 ml, n (%) 2 (18,2%)

+ >1000 ml, n (%) 3 (27,3%)
Sangrado estimado ALPPS I

+ <600 ml, n (%) 2 (18,2%)

*  600-1000 ml, n (%) 2 (18,2%)

+ >1000 ml, n (%) 7 (63,6%)
Transfusion U GR intraoperatoria ALPPS |

» Pacientes transfundidos, n (%) 3 (27,3%)

* U GR, mediana (RIC) 0 (0-2)
Transfusion U GR intraoperatoria ALPPS

+ Pacientes transfundidos, n (%) 8 (72,7%)

* U GR, mediana (RIC) 3 (0-4)
Dias entre ALPPS | — I, mediana (RIC) 14 (12-14)
Dias entre ALPPS y TAC de control para 9,1 (x1,59)

volumetria, media (DE)
U GR: unidades de glébulos rojos; RIC: rango intercuartilico; DE: desviacién estandar

Tabla 3. Caracteristicas operatorias de pacientes sometidos a ALPPS.
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En todos los casos se efectud la técnica de ALPPS como terapia puente para la
realizacion de una hepatectomia derecha extendida, complementandose ya sea en el primer o
segundo tiempo operatorio, resecciones y/o alcoholizacion de lesiones metastasicas en el
remanente hepatico (segmentos Il-111) (Tabla 3). En esta serie de casos, todos los pacientes
completaron el segundo tiempo quirdrgico resectivo (n=11/11, 100%), en una mediana de 14
dias (RIC 12-14 dias) mientras que la realizacion del control tomogréfico para la estimacion
del aumento de volumen del remanente se efectu6 en una media de 9,1 + 1,59 dias de

realizado el primer tiempo operatorio del ALPPS (Tabla 3).
2. Cambios biométricos del tejido hepéatico remanente

En cada caso se registré el peso, la talla y el indice de masa corporal, junto a las
mediciones volumétricas del remanente hepatico tanto previo como posterior al primer tiempo
quirargico del ALPPS mediante el software OsiriX®. La media de volumen del remanente
hepatico futuro estimado pre ALPPS fue 298,5 + 103,4 mL, aumentando hasta 588,7 + 141,1
mL, lo que equivale a una ganancia absoluta de volumen de 290,3 + 107,8 mL entre la primera

y segunda etapa quirargica del ALPPS (Figura 21).

Asi, en este grupo de pacientes el volumen del remanente hepatico se increment6 un
111,6 + 63,47% (rango 35 a 214%) en un tiempo de 9 dias, alcanzando una cinética de
ganancia volumétrica de 34,43 + 17,27 mL/dia (Figura 21). Como indice de suficiencia
volumétrica del remanente hepatico se cuantificd la relacion entre el remanente hepatico
futuro y la masa corporal total de cada paciente, objetivandose un aumento desde 0,4 + 0,14%

a 0,81 + 0,23% tras la realizacion de ALPPS (Figura 21).
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Variable Media (DE)

Aumento de volumen absoluto, (ml) 290,3 (x107,8)
Aumento de volumen relativo, (%) 111,6 (x63,47)
Cinética de ganancia volumétrica, (ml/dia) 34,43 (x17,27)
PR/PT Pre ALPPS 1° etapa, (%) 0,4 (x0,14%)
PR/PT Pre ALPPS 2° etapa, (%) 0,81 (+0,23%)
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Figura 21. Cambios biométricos del tejido hepatico remanente de pacientes sometidos a ALPPS. PR/PT
corresponde a la relacién entre el peso del remanente hepatico estimado (g) y la masa corporal total (g),
cuantificado en %. Debido a que la densidad del tejido hepatico es cercana a 1, el volumen del remanente
expresado en mL, es equivalente a su peso en g. Linea roja indica (PR/PT=0,5%) considerado limite de
suficiencia hepatica para la realizacién de una hepatectomia segura. Todos los pacientes sometidos a ALPPS, tras
el periodo de ganancia volumétrica superan tal indicador. DE: desviacion estandar.

3. Funcidn hepatica post operatoria e insuficiencia hepatica post operatoria
Tras la realizacion del primer tiempo operatorio —que incluye la ligadura de la rama
portal derecha y transeccién del parénquima- se observo un significativo incremento en los

niveles séricos de las transaminasas GOT y GPT, alcanzando niveles maximos a las 48 hrs tras

la cirugia (1230 + 1770 U/L y 1192 + 1746 UJ/L respectivamente), luego del cual, se
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normalizan y persisten en niveles bajos tras la realizacion del segundo tiempo quirtrgico

resectivo (Figura 22). La bilirrubina sérica total en este grupo de pacientes presenta un leve

incremento tras la primera etapa del ALPPS, seguido de un aumento adicional tras la

hepatectomia en el segundo tiempo operatorio, alcanzando niveles maximos al 5° dia post

quirdrgico con una media de 1,64 £ 1,31 mg/dL. A su vez, el INR medido en estos pacientes

presenta dos alzas cuantificadas en el 2° dia posterior a ambos tiempos quirurgicos, siendo

mayor tras la hepatectomia (1,66 + 0,3) (Figura 22).
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Figura 22. Pruebas de funcién y/o dafio hepatocelular perioperatorios en pacientes sometidos a ALPPS.
Lineas segmentadas rojas indican tiempos quirargicos de primer y segundo tiempo operatorio.
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Ninguno de los pacientes incluidos en este estudio cumpli6 con los criterios
bioguimicos establecidos para insuficiencia hepética post operatoria evaluados al 5° dia post
hepatectomia —“Criterios 50-50"- [27], esto es bilirrubina sérica total >3 mg/dL e INR >1,7;
sin embargo, un paciente presentd elevacion progresiva de bilirrubina total y de INR
alcanzando niveles de 3,9 mg/dL y 2,86 respectivamente, al 10° dia post operatorio, mientras
que un segundo paciente presentd signos clinicos compatibles con disfuncion hepatica con
ascenso de bilirrubina total hasta 5,2 mg/dL e INR normal, tras el cual ambos casos
evolucionan con mejoria clinica progresiva y completa normalizacion de las alteraciones

bioquimicas.

Otras variables del perfil hepatico como fosfatasas alcalinas y GGT, no presentaron
variaciones significativas durante el periodo de estudio, mientras que la bilirrubina directa

presento similar comportamiento a bilirrubina total, pero dentro de valores de normalidad.
4. Resultados clinicos de pacientes sometidos a ALPPS y sobrevida

La morbilidad general fue evaluada de acuerdo a la clasificacion de Clavien Dindo de
complicaciones quirdrgicas. Un total de 20 complicaciones se presentaron en 7 pacientes
(63,6%, n=7/11), siendo el 80% (16/20) clasificadas como tipo | o Il, es decir, éstas
requirieron sélo de manejo médico sin procedimientos invasivos asociados para su resolucion

(Tabla 4).

Complicaciones de mayor gravedad tipo Il1lb —que requieren reintervencion quirdrgica
para su resolucién-, se observo en dos pacientes, uno de los cuales presentd al 5° dia posterior
al segundo tiempo del ALPPS una peritonitis difusa secundaria a perforacién de ileon,

mientras que el segundo caso cursd con un cuadro de obstruccién intestinal a nivel de colon
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descendente secundario a lesion estenosante del tumor primario ain no resecado, tras el primer

tiempo operatorio del ALPPS.

Complicaciones Pacientes (n, %)
I: Oliguria, injuria renal aguda, atelectasia, delirium hipoactivo 5 (45,5%)
II: Derrame pleural, ascitis, anemia post operatoria, coleccion 5 (45,5%)

intraabdominal, diarrea por C. difficile, infeccion herida operatoria,
sepsis por catéter, trombosis vena cava superior, ileo post operatorio
(NPTC), colestasia transitoria, SIRS

I
llla: Derrame pleural derecho tardio 1 (9,1%)
llib: Peritonitis difusa (perforacién de ileon), obstruccion intestinal 2 (18,2%)
por tumor primario

\Y)
IVa: Insuficiencia hepética aguda post operatoria (reversible) 2 (18,2)
IVb: Disfuncion multiorganica 0 (0%)
V: Muerte 0 (0%)

NPTC: nutricién parenteral total; SIRS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

Tabla 4. Complicaciones de acuerdo a la clasificacion de Clavien Dindo de morbilidad quirurgica.

La insuficiencia hepética post operatoria tipo B (clasificada como complicacién 1Va de
Clavien Dindo ante el potencial riesgo vital que implica), se presentd en dos pacientes, los que
manifestaron signos clinicos de disfuncion hepética post operatoria, sin embargo, ambos casos
tuvieron favorable evolucién con regresion clinica completa, sin representar un retardo para la
realizacion del segundo tiempo resectivo, siendo 7 y 14 dias respectivamente, ni una

significativa prolongacion en la estadia hospitalaria.

La complicacion tipo V, es decir, el evento muerte intrahospitalaria, no se observd en
esta serie de pacientes sometidos a ALPPS. Asi, la media de sobrevida global alcanzé 24,7 +
20,3 meses, con una probabilidad de sobrevida de 54,5% a 10 meses y 45,4% a dos afios,

manteniéndose tal sobrevida a 55 meses de seguimiento (Figura 23).
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Variable Media (DE)

Tasa de resecabilidad, n (%) 11 (100%)
Mortalidad a 30 dias, n (%) 0 (0%)
Mortalidad intrahospitalaria, n (%) 0 (0%)
Mortalidad a 90 dias, n (%) 0 (0%)
Media de sobrevida meses, media (DE) 24,7 (x20,3)
Margenes quirdrgicos

* R disponible, n 10/11

* Reseccion completa (RO) 7 (63,6%)

» Reseccion incompleta (R1/R2), n (%) 2 (18,2%)

* Reseccion no evaluable (Rx) 1(9,1%)
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Figura 23. Principales resultados post operatorios de pacientes tratados mediante técnica de ALPPS y curva de
sobrevida.

5. Cambios histoldgicos y marcadores de proliferacion celular

Con el fin de obtener una aproximacion a los eventos que expliquen la significativa
ganancia volumétrica tras la realizacion del ALPPS en este grupo de pacientes, se efectuaron
al igual que en el modelo experimental en ratas, estudios histologicos con tincion de

hematoxilina-eosina (HE) e inmunohistoquimica para Ki-67, éste ultimo, conocido marcador
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de proliferacion celular. De esta manera, se observa en muestras con tincion de HE obtenidas
en el primer tiempo operatorio de tejido hepatico deportalizado —I6bulo hepético derecho-, asi
como en el tejido hepatico remanente —I6bulo hepético izquierdo-, una configuracién tisular

normal con sistemas portas indemnes y sinusoides hepaticos preservados (Figura 24).

ALPPS stage | ALPPS stage Il

Right lobe

Left lobe

Scale bar is 50 pm, X400

Figura 24. Estructura tisular de muestras de tejido hepatico deportalizado (Right lobe) y de tejido hepético
remanente (Left lobe) previo a primer y segundo tiempo operatorio de pacientes sometidos a ALPPS.

Fotografias de cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina-eosina en campos de mayor aumento (400X) de un
paciente. Escala corresponde a 50 um. Flecha indica figura mitética en muestra de remanente hepatico al segundo

tiempo operatorio.

A su vez, en muestras histologicas HE obtenidas al segundo tiempo operatorio, se
observa desde el punto de vista cualitativo, una preservacion de la estructura tisular global en

muestras de tejido deportalizado, con focos microscopicos de necrosis hepatocelular aislados,
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mientras que la estructura morfoldgica del resto de los hepatocitos no presenta grandes
cambios. No obstante, en muestras de tejido hepatico remanente, se conservan los sistemas
porta y sinusoides hepaticos asociados a hepatocitos que muestran pequefias vesiculas
citoplasmaticas sugerentes de cierto grado de esteatosis, asociadas a la presencia de figuras

mitdticas con mayor frecuencia (Figura 24).

Asi, para una valoracion mas precisa de la respuesta proliferativa tisular, se cuantificd
en 10 campos de mayor aumento, el nimero de células con nucleos positivos para Ki-67 tanto
en muestras de tejido hepéatico deportalizado —en todos los casos correspondiente al 16bulo
hepético derecho-, como del tejido hepatico remanente —l6bulo hepatico izquierdo-, obtenidos
tanto en el primer como segundo tiempo operatorio de ALPPS. De esta manera, se observa
que en el tejido hepatico del I6bulo derecho no existen cambios significativos entre la primera
y segunda etapa quirargica (1,31 + 1,16 vs 0,57 + 0,4 células Ki-67 (+)/CMA respectivamente;
p>0,05), mientras que el tejido hepatico remanente muestra un significativo aumento en el
recuento de células positivas para Ki-67 en el segundo tiempo quirdrgico, alcanzando 3,02 +
1,8 vs 1,14 £ 0,98 ceélulas Ki-67 (+)/CMA en la primera etapa del ALPPS (p<0,01) (Figura

25).

Adicionalmente, niveles de mRNA del gen ciclina D1 —Cyclin D1-, molécula necesaria
para la transicion de fases G1/S del ciclo celular, y por tanto marcador precoz de proliferacion
celular, presenta en el tejido hepatico remanente un significativo aumento en sus niveles al
segundo tiempo operatorio versus el primer tiempo quirdrgico (2,985 + 1.319 vs 1,254 +
0.5719 respectivamente; p<0,01), mientras que no se observan cambio significativos en los
niveles de mRNA de ciclina D1 en tejido hepéatico deportalizado entre ambos tiempos de

estudio (p>0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Parametros de proliferacién celular en muestras de tejido hepatico deportalizado y remanente previo a
primera y segunda etapa operatoria de pacientes sometidos a ALPPS.

A. A la izquierda, se observan cortes histoldgicos (400X) de tejido hepético deportalizado (Right lobe) y
remanente (Left lobe) de un paciente previo a primer y segundo tiempo operatorio de ALPPS. Flecha indica
nucleos de hepatocitos Ki-67 (+). Escala corresponde a 50 um. B. Cuantificacidn de nucleos de hepatocitos Ki-67
(+) en muestras de tejido deportalizado (RL) y remanente hepéatico (LL) en primer y segundo tiempo operatorio
de todos los pacientes sometidos a ALPPS (** p<0,01). C. Expresion de ciclina D1 en muestras de tejido
deportalizado (RL) y no deportalizado (LL) en ambas etapas de ALPPS (** p<0,01).

6. Parametros de inflamacién y progresion en regeneracion hepatica
En muestras seroldgicas de los pacientes sometidos a ALPPS obtenidas en el primer y

segundo tiempo operatorio, se efectuaron mediciones de marcadores de progresion en
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regeneracion hepética. Inicialmente, se midieron marcadores proinflamatorios involucrados en
la fase inicial de la respuesta regenerativa hepatica, objetivandose un significativo aumento en
los niveles plasmaticos de IL-6 desde 8,53 + 12,32 pg/mL a 77,34 + 60,18 pg/mL, p<0,05;
mientras que para TNF-a se cuantifico un incremento significativo de sus niveles plasmaticos
desde 3,5 £ 6,59 pg/mL a 21,26 + 24,23 pg/mL, p<0,05 hacia el segundo tiempo operatorio
(Figura 26). Sin embargo, estos resultados no se corresponden con los niveles de mRNA
medidos en tejido hepéatico remanente —lébulo hepatico izquierdo- para los genes de IL-6 y
TNF-a, donde no se observan cambios significativos entre ambos tiempos quirdrgicos

(p>0,05) (Figura 27).
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Figura 26. Niveles seroldgicos de marcadores de inflamacion y progresion en regeneracion hepatica previo a
primer y segundo tiempo operatorio de pacientes sometidos a ALPPS.

Se muestra comparaciones estadisticas entre ambas etapas (*p<0.05, **p<0.01). La ausencia de barra de
significancia entre las etapas indica p>0,05.

Adicionalmente, se cuantificaron los niveles seroldgicos del marcador de regeneracién
hepatica HGF, identificandose un significativo aumento en sus niveles plasmaticos, variando

desde 1255 + 339,1 pg/mL en la primera etapa de ALPPS a 1586 + 379,4 pg/mL en el segundo
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tiempo resectivo, p<0,01 (Figura 26). Tal observacion es compatible con las mediciones en los
niveles de MRNA del gen de HGF efectuadas en muestras de tejido hepético remanente no
deportalizado, donde existe un significativo incremento hacia el segundo tiempo operatorio,
duplicandose la expresion génica de HGF comparado al primer tiempo quirargico del ALPPS

(p<0,001) (Figura 27).
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Figura 27. Expresion de genes asociados a inflamacién y progresion en regeneracion hepatica previo a primera y
segunda etapa de ALPPS.

Cuantificaciones de mMRNA realizadas en tejido hepéatico deportalizado (RL) y remanente (LL), (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0,001).

Otros mediadores involucrados en la respuesta regenerativa hepatica fueron medidos,
tales como TGF-B, cuyos niveles se incrementan conforme transcurre el fendmeno de

regeneracion, llegando a un nivel maximo que se ha asociado al término del proceso [78]. Asi,
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en este grupo de pacientes se observa una tendencia al aumento de los niveles serologicos de
TGF-B en la segunda etapa del ALPPS respecto al primer tiempo quirurgico, desde 28282 +
5167 pg/mL a 38262 + 15894 pg/mL respectivamente, aunque sin diferencias significativas,
p>0,05 (Figura 26). No obstante, a nivel de expresion génica, existe un significativo
incremento en los niveles de MRNA de TGF-B1 y TGF-B2 en muestras de tejido hepatico

remanente al segundo tiempo operatorio (p<0,01 y p<0,01, respectivamente) (Figura 27).

Finalmente, se cuantificaron niveles de EGF plasmatico el que aumenta en forma
significativa en el segundo tiempo operatorio en relacion a valores pre ALPPS (648,9 + 369,8

vs 346,5 + 137,8 pg/mL, respectivamente; p<0,05) (Figura 26).
7. Activacion de la via de sefalizacién de mTOR

Con el fin de obtener una aproximacion a los eventos moleculares implicados en la
respuesta regenerativa hepatica, de forma similar a los estudios efectuados en ratas, se
cuantifico el nivel de expresion de genes involucrados en la regulacién de la actividad de
mMTOR. Asi, en esta serie de pacientes tratados mediante ALPPS, se observa un significativo
aumento en los niveles de mMRNA de mTOR en muestras de tejido hepéatico remanente
tomadas en el segundo tiempo operatorio respecto a la condicion pre ALPPS (2,079 + 1,112 vs
1,073 + 0,594 respectivamente; p<0,05) (Figura 28), que a su vez se condice con un
significativo incremento en los niveles de expresion de genes rio abajo a la accion de mTOR,
tales como S6K1 y 4E-BP1 (Figura 28). A su vez, en el tejido hepatico remanente, se observa
en muestras tomadas en el segundo tiempo resectivo del ALPPS, una tendencia hacia la
reduccion en los niveles de mRNA de la subunidad o catalitica de AMPK, aunque sin
diferencias significativas (p>0,05), situacion similar a la presentada en cuanto a la expresién

de mRNA del gen Akt (p>0,05).
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Como se indico previamente, la modulacion de la activacion de mTOR se encuentra
regulada por el heterodimero conformado por dos productos génicos TSC1l y TSC2,
observandose en el tejido hepatico remanente un significativo aumento en los niveles de

MRNA de ambos genes en el segundo tiempo operatorio (Figura 28).
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Figura 28. Expresion de genes relacionados a la via de sefializacion de mTOR previo a primera y segunda etapa
de ALPPS. Cuantificaciones de mRNA realizadas en tejido hepético deportalizado (RL) y remanente (LL),
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001).
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Se efectuaron las mismas determinaciones en muestras de tejido hepatico
deportalizado, evidencidndose en el segundo tiempo operatorio un significativo incremento en
los niveles de mMRNA de mTOR (p<0,01), sin embargo no hubo cambios en los niveles de
MRNA de los efectores rio abajo S6K1 ni 4E-BP1 (p>0,05 en ambos casos) (Figura 28). Por
otro lado, a diferencia de lo observado para el tejido hepético remanente no deportalizado, las
muestras de tejido hepatico del 16bulo derecho presentaron un significativo aumento tanto en
los niveles de mRNA de la subunidad o catalitica de AMPK (p<0,05), como en el nivel de
expresion de Akt (p<0,05). A su vez, la expresion del gen TSC1 presentd una significativa
reduccion (p<0,05), a la vez que los niveles de mMRNA de TSC2 no present6 variaciones en el

segundo tiempo operatorio (p>0,05) (Figura 28).
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VII. Discusién

El ALPPS es una nueva técnica quirdrgica que permitiria optimizar en forma maés
répida el volumen del remanente hepatico en pacientes en que se considera insuficiente y que
requieren de una hepatectomia extendida, particularmente en patologia oncoldgica. En la serie
de pacientes presentada en este trabajo, el incremento volumétrico relativo observado post
ALPPS, alcanzé un 111,6 + 63,47% en un plazo de 9 dias. Estos resultados son compatibles
con los reportes iniciales de ALPPS [49, 53, 54], asi como con la primera gran serie de
pacientes publicada por el registro internacional de ALPPS (n=202), que muestra un aumento

de un 80% de volumen en una media de 7 dias [66].

El incremento volumétrico de nuestra casuistica, que supera ampliamente los
resultados obtenidos con procedimientos clasicos de embolizacién o ligadura portal
preoperatoria, establecido en aproximadamente 30-35% en 6-8 semanas [37, 39, 40], ocurrio a
pesar de que la mayoria de los pacientes (90,9%) fueron sometidos a multiples ciclos de
quimioterapia previo a ALPPS, mientras que mas del 50% de la serie tenia una edad >60 afos,
siendo ambos factores asociados a una menor ganancia volumétrica del remanente y a una

menor cinética de crecimiento [66].

A excepcidn de un paciente de esta serie, todos presentaban un remanente insuficiente
previo a la intervencion o en niveles muy limites, variando la relacién del remanente
hepéatico/masa corporal total precirugia de 0,4% a 0,81%, superando en todos los casos el
limite de suficiencia (0,5%) para efectuar la hepatectomia —el segundo tiempo resectivo de
ALPPS- en forma segura, asi tales resultados reproducen los mostrados en la serie de
Schnitzbauer y col. cuyo indice aument6 desde 0,38% a 0,61% [49]. Adicionalmente, la media

de incremento de volumen absoluto fue 290,3 £ 107,8 mL, lo que equivale a un incremento
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volumeétrico diario de 34,43 £ 17,27 mL/dia, similar a lo publicado por Schadde y col. de 34,8
mL/dia [55]. Es decir, esta serie de pacientes reproduce fielmente los niveles de ganancia

volumétrica estudiada en series reportadas previamente.

La implicancia practica que deriva de los resultados sefialados, es que el aumento de
volumen del remanente es mayor y en un tiempo significativamente menor al obtenido con las
técnicas clésicas de embolizacién/ligadura portal preoperatoria 0 mediante técnicas de
hepatectomia en dos tiempos; asi la totalidad de los pacientes incluidos en este estudio,
completd la segunda etapa resectiva (100%), en una mediana de tiempo de 14 dias, lo que
indudablemente representa un avance respecto a las distintas técnicas de hepatectomias antes
sefialadas, donde 1/3 de los casos no logra llegar al tiempo resectivo, mientras que en aquellos
pacientes en que se efectla la hepatectomia, ocurre en un periodo medio de 8 semanas [34, 36,

37, 39, 40, 43].

Un trabajo comparativo de ALPPS versus series historicas de pacientes sometidos a
embolizacion/ligadura portal, muestra tasas de resecabilidad de 96% a 30 dias mediante
ALPPS, en comparacion a s6lo un 12% del grupo de ligadura/embolizacién portal en el mismo
periodo [55]. Nuestros resultados muestran que el 90,9% (n=10/11) de los casos, completo el
segundo tiempo resectivo antes de los 30 dias, mientras que el Unico caso que no se sometio a
la hepatectomia en el tiempo sefialado, fue debido a complicaciones no hepaticas derivadas del
tumor primario —que al momento de la cirugia estaba controlado con quimioterapia sistémica-,
evolucionando con una obstruccién intestinal tumoral, cuyo tratamiento derivo en un retardo
del tiempo resectivo hepatico. De esta manera, tales resultados apoyan la evidencia que indica
qgue ALPPS permitiria la reseccién de pacientes previamente considerados irresecables o

marginalmente resecables, ampliando las posibilidades de reseccion y tratamiento efectivo en
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pacientes terapéuticamente limites, en un marco de tiempo ajustado a las necesidades

oncoldgicas que se presentan en este escenario clinico.

Si bien, la técnica de ALPPS ofrece ventajas en cuanto a ganancia volumétrica frente a
otras modalidades terapéuticas, la marcada morbimortalidad comunicada en las series iniciales
ha limitado la aceptacion de esta estrategia quirtrgica. En nuestra serie de pacientes, las
complicaciones se presentaron en 7 casos (63,6%, n=7/11); sin embargo, el 80% de ellas
fueron complicaciones de baja morbilidad —tipo 1 o Il de Clavien Dindo-, presentando un
impacto minimo en la evolucion clinica post operatoria. A su vez, los pacientes que
presentaron complicaciones requiriendo de manejo invasivo —tipo Il de Clavien Dindo-, fue a
consecuencia de complicaciones no hepaticas o no derivadas directamente de la intervencién
en el higado, siendo sometidos a reexploracion quirdrgica un caso por obstruccion intestinal
secundaria al tumor primario, mientras el sequndo por peritonitis secundaria a perforacién de

ileon distal.

En este sentido, el espectro de complicaciones observadas en esta serie varia
significativamente en comparacion con las publicadas en estudios previos, donde se ha
reportado la sepsis y las filtraciones biliares como las principales causas de morbilidad
quirdrgica en ALPPS [51, 55, 61]. La sepsis post operatoria intraabdominal observada en este
contexto, se ha asociado a la significativa desvascularizacion del segmento 1V, el que en
ocasiones queda deprivado tanto de flujo venoso portal como arterial tras la transeccion del
parénquima, aumentando el riesgo de necrosis isquémica e infeccién secundaria [62]. No
obstante, si bien en nuestra casuistica durante el segundo tiempo operatorio se ha observado
cierto grado de necrosis y/o tejido de aspecto desvitalizado, tanto en el parénquima

deportalizado como en el remanente en relacién a los limites de la transeccion, esto no ha
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derivado en el desarrollo de abscesos hepéticos ni colecciones sépticas perihepéticas que
hayan precisado de drenaje o reintervencion. A su vez, las filtraciones biliares y/o biliomas,
cuya incidencia alcanza el 24% en distintas series de ALPPS [49, 55], no fue una
complicacion relevante en nuestra serie, observandose solo en un caso, como hallazgo en el

segundo tiempo operatorio y resuelto durante el mismo acto quirdrgico.

Algunos autores han planteado que el remanente hepético rapidamente regenerado
manifestaria importantes insuficiencias funcionales, sin embargo, esto no se condice con la
baja tasa de insuficiencia hepética observada tanto en reportes post ALPPS [49], como a lo
determinado en nuestra propia casuistica. Ninguno de los casos de nuestro estudio presentd los
criterios de insuficiencia hepatica post operatoria evaluados al 5° dia —“Criterios 50/50”- [27],
mientras que los dos pacientes que presentaron signos clinicos y de laboratorio luego de ese
plazo, evolucionaron favorablemente, precisando de tratamiento médico de soporte con
medidas convencionales no invasivas. Es decir, a pesar de considerar esta complicacién como
tipo IV de Clavien Dindo por la potencial gravedad que su diagnostico implica, su curso
clinico fue benigno, posiblemente en el contexto de una disfuncion hepatica transitoria tras
una hepatectomia mayor, lo que se manifiesta en la mayoria de los casos mediante parametros
de funcion y/o dafio hepatocelular con variaciones perioperatorias esperables, retornando

rapidamente a rangos de normalidad.

Los resultados clinicos asi obtenidos en esta serie de casos, se corresponden a su vez
con una tasa de mortalidad perioperatoria de 0% (n=0/11), lo que se encuentra en un nivel
significativamente menor respecto a otras experiencias en ALPPS —con mortalidad publicada
de hasta un 28%- [49, 53, 54, 57], asi como a la serie de n=202 pacientes previamente

sefialada, donde se publicd un 9% de mortalidad a 90 dias [66]. Desde luego, nuestros
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resultados son a partir de una serie de pacientes aun escasa, sin embargo, éstos permiten
establecer cierto perfil de riesgo del procedimiento y realizar comparaciones frente a otros
reportes. En este sentido, se ha asociado ciertos factores de riesgo a complicaciones post
ALPPS, entre ellos, la edad >60 afios, pacientes con metéstasis de origen no colorrectal, la
transfusion intraoperatoria de hemoderivados y la duracion del primer tiempo operatorio >6

horas [66].

En nuestra serie de pacientes, la maniobra de Pringle —oclusion del pediculo portal para
control de hemorragia intraoperatoria- en el primer tiempo operatorio del ALPPS, que a su
vez, se ha asociado a una menor ganancia de volumen del remanente [66], se utilizd de forma
excepcional, y sélo 3 pacientes presentaron sangrado significativo requiriendo transfusion
intraoperatoria de globulos rojos, mientras que la duracion del primer tiempo quirdrgico tuvo
una media de 4,3 horas. A su vez, la media de edad de 58,8 + 8,04 afios, junto a pacientes que
en su mayoria presentaba metéstasis hepaticas de cancer colorrectal, permiten validar la
primera serie significativa de casos consecutivos estudiados en forma prospectiva a nivel

nacional con resultados clinicos reproducibles y avalados en la literatura internacional.

El ndmero total de pacientes incluidos en este informe y el poco tiempo de
seguimiento, resulta insuficiente como para efectuar analisis concluyentes respecto a los
resultados oncoldgicos. No obstante, es importante mencionar que la sobrevida en torno al
50% observada a 12 meses, asi como casos de nuestra serie con sobrevidas de mas de 55
meses, apoyan la realizacion de esta técnica en pacientes no considerados candidatos a
hepatectomia convencional, lo que implica aceptar —hasta el momento-, que existe un grupo de
pacientes que se beneficia de este procedimiento, especialmente aquellos <60 afios y con

metastasis de cancer colorrectal, en quienes se ha publicado sobrevidas a 1 y 2 afios de 88% y
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74% respectivamente [66], comparables a los obtenidos con embolizacion/ligadura portal

combinado a hepatectomia en dos tiempos en similar grupo de pacientes [43, 133].

Con el objetivo de estudiar los fendmenos bioldgicos implicados en la respuesta
regenerativa observada en pacientes, se estandariz6 un modelo experimental en ratas, que
permitio reproducir exitosamente la técnica quirdrgica. En este modelo se observé un aumento
de la masa hepética del remanente significativamente mayor en comparacion con todos los
grupos controles, y en particular respecto al modelo de ligadura portal, siendo esto a su vez
logrado en un marco temporal menor; es decir, este modelo reproduce los efectos
comunicados en pacientes y sus resultados son similares a los publicados por otros autores en
modelos experimentales [126]. A su vez, es importante destacar que la transeccién por si
misma no constituye un estimulo prorregenerativo hepatico, toda vez que no induce cambios
de masa significativos en el remanente en comparacion con los animales sometidos a cirugia

simulada —sham-.

Nuestros resultados sugieren que el aumento de volumen del remanente observado en
humanos, ocurre a expensas de tejido hepatico hiperplasico, ya que se observd un aumento
significativo en el nimero de nucleos de hepatocitos positivos para Ki-67, conocido marcador
de proliferacion celular, lo que representa el primer resultado reportado en una serie de
pacientes que apoya esta hipotesis. Asi, existe una correlacion entre el aumento de volumen
del remanente e indices de proliferacion celular en el tejido hepatico, lo que confirma la

percepcion de que ALPPS efectivamente induce la regeneracién de masa hepatocelular.

Complementariamente, en nuestro modelo experimental de ALPPS se obtuvieron
resultados similares, objetivandose un aumento significativo en el indice mitético durante las

primeras 72 hrs en comparacion con los grupos sham y transeccion, aunque esta diferencia no
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fue significativa en comparacion con el grupo ligadura portal (Figura 11). Esta Gltima
observacion, podria deberse a que la mitosis es un fenémeno transitorio y relativamente rapido
que representa, desde el punto de vista temporal, una fraccion menor del ciclo celular, por lo
que las diferencias buscadas pueden requerir grupos experimentales mas numerosos. Para
contrastar estos datos, se utilizo el marcador de proliferacion celular Ki-67, debido a que se
expresa durante todas las fases activas del ciclo celular y estd ausente en células en reposo
proliferativo [134, 135]. A través de este marcador, se obtuvo una respuesta proliferativa
significativamente mayor en ratas sometidas a ALPPS comparada con todos los grupos
controles, lo que sugiere que ALPPS favorece un reclutamiento precoz y mayor de células que
ingresan a G1 (Figura 12). Esto es concordante con el aumento significativo de la expresion de
ciclina D1 en muestras de tejido hepéatico remanente humano, debido a que su actividad esta

asociada a la entrada de células a las fases activas del ciclo celular [136] (Figura 25).

En cuanto a parametros de funcion y/o dafio hepatocelular, las ratas presentan tanto en
grupo ALPPS como ligadura portal, un incremento significativo en los niveles de
transaminasas a las 24 hrs con rapida normalizacion hacia el tercer dia post operatorio (Figura
9), tal comportamiento es similar al observado en los estudios del perfil hepatico de los
pacientes sometidos a ALPPS. Los animales sometidos a transeccion presentan un alza leve de
GOT y GPT, no significativa en comparacién con sham, lo que sugiere que el aumento de
transaminasas seria principalmente por la isquemia del tejido hepatico deprivado de flujo

portal, mas que por la transeccidn per se.

Los parametros de funcion hepética en las ratas sometidas a ALPPS muestran un
significativo incremento de INR respecto a grupos controles de transeccién y sham a las 24

hrs, si bien rapidamente se corrige a la situacion basal, persistiendo en todo momento dentro
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de rangos de normalidad. Tal situacion es similar a la observada en muestras plasmaticas
humanas, por lo que ALPPS tanto en el modelo experimental como en humanos, no induce un
deterioro de la funcion hepatica global, lo cual representa un objetivo tacito fundamental del
procedimiento que justifica su realizacion. Es evidente, que en nuestro modelo animal no
seguimos la funcion hepética tras un segundo tiempo resectivo —no es el objetivo del estudio-,
sin embargo, es importante destacar la inexistencia de insuficiencia hepética post operatoria en
nuestro modelo en ratas, toda vez que su aparicién en 2 animales se debi6 a defectos técnicos

intraoperatorios, siendo nula su incidencia en el resto de las ratas correctamente operadas.

En modelos animales de ALPPS se ha observado una respuesta inflamatoria
significativa tanto a nivel sistémico como en el tejido remanente, lo que se ha asociado a una
respuesta regenerativa mayor [137]. El proceso inflamatorio, segin modelos clasicos de
regeneracion, es un estimulo esencial en el inicio de la respuesta proliferativa [72-74]. En las
ratas de nuestro modelo experimental de ALPPS se observd un aumento significativo en los
niveles de IL-6 séricos a las 72 hrs respecto a los grupos controles, siendo de una magnitud
mayor a la suma de los niveles plasmaticos obtenidos en ratas sometidas a ligadura portal o
transeccion sola. Es decir, la transeccién que si bien no genera un dafio hepatocelular tan
significativo —cambios minimos en niveles de transaminasas- y nula variacion en la masa
hepética del remanente, cuando se asocia a las ligaduras portales —es decir, ALPPS- induce
una significativa respuesta proinflamatoria, eventualmente sinérgica, que deriva en un mayor

incremento de masa hepatica.

Sin embargo, el rol de la respuesta inflamatoria mediada por las citoquinas IL-6 y
TNF-a en el fendbmeno regenerativo post hepatectomia parcial se ha asociado a las etapas méas

precoces del proceso, particularmente en la fase de iniciacion o priming, donde los hepatocitos
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adquieren alta reactividad a moléculas mitégenas [72, 74], por lo que la respuesta inflamatoria
sistémica observada deberia asociarse a una respuesta inflamatoria tisular en forma precoz y
con un efecto local. Asi, tales inferencias fueron confirmadas en nuestro modelo, donde se
encontré un aumento significativo del mensajero de IL-6 en el tejido hepético remanente de
las ratas sometidas a ALPPS, que aunque no varia respecto al grupo ligadura portal a las 24
hrs, si se establecen diferencias entre ambas al tercer dia post operatorio (Figura 13). Con el
objetivo de evaluar la naturaleza de esta respuesta inflamatoria precoz, se efectuaron estudios
histolégicos con tincion inmunohistoquimica especifica para mieloperoxidasa, a fin de
determinar el grado de infiltracién de polimorfonucleares posiblemente relacionados con este
proceso. Los resultados obtenidos no permitieron establecer diferencias significativas en el
grado de infiltracion leucocitaria en el espesor del parénquima regenerado entre los distintos
grupos experimentales, sin embargo, tanto en grupo sometido a ALPPS como a transeccion, se
observa una importante reaccién inflamatoria caracterizada por un significativo infiltrado de
leucocitos adyacente a la zona del tejido hepatico en el que se realizd la particion, asociado a
importante deposito de fibras de colageno. Tal observacion se asocia al hecho de que las ratas
sometidas a transeccidn presentan una llamativa tendencia a incrementar la expresion de 1L-6
en forma precoz, aunque sin diferencias significativas respecto al grupo sham, luego del cual
ocurre una rapida normalizacion hasta la supresion y bloqueo de la expresion génica de 1L-6

(Figura 13).

En conjunto, estos resultados sugieren que la respuesta inflamatoria observada en ratas
ALPPS, es de naturaleza bimodal y sostenida, con una fase precoz y de efecto muy local,
secundario a la transeccion del tejido hepatico, cuyo dafio hepatocelular implicaria la

liberacion de antigenos que a su vez inducirian una significativa infiltracion leucocitaria local,
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seguida de una respuesta inflamatoria sistémica en un tiempo posterior. Esta segunda fase
sistémica de inflamacion, se deberia a los efectos de la deprivacion sostenida del flujo portal,
que en el caso de las ratas ALPPS, dada la seccion de colaterales intrahepaticas por la
transeccion, favorece la generacion de focos de necrosis en el tejido deportalizado, lo que

perpetla una respuesta inflamatoria con expresion a nivel sistémico.

Esta Gltima conclusion, a su vez se fundamenta, en que muestras humanas de tejido
deportalizado, obtenidas al segundo tiempo operatorio, evidencian focos de necrosis tisular, lo
que se corresponde con la respuesta proinflamatoria objetivada a nivel sistémico en tales
pacientes, a través de un significativo aumento de IL-6 y TNF-a tras la realizacion del primer
tiempo operatorio (Figura 26). Sin embargo, no se observé un aumento en la expresion de I1L-6
ni de TNF-a en el tejido hepatico remanente ni deportalizado obtenido en este mismo tiempo
resectivo, probablemente debido a que la fase inflamatoria precoz y con efecto local, en el

caso de los pacientes, ocurrié en tiempos previos de los cuales no se obtuvo muestras.

Adicionalmente, la respuesta proinflamatoria sistémica inducida post ALPPS en
pacientes, es concordante con los niveles séricos de mediadores que representan un subrogante
del fenébmeno de regeneracion hepatica, tales como HGF y EGF [76, 77], mientras que TGF-3
considerado un indicador de término del proceso [78], muestra una tendencia al incremento
gue no alcanza a ser significativo en el segundo tiempo operatorio en humanos, posiblemente

debido a que el fendbmeno regenerativo aln se encuentra en curso.

En el caso del modelo experimental, si bien no se observaron cambios en los niveles de
HGF sérico, el aumento significativo en su expresion en el tejido remanente en ALPPS y
ligadura portal, sugieren gque la ganancia de masa ocurre en el contexto de un proceso de

regeneracion hepatica inducido por ambos procedimientos quirdrgicos (Figura 13). A su vez,
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la ausencia de cambios en los niveles séricos del resto de los marcadores de progresion de
regeneracion estudiados, TNF-a y TGF-B, podria deberse a un insuficiente nimero de ratas

incluidas en tales mediciones.

Asi, todos los hallazgos previamente sefialados, tanto en humanos como en ratas a
nivel experimental, indican que la cirugia de ALPPS efectivamente induce regeneracion y

neoformacion de tejido hepatico funcional.

En el remanente se midi6 la expresion de genes asociados a la via de sefializacion de
mTOR, ya que controla procesos anabodlicos celulares importantes, integrando sefiales
secundarias a factores de crecimiento, disponibilidad de nutrientes y estado energético celular
[110, 112] (Figura 2), fendmenos que podrian participar en la respuesta gatillada por ALPPS.
En pacientes se observo un aumento significativo en los mensajeros de mTOR y de sus
efectores S6K1 y 4E-BP1 en muestras tomadas en el segundo tiempo operatorio, lo que
sumado a la ausencia de cambios en AMPK, que regula negativamente la activacion de

mTOR, sugieren que esta via molecular se encuentra activada (Figura 28).

Adicionalmente, la mayor expresion de los mensajeros del heterodimero TSC1/TSC2,
sumado a la ausencia de cambios en AMPK en el tejido remanente, sugiere que la accion de
este heterodimero podria estar siendo modulada predominantemente por sefiales mediadas por
factores de crecimiento, lo que tendria como consecuencia una activacion neta de la accion de
mTOR [110] (Figura 2). Sin embargo, no se objetivaron cambios significativos en muestras
humanas obtenidas al segundo tiempo operatorio, en la expresion del gen Akt, cuya via se
sefializacion depende del estimulo por factores de crecimiento procedentes del flujo portal [72]

(Figura 28).
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La ausencia de cambios en la expresion de genes moduladores rio arriba de la via de
sefializacion mTOR observada en muestras humanas, se podria explicar debido al marco
temporal en el cual se tomaron las muestras de tejido, por lo que es posible que el perfil de
cambio en la expresion de tales genes se encuentre enmascarado por la ausencia de mediciones
seriadas, debido a la imposibilidad de su libre acceso en el escenario clinico. De esta manera,
la estandarizacion del modelo experimental in vivo de ALPPS y sus respectivos controles,
permiten la obtencion repetida y en tiempos sucesivos de muestras bioldgicas, lo que a su vez
posibilita una diseccién -y estudio mas preciso- de los eventos moleculares durante este

fenémeno.

Asi, tanto en ratas ALPPS como en grupo ligadura portal, se observo un incremento
precoz de la expresion de mTOR y su efector rio abajo S6K1, lo que sumado, al hecho que el
heterodimero TSC1/TSC2 es inducido significativamente durante las primeras 72 hrs en
ambos grupos —y en una magnitud comparable-; implica que la via de sefializacion mTOR en
ratas sometidas a ALPPS, se encuentra activada, de forma similar al hallazgo obtenido en
muestras humanas, siendo esto un evento temprano tras la realizacion de ambos

procedimientos quirargicos (Figura 18).

Sin embargo, en el analisis temporal del perfil de expresion de los genes antes
sefialados, se establecen ciertas diferencias entre el grupo de ratas ALPPS y ligadura portal,
por cuanto en el grupo ligadura portal existe una reduccion en la expresion de todos los genes
previamente sefialados tras un punto maximo observado a las 24 hrs hasta su completa
regresion a los 7 dias, mientras que ratas ALPPS presentan un aumento de expresion en forma
sostenida del heterodimero TSC1/TSC2 durante las primeras 72 hrs, luego del cual sus niveles

se estabilizan a un rango similar a los controles a los 7 dias.
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A su vez, en ratas ALPPS el gen mTOR presenta una expresion maxima a las 24 hrs,
seguido de una disminucién transitoria a las 72 hrs, para posteriormente continuar con una
expresion elevada del mensajero comparado con todos los controles a los 7 dias, por lo que
mTOR estaria inducido de forma persistente y significativa, incluso después que el proceso

regenerativo se estabiliza (Figura 18).

En este contexto, el comportamiento de mTOR podria tener relacién con la expresion
de los genes rio arriba moduladores de esta via. Asi, resulta interesante destacar que la
expresion del gen Akt en ratas ALPPS, a diferencia de lo observado en humanos, aumenta
significativamente a las 24 hrs, aunque en una magnitud menor que en el grupo ligadura
portal. Sin embargo, a diferencia de éste Gltimo grupo experimental, en el grupo ALPPS
persiste el aumento del mensajero de Akt a las 72 hrs, con una regresion menos acentuada a

los 7 dias, en comparacion con todos los grupos controles (Figura 18).

El aumento del mensajero de Akt en ligadura portal y ALPPS, se interpreta en el
contexto de la redistribucion del flujo portal —y por tanto, de sus componentes tales como
factores de crecimiento, entre otros- que ingresan al tejido hepatico no deportalizado —
remanente- en ambos casos. No obstante, la optimizacion de la redistribucion del flujo
determinada por la adicion de la transeccion en el grupo ALPPS, establece una persistencia en
la expresion de Akt mas alla de las 72 hrs. Esto, tendria como resultado una activacién de la
via de mTOR en forma precoz y persistente durante por lo menos las primeras 72 hrs
comparado a los controles —ligadura portal, transeccion y sham-; lo que resultaria en una
mayor proliferacion celular —objetivada en estos tiempos-, y por consiguiente, en una ganancia

de masa hepatica mas rapida (Figura 8).
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Por otro lado, la disminucién transitoria de la expresion de mTOR observada en ratas
ALPPS al tercer dia post operatorio, ocurre en concomitancia con una significativa induccion
del gen de AMPK, cuya activacion se asocia a estados de desbalance energético intracelular
[119], por lo que se le ha atribuido un rol como sensor energético que inhibe procesos
anabolicos, a la vez que estimula la B-oxidacion y cetogénesis [119, 121]. De esta manera, el
significativo incremento de expresion de la subunidad o catalitica de AMPK a las 72 hrs en
ratas ALPPS, que supera considerablemente a los grupos controles, se podria atribuir a la gran
explosion o “burst” proliferativo hepatocelular objetivado en este tiempo post operatorio, que
implica una reduccion de las reservas energéticas intracelulares, resultando en una

disminucion transitoria de la expresion de mTOR.

Estudios previos en modelo de regeneracion asociado a ligadura portal en ratas, han
establecido que la respuesta hiperplasica hepatica se inicia a partir de hepatocitos periportales,
es decir, aquellos que se encuentran mas cercanos al flujo de entrada arterio-portal,
correspondientes a la zona 1 de los acinos hepaticos [80]. Tal situacion se observo en nuestras
ratas sometidas a ligadura portal, a diferencia de las ratas ALPPS, las que no muestran ese
patron de distribucion proliferativa por cuanto el reclutamiento de hepatocitos comprende a
todo el acino hepéatico —zonas 1, 2 y 3-, y en magnitud cuantitativamente mayor a los
controles. Asi, el nivel maximo de respuesta proliferativa alcanzado al tercer dia post
operatorio en ratas ALPPS, se condice con niveles maximos de expresion de AMPK y
minimos de expresion de mTOR, debido, como es esperable, al significativo estrés metabolico

al que se encuentran sometidos los hepatocitos en esta etapa del proceso.

Existe evidencia que sugiere que AMPK podria mediar respuestas prorregenerativas

secundarias al estimulo de HGF mediado por la activacion de LKB1, siendo ésta, una
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respuesta especifica de hepatocitos [138]. Asi, se ha visto que la fosforilacion de AMPK en
cultivos de hepatocitos, induce la localizacion citosolica de la proteina de union a RNA
denominada HUR (Human antigen R), aumentando la vida media de distintos mRNA, dentro
de los que destacan mRNA de los genes ciclina D1 y A2 [138, 139]. En este sentido, cabe
destacar que la respuesta proliferativa observada a las 24 hrs en ratas ALPPS —que supera
significativamente a los grupos controles-, se asocia a una expresion moderada del mensajero
de AMPK, de forma similar a lo observado en grupo ligadura portal, lo que sumado al
significativo aumento en la expresion de HGF y mTOR en el remanente en este tiempo post
operatorio, y a la presencia de proliferacion hepatocelular, teniendo en cuenta su incremento
posterior observado a las 72 hrs; sugieren que en tiempos precoces, la induccion de AMPK si

no facilita, al menos, no bloquea el fenémeno de regeneracidn hepatica.

En conjunto estos resultados sugieren que AMPK tiene un rol dual en el fendbmeno
regenerativo observado en ALPPS, donde la induccion moderada de la expresién de AMPK
observado precozmente, seria un estimulo facilitador, y eventualmente promotor, de la
respuesta regenerativa hepatocelular. Mientras que en un tiempo posterior, en el que se ha
alcanzado el 87% de la masa hepética del remanente final, y el 96% de la relacion masa
hepatica remanente/masa corporal final, AMPK contribuiria al inicio del término de la

respuesta proliferativa a través del bloqueo de la expresion de mTOR.

Adicionalmente, un signo de estrés metabdlico secundario al importante gasto
energético de hepatocitos en activa proliferacion, corresponde a la tendencia a la disminucién
del contenido hepatico de glucégeno, evaluado en muestras histologicas de ratas ALPPS
teflidas con acido peryodico Schiff. Asi, los resultados obtenidos en este estudio, indican desde

el punto de vista cualitativo, que tanto en ratas sham como sometidas a transeccion, existe
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mayor cantidad de glucdgeno en hepatocitos periportales que pericentrales a las 24 hrs. Sin
embargo, tal distribucion cambia en el grupo ligadura portal, donde la respuesta proliferativa
hepatocelular, que se inicia en hepatocitos periportales, determina que la cantidad de
glucégeno sea menor en la zona 1 versus el contenido observado en hepatocitos
centrolobulillares —-més lejanos al flujo de entrada hepético-, siendo méxima tales diferencias a
los 7 dias. Este mismo patron de distribucion de la tincion se observd en ratas sometidas a
ALPPS, aunque con diferencias de tincion mas tenue entre las distintas zonas, posiblemente
por el gran reclutamiento de células en proliferacion lo que determina una disminucion global

del contenido de glucdgeno hepatico, y una tincion mas uniforme (Figura 16).

El fendbmeno de esteatosis hepatocelular transitoria, descrito en el proceso de
regeneracion hepatica posterior a distintos estimulos [100], también se encuentra presente en
animales sometidos a ALPPS. Si bien el rol fisiolégico de esta respuesta no ha sido
plenamente dilucidado, en modelos experimentales se ha determinado que la administracion
dietaria y parenteral de formulaciones compuestas de distintos tipos de lipidos aceleran la
respuesta proliferativa hepatocelular inducida por toxinas o reseccion hepatica [140, 141]. Asi,
la acumulacion de lipidos hepéticos durante este proceso se ha interpretado en el contexto de
una respuesta lipogénica adaptativa, cuyo origen, atribuido a la movilizacion periférica de
acidos grasos procedente de adipocitos sistémicos, representaria una fuente de obtencién

energética para los procesos anabo6licos en curso [96].

En ratas sometidas a ALPPS se evidencia esteatosis hepatica significativa a las 24 hrs —
superior a todos los controles- (Figura 17), con un patron de distribucion homogéneo al
analisis histologico. Sin embargo, no es clara su asociacién a la movilizacién de acidos grasos

a nivel periférico, debido a que su cuantificacion plasmatica no presentd variaciones
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significativas entre los distintos grupos experimentales, por lo que posiblemente la
optimizacion de la redistribucién del flujo portal y sus componentes, como micronutrientes y
acidos grasos procedentes del flujo esplacnico, hacia el tejido hepatico remanente; presente un
rol preponderante en el origen de esta respuesta biolégica. Finalmente, la significativa
disminucion de la esteatosis en tiempos posteriores existente en ratas sometidas a modelo de
ALPPS, alcanzando niveles minimos al séptimo dia post operatorio comparado a todos los
controles, representa un signo indirecto de la expresion de AMPK, que como se sefiald con
antelacion, estimula la B-oxidacién de &cidos grasos y cetogénesis [119, 121], asi como
también, podria ser a consecuencia de la importante respuesta proliferativa hepatocelular
evidenciada, que se corresponde a un mayor gasto energético asociado a la biosintesis de

macromoléculas y biogénesis de organelos esperado en este contexto.

En virtud de los hallazgos encontrados en este modelo experimental, es razonable
asumir que las modificaciones moleculares precederian a los fendmenos observados a nivel
tisular y celular. Es asi como la magnitud de la respuesta proliferativa, que alcanza niveles
méaximos al tercer dia post operatorio, se reconoce como un fendmeno posterior a las
modificaciones moleculares que tanto para el grupo ligadura portal como ALPPS, son

mayormente pesquisadas a las 24 hrs de realizados los procedimientos quirdrgicos.

A esto se agrega, que los cambios a nivel de expresion de todos los genes que forman
parte de la cascada de sefializacion de mTOR, y que sugieren la induccién de esta via
molecular, debe ser corroborada por cambios concordantes con la cantidad de proteina tanto
en su estado nativo como fosforilado. Asi, se decidié la medicion de niveles proteicos de
MTOR a las 24 hrs, debido a que en esta molécula confluye la accion de los productos génicos

de toda la via de sefalizacién rio arriba.
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De esta manera, en ratas sometidas a modelo de ALPPS, se constatd un significativo
incremento en la cantidad de proteina de mTOR, tanto en su estado nativo como en su estado
fosforilado —activado- respecto a la situacion basal representada por las ratas sham (Figura
19), resultado que es concordante con los cambios advertidos a nivel de expresion de mTOR,
por lo que el aumento significativo de la relacion proteica de mTOR fosforilado/no fosforilado
en ratas ALPPS, sugiere que no sélo la via se encuentra inducida en cuanto a expresion génica,

sino que ademas, activada a nivel proteico en este grupo experimental.

Con el fin de establecer el rol en la respuesta prorregenerativa hepatica de mTOR, se
estudio el impacto sobre este fendmeno en ratas sometidas a ALPPS bajo el efecto de la
inhibicidn selectiva de mTOR con el farmaco rapamicina, objetivandose en este grupo una
significativa disminucion de la ganancia de masa hepatica —cuantificado a través de la relacién
peso de remanente/peso corporal total- tanto a las 72 hrs como al séptimo dia post operatorio

comparado a los grupos ligadura portal y ALPPS (Figura 20).

Es importante destacar, que si bien se compromete profundamente la ganancia de masa
hepatica —y por tanto el proceso de regeneracion- en ratas ALPPS bajo los efectos de
rapamicina, se advierte cierto aumento de masa hepatica remanente con diferencias
estadisticas respecto a grupos sham y transeccion en los tiempos antes sefialados. Si bien una
posible explicacién a tales hallazgos sea que la dosis del farmaco utilizado haya sido
insuficiente, esta hipdtesis se descarta rapidamente toda vez que rapamicina determina un
bloqueo de la expresion génica de mTOR respecto a los niveles basales —representado por las
ratas sham-, asi como también, una reduccion significativa en la cantidad absoluta de proteina

MTOR nativa y fosforilada (Figura 19). Una manera de establecer evidencia adicional respecto
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a este punto, seria mediante la utilizacion de animales knock-out de mTOR especifico en tejido

hepatico.

En este contexto, la explicacion mas razonable a la existencia de incremento de masa
hepética en ratas ALPPS tratadas con rapamicina, se debe a que el proceso de regeneracion
hepéatica es un fendmeno bioldgico altamente complejo, con participacién de varios tipos
celulares, siendo molecularmente redundante y con multiples vias de sefializacion que
determinan una respuesta adaptativa del tejido hepatocelular. Este potencial de adaptacion del
tejido hepatocelular, que se manifiesta mediante la preservacion de la capacidad de
regeneracion, es una propiedad evolutivamente conservada, debido a la importancia critica
para la supervivencia de las funciones hepaticas, lo que requiere una plasticidad bioldgica que
dificilmente puede —ni debe- ser entendida dentro de la rigidez que supone el estudio de una

sola via molecular.

Finalmente, tomando en cuenta el conjunto de resultados y hallazgos previamente
analizados, es factible considerar la propuesta de un modelo de regeneracion hepatica en
ALPPS (Figura 29). Asi, los principios quirargicos que fundamentan esta técnica, los cuales
implican la combinacion de ligadura portal junto a la transeccion del parénguima hepatico,
gatillan una serie de eventos bioldgicos que sumados convergen en una respuesta

prorregenerativa significativa.

De esta manera, la ligadura de una —o varias- ramas portales, determina precozmente
una redistribucion del flujo portal hacia el tejido hepéatico remanente, cuyos componentes
como factores de crecimiento y micronutrientes procedentes del flujo esplacnico, contribuiria

a la induccion de vias anabdlicas —dependientes de Akt-, y a la acumulacion precoz de lipidos
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—esteatosis transitoria-, ambos fendmenos asociados a induccidn y progresion de regeneracion

hepética [72, 96].

La transeccion del parénquima, que implica la seccién y ligadura de colaterales
intrahepaticas, optimiza la redistribucion del flujo y sus mediadores con accion trofica sobre el
tejido hepatico remanente, a la vez que el dafio hepatocelular durante la particion, produce una

respuesta inflamatoria precoz y local, que facilitaria el priming de hepatocitos.

El tejido hepatico deportalizado que conserva su flujo arterial preserva una fraccion de
parénquima hepatico vital y funcional. Sin embargo, el flujo arterial no es capaz de compensar
adecuadamente y por completo la deprivacion del flujo portal, en parte debido a la seccion de
colaterales determinado por la transeccion, lo que se manifiesta con la aparicion de focos de
necrosis que en el corto plazo gatilla una respuesta inflamatoria sistémica, prolongando la fase
de priming de los hepatocitos, y permitiendo un mayor reclutamiento de células capaces de

responder a sefiales mitdgenas en el remanente.

Por otro lado, la preservacion de tejido hepatico deportalizado, y arterializado,
contribuye inicialmente con la funcion hepética global, dando como resultado un estado de
estrés metabdlico moderado y temprano en el remanente, que se manifiesta con una induccién
moderada de la proteina AMPK, cuya activacién en un tiempo precoz y bajo los efectos del
importante aumento en la expresion de HGF, favoreceria y promoveria una respuesta

proliferativa hepatocelular.

Es importante destacar en este punto, que la redistribucion del flujo portal induce shear
stress a nivel endotelial, el cual ha sido asociado a la induccién de respuestas
prorregenerativas a nivel hepatico. Sin embargo, la redistribucién de flujo portal y arterial en

un remanente proporcionalmente insuficiente, ha sido asociado a signos de dafio sinusoidal y
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hepatocelular en modelos de hepatectomia, lo que redunda en un deterioro de tal respuesta
prorregenerativa. Desde luego, que tales mecanismos —no considerados en los alcances de esta
tesis- debieran estar operando en ALPPS, siendo relevante sefialar —desde un punto de vista
estrictamente tedrico-, que la preservacion de flujo arterial en el tejido hepéatico deportalizado,
contribuiria con la modulacién del estrés hemodindmico en el remanente, impidiendo y/o

limitando el posible dafio por hiperflujo, lo que facilitaria los fendbmenos de regeneracion.

Particién del parénquima Lébulo “deportalizado”

e Ligadura de colaterales * Necrosis, arterializado

¢ Redistribucion de mediadores hacia el Contribuye con funcién hepatica total
remanente con accion tréfica Modula el estrés hemodindmico

e Inflamacién = priming Limita un gran desbalance energético

en el remanente en regeneracion

Ligadura portal

componentes Activacion de AMPK/mTOR

e Shear stress

Figura 29. Modelo propuesto de regeneracion hepatica en ALPPS.

Todos estos eventos biolégicos, que derivan en una respuesta proliferativa explosiva -y
que podriamos denominar como burst proliferativo post ALPPS-, se asocian a una activacion
precoz y persistente de la via de sefializacion de mTOR, lo que resulta en una ganancia de
masa hepatica acelerada, alcanzando el nivel de equilibrio en un periodo significativamente

menor. Asi, en el momento en que se consigue un nivel de proliferaciéon celular de tal
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magnitud, que comienza a limitar las reservas energéticas intracelulares, la significativa
induccion de AMPK determinaria el gatillamiento de sefiales que conducirian a la modulacion

y terminacion del proceso de regeneracion.
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VIII. Reflexiones finales y perspectivas futuras

Pese a la superioridad que muestra la técnica de ALPPS frente a otras estrategias
terapéuticas para la obtencion de incremento volumétrico de remanentes hepaticos
considerados insuficientes, aln existe resistencia a su aplicacion por parte de algunos equipos

quirdrgicos especializados.

El escepticismo aun presente para el ALPPS, se fundamenta en que el corto periodo
entre el 1° y 2° tiempo quirdrgico, impediria aprovechar al tiempo como herramienta de
seleccion para la reseccion quirdrgica, segun el comportamiento tumoral y su riesgo de
diseminacion a distancia [142]. A su vez, la manipulacion de un higado con alta carga tumoral
sometido a una gran cascada inflamatoria y a factores de crecimiento liberados durante el
trauma quirurgico inicial —“all touch technique”- con libre flujo sanguineo hepatico de salida,
determinaria una recurrencia tumoral mas precoz [143], surgiendo dudas respecto al resultado
clinico a largo plazo [142, 143]. No obstante, tal como se discutié previamente, no se han
establecido diferencias en curvas de sobrevida libres de progresion de pacientes sometidos a
ALPPS versus series historicas de embolizacion/ligadura portal al corto plazo [55], y la
sobrevida de 45,5% observada en nuestra casuistica a casi 5 afios de seguimiento, representan

argumentos contundentes en contra de tales inferencias

Algunos estudios sugieren que la hipertrofia de un remanente hepatico insuficiente
conseguida con la embolizacion de la rama portal derecha, podria ser optimizada al sumar la
embolizacion dirigida de las ramas portales del segmento 1V, logrando niveles de hipertrofia
entre 54-69% cercanos al obtenido en ALPPS [68, 142, 144, 145]. Sin embargo, la
embolizacion del segmento IV es un procedimiento complejo, con tasas de éxito variable y

poco reportada en torno al 90% [41, 68], al que se agrega el riesgo de embolizacién de ramas
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portales del higado remanente y/o trombosis de vena porta [145]. A su vez, este procedimiento
presenta el mismo retardo en alcanzar la hipertrofia suficiente del remanente que la oclusion
portal derecha Unica, con tasas de no resecabilidad similares a las hepatectomias con
embolizacion/ligadura portal preoperatoria (30%), ya sea por progresion tumoral y/o a
hipertrofia insuficiente [68, 144, 145]. Es asi como se ha demostrado en estudios angiograficos
de cerdos sometidos a embolizacion o ligadura portal la formacion de neocolaterales,
particularmente en animales que presentan hipertrofia insuficiente [146]. En este sentido, la
transeccion del parénquima en ALPPS, evitaria la neovascularizacion y el flujo portal
interlobar, lo que ayudaria a optimizar la regeneracion, toda vez que se ha reportado su
utilidad en casos de embolizacion portal con niveles insuficientes de hipertrofia a fin de

permitir la hepatectomia, lo que se ha denominado “ALPPS de rescate” [52, 147].

Es importante mencionar, que la embolizacion portal impide la evaluacion de la
cavidad abdominal, a diferencia del ALPPS, cuya técnica permite una completa exploracién
del abdomen y del higado tanto visual como tactil, ademas de una evaluacion ecografica
intraoperatoria —que es capaz de pesquisar 10-26% de lesiones adicionales no observadas en
estudios preoperatorios pudiendo cambiar el plan quirdrgico hasta en el 76% de los casos-
[148, 149]. De esta manera, ALPPS permite optimizar la seleccién de los pacientes segun el
grado de compromiso tumoral local —hepético- y a distancia —lesiones extrahepaticas y/o
carcinomatosis peritoneal-, factor que podria explicar en parte la alta tasa de no resecabilidad
en casos de embolizacion portal por progresion tumoral, ante la imposibilidad de tal
evaluacion critica durante este procedimiento. Sin embargo, evidencia publicada
recientemente que estudié una cohorte prospectiva de n=20 pacientes sometidos a

embolizacion portal preoperatoria para el manejo resectivo de lesiones tumorales hepaticas
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metastasicas de cancer colorrectal, encontr6 que en el 65% (n=13/20) de los pacientes
embolizados sus metastasis progresaron, mostrando un aumento de volumen tumoral de un
58% (rango entre 18-234%) en los controles imagenologicos, mientras que el analisis
molecular de biopsias seriadas de las lesiones tumorales en tales pacientes obtenidas pre y post
procedimiento, presentd una significativa sobreexpresién de genes relacionados a vias de
transduccion de citoquinas y factores de crecimiento (IL-17, IL-6, PI3K e IGF-1), asi como a
la desregulacion de genes claves implicados en el fendmeno de oncogénesis tumoral (FOS,
FOSB, RAB20, IRS2) [150], lo que representa una base cientifica sélida de una situacion

observada con regularidad en la practica clinica.

Desde un punto de vista conceptual, tanto la técnica de ALPPS como la embolizacién
portal, son terapias transitorias que constituyen un puente para que la reseccién quirargica del
tejido hepatico comprometido, sea efectuada con un mayor perfil de seguridad clinica. En este
contexto, es esperable que tales tipos de terapias cumplan con ciertas premisas para su correcta
aplicacion. En primer término, es preciso que sean eficientes en el objetivo primario a lograr,
es decir, que permitan una adecuada ganancia de tejido hepéatico remanente futuro tras su
realizacion. Los resultados obtenidos en esta tesis, asi como la evidencia disponible discutida
en este trabajo, apoyan con alto grado de certeza un mayor éxito de la técnica de ALPPS para
este fin, comparado con reportes historicos de series de pacientes sometidos a

embolizacion/ligadura portal [151].

A su vez, para que una terapia “puente” tenga sentido, se requiere que su aplicacion se
desarrolle en el menor marco temporal posible, entendiendo que ésta seréa ofrecida a pacientes
con una enfermedad oncoldgica de base, en la mayoria de los casos, en etapas avanzadas. Asi,

el incremento volumétrico del remanente hepatico obtenido con la técnica de ALPPS acontece
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en un plazo significativamente menor al observado con embolizacidn/ligadura portal, situacion
corroborada en la serie de pacientes estudiados en este trabajo y avalada en la literatura
internacional [151], dejando cada vez menor margen de discusion a un tdpico que con
reticencias iniciales ha ido logrando progresiva aceptacion. El impacto del factor tiempo en el
tratamiento de pacientes oncoldgicos no puede sino, en el caso del ALPPS, interpretarse de
una manera ventajosa respecto a otras técnicas disefiadas con el mismo fin -
embolizacion/ligadura portal preoperatoria-, puesto que impide la desaconsejable dilatacion de

la terapia quirdrgica resectiva definitiva.

El tercer aspecto a considerar en este tipo de terapias, hace referencia a su seguridad
clinica. Si bien la morbilidad inicialmente reportada hacia prohibitiva la técnica de ALPPS,
considerando la escasa morbilidad y casi nula mortalidad de la embolizacion portal
preoperatoria, los resultados clinicos de las primeras series publicadas de ALPPS, que
consideran experiencias iniciales de distintos centros de cirugia hepatobiliar de alto y bajo
volumen quirdrgico, se ven contaminados por la alta heterogeneidad y gravedad clinica de los
pacientes intervenidos —con enfermedades oncologicas en etapas mas avanzadas y
previamente excluidos de otras modalidades terapéuticas y/o quirargicas con fines curativos-
siendo sometidos a una cirugia de complejidad mayor en etapa de evaluacion, con escasa
experiencia técnica, una curva de aprendizaje incipiente y en ausencia de seleccién clinica en

virtud de factores de riesgos identificables.

Sin embargo, aunque la técnica de ALPPS implica dos cirugias cuya morbimortalidad
es sumatoria, al analizar el momento en que ocurren las complicaciones de los pacientes de
esta serie sometidos a ALPPS, queda en evidencia que la inmensa mayoria de ellas —el 80% de

éstas- se presentan tras el segundo tiempo operatorio resectivo. Es decir, tras la realizacion de
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la ligadura portal y transeccion hepética —etapa | de ALPPS-, la evolucion clinica es altamente
favorable, con minimas incidencias y sin mortalidad. Por lo tanto, cuando se analiza la
morbilidad atribuida a estas técnicas —terapias puente o transitorias- se debe contrastar la
incidencia de complicaciones de la etapa | del ALPPS, con la observada en series de
embolizacion/ligadura portal aislada, siendo en ambos casos altamente comparables. A su vez,
la morbimortalidad global de la técnica de ALPPS debe ser analizada contra las técnicas de
hepatectomia en dos tiempos con o sin embolizacién/ligadura portal preoperatoria, en que tal
como ha sido sefialado anteriormente, las cifras tienden a igualarse. Tras la descripcion inicial
de ALPPS, los sucesivos reportes clinicos han ido progresivamente mostrando mejores
resultados de morbilidad y mortalidad, siendo en algunos casos similares a los obtenidos en

hepatectomias convencionales mayores [152].

En este sentido, publicaciones posteriores del registro internacional de ALPPS, que
incluye el anélisis de 320 pacientes sometidos a este procedimiento, ha confirmado las
variables previamente sefialadas como predictoras de complicaciones y mortalidad, a las que
se agrega el MELD (Model of end-stage liver disease) >10 previo a la segunda etapa del
ALPPS y los criterios 50-50 de insuficiencia hepatica post operatoria tras la etapa | de ALPPS,
como factores con significativo valor predictivo de evolucion post operatoria y mortalidad a
90 dias [153]. Tales hallazgos, establecieron las bases para el desarrollo de un score de riesgo
de ALPPS que permite predecir el riesgo individual de un paciente sometido a esta técnica,
con el objetivo de retardar el segundo tiempo resectivo y/o eventualmente evitarlo en casos de

muy alto riesgo quirudrgico, en que se estime fatil la concrecion de la hepatectomia [154].

Es asi como, los trabajos antes referidos, han representado un esfuerzo exitoso por

reducir la morbimortalidad post operatoria de ALPPS, a través de la racionalizacién de la
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indicacion quirdrgica, donde el tipo de tumor hepatico a tratar —ya sea primario de origen
biliar o secundario metastasico colorrectal o no colorrectal- presenta un significativo impacto
en los resultados clinicos. De esta manera, ha sido posible establecer en un 8,8% la mortalidad
global de la técnica, mientras que en pacientes sometidos a ALPPS con metastasis hepaticas
de céncer colorrectal esta cifra se ha fijado en 4% [153], lo que deja en evidencia que los
tumores primarios de origen biliar tipo colangiocarcinoma perihiliar, intrahepéatico y/o cancer
de vesicula concentran la mayor morbimortalidad, situacion observada transversalmente en la

mayoria de las series publicadas.

Multiples variables determinan el éxito de un procedimiento quirurgico. En primera
instancia, los resultados son dependientes de variables técnicas efectuadas por el cirujano
durante el acto operatorio, esto es del grado de prolijidad técnica asociada a la intervencion.
Otro grupo de determinantes se encuentra asociado al manejo médico perioperatorio, y que
implican tanto los cuidados médicos pre y post quirdrgicos, asi como un apropiado manejo
anestésico. A pesar de la obviedad de las variables antes descritas, las que se encuentran bajo
influencia directa del clinico, los factores asociados al paciente presentan una trascendencia en

ocasiones poco considerada de manera consciente en la préctica clinica-quirdrgica rutinaria.

Si se considera que un procedimiento quirdrgico corresponde conceptualmente a un
trauma tisular efectuado de manera controlada, cuyo resultado primariamente depende de los
procesos bioldgicos de inflamacion y cicatrizacion asociado a la respuesta de reparacion de
tejidos, no es dificil entender que factores como la edad, las comorbilidades, los habitos, el uso
de farmacos, entre otras caracteristicas clinicas dependientes del paciente, pueden influir
significativamente en los resultados de un procedimiento quirdrgico, al condicionar la

capacidad de respuesta bioldgica adaptativa que tiene el érgano o sistema intervenido en
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cuanto a sus caracteristicas estructurales, asi como también funcionales. En otras palabras, el
éxito del procedimiento se encuentra afectado directamente por la capacidad de respuesta
fisiologica a la agresion quirdrgica, lo que guarda estrecha relacion con la reserva fisiologica

que permita preservar su integridad estructural y conservar su continuidad funcional.

El higado corresponde a un drgano con caracteristicas altamente plésticas cuya
respuesta adaptativa al trauma quirtrgico, especialmente ante la reseccion de parénquima, es
dependiente de sus propiedades de regeneracion. La técnica de ALPPS intenta optimizar y/o
maximizar el potencial de adaptacion del tejido hepatico, a través de la induccién del
fendmeno de regeneracidon hepatocelular. Esta respuesta bioldgica adaptativa gatillada por
ALPPS, ocurre a pesar de conocidos factores adversos de regeneracion, tales como edad,
sangrado intraoperatorio, antecedente de quimioterapia preoperatoria, entre otros [66], lo que
implica que el cirujano mediante esta técnica, estda modulando directamente mecanismos cuya
expresion se traducen a nivel celular y molecular. Por consiguiente, se requiere de una
aproximacion a los mecanismos moleculares de los procesos patoldgicos y terapéuticos
inducidos por la préctica quirdrgica, lo que abre diversas perspectivas de desarrollo e
investigacion biomédica en esta area, cuyos resultados pueden tener implicancias practicas

directas.

En este contexto, desde el punto de vista oncoldgico, es posible plantear lineas de
investigacion con respecto a los mecanismos de oncogénesis de diversos tumores primarios
hepéaticos de origen biliar y/o hepatocelular, entendiendo que algunos de estos fenémenos
podrian tener como punto de partida la desregulacion de procesos moleculares normalmente
presentes en la respuesta regenerativa hepatica normal [72, 110, 112]. Asi, se han descrito en

tumores primarios hepaticos una variedad de mutaciones con ganancia de funcion de genes
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pertenecientes a la via de mTOR [155], mientras que se ha ensayado el uso de inhibidores de

mTOR como agentes quimioterapéuticos con accion antitumoral [156, 157].

La disfuncién y/o insuficiencia hepatica post operatoria observada en ciertos escenarios
clinicos especificos, particularmente post trasplante hepatico —condicion conocida como small
for size syndrome- se ha atribuido a la injuria secundaria a hiperflujo arterioportal de un injerto
cuantitativa y/o proporcionalmente insuficiente para el receptor [94, 95]. La consecuencia
fisiopatoldgica de este proceso se manifestaria a través de una respuesta regenerativa hepética
defectuosa [93, 158], lo que restringiria la capacidad de adaptacién bioldgica del injerto
necesaria para un adecuado funcionamiento post implante. En ALPPS el dafio por
hiperperfusion tedricamente se encuentra limitado, al mantenerse el tejido hepatico total in situ
durante el fendmeno regenerativo, sin embargo, no existe evidencia que evalle
cuantitativamente los flujos portales y arteriales en pacientes sometidos a ALPPS —ni en
modelos experimentales-, como asi tampoco los umbrales de flujo por unidad de tejido sobre
el cual se podria establecer cierto grado de dafio tisular. Adicionalmente, los principios
fisiolégicos presentes en los mecanismos de autorregulacion del flujo arterioportal y su
impacto en las diferencias de presion parcial de oxigeno tisular —situacion pendiente de
evaluar en ALPPS-, permiten plantear el disefio de estrategias terapéuticas conducentes a
modular el estado de hiperperfusion con el objetivo de tratar esta condicion clinica o
prevenirla mediante la aplicacién de ciertas maniobras técnicas intraoperatorias —tales como
esplenectomias, ligadura de arteria esplénica y/o derivaciones portosistémicas- cuando se
estime un potencial riesgo de desarrollo de insuficiencia hepatica post operatoria ante

resecciones hepéticas extendidas o en injertos trasplantados pequefios [159].
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No obstante, el principal problema presente en la actualidad en cirugia de trasplantes —
particularmente en trasplante hepético-, corresponde a la escasez de érganos disponibles para
su implante en pacientes severamente enfermos que lo requieren. Esta situacion deriva en la
necesidad de ampliar el nimero de 6rganos disponibles, motivo por el cual se han propuesto
diversas alternativas de manejo que incluyen el uso de 6rganos marginales, asociados 0 no a
técnicas de perfusion como método de valoracion predictiva de funcionalidad del injerto post
trasplante, el tratamiento de higados marginales procurados previo a su implante, higados de
donantes con muerte cardiaca, la técnica de split liver in situ o ex situ, e higados de donantes
vivos con receptores pediatricos o adultos [160]. Todas estas estrategias quirargicas disefiadas
para optimizar el uso de 6rganos procurados, a fin de aumentar el nimero de trasplantes,
presentan la necesidad de una adaptacién bioldgica del injerto que depende en parte de los
procesos de regeneracion hepética, fendmeno que podria ser facilitado a través del disefio y
aplicacion de terapias quirurgicas invasivas, como las antes referidas, y/o tratamientos
farmacol6gicos no invasivos cuyas dianas terapéuticas surgen a partir de modelos

experimentales de investigacion de los mecanismos moleculares implicados en este contexto.

Por otro lado, el conocimiento obtenido a partir del andlisis de los procesos bioldgicos
relacionados con la respuesta regenerativa hepatocelular, junto a la trascendencia clinica de
éstos, constituyen la piedra angular para que en un futuro se posibilite el disefio in vitro, a
través de procesos de bioingenieria, de modelos bioldgicos biocompatibles que permitan
ejercer funciones como sustitutos hepaticos parciales o totales, ya sea en forma temporal o

definitiva, segln las necesidades presentes en diversos escenarios clinicos.

Los hallazgos obtenidos en el transcurso de este trabajo de investigacién, tanto a nivel

clinico como en el modelo experimental propuesto, permiten confirmar la significativa
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plasticidad que el tejido hepatico presenta en términos de incremento de masa parenquimatosa,
propiedad que parece ser intrinseca del higado y que constituye la base de su adaptacion
morfofuncional. Asi, la gran plasticidad demostrada a nivel hepatocelular se corresponde con
observaciones recientes de pacientes sometidos a modificaciones técnicas de ALPPS, en el
que cumpliendo los mismos principios originalmente propuestos, el remanente queda
restringido a un segmento hepético Unico. Es asi como esta técnica llevada a tal extremo ha
sido efectuada de manera exitosa, reportandose bajo la denominacion de “ALPPS
monosegmento” [161-164]. A su vez, la publicacion de variaciones técnicas adicionales con
diversos objetivos, orientados inicialmente a la limitacion de la morbilidad y/o invasividad del
procedimiento, como la técnica de ALPPS realizada por via laparoscopica o robotica; cuya
transeccion sea efectuada de manera parcial, mediante la aplicacion de un torniquete o con
ablacion por radiofrecuencia o microondas, en vez de seccién y ligadura de colaterales del
tejido hepatico [165-171]; o la realizacion de esta técnica mediante procedimientos
minimamente invasivos, como la oclusion portal a través de embolizacidn percutanea asociada
a transeccién hepatica mediante la aplicacion de microondas —lo que se ha publicado como
“mini ALPPS”- [172]; conservando por tanto las bases conceptuales de la técnica original,
constituyen evidencia adicional que apoya las propiedades de adaptabilidad y plasticidad del

higado antes referidas.

Es importante destacar, que los crecientes conocimientos adquiridos de los trabajos
clinicos y experimentales a partir de la descripcion inicial de esta técnica quirdrgica, ha
tensionado directamente ciertos principios clasicos de la cirugia hepatica, particularmente el
gue establece la necesidad de conservacion de un remanente hepatico constituido por dos

segmentos adyacentes [23]. Este principio fundamental queda relativizado tras la realizacién
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de la técnica de ALPPS monosegmento, lo que a su vez, afiade diversos cuestionamientos
respecto a los limites de la cirugia hepética en términos anatdmicos, asi como a la dinamica de

recuperacion de la completa competencia funcional.

En este sentido, persiste por dilucidar si la significativa plasticidad que muestra el
incremento de la masa hepatocelular en ALPPS, presenta correspondencia con el grado de
recuperacion y/o preservacion de la competencia funcional del remanente regenerado, es decir,
si esta plasticidad también se manifiesta en términos funcionales, lo que debiera ser analizado
a través del estudio de diversos parametros dinamicos de funcién hepatocelular, tanto a nivel
clinico como en el laboratorio. Si bien la incidencia de insuficiencia hepatica post operatoria
es baja en ALPPS, su aparicion en pacientes que presentan remanentes suficientes en términos
volumétricos, sugiere que pese a la significativa ganancia de masa hepatica, es probable que
exista cierto retardo en la obtencion de una completa competencia funcional [173],
particularmente, en ciertos grupos de pacientes con determinados factores de riesgo. Esto
implica que la decision del momento de la hepatectomia —etapa Il de ALPPS- debe ser
efectuada de manera mas precisa, considerando no s6lo criterios volumétricos sino que
también funcionales [174], situacion para lo cual el nivel de evidencia que haya evaluado tales

aspectos adn es muy escaso.

Finalmente, cabe sefialar que la complejidad del manejo de un paciente oncoldgico
supone el empleo racional e individualizado de un conjunto de alternativas terapéuticas, tanto
locales como sistémicas, que configuran un espectro de continuidad dentro del cual la técnica
de ALPPS se enmarca en uno de sus extremos. Su aplicacién tiene como objetivo optimizar el
manejo quirurgico oncoldgico de pacientes considerados limites o fuera de alcance

terapéutico, ampliando las posibilidades de resecabilidad, y por consiguiente de curacion. Sin
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embargo, aln esta técnica constituye una cirugia de excepcion para pacientes que configuran
un grupo igualmente de excepcion, por lo que su realizacion debe estar reservada a equipos
médico-quirdrgicos de experiencia, con alto volumen en cirugia hepatobiliar compleja, bajo un
andlisis critico, continuo y prospectivo de sus resultados idealmente dentro de protocolos de

investigacion.

Aunque la propiedad de regeneracion hepatica representa un fendmeno que nuestros
antepasados intuitivamente plasmaron en la historia de la mitologia griega de Prometeo, existe
la paradoja del inicio de la sistematizacion de su estudio e incipiente entendimiento recién en
las ultimas décadas, donde el desarrollo de la técnica de ALPPS correponde en la actualidad a
uno de los ultimos avances en cirugia hepatica, que incluye un concepto desafiante al

conocimiento establecido.

Asi, el Prof. Thomas Starzl sefialaba con motivo del incipiente avance, no exento de
maltiples fracasos, que en sus inicios tuvo la cirugia de trasplante hepético: “...progress
consists of a series of great and small revolutions against authority. A great advance
necessitates the overthrow of an established dogma, and when that occurs the advance itself
becomes the new dogma to which advocates flock. It is natural for those disciples to become
protectors instead of improvers of the status quo, guardians of the past instead of seekers of
the future. To make matters formal, they might even consider creating a society which, if
unaware of the dangers, could be the means by which the next stages of development were

blocked" [175].

La técnica de ALPPS constituye un avance intrinsecamente revolucionario, tanto en

sus fundamentos técnicos como en sus alcances y repercusiones clinicas, donde los resultados
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iniciales no deben impedir la continuacion de su desarrollo; ni su consideracion como un

dogma, limitar o bloguear las siguientes etapas de evolucién en cirugia hepatica.
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IX.Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que la técnica de ALPPS
induce un significativo incremento de volumen del remanente hepético en un periodo menor al
requerido con las técnicas de embolizacion y ligadura portal preoperatoria. Este incremento
volumétrico tras ALPPS, ocurre mediante la induccion de mecanismos de regeneracion
hepética asociada a una respuesta proliferativa del tejido hepatocelular, que conserva sus
propiedades funcionales globales. La ganancia de masa hepatocelular funcional observada en
este contexto, esta asociada a la activacion de la via de transduccion de sefiales AMPK/mTOR,
que regula la biosintesis de macromoléculas y procesos anabdlicos relacionados con el

crecimiento celular.
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XI.Anexo
Anexo 1. Formulario de informacion y consentimiento informado escrito, aprobacion por
comité de etica

Fo i i nti i

« Titulo del proyecto: “Una nueva técnica para resecar metdstasis hepdticas en pacientes con
insuficiente remanente hepatico, Split in situ con ligadura portal. Mecanismos involucrados en
crecimiento hepatico: {Tension de cizallamiento o senalizacion metabélica?”

Investigadores principales:
Dra. Pamela Romanque Ulloa, celular 94794677

Co-investigadores:
« Dr. Mario Uribe Maturana, celular 74968319
« Dr. Sebastidn Uribe- Echevarria Ardnguiz , celular 98296076

Estimado/a paciente,

Usted serd sometido a una operacion para extirpar las metastasis hepaticas del cancer colorrectalque
lo afecta, Esta operacidén ha sido recomendada por su médico tratante. Nosotros estamos
investigando este tipo de cancer y por eso lo queramos invitar @ participar en este protocolo de
estudio que involucra |a regeneracion del higado posterior a su reseccion hepatica.

El higado cue a usted le cuedaria en caso de efectuar la clrugia en un tiempo, es Incompatible con la
vida, es por ello que es necesario efectuar la téenica conocida camo Split hepético in situ con ligadura
portal,

Por favor lea este informe de consentimiento, y si estd de acuerdo y acepta libre y voluntariamente
participar, firme al final del documento. Si no entiende algdn punto, por favor no dude en preguntar
al médico o enfermera a cargo, quienes aclarardn sus dudas,

<{En qué consiste el estudio?

Las metastasis hepaticas del cdncer colorrectal representan un problema relevante en nuestro pais,
especialmente por su mortalidad asociada. El cancer colorrectal es |a tercera causa de muerte por
cancer gastrointestinal en chile.

Cuando las meldstasis afectan el higado de tal manera que para extirparlas se hace necesario resecar
una cantidad importante del higado, incompatible con la vida, se utiliza una 1écnica estandarizada y
mundialmente aceptada que permite el crecimiento del higado remanente que no tiene metastasis
evitando [a insuficiencia hepatica.

No se conceen completamente los mecanismos que llevan al crecimiento del remanente hepatico.

ZEn qué consiste fo cirugia?

Consiste en resecar las lesicnes del higado i2quierdo, ligar la vena que alimenta al higade derecho y
realizar el corte del higado como si fuera & extraerse pero sin sacarlo del cuerpo. En una segundz
cirugia, si se ha comprobado el crecimiento hepdtico por imdgenes {Scanner), se complementara la
cirugia extrayéndose el higado derecho con tumores.

Sepremore, 2012
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Esta cirugia se realizz en forma rutinaria en nuestro servicio como estandar de la cirugia p.
como el suyo.

¢Qué le estomos solicitando?

Le pedimos que nos autorice a registrar, a partir de su ficha clinica algunos datos relacionados con su
enfermedad. Ademés se tomarduna muestra de sangre [10ml, equivalente a una cucharada) y un
pequefio trozo del higadoremanente que se extraera en cada cirugiz (higado afectzdo y no afectado).
Les datos clinicos y las muestras seran estudiados en los laboratorios de la Universidad de Chile y cel
Hospital del Salvador. Su informacion y sus muestras (sangre y Luror) se mantendrdn Identificadas
medizante un cadigo numérico para resguardar 'a confidencialidad de sus dates.

¢Quiénes tendrdn acceso a la informacién obtenlda en este estudlo?

Si bien los resultados generales de este estudio seran presentados en Congrescs y publicados en
revistas de salud, sus muestras de sangre, tumor e informacidn personal seran identificadas mediante
un cadigp numeérico interno del laboratorip, manteniendo el mas completa anonimata de los
participantes. Toda la informacién que Ud. aporte, serd tratada de manera confidencial, de acuerdo a
la ley 19.628 de 1999, sabre proleccion de la vida privada o proteccion de dalos de cardcter personal.
No se dara a conocer su fuente, salvo que sea exigido por la justicia. Solo tendra acceso a ella el
equioo de investigacién,

Las muestras obtenidas serdn utilizadas s6lo para los fines de la investigacion de este proyecto. Los
registros de los paciertes seran cautelados por los investigadores principales{Dra. Pamela Romangue,
Investigadora principzl, y los Drs, Mario Uribe y Sebastidn Uribe — Echevarria co-investigadores) por
un periodo de 5 zfios luego de terminado el estudio.

4Qué beneficios y riesgos implica participar en este estudio?

Su participacion es totalmente voluntaria y no esta contemplada la retribucicn economica ni otros
beneficios directos para Ud. Los resuitados del estudio por ahora sélo tienen fines de Investigacién y
no influiran en su tratamiento. 5i se obtuvieran resultados que pudieran influir en su tratamiento en
el futuro, Ud. sera contactado/a por |os investigacores.

La muestra de sangre sera tomada en pabellon cuando se le instale Ia via venosa que Ud. debe tener
para recibir anestesia durante su cirugla, por lo cue no implica punciones adicionales. Los riesgos de la
loma te mueslra de sangre son minimos y estdn relacionadas con el dolor y posible hematoma o
infeccion relacionados con estz puncidn y que debe ser rezlizadz independiente del estudic.

La muestra de tejido hepatico serd obtenica por el cirujano una vez ‘o haya extirpado, lo que podria
provocar sangrado. Sin embargo se toman todas las precauclones necesarias para arevenir esta
situacion en caso que ocurra. En €l caso de la segunda cirugia, una de las muestras sera tomada cel
higado sacado del cuerpo por lo que no habriz complicaciones agregadas.,

¢Qué sucede si no acepta participar?

La participacion en este estudio es libre y voluntaria. Si Ud. dacide no participar, no habrd ninguna
cansecuencia negativa para su atencién.

Se efectuara su cirugia de acuerdo a lo planificado y lo Unico que no se realizara sera las tomas de
muestras sanguineas ni de las biopsias ya descritas.

En caso de necesitar informacion adicional sirvase llamar al médice coordinador del proyecto en su
centro asistencial (0 a los co-investigadores), gue responderda a sus consultas acerca de los
procedimientos relacionados con el estudio.

Septierbie, 2012
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Si necesita hacer 2iguna consulta acerca de sus derechos como participante de este es uele
contactar a __, Presidente del Comité de (tica de Investigacion de
, al teléfono

Ud. redbird una copla de este documento de consentimiento.

» Titulo del proyecto: “Una nueva técnica para resecar metastasis hepaticas en pacientes con
insuficiente remanente hepitico. Splil in situ con ligadura porlal. Mecanismos involucrados en
crecimiento hepatico: ¢ Tension de cizallamiento o sefalizacién metabalica?”

* Investigador Principal:

o Dra. Pamela Romanqgue Ullog, celular 94794677
Co-investigadores:

Dr. Mario Uribe (Hospital del Salvador, celular 7-4968319)

o Dr. Sebastidn Uribe Echevarria Ardnguiz, celular 98296076

Si Ud. zcepta participar en este estudio, por favor complete los datos siguientes y conserve una
copia de este cocumento,

Yo, , Rut declaro
haber leido el formulario de consentimiento, haber comprendido los objetivos y procedimientos de
este estudio, y haber tenido |z posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.

Doy voluntariamente mi consemtimiento para participar en este protocolo de estudio sobre
regeneracion hepatica. Entiendo que esta aulorizecon es para que se me lome muestra de sangre,
muestras de higado y se obtengan algunos datos de mi ficha clinica. Entiendo que estas muestras
serdn procesadas en los laboraterios de la Unlversidad de Chile y Hospital del Salvador, También sé
que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno,

Firma del paciente

Profesional que interviene en el proceso de consentimlento Fecha:

Nombre Rut Firma

; Revocacién de consentimiento Informado

| Yo, , Rut de forma
libre y consciente he cecidido retirar mi consentimiento para participar en este estudio.

Firma del pacienteNombre y Firma del testizgo

Septembre, 2012
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Anexo 2. Publicaciones y presentaciones a congresos generadas de este trabajo
Articulo aceptado para publicacion

2018: “Insight on ALPPS -Associating Liver Partition and Portal Vein Ligation for Staged
Hepatectomy- mechanisms: activation of mTOR pathway”. Autores: M. Uribe, S. Uribe-
Echevarria, C. Mandiola, M. Zapata, F. Riquelme, P. Romanque. HPB Journal, 2018. Articulo
en prensa.

Presentaciones en congresos y jornadas cientificas
Congresos nacionales

2016: “Estandarizacion de modelo microquirirgico experimental de ALPPS (Associating
Liver Partition and Portal Vein Ligation for Staged Hepatectomy) en ratas Sprague Dawley”.
Autores: C. Mandiola B., M.I. Zapata F., R. Vargas V., S. Uribe-Echevarria A., M. Uribe M.,
P. Romanque U. 5° Jornada de Cirugia Hepato-bilio-pancredtica. Punta Arenas, Chile.
Presentacion en seccional de videos maestros. Premio a mejor trabajo.

2016: “Experiencia clinica en ALPPS -Associating Liver Partition and Portal Vein Ligation
for Staged Hepatectomy- en el Hospital del Salvador”. Autores: S. Uribe-Echevarria A., M.
Uribe M., F. Riquelme M., C. Mandiola B., M.l. Zapata F., P. Romanque U. LXXXIX
Congreso Chileno e Internacional de Cirugia. Coquimbo-La Serena, Chile.

2016: “Aproximaciéon a mecanismos biologicos implicados en ALPPS (Associating Liver
Partition and Portal Vein Ligation for Staged Hepatectomy): activacion de la via mTOR”.
Autores: C. Mandiola B., M.l. Zapata F., R. Vargas V., S. Uribe-Echevarria A., M. Uribe M.,
P. Romanque U. LXXXIX Congreso Chileno e Internacional de Cirugia. Coquimbo-La
Serena, Chile.

2016: “La técnica de ligadura portal y particion de parénquima hepatico (ALPPS) en ratas
Sprague Dawley determina un aumento significativo de masa hepatocelular funcional
dependiente de la activacion de la via mTOR”. Autores: C. Mandiola B., M.I. Zapata F., R.
Vargas V., S. Uribe-Echevarria A., M. Uribe M., P. Romangque U. LXXXIX Congreso
Chileno e Internacional de Cirugia. Coquimbo-La Serena, Chile.

Congresos internacionales

2015: “Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy (ALPPS)
single center experience in Santiago de Chile”. Autores: S. Uribe-Echevarria, M. Uribe, M.
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Zapata, E. Mufioz, C. Mandiola, L. Paqui, P. Romanque. 24th Annual Conference of APASL,
2015, Istambul, Turkey.

2015: “Hepatectomia en dos etapas con particion hepatica y ligadura de la vena porta:
resultados preliminares de un centro hospitalario en Santiago, Chile”. Autores: M. Uribe, S.
Uribe-Echevarria, M. Zapata, C. Mandiola, F. Riquelme, P. Romanque. Congreso de la
Asociacion Mexicana Hepato-pancreato-biliar. Cancin, México.

2015: “Resultados preliminares de los mecanismos implicados en hepatectomia en dos etapas
con particion hepética y ligadura de la vena porta: activacion de la via AMPK/mTOR”.
Autores: M. Zapata, C. Mandiola, R. Vargas, M. Uribe, S. Uribe-Echevarria, E. Mufioz, P.
Romanque. Congreso de la Asociacion Mexicana Hepato-pancreato-biliar. Cancin, México.

2016: “Associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy (ALPPS):
preliminary results of a single center experience in Santiago, Chile”. Autores: Autores: S.
Uribe-Echevarria A., M. Uribe M., F. Riquelme M., C. Mandiola B., M. Zapata F., P.
Romanque U. IHPBA 2016, 12° World Congress of the International Hepato-Pancreato-
Biliary Association. Sao Paulo, Brasil.

2016: “Preliminary insight on ALPPS (associating liver partition and portal vein ligation for
staged hepatectomy) mechanisms: activation of mTOR pathway”. Autores: C. Mandiola B., R.
Vargas V., M.l. Zapata F., S. Uribe-Echevarria A., M. Uribe M., E. Mufioz U., F. Riquelme
M., P. Romanque U. IHPBA 2016, 12° World Congress of the International Hepato-
Pancreato-Biliary Association. Sao Paulo, Brasil.

2017: “Standardization of experimental microsurgical model of ALPPS (Associating Liver

Partition and Portal Vein Ligation for Staged Hepatectomy) in Sprague Dawley rats”. Autores:
C. Mandiola B., M.l. Zapata F., R. Vargas V., S. Uribe-Echevarria A., M. Uribe M., P.
Romanque U. Annual Meeting AHPBA. Miami, United States.
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