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L. INTRODUCCION.

i. SHOCK ENDOTOXICO. ALTERACIONES FISIOPATOLOGICAS,

El térming shock se utiliza actuzlmente para definir la situacién de extrema gravedad que:
sigue a cualgquier tipo de agresidn conra el organismo (Hinshaw & Cox, 1972; Kovach et al.
I973) y que se caracteriza por una disminucidn del flujo sanguineo, hipoxia tisular v
alteracidn del metaholismo celular (Hardaway, 1966; Suteu et al, 1977; dltura et al., 1983).

Esta serie continpada de manifestaciones patolégicas, cadz una més grave que su
predecesora (Dunham, 1952), ha sido clasificada por Hardaway (1966) «n dos etapas,
atendienda a jos fentmenos vasculares, celulares y metabélicos caracteristicos de cualquier
tipo de shock {Majerus, 1984):

18} Shock reversible o shock moderado, v
24} Shock rreversible o shock severo.

Cuanda los mecanismos homeostaticos na pueden contrarrestar estas alteraciones, tiene
Jugar una serie de procesos descornpensatorios que van en Jdetrimento de [a recuperacion v
hacen que se ;nstaure un estado Oe shock iureversible (Bond, 1984}

El términe choc fue utilizado por primera vez por el médico francés fe Drarn en 1743
desde entonces hasta la actualidad sz han desarrollado numerosas aproximaciones
uxperimentales para wtentar esclaracer (4 compieja fisiopatologia de fos fendmenns de shock
Tapda [}

{Jesde el punto de vista eticlégico, el shock no es un sindrome Wnico sino que bajo este
rérraino se incluyen una serie de alteraciones que aparecen en casos de hemorragias graves,
nfarto de miocardio, obstruceidn cardiaca, embolia pulmonar generalizada, traumatismaos,
guemaduras e infeccidn bacteriana masiva; clasificindose cada tipo de shock seguin su
etiviogia n hemorrdgico, cardiogénico, neurogénico, traumdtico y séptico.

El término shiock séptico o septicemia, puede considerarse anslogo al de shock endotdxico
o endotoxicosis v designa el estado de disfuncion metabolico-circuiatoria aguda {Hinshaw et
al, 1983} que se desencadena tras la liberacidn en el organismo de endotoxinas bacterianas,
secundana a un procese séptico principal {Berry, 1977}, o subsiguiente a [a administracidn
experimentat de endotoxinas aisladas (Hinshaw et al., 1972; Rietschel et al, 1982), respectiva-
menie.
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Tabla I: PERSPECTIVAS HISTORICAS DEL SHOCK

{1743) LE DRAN
{1867) E.AMORRIS
{(1899) G.W.CRILE
(1899} BRILL Y LIBMAN
(1938) V.H.MOON
(1948} SPINK

(1950) WIGGERS

(1951) WAISBREN
(1951} BORDEN Y HALL
{1953) BRAUDE

{19%6) STUDDIFORD

Y DOUGLAS
(1957 2 1990}

Usa por primera vez 1a palabra “choc”, para indicar las secucias
clinicas de pacientes que han sufrido un trauma scvero.

Usa por primera vez el términa "shock” ¥ publica la monografia: "Un
tratamiento practico en cf shock tras operaciones y lesiones”.
Comienza laera experimental con L2 publicacion de "Una investigacion
experimental en el shock quirdrgico™

Describen por  primera vezr casos clinicos de  bacteremias
Gram-negativas.

Comienza la wvestigacién en la fisiopatologia del shock v se publica:
“Shock y fendmenos capilares relacionados”,

Indica por vez primera que jas endotoxinas participan en la
instauracién del shock.

Llega Ia era moderna en la investigacién del shock con la aparicién
de "La fisiologia del shock™.

Documentan Ia asociacién entre bacteremia y shock endotdxico.

Desarrollo de nuevos modelos experimentales, especiaimente fos
relacionados con el shack séptice y/o endotéxico.

Los sintomas clinicos que aparecen en el shock séptico y/o endotéxico incluyen un
aumento de la temperatura corporal, taquicardia con pulso débil, hipotensién, dolor muscular,
alteraciones neuropsiquicas, vomitos, diarreas, anorexia y blogueo del vaciado gastrico.

La respuesta fisiolégica se manifiesta en una serie de alteraciones patolégicas que afectan
pricticamente a todos los drganos, con variaciones en pardmetros hemodindmicos, factores
de coagulacién, sistema del complemento, sisiema cardiovascular-pulmonar, tracto
gastrointestinal, sistema nervioso, miisculo esquelético y sistemas endocrine y renal.

En la instavracién y progresién de este tipo de shock, se pueden distinguir dos fases
considerando tanto las caracteristicas cardiovasculares como las metabdlicas (Weil, 1972,
Hinshaw, 1972; Nishifima et al, ]1973; Beisel, 1975):

1%} Fase inicial (Altura, 1983} o shock hiperdindmico (Majerus, 1984):

- Se eleva la potencia cardiaca y disminuye [a resistencia vascular.
- Se activa ia movilizacién de sustratos metabilicos, con hiperghicemia y aumento de
la concentracién de cidos grasos libres.
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2%} Fase final (4ltunz, 1983) o shock hipodindmico (Majerws, 1984):

- Disminuye la potencia cardiaca conduciendo a hipotension, y aumenta ligeramente
la resistencia vascular,

Si el proceso continga se produce una reduceidn del suministro de energia a los tejidos
periféricos apareciendo vna marcada hipoglucemia, hipoxia y acidosis metabélica que
desernbocan en un estado critico con sindrome de distress 1espiratorio agudo (ARDS),
coagulacin intravascular disemninada (DIC) (Hale et al, 1986; Zimmerman & Districk, 1987}
vy fracaso general del organismo.

g V i
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FISIOPATOLOGIA DEL SHOCK (Pagani et ol 1990)

Asf pues, desde un punto de vista cifnico, los factores hemodindmicos son los que
dominan ¢l cuadro patoldgico (Fig. 1), conduciendo a un estado final caracterizado por
hipotensidn, perfusion tisular inadecuada (McGovern & Tiller, 1980) y una grave disfuncién
generalizada que ocasiona lesiones celulares (Trump ef al, I982; Schumer, 1983} cuya
magnitud determina la reversibilidad o irrreversibilidad det shock.

En la actualidad existe una preacupacién creciente ante el incremento en €l nimero de
casos de shock séptico. Desde el estudio presentado por Waisbren en 1951, en el que se
sealaban 29 casos de bacteremia, se llegé en 1974 2 330000} casos criginados por bacterias
Gram-negativas, de los que 132000 condujeron a la muerte (McCabe, 1974). En 1979 la
mortalidad de este tipo de shock se estimé entre un 10y un 50% (Schumer, 1979),
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Figura 1: FASES HEMQODINAMICAS QUE SE PRODUCEN DURANTE EL SHOCK
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ascendiendo en 1983 hasta un 45.-80% (Veterans Administration Cooperative Study N2209).
Son, por tanto, las infecciones agudas que producen mayor morbilidad y mortalidad en los
paises desarrollados (Vererans Administration Cooperarive Study N2O9; United  States
Department of Health and Human Services). En Estados Unidos en los afios 80, se produjo
un incremento del 26.1% de septicemias respecto a un 1.6% de enfermedades cardiovas-
culares y un 0.6% de casos de céncer (Hamill & Maki, 1986).

[La mayor incidencia de los procesos de shock séptico se asocia a la aparicidn de cepas
resistentes a la accidn de diversos antibiéticos que favorecen lay infecciones hospitalarias
producidas por bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, gérmenes oportunistas, hongos
PIotozons, virus y espiroquetas. Existe ademss un avmento de} nimero de pacientes con aito
riesgo de infeccion debido a los tratamientos con inmunosupresores, a las téenicas de
mantenimiento artificial y a la afeccién por virus HTLV.

En Espaiia se ha producido una evolucidn en cuante al tipo de infeccidn, siendo en los
anos 50 mas frecuentes las infecciones por bacterias Gram-negativas, en Jos 70 por bacierias
Gram-positivas aumentando de nuevo a partir de 1980, las infecciones por bacterias Gram-
negativas ¥ por gérmenes anaerobios.

La importancia clinica de} shock séptico hace imprescindible el estudio de Jas bases
fisioldgicas y moleculares de los miltiples procesos que se desencadenan por la accida de las
endotoxjnas bacterianas en el organismo.

Para elio se han desarroilado distintos modelos experimentales de induccidn del shock,
mediante la administracidn de endotoxinas. Aunque Wichterman e7al (1980) ponfan en duda
el paralelismo entre el modelo experimental del shock endotdxico y el problema clinico de
la sepsis, en a actualidad estd generalmente aceptado que la endotoxina bacteriana es el
tactor fundamental que desencadena el shock séptico (Cavanagh et al, 1977; Cetinger et al,
1987, Fink & Heard, 1990), sunque también puedan contribuir otros mecanismos que
requieran la presencia de bacterias vivas (Waisbren, 1964, Spink, 1972). De hecho, el
tratamiento de animales de experimentacién con endotoxinas aisladas, reproduce muchas de
las alteraciones hematolégicas, hemodindmicas y metabdlicas caracteristicas de pacientes con
infecciones bacterianas que desencadenan el shock séptico (Galanos et al, 1977). Ast por
ejemplo se observa fiebre, taquicardia, output cardiaco elevado, hipotensidn, baja resistencia
vascular sistémica, leucocitosis, linfopenia, elevadas concentraciones circulantes de hormonas
del stress (corticotropina, cortisol, hormona del crecimiento y catecolaminas) y elevado
consumo de oxigeno (VO,) (Suffredini et al, 1987; Revhaug et al, 1988).

Las endotoxinas producen una gran diversidad de respuestas bioldgicas tanto in vive como
in vitro (Hitchcock et al, J986) y son la base de Ja mayor parte de los actuales modelos
experimentales.

La induccidn in wwo de estados de shock endotdxico se ha realizado en distintos animales
de experimentacion, siendo problematica la eleccitn de éstos dada la diferente sensibilidad
que presentan las distintas especies a la endotoxina. Tradicionalmente en estudios de
toxicologfa se han utilizado perros (Garcla-Barrene & Balibrea, 1977; Balibrea ¢t al., 1973a;
Balibrea et al, 1978b, Garcia-Barrenc & Balibrea, 1978a; Garcia-Barreng & Balibrea, 1978b)
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¥ en la actualidad se han intentado aproximaciones experimentales con primates y cerdos
minipig (Cano et al, 1988). Dada la complejidad del manejo de estos animales se recurre cada
vez this a modelos de shock endotdxico en ratas (Deaciuc & Spiezer, 1958).

Entre los modelos experimentales in vitro, destaca la utilizacidn de pobiaciones celulares
puras: plaquetas (Moscar et al., 1987: Grabarek et al, 1990), macrofagos peritoneales (Issekusz
et al, 1987; Morris & Moore, 1987), pneumocitos {Aracif F.M. et al, 1985; Bosch at al, 1990},
células adrenocorticales {Garela et al, 1985, Gareia et al, 1990a}, hepatocitos (Pagani er al.,
1981; Pagani et al, 1988), células de Kupffer (Van Bossuyt & Wisse, 1958). Este tipo de
estudios permiten simplificar el sisterma y profundizar en las alteraciones producidas por la
endotoxina especificamente sobre cada tipo celufar,

2, ENDOTOXINAS,

Aisladas y descritas por primera vex por Boivin y Mesrobeanu (1933), las endotoxinas
son complejos macromoleculares constituidos por lipopolisacdridos (LPS) v proteinas, que
se liberan al torrente circulatoric en dependencia del sistema de complemento (Tesh et al,
1986}, durante la lisis o los periodos de crecimiento activo de bacterias Gram-negativas.

Los términos endotoxina y LPS se usan indistintamente debido a que [os LPS poseen
todas las actividades bioldgicas de las endotoxinas (Hitchcock et al, 1986) v, aislados, ejercen
una gran variedad de efectos agudos caracteristicos del shock endatdxico (Morrison &
LAevitch, 1978; Tesh et al, 1986). Por esta razén, se utilizan cominmente LPS purificados en
los estudios relativos a la patologia de la endotoxicosis (Berry, 1982; Rietschel et al, 1982).

En la Tabla 2 se resumen los efectos bioldgicos mds caracteristicos de las endotoxinas.
Junto a las accjones negativas que inducen, también existen algunas consideradas beneficio-
sas. Asf por ejemplo, el tratamiente agudo y crénico con EPS protege de la colestasis causada
por clorpromazina (Ui e al, 1981; Gaeta et al, 1956). También el efecto inmunopoten-
ciador del LPS es ampliamente conocido {Raetz et al, 1988} v supone un aumento de la
resistencia a infecciones as{ como al desarrelio de tumores. En Hungria se ha preparade un
LPS destaxificado por irradiacidn (Tolerin®) debido a su actividad inmunaestimuladorz y las
endotoxinas han sido, de hecho, el primer agente antitumoral empleado en este sigle {For et
al, I990b).
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Tobla » ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LAS ENDOTOXINAS.

Pirogeniadad Activacdn del factor Hagemana
Sinergismo con bepalotoxinas Induccién del activador del plasminGgeno
Leucopenia Acdasis

Lencoenosis Toxicidad leral

Alterscion de la coagulacion Actvidad mitogénica para las eflulas B
Keaccidn de Schwartzman local Actividad necrdtica de tumores
Aeivagon del complemento Actividad adyuvante

Hipoteosion Activacidn de macrdfagos

2.1 LOCATIZACION Y AISLAMIENTO DE LOS LIFOPOLISACARIDOS.

Las bacterias Gram-negativas estdn delimitadas por una membrana citoplasmatica interna,
una capa de peptidoglicanos ¥ una membrana externa (Fig. 7). Es en esta dltima donde se
encueniran fos 1.PS junto con proteinas v fosfolipidos, en una relacion en peso 0.3 1103,
respectvamente (Bladen & Mesgenhagen, 196¢). Es, por tanto, una hicapa lipidica con
proteinas distribuidas en su intenor y los LPS dispuestos exclusivamente 2a su cara mds
externa.

1 l ]{]'_)() ;-..--—-— O- Amlgcno
!
]
|

l ﬁm rm( e

Lipaprowcizs | Eaﬂ@ﬂlll UH Membiane cxterna

Pepiidnghicana

~m——=v Peripiasma

Anneeshnn [—
T muguw j

Croplaea

Figure 2: MODELG GENERAL PARA [ PARED CELUIAR DE UNA B4CTERI4 (FRaM-
NEGATIVA.

E} métode de aislamiento de los LPS es un punto de gran importancia ya que a presencia
de contaminantes {particularmente protefnas) puede inducir una diferente respuesta celular
(Hitchcack et al, 1986). Entre los distintos procedimientos existentes, basadas en fa extraccién
con disclventes orgdnices, cabe destacar:
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a) Método de Boivin y Mesrobeanu (1933): TCA 0.25M, 4°C. El LPS obtenido
contiene un polip€ptido mitogénico para la estirpe de ratones C3H/Hel resistentes
genéticamente a la endotoxina (Bmadley, 1979}

b} Método de Westphal er el (7952j: Fenol/H,O {45.55, V/V) a 68°C. Proporciona
LPS libre del contaminante anterior.
22. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LOS LIPOPOLISACARIDOS.

La molécula de lipopolisacérido consta de dos regiones con caracteristicas fisico-quimicas
diferentes (Fig 3):

a) Una regidn hidrofilica que a su vez presenta dos zonas:
- La cadena lateral O-especifica también llamada O-antigénica.

- El ndcieo basal (core) de oligosacdrido.

b) Una regién hidrofébica flamada lipido A. que se encuentra unida covalentemente a la

primera.
f E:NH
i’ Fa |4
ra - Gi(NH,) - KDO - KDO - hept - hept - gi¢ - gal - gl -{gal » gle - gJIcNAc j
I ciﬂ col n
Fa - Gie(NH)) KDO hept gleNAC
Fa Fa 14
EiNH
. . AN o
———— b al W

LIPIDO A NUCLEO BASAlL DE POLISACARIDO ANTIGENC-O POLISACARIDO

Figura 3: ESTRUCTURA QUIMICA DEL LPS DE E.coli 0111:84.

- Cadena lateral Q-especilica (Ghensen, 1977 Luder ei af., 1982 Brade cf al, 1988):

Constiuida por un némero variable (1-10) de unidades repetidas de nligosacdrido,
lormado a su vez por 3 6 4 unidades diferentes de azGcares (a menudo desoxihexosas en las
posiciones 3 ¥/6 6). La secuencia de monosacdridos es caracteristica de cada especie
bacteriana y por tanto es a portadora de la especificidad seroldgica de cada LPS. Hay una
gran variedad de azGcares que pueden formar parte de esta secuencia, incluyendo los
derivados desoxi- y metilados, los aminoazicares y los dcidos urdnicos. Ademds pueden
preseatar grupes fosfatos, acilos, acetilos, lactilos ¢ glicerilos. Esto da lugar & ur gran némere
de O-antigenos potenciales.
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- Nicleo basal (For et al, 1990b):

Es mucho mds corto ¥ menos heterogéneo que el O-antigeno. Estd dividido en dos
regiones, una externa compuesta normalmente por glucosa, galactosa ¥ N-acetilglucosamina
¥ otra interra consituida por dcido 2-ceto.3-desoxioctandico (KDO) y heptosas. Este piiclec
interna rontiene a menudo residuos fosfato cargados. La variabilidad del nfcies basal es
muche mepar que la de la cadena O-antigénica, siendo casi constante la regdn interna. 1a
unson «fei nicleo con ol ipido A es un enface entre KO y glucosamina, {abil af trutanmiento
icido.

- Lipide A (Rietschel et al, 1984):

La estructura comuin de tedos tos lipidos A es un disacdrido de B-D-glucosaminid-{1-6}-
a-D-glucosamina, fosforilado en la posicién 4' del residuo glucosaminil y en la posicidn 1 de
la glucosamina. Estos fosfatos son importantes para la solubilidad de la molécula ¥ necesarios
para su toxicidad. Las posiciones 2 ¥ 3 de ambos azicares estdn sustitufdas con grupos 3-
hidroxi-acilos. Estos residuos son dcidos grasos de 12 14 ¢ 16 carbonos Ademds, 2 6 3 de
los hidroxtios pueden estar sustiteidos con dcidos grasos no hidroxiladas de 12 2 16 dtomos
de carbone. Tanto los fosfatos como los residuos lipidicos, son importantes para la actividad
bioldgica de la malécula.

Puesto que los LPS tienen naturaleza anfipética, 1ienden a formar agregados polidispersos
cuando se suspenden en soluciones acuosas. Esto explica que se hayan descritc pesos
mofeculares que oscitan entre 1x10° D y 20x10° D. Ea el caso del LPS de Ecof 0111:84, ¢l
peso molecular considerado como vilido es IMD (Mcintyre ot al, 1969, Morrison & Ulevitch,
1978; Van Lenten et al, 1986).

*Morfolégicamente estos agregados se asemejan a las bicapas de las membranas bioidgicas
(Kabir or al, 1978), sitndo esta estructura 1a responsable de su zfimidad por fas imembranas
natorales v artificiales (Stry, 71978 Morrison, 1985).

ia estiuctura de los agregados del LPS depende no solo de su composicidn quimica
particutar sino también de las condiciones del medio (pH, cationes metdlicos, temperatura).
Han sido propuestas va gran nlmero de estructuras tridimensionales, que incluyen estados
micelares y lamelares (Fig ) (Hawer et al, 1987; Naumann ¢i al, 1987; Brandenburg & Seydel,
1988; Labischinsid et al, 1989; Sevdel et al., 1989}. La razén {fundamental de las discrepancias
existenter radica en la dificvitad de asignar una estructura tridimensional defipitiva a jos
resultados expervnentales, dado que se trats de estructuras postuladas en condiciones no
fisioldgicas (Labischinsid et ai., 19853,
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Figwa 4 ESTRUCTURAS LAMEIARES Y NO LAMELARES DE LOS AGREGADOS DE LPS.

23. RELACION ESTRUCTURA-ENDOTOXICIDAD

En 1954, Westphal y Liideritz propusieron que el lipide A es !z estructura minima
necesaria para la actividad endotdxica, Estos estudios de identificacién del grupe toxdforo del
LPS suministraron pruebas concluyentes en el caso de mutantes bacterianos rugoses. Dichos
mutantes presentan defectos en genes que codifican glucosil o fosforil-transferasas, y por lo
tanto producen moléculas de LPS truncadas, con la regisn de polisacdrido incompleta
{Hitcheoek et al, 1986}, Ast el LPS del mutante S.minnesota R595 s6lo tiene KDQO vy lipido
A en su molécula ¥, puesto que posee todas las propiedades (dxicas de los LPS completos
obtenidos de bacterias lisas, pone de manifiesto el papel dominante dei lipida A en la
endotoxicidad (Kabir et al, 1978; Morrison & Alving, 1984, Rietschel et al, 1987, Yoshida et af |
1989).

Recientemente se ha obtenido lipido A sintético que presenta las mismas propiedades
bioidgicas que el bacteriano (Galanos et al, 1984; Shiba & Kusumoto, 1954; Kotani et al,
I985; Takada et af, 1985; Rietschel et al, 1987). El descubrimiento de precursores del lipido
A, proporciona informacién adicional en la determinacién de jos minimos reguerimientos
moleculares para la actividad mitogénica y endoloxica de ios LPS (Morrison & Alving, 1984,
Grabarek et al, 1990; Tanamoto et al, 1990). El {raccionamiento y andlisis esiructural de
preparaciones de lipido A, que son heterogéneas tras la hidrélisis 4cida del LPS, y el
desarrclio de los andlogos sintéticos del lipido A, han permitido notables avances en la
comprensidn de sk relacién estructura-funcién (Nowony, 1987, Grabarek ot al, 1990).

A pesar de la heterogeneidad molecular de los LPS dependiendo de su procedencia, el
centro endotdxico activo (lipido A) conserva en un grado elevado su estructura quimica lo
cual parece indicar un comitn modo de accién para todos los LPS (Rietschel et al, 1984}.

Se ha sugerido que el polisacérido modula la actividad bioquimica del lipido A, ademés
de mantener la identidad inmunoldgica del LPS de cada organismo individual y transportar
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el conjunto de la molécula (Hitchcock et al, 1986; Rietschel ot al, 1987). No obstante, otros
estuding sugieren que, bajo ciertas condiciones, el polisacdrido también puede manitestas
actividad endotéxica por s{ mismo {Vukaflovich & Morrison, 1985).

También se ha puesto de manifiesto 1a importancia de los dcidos grasos en la endoroxici-
dad de jos LPS al observarse una cierta actividad téxica de N-acil derivados de glucosamina
(Benling et al, 1976} y complejos de 4cido mirfstico con albimina v concanavalina A,
dimetimiriszamida con concanavaling A v esfingosina con aibdména (Bradiey, 1976; Bradiey
et al, 1977,

Otro aspecto a tener en cuenta es la estructura supramolecular def LPS va que podria
existir coreelacidn 2ntre &sta v jos efectos bioldgicos inducidos por la endotoxina /Sevdel ot
oL, 1989, Brardenburg & Seydel 19905, De hecho, la inieraccion del LPS con membranas
cetulares puede implicar la intercalacién del primero en la membrana §Carr & Morrison, 1084;
Jacobs & Price, 79871, lo cual depender4, al menos en parte, de la estructura tridimensional
del Lipopolisacdrido, 12 expresidn de algunos de los efectos de s endoioxing estd ambién
estrecharoente relacionada con la fluidez de 1a moléada del LPS, de manera que cuanic
menor es la temperatura de transicidn de fase (B-o) (mayor fluidez a 37°C), mayor actividad
biclGgica preseniz el LPS (Brandenburg & Seydel, 1990; Lideritz et al, 1989)

3. ENDOTOXINAS Y HEPATOTOXICIDAD.

Estudios experimentales en los que se administra erdotoxina por via intravenoss,
dernuestran que esta molécula 2s eliminada de a cirenlacién sistémica principalmente por el
higado ya que el 80% del LPS unido a drganos se encuentra en el higado y s6lo ¢! resto en
bazo, pulmdn, rindn, adrenales y misculo {(Zhvdasyk & Moo, 7974, Walker & Snyder. 1978,
Kunner, 1983). Usando [*I}-LPS de Ecoli o de S.minnesota Re595, Mathison v Uleviich
#1979} observaron que la eliminacion de ambos tipos de LPS es bifdsica, presentandn una
fase rdpida de aproximadamente 15 minutos y una fase lenta que dura horas. Se suponz que
durante la fase répida inicial, ) 1 PS =5 eliminado de la circulacién sisiémica por et higado
directamente como LPS vy gue durante la lenta segunda fase se elimipa asociado »
lipoproteinas de alta densidad (Freudenberg es al, 1980; Ulevitch et ul, 1981). De cualquier
modo, el papel central del metabolismo hepdtice en la resistencia 2l LPS es un hecho
indiscutible (Kustner, 1983; Nolan, 1989; Fox et al, 1990k},

3.1, ESTRUCTURA CELULAR Y FUNCIONES HEPATICAS.

El higado es una glandula exo y endocrina, recubierta por una delgada cdpsula de tejido
conectivo (Glisson) y formada por un parénquima lobular en el que se insertan los tractos
portales. Dicha parénquima estd constituide por hepatocitos (células parenquimatosas, Pc),
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que representan el 65% de la poblacidn celular total, dispuestos en placas anastomosadas
unas con otras ¥ que rodean los sinusoides hepéticos. En 2l seno de la zonz parenquimatosa
se distribuyen:

- Los espacios porta, que engloban conducte biliar, arteria hepética v vena porta.
inmersas en tejido conjuntivo.

- Secciones de las venas centrofobulillares, que dan lugar por confluencia a las venas
suprahepdticas.

La disposicién espacial de espacios porta y venas centrolobulilares, limitan territorios
parenguimatosos denominados lobuliilos hepdticos (Fig. 5} (Kessel & Kardon, 1979), que son
la vnidad funcional del higade.

Las células endoteliales (Ec) junto con las cétulas de Kupffer (Kc), las células acumulado-
ras de grasa (Far-sioring, FSc) y las células pir, representan los cuatro tipes de células
sinusoidales o no parenquimatosas hepiticas (Sc, NPc) y fueron estudiadas ultraestructural
¥y citoquimicamente en los ahos 70.

Las células parenquimatosas (Pc) no estdn en contacto directo con la sangre sino que el
espacio perisinusoidal de Disse v las céinlas endoteliales actian como barrera hepaiocito-
sangre {BHB}.

Las ctlulas endoteliales hepéticas poseen fenestroe © poros {$=150nm), a menudo
agrupados (Wisse et al, ]955). Una de las misiones de las fenestrae es la filiracion de la
sangre, permitiendo sélo a particulas menores que ellas alcanzar las células parenquimatosas
o abandonar ¢l espacio de Disse. Se cree que el didmetre de fas fenestrae es afectado por
ciertas hormonas (Wisse er af, 7979), influyendo de este modo en el intercambio entre sangre
y Pc. Se ha demostrado que en el higado alcohdlico existe alteracién de la BHB postuidndose
gue la lesion del parénquima hepidtico ocurre secundariamente a la pérdida o modificacion
de las fenestrae de las Ec y posterior actimulo de coldpeno en el espacio de Disse (Hom &
Christoffersen, 1958).

Las célutas acumuladoras de grasa contienen numerosas gotas lipidicas, con un elevado
contenido en vitamina A. Se conacen también comao células Jro, lipocitos, pericitos o incluso
células perisinusoidales por su posicidn entre las Pc v la capa de endotelio, Muestran un
RER mnuy desarrollado semejante al de fibroblastos. Sen células productoras de colfgeno v,
por tanto, pueden intervenir en la fihrosic hepdtica (Wise of al, 1989).

Eas células pit fueron descritas por Wisse ef al con 1976, Estas pequefas células
semejantes a lipocites, poseen una polaridad tipica, extando casi todos sus orgdnulos a un
lado del ndcleo. Recientemente se ha demostrado que las células pir son células natural killer
{Bouwens et al, 1987}
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FEigean 5: ESTRUCTURA Y QRGANIZACION CELULAR
HEFPATICA
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Aproximadamente el 25% de las Sc del higado de rata, son células de Kupffer. A finales
del siglo XIX, Von Kupffer describié un tipo celular hepdtico que se teiifz con cloruro de oro
y era capaz de ingerir carb6n colojde, La ultraestructura de los macréfagos del higade se
describi6 en los afios 70 y pudo hacerse una clara distincién respecto de las Ec (Wisse er al,
1974; Wisse, 1977} ya que hasta entonces se suponia que Ec y Kc representaban expresiones
funcionales diferentes de un mismo tipa celular.

Actualmente, las Kc se consideran la mayor poblacién de macréfagos tisulares. Poseen las
caracteristicas uftraestructurales tipicas de los macréfagos: baja relacidn adicleo/citoplasma,
numerosas protusiones citoplasmicas, lisosomas y fagosomas de distinto tamafio y densidad
electronica. La caracterizacidn bioquimica implica el estudio de enzimas lisosomaies, cuya
actividad puede ser visualizada gracias a ensayos citoquimicos. Entre ellos el més carac-
teristico de las células de Kupfier es la actividad peroxidasa endégena localizada en el RER
y en la envoltura nuclear (Wisse et al, 1974). Otro método ampliamente utilizado para la
caracterizacién de las Kc es la fagoeitosis de particulas de litex (=0.8um de difmetrn) (Wisse,
1977).

Estos macréfagos estin situados en el conducto sanguineo sinusoidal (existe un mayor
niimeio en el 4rea periportal que en la zona centrolobubidlar) y su funcién es depurar la
sangre procedente del intestino.

De entre las numerosas funciones hepéticas, algunas parecen desarrollarse de forma
completa en las células del parénquima, como por ejemplo la produccidn y almacenamiento
de reservas energéticas, la sintesis y secrecidn de proteinas plasmdticas, los mecanismas de
destoxificacién dependientes de citoeromos y la eliminacién de compuestos nitrogenados
mediante el ciclo de la urea. Otras dependen de la compleja organizacidn estructural del
lobulillo, comao la sintesis y secrecién de sales biliares.

El sistema secretor de bilis estd constitnido por el canaliculo biliar, el espacio pericana-
licular y las membranas y vesiculas del aparato de Golgi. La mayorfa de los 4cidos biliares
{AB) que segrega el hepatocito proceden de la circulacién enterohepdrica y son captados de
la sangre sinusoidal. Los dcidos biliares penetran a través de la membrana del hepatocito
desde lz sangre sinusoidal por un transparzador de Na“-anion, que permite que e} anién (AB}
se acumule en el interior de la célula contra un gradiente electroquimico. Los 4cidos biliares
son entonces transportados hacia el pole biliar del hepatocito mediante un procese en el que
se supone estén implicados el citoesqueleto ¥ vesiculas formadas en et aparato de Golgi
(Boyer, 1976},

Ha sido postulado que la ausencia de sales biliares en el intestino {avorece ja absorcién
de endotoxina intestinal pudiendo desembocar en un estado endmdéxemice (Shibavama,
1989). De hecho, la endotoxemia aparece 8 menudo relacionada con procesos de ictericia
obstructiva (Tabla 5, apdo. 3.3.}. Por otra parte, el concepto de endotoxemia de origen
intestinal ha cobrado auge, considerdndose el LPS procedenie del intesting un factor clave
en la lesidn hepdtica asociada a la sepsis (Nolan, 1959). Todo elio parece indicar que ias sales
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biliares constituyen una barrera que, ademds de !a intestinai, ha de superar ia endotoxina
para acceder al higado (Kocsar et ai, 1969; Cahill et al, 1987}.

Por otra parte, hay que resaitar que el metabolismo de sales biliares estd relacionado con
¢l de lipoproteinas. La relaci6n mejor conocida entre ambos se refiere a la influencia que la
velocidad de sintesis de sales biliares ejerce sobre la expresion de la actividad del receptor
de LDL {R,y, ). Puesto que las sales biliares se sintetizan a partir de colesterol en el higado,
una sintesis aumentada implica un aumento de fs demanda de colesterol. En respuesta a elio
el Ry {apo BE} ve incrementada su expresion para facilitar la incorperacién de LDL
{principal transportador sérico de colesterol) (Rrowa & Goldstein, 1986)

Una segunda refacidn SB-1p, se refiere a la mteraccion fisico-quimica entre sales biliarss
¥ tipoproteinas (Sahvioli et al, 1985; Malavolti ot al, 1989),

For dltimo, se ha demostrado que alguncs dcwdos biliares estimulan directamente l2
acuvidad del R .., posiblemente alterando la fluidez de la membrana (Fromm, 1989).

Fn la importante funcidn destoxificadora ejercida por el higado durante el shock
endotdxico participa ef Sistema Reticulo Endetelial {RES), fundamentaimente las células de
Kupffer (Mori et al, 1973; Pruaning-Van-Dalen = al, 1981} v ademis los hepatocitos
{Willersor et al, 197 Freudenberg et al, 1984). En este sentido, la integridad del RES es
critica para {a sensibilidad del huésped al LPS. Cuando la capacidad de accidn del RES ests
disrmunuida, & sensibiidad al LPS aumenta significativamente y, st s¢ estimufa {a actividad
dei RES, el huésped es protegido frente a la endotoxing (Beeson, [974; Raseneck eral, 1974).

32, ALTERACIONES HEPATICAS DURANTE EL SHOCK ENDOTOXICO.

3.2.1. Aberaciones morfoldgicas.

Durante los procesos de shock endotdxico el higado sufre severas alteraciones
morfoidgicas atribuidas principalmente a la hipoxia tisular peneralizada (Siegel er al, 1982).
Durante la fase aguda det shock se aprecia necrosis centrolobuiillar, dilataciéa de sinuscides
y microtrombos pudiendo aparecer eti los hepatocitos edeina y un incremento del tamafio del
reticulo endoplasmitico. Estas alteraciones, aparecen en pacientes desde los 15 minutos hasta
las 2 horas de fa instauracion dei shock, modifican la secrecidn de proteinas plasmaticas v
pueden conducir a un fracaso hepdtico irreversible y a l2 muerte.

Aungue la hipoxia sea un importante factor desencadenante de las alteraciones mor-
{oldgicas hepiticas, se ha observado que los LPS por si mismos producen aiteracianes en
hepatocitos en cultwo, induciendo una acusada retraccidn citoplasmatica y iesién mitocondrial
{Pagani et al, 1988).
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3.2.2. Alteraciones metabdlicas.

Las alteraciones morfol6gicas se asocian con una regulacidn alterada de los procesos
metabdlicos que se inicia con un déficit de energia periférica con la subsiguiente intervencitn
del higado para suministrar glucosa. El desarrollo de hipoglucemia y la disminucién de las
reservas hepdticas de ghicdgeno, son las primeras alteraciones metabdlicas producidas por las
endotoxinas (Filkins & Comell, [974).

[La accién de las endotoxinas sobre el metabolismo de hidratos de carbone se retleja, por
tanto, en una hiperglucemia temprana y transitoria seguida de una acusada hipoglucemia. [.a
hiperglucernia inicial se debe a la estimulacién de la glucngenolisis hepética v/o 2 la accitn
de hormonas hiperglucemiantes comao glucagon y adrenaling (Frayn, 1985). Posieriormente,
cuanda se agotan las reservas de glucdgeno, aparece uns marcada hipoglucemia, caracteristi-
ca de la segunda fase del shock, Existe controversia sobre si el principal cambio que ocwire
enipnces es un consumo aceierado de glucosa por los tajidos periféricos, o un deterioro de
ls gluconeogénesis hepdtica. Parece que ambos factores influyen, disminuyendo la velocidad
de produccidn de glucosa per debajo de los valores normales en el estado preserminal (Frvn,
1983, Heath, 1985}. Se ha podido comprobar un ¢fecto directo de la endotoxina de Ecoli en
hepatocitos aislados de rata, ya que el LPS disminuve la gluconeogénesis a partir de lactato
aun en presencia de glucapdn (Pagani e al, 1955},

En todu este procese la hipoxia tambi€n activa ia glicolisis (efecto Pusteur). contribuyen-
do 2dn mas a la hipoghucemia y 2 la acidosis eetuiar por ur incremento en iz concentracién
de 4cide Herico que activa la fostoglucoguinasa.

La :lteracién de los intermediarios glicofiticos hepdrticos resultante ha sido interpretada
come 1a consecuencia de una inhibicidn de la fructosa-difosfatasa y/o una activacién de la
fosfofructoquinasa (Bafibrea er ui, 1978h). Se ha propuesio también vna acthacidn directa
de la piruvato-quinasa por el LPS {Schumer, 1933},

Por su parte, algunos autores {Rippe & Berny, {972} senalan que la endotoxina inhibe la
induccidn de la enzima gluconeogénica dlave, fostoenolpiruvarocarboxiquinasa {PEPCK).
indicando McCallum y Berry (7973} una inhibicién paratela de la activacion de la glucégeno
sintasa,

La ceps C3H/Hel de ratdn se muestra resistente a muchos de ios efectos {isiopatolégicos
que suceden en el cuadro de shock endotéxico, entre ellos los relacionados con el metabolis-
mo Jde los hidratos de carbono (Rosenstreich et af, 1977). Rippe y Berry (7972}, apuntan que
¢l fracaso de fa gluconeogénesis v la hipoglucemia secundaria a ello, tras la administracién
de la endotoxina, es un acontecimienta secundario y no un efecto directe del LPS. Moore ¢f
al (1978} han identificado un factor (factor antagonisia de glucocorticoides, GAF) en el
sobrenadante de cultivos de macrdfagos incubados en presencia de endotoxina, que inhibe
la sintesis de PEPCK inducida por glucocorticoides. McCallum y Pontius (1979} sefalan que
la cepa CIH/HeJ de ratén muestra una alteracion en fa respuesta de macréfagos v iinfocitos
T a la endotoxina, no produciendo ni liberando GAF. Todo elio justificaria la respuesta
andmala de estos animales. Se propone que una alteracidn en la interaccidn entre el LPS y
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la membrana celular podria ser el mecanismo responsable del fracaso inductor de la
endotoxina.

En cuanto al metabolismo protéico, el higado responde ante un (rauma, infeccién c
inflamacién, aumentando la sintesis de algunas proteinas plasmaticas. Estas son las lamadas
proteinas de fase aguda (proteina C-reactiva, a-glicoproteina éicida, a-antitripsina, a-
fetoproteina, op-macroglobulina, ceruloplasmina,...). Se desconece €l mecanismo por el que
se estimula su produceion, la (nica relacidn conocida entre todas ellas es su sintesis por los
hepatocitos y s¢ alto contenida en hidratos de carbono, pero no parece existir ainguna otra
semejanza estructural o funcional que explique la simultdnea elevacidn de sus niveles.

En s Tabla 3 se muestran las principales protefnas de fase aguda, aigunas propiedades
¥ su posible funcién.

Posiblemente esta respuesta esté mediada por algin factor liberado por leucocitos y
macréfagos, pudiendo estar implicadas Jas monoquinas (1L-13, prostaglandinas, componentes
dej sistema del complementa, cortisol y otros sin determinar en la actualidad (Loda et al,
1984; Smith- Erickhsen et al, 1984).

En la respuesta aguda, sin embargo, disminuyen la transferrina y la aibémina. Esta dftima
ey la protelna plasmdtica mds abundante y su disminucidn puede considerarse un buen
pardmetro sérico en ¢l seguimiente de los estados de shock fr vive (Smith-Erickhsen et al,
1984; Bosch et al,, 1988). Aunque la disminucion de los niveles de albdmina 2n plasmz se
relacionan generalmente con un incremento de |a permeabilidad vascular v de su catabolismo,
se ha podido demostrar que sueros de animales en fase aguda, afiadidos a hepatocitos de rata
en cultivo, disminuyen la secrecién v la sintesis de albdmina (Koj et al, 1985}, apoyando por
tanto la accidn de los distintos mediadores en la regulacidn de los mecanismos de sintesis
protéica en higado.

El metsbolismno lipidicn también se ve alterado durante el shock. El tejido adiposo y el
higado se encargan de proveer y procesar las reservas lipidicas. La lipolisis, medianie la
lipasa sensible: 2 hormonas, de jos triglicéridos almacenados, da lugar a la liberacidn de acidos
grasos libres y glicerol. Estos sustratos se usant en varics tejidos directamente para la
cbtencidn de energla o indirectamente siguiendo la conversién en el higado a cetonas v 2
glucosa. En eondiciones normales los FFA y los cuerpos cet6nicos se oxidan principaimente
en el mlsculo esquelético y en el cardiaco. Los FFA que se oxidan en el higade son
incorperados a lipoprotelnas, 1.as VLDL se secretan por el higado 2 la ciretlacion sanguinea
¥ las moléculas de dcidas grasos que poseen son incorporadas por el tejido adiposo, musculo
esqueiético y miocardio via lipoproteina lipasa (Fig. 6). Todos estos pasos del metabolismo
upidico 2n €l organisme. son allerados por ias endotoxinas (Spitzer, 1985).

La principal caracteristica de las alteraciones lipidicas durante el shock endotéxico es una
marcada hipertriacilgliceridemia (Koauffinann ef al, 1976) y una elevada concentracidn de
4cidos grasos libres en plasmia en la fase inicial e hiperdindmica del shook (Printent et at, 1974,
Kauffmann et al, 1976). Este aumento #n 4cidos grasos libres s¢ debe a una mayor lipolisis
por parte del tejido adiposo (Spitzer, 1973) va que la endotoxina no afecta a la eliminacion
de dcidos grasos (Romunosky et al, 1980).
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Tabla 3 PRINCIPALES PROTEINAS DE FASE AGUDA

Contenido  Concengracion Animales )
Protelna  Peso hidrocar- normal en ¢l plasma en los que Funcion
molecular bemads (%} humano (mg/100ml) es APF
CRP 5%21000 G [ Hombre, concjo. - Puede unir heme.
- Umén a receprores Te de
Aurmentan monocitos ¥ linfocuos
mas de - Inhibe la agregacion
100 veces plaguetaria !
- Acive al complamentes E
SAA 20000 T 2 Hombre, coneje, - laterviene en la tormacidn
radn, de hemoproteinas
- Infezamiona con loslof pidos.
. AGP 44060 414 5100 Hombre, concja, - 5¢ une a progesi¢rcha.
raza. - Lleva carbohydratos u ing
tejidos dahados.
- Inhibe 14 rransformucidn e
protrombina €n romina
<-Antitripsina 54000 124 JIIRT Hombre, congjo, - Inhibe a ia tripsina.
Aumentan ratdn, rata. - Inhibe proteasa de Teucoatie,
i
. . . . i
entre 2 Fibrindgeno 341000 A TNHKD Hombre, conejo, - nagulaciin ’
ratén, rata. '
v i veces !
Haptoglobina 99000 193 i Hombre. coneyo, - Unidin 3 hemoglobina :
ratdn, rata ¢
- FP - - e Rara - Transporic
o -MG T20000 34 T Raia - Inbibe a la 1opsira.
e e
Ceruloplasmina 136000 80 Lol Homire - NeCcesana para Procesos
Aumentan axrdalivos,
el 50%
C, - - 10 Hombre - Sistema de compiemente
Transferrina TH000 e 23 Hombre, conejo. - Transpore de bicova
Disminuyen
Albimina 66000 ¥ AR Hombre. conejo, - Transpone
raldn.
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Después de esta primera fase, la concentracién de 4cidos grasos libres en plasma
disminuye {Spitzer & Spirzer, 1982), probablemente debido 2 una disminucidn de la lipolisis
¥ a un aumento de la reesterificacidn por parte del tejido adiposo causada por el aumento
en la captura de glucosa y la elevacidn en Iz concentracion de insulina (Newujeld ez &k, 1980).
En el shock severo, la elevada concentracién de lactato también estimula la reesterificacidn
(Heatt, 1985).

La disminucién de deidos grasos libres explica 1a baja concentracidn de cuerpos ceténicos
observada en esta segunda fase del shock (Wannemacher er al, 1979},

e i R P o

it A

4 Céla scavenger

" ED LDL. modificeda
E\Lm)fi _/

Figwm & TRANSPORTE PLASMATICO DE COLESTEROL.
----- Flujos de colesterel desde las eflulas v las VLDL basta las HOL, para dar lugar a HOL
mediante la lecitingcolesters! aciltransferasa (LCAT).
----- Transferencia de colesterol esterificado mediante transporte lipidico protéico (LTP) desde
HDL, hasta VLDL y VEDL-R: seguido de [a conversién de HDL, en HDIL, catalizada por la lipasa
hepdtice (HL),
LFL. Lipoproteina lipasa; LDL-R Receptor de L.DL.

Es de gran importancia la interaccidn LPS-Lp que, posiblemente, transcurre a través de
una asociacién kpido A-fosfolipidos (Van Lenten et al, 1986}, tal como se ha sugerido para
la interaccidn del LPS con membranas celulares (Pagani et al, 1987, Rietschel et al, ]985;
Pagani et «l, 1988). El complejo LPS-Lp formado es muy estable y tiene un significado
funcional que otorga a las lipoproteinas el papel de transportadoras de la endotoxina en
sangre; reduciendo ademas, marcadamente, sus efectos citotéxicos (Munford et al, 1981; Van
Lenten et al, 1986; Vosheck er al, 1990). También se ha descrito la posibilidad de una
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regulacién de 1a toxicidad def LPS mediante {a produccion de una glicoproteina de fase aguda
denominada "proteina unidora de LPS™ (LBP) (Tobias et al, 1986} que a s vez, controla la
formacién de complejos LPS-Lp {Warren et al, 1988).

Conviene destacar aqui que la LDL se une también a la o-loxina de Staphylococcius
aurens, lo cual da otra muestra de la importancia de las LDL en el transporte de toxinas en
ia circulacién (Bhakdi et al, 1983). El Ry, ubicuo en las céluizs de mamiferos (Goidstein
& Brown, 1977), podria dar sentido a una répida incorporaciéa del LPS por las células via
interaccién LPS-LDL con el mencionado 1eceptor. Esie bz sido demosirade para el caso de
monaocitos humanos (Van Lenten et al, 1986},

Por otra parte, es de gran importancia en ias alteraciones metabolicas desarrcelladas en
el shock endotdxico 1a formacién de radicales libres de oxigeno. Las enzimas responsabics
de la activacién del oxigeno para favorecer su posterior reduccién, se encuentran en ias
membranas biolSgicas y son capaces de captar los reactivos intermedios {superdxido, perdxido
de hidrégeno y radical hidroxilo) hasta gue se transheren los cuatro electrones requeridos
para la produccidén de H,O. Sin embargo, este acopiamiento no es siempre perfecto, y en
condiciones hipdxicas como las ocasionadas en el astado de shock se liberan los intermedios,
causando en la céfula dafios irreversibles que pueden conducic a la muerte

O0-0 — e HO-Q' e HO.O-H ——a OH + OH' 2H0 + O,

e | e ¢ e
Q;
OXIGENG SUPEROXIDG  PYROXIDO DE RADICAL AGUA
MOLECULAR IUDROGENG HIDROXILGH

El anién superéxido es capaz de inducir ia peroxidacién lipidica, despolimerizas
polisacdridos, inactivar enzimas y romper DNA. La base quimica de la toxicidad del
supergxido es su gran reactividad en {as reacciones de intereambio de un electrén,

En ia Tabla 4 se muesiran los principales efectos bioidgicos de los radicales libres que
median €l proceso inflamatorio (Rossi et al, 1986).
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Tabia 4 PRINCIPALES EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS RADICALES LIBRES.

MUERTE DEL FAGOCITO DANG TISULAR
Oy, H0,——m= CON LIBERACION DEL AMFPLIFICACION DE).
CONTENIDO CELULAR PROCESO INFLAMATORIO

ACTIVIDAD BACTERICIDA ~—————a— RECUPERACION

o, 0,< v
"M AMPLIFICACION Y MODULACION

Permeabilidad vascular

Adhesion de lencocitos al endotelio

Daho endotelial

Secrecién de histamina

Agregacion plaquetaria

Secrecidn por plaguetas

Generacibn de agentes quimioticiicos

Cascada del araquidtnico

Sintesis de coligeno

Despolimerizacién del 4c. hialurénico

Inactivacién de péptidos quimiotdcticos

Inactivaciém de proteasas

Inactivacibn de o,-antitripsina

taactivacién de feucotricoos

Durante la endotoxemia se incremema la formacién de radicales libres de oxigenc en la
mayoria de las céulas del organismo. sobre todo en macréfagos y granulocitos (Ross! er al,
1986). Como consecuencia aumenta excesivamente la peroxidacién lipidica, que causa dafo
velular contribuyendo a la letalidad del shock endot6xico (Ogawa & Fugita, 1982). Actual-
mente s¢ intentan tratamientos con antioxidanies (Sugine e al, 1987; innes ef af, 1988) y con
enzimas que contrarrestan la formacién de oxirradicales come la superdxido dismutasa y
glutation peroxidass (Kunimoto et al, 1986}, para proteger a los animales endotoxémicos de
la excesiva peroxidacion, obteniéndese resultados muy favorables.

3.2.3. Regulacién por hormonas pancreaticas.

El pdncreas se ve afectado durante los procesos de endotoxicosis, en los que existe una
profunda dishomeostasis del metabolisme de la glucosa. En 1932, Cuthbertson asocié la
hipergiucemia de la fase temprana de la endotoxicosis con una hipoinsulinemia absoluta o
relativa y con un aumento de los niveles de glucagdn, glucocorticoides y catecolaminas. Se ha
sugerido que puede existir inhibicién de la secrecion de las células 8-pancresticas, probable-
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mente como resuliado de los efectos o-adrenérgicos de epinefrina y norepinefrina (Hinshaw
et al, 1983).

En cuanto al mecanismo de accidn de 12 insulina sobre sus células diana, se discute sj se
ve alterado o no en el shock endotdxico. Algunos autores opinan gue no se modifica, por lo
que las alteraciones en la concentracién de la hormona dependerian Gnicamente de su
velocidad de secrecién ( Trachte, 1983). Otros datos indican sin embargo la existencia de un
aumento de la unién a receptores que, junto con la inhibicidn de la sintesis de insulina,
podria explicar la disminucién de los niveies plasmaticos de la hormona cbservada en la fase
hipodindmica del shock. Se habla iambién de un fendmeno de pseudodiabetes ya que [os
niveles de insulina son anormalmente bajos en relacién con la concentracion de glucosa
sanguinea en ia primera fase del shock (Frayn, 1985).

Por el contrario, en la fase tardfa, los niveles de insulina aumentan en paria debido a una
hipersecrecidn de las células B (Yelich & Filkins, 1982} y en parte a una resistencia periférica
a insulina (Gump, 1983; Hinshaw et al, 1983; Heath, 1985} disminuvendo {3 capturz de
glucosa por los tepidos.

Se desconoce si la resisiencia a insulina es de naturaleza puramente hormonal, o si incluye
dafios en !a membrana {cambios permanentes en los receptores de insulina} (Heath, 19583).
Existe controversia en torno a este tema, incluso se ha descrito que fa endotoxina aumenta
la afinidad de la insulina por sus receptores en adipocitos, por lo que, tante Ia hormona como
los agentes que estimulan su liberacién, patencian los efectos téxicos del LPS, probablemente
viz hipoglucemia (Trachte, 1953). En este sentido la endotoxina (Helly & Spitzer, 1980;
Raymond et al, 1981), o mediadores producidas in viwe (Filking & Buchanar, 1977), pueden
tener efectos andlogos a la insulina (Fraym, 985

En hepatocitos de rata en cultivo primario y en suspensién, se ha puesto de manifiesto
que la union de insulina y glucagén es menor en presencia de endotoxina de Ecoli,
distninuryendo las constantes de afinidad v el nimero de receptores de baja afimidad {Pagani
et al, 1985).

3.2.4. Alteraciones en los mecanismos de destoxificacidn.

El higado desempefia un iaportante papel en las reacciones de biotransformacicn de
xenobidticos, en las cuales participan las monooxigenasas de funcién mixta dependientes de
citocromo PAS0. Tras estas reacciones se obtienen compuestos o toxicos (destoxificacién),
o bien producios més 16xicos que los iniciales {bicactivacidn).

E! mecanismo de actuacién tiene dos fases:

1?) El compuesto experimenta reacciones de oxidaridn, reductidn e hidréhsis,

23) La presencia de los grupos funcionales adquiridos en la primera fase, hace posible
su participacién en reacciones de conjugacidn (glucuronidacion, suifstacién y
conjugacién con glutation), por las cuales se combinan con metabolitos endégenos.
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En cada una de estas fases el compuesto se hace mis polar, soluble a pH fisiolégico y
eliminable por el rifidn.

El sistema enzimitico de oxidacién-reduccifn mis importante en el higado. es el sistema
del citocromo P450. Se ha demostrade que gran variedad de xencbiéticos son transportados
activamente e introducidos en los hepatocitos, interaccionando inmediatamente con el
citocromo P450 (Grundin et al, 1975). Este citoctomo actia tzmbién sobre muchos
compuestos enddgenos catalizando la hidroxilacién de sustratos esterofdicos (testosterona,
androstanodiona, estradiol, vitamina 1D3) (Andersson et al, 1983; Waxman et al, 1983; Wood
er al, 1983}, dcidos grasos (Gibson et al, 1980} y prostaglandinas (Vawis er al, 1982
Schwartzmarn ot al, 19904

Coa el nombre de citocromo P450 se designa a una familia de hemoproteinas que
desempedan una misida dave en procesos de carcinogénesis quimica y toxicidad {Nebert &
Gonzéler 1987). Estas proteinas contienen el grupo protohemo y muestran una banda de
absorcidn entre 447nm y 454nm en el espectro de diferencia entre muestras tratadas con CO
y reducidas con ditionito (Sato & Cruna, 1978). El citocromo P450 fue descrito por primera
vez en la fraccién microsomal de higado de mamiferos, aungue se ha detectade en casi todas
las formas de vida. En mamiferos se ha encontrade en la membrana del reticulo endo-
plasmatico de higado, rifién, intestino delgado, pulmén, corteza adrenal, piel. testiculos,
placenta v otres tejidos. Sin embargo, otros drganos camo el cerebro, masculo y glandula
tiroidea, parecen carecer de este lipo de hemoproteina.

Los citocromos P450, participan en varios tipos de reacciones redox. De estas reacciores,
la monooxigenacin de una serie de sustratos es su principal funcién, utilizando para ¢lic el
axigeno molecular ¥ electrones derivados de NADPH (o NADH).

Debido a gue la hemoproteina es incapaz de reaccionar directamente con nucleotidos de
piridina reducidos, para gue tenga lugar la reaccidn ha de existir un mecanismo de coopera-
cién por el cual los elecirones sean transferidos desde el NADPH hasta el citocromo Pas(.
En las membranas hepdticas los electrones se transfieren en primer lugar a una Havopro-
teina, la citocromo P450 reductasa, que contiene FAD y FMN come grupos prostéucos v que
pasee una elevada actividad citocramo-c-reductasa.

Todo esto determina que los citocromos y las reductasas estén estrechamente unidos en
la membrana, interaecién que, por otra parte, requiere la presencia de fosfatidilcolina (Levin
et al, ]986).

Un esquema detallado del mecanismo molecular del citocromo P450, se muestra en la
Figura 7.

Estas reacciones de monooxigenacién, que se localizan principalmente en el reticuio
endoplasmitico de las células hepdticas, pueden reconstruirse in vilw con preparaciones
microsomales y la presencia de factores adecuados, en especial NADPH. En experimentos
de este tipo con sistemas reconstituidos, se ha demostrado que existe un requerimiento total
(Vatsis et ad, 1982; Canova-Davis & Waskell, 1984}, parcial {Chiang, 1981, Imai, 1981; Waxnan
& Wakh, 1983} o nulo (Lu er al, 1974; Kuwahara & Omura, 1980), por el citoccomo b, en
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dependencia de [a isoenzima del citocromo P430 utilizadz v del sustrato escogido (Kuwahara
& Omura, 1950; Morgan & Coon, 1984).

Cuocromo P-450
Fc™ (41Bam)
R- 0 H j/ .. _— RH {Xesohittico)
Citecromo P;450 R-H

Croeromo-F-450-R-H
B e / F;:“'!E‘Jlnm)

T p— T p |
- - .
i - NADPH
Cltocromo P-45¢ R-H HO, -~ citorzomo ¢
0", Fe™ . -~ -iﬂi“"*-o red
L% - -~ )
l -~
Citocromo P-450 R-H - Citocromo P-450-R-H
o, F** Fe?*
x . o

— Oy e
’)/../
\f:amm PASHRH
0, B
(oxicitocrome)
Figure 7t MECANISMO PROPUESTO PARA LA BIOTRANSFORMACION DE XENGBIOTICOS
POR EL SISTEMA DEL CITOCROM Pasi.

El citocromo by, es una proteina transportadora de electrones que posee ur grupo hemo
unido no covalentemmente (protoporfirina [X) como grupo prostético. Se encuentra cemo
proteina integral en la cara ciloplasmética de la membrana del reticulo endoplasmatico
hepdtica, funcionando como un componente dei sistema  §9-esteariiCoA-desalurasa
NADH-dependiente {Stritonarter et al, 1974;,

También est§ implicado, en las reacciones de hidrowilacion microsomal NADPH-depen-
dientes (oxidasas de funcidn mixta). Recientemente se ha demostrado que ¢l citocromo by
es capaz de aumentar especificamente las acuvidades monooxigenasas en células intactas
{Aoyama et al, 1990). Este efecto potenciador de Ja oxidacidn de determinados sustratos no
parece estar mediado por un aumento de ia velocidad de interaccidn del susirato con el
centro activa del P450 (Lipka & Waskell, 1989} De hecho la mayoria de los estudios in vifro
sugieren que con ciertas formas de P450 y con ciertos sustratos, el citocromao by proporciona
electrones al intermedic oxigenado mds rdpidamente que la NADPH-citacromo P45
reductasa (Lu et al, I1973; Ingelman-Sundberg & Johansson, 1980; Pompon & Coon, I1984;
Gorsky & Caon, 1986; Jansson & Schenkenan, 1957). Esto va acompanado de una disminucion
en la formacién de H,O, (Gorsky & Coon, 1986; Jansson & Schenkman, 1987} por o que ¢n
reacciones calalizadas por ciertas formas de P450 en zusencia de by, se puede generar un
exceso de Q, v H,O, gue podria dafiar 1a célula (doyama er al, [999).
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Asf pues los dos sistemas de transporte electrénico microsomal implicados en [a
desaturacion y elongacion de 4dcidos grasos y en la oxidacién de esteroides, drogas y otros
xenobidticos son:

+ Uno NADH dependiente que incluye la NADH-citocromao b, reductasa (EC 1.6.2.2).
« Otro NADPH dependiente que incluye la NADPH-citocromo P450 reductasa (EC
16.2.4).

Originalmente se supuso que estos dos sistemas eran independientes, pero multiples
estudios han demostrado que estin estrechamente relacionados por un mediador electrénico,
ef citocromo b, dado que tanto [a citocromo b, reductasa como la P450 reductasa, pueden
reducir al citocromo by (Enoch & Stritimarter, 1979) por lo que 1a P450 reductasa puede estar
implicada en la estearoil-CoA desaturacién (Dailey & Srrittmatter, 1980). Ademds, algunas
reacciones mediadas por el P450 requieren la aportacién de un segundo electrén del
citocromo by (Noshiro et al, 1981,

Estos datos indican que e! citocroma b, puede funcionar en ambos sistemas recibiendo
clectrones dei NADH o del NADPH a través de las respectivas reductasas (Tamura ef al,
1990) (Fig. 8).

NADPH, H”
Citocromo P45

4
a,
NADH, H* NADH- eslearrd CoA
> Citocromo b (_:mcromo by| & Desaturasa

NAD® reducusa oleoil CoA
H,O

g &°

NADP"

o=
©

/A

Figoa & SISTEMA MICROSOMAL TRANSPORTADOR DE ELECTRONES.

En este sentido se ha planteado la existencia de una interaceién proteina-proteina entre
citocromo P450 y citocromo by, (Jansson et al, 1985}, y de hecho s¢ ha demostrada que
algunas isoenzimas del P450 forman un complejo equimolecular relativamente fuerte con el
citocromo b, {Bonfils et al, 1981; Tamburini & Gibson, 1983; Pompon & Coon, I984)
Tamburini ef al (1985, 1986) han estudiado !a naturaleza de las fuerzas que determinan la
formacién de este complejo concluyende que existe una atraccion electrostética mediada por
los grupos propionato del hema del citocromo b, y grupos del citocromo P450 cargados
positivamente, Esto ha sido posteriormente confirmado e incluso se ha propuesto un modelo
tridimensional def complejo P450-b, (Stayton et al, 1989).

E} efecto de la administracién de endotoxina sobre los niveles de citocromo P450 ha sido
estudiado recientemente en higado, pulmén y glindula adrenal, uvtitizando como modelo
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expenmental la induccisn in vive def estado de shock endotéxico reversible en rata (Bosch et
al, 1988). Los resuitados muestran una progresiva disminucién de los niveles de este
citocromo tras la inyeccidén del LPS, pudiendo relacionarse con una aceleracién de la
degradacién del grupo hemo del citocromo (Bissel & Harnmaker, 1976}, una disminucion de
la actividad §-AlAsinterasa y/o un aumento de la hemooxigenasa (Yoshida et al, 1982).

Recientes estudios i vivo indican gue el LPS reprime la expresién de los citocromos P430
constitutivos disminuyendo los niveles de su mRBRNA (Morgan, 7989). La IL-1 ha side
implicada en la depresién de los niveles hepdticos de citocromo P430 tras [a inyeccidn de
LPS. Los ratones C3H /He), que no secretan [L- en respuesta a la endotoxina, no muestrar
efecto ante €l LPS en lo que al metabolismo de destoxificacidn hepdtica se refiere y sin
embargo responden a la inyecci6n de IL-1 disminuyendo los niveles de citocromo P450 y las
actividades enzimdticas relacionadas (Ghezd er al, 1986).

El cultive primario de hepatocitos, modelo ati para estudios in vitro de toxicidad
(Guillouzo, 1986; Moldeus, 1987, Wortelboer ¢t al, 1990}, ha puesto de manifiesto que la
endotoxina disminuye los niveles de citocromo P450 mediante una accidn directa sobre las
cétulas (Pagani et al, 1987).

3.3. HEPATOPATIAS RELACIONADAS CON LAS ENDOTOXINAS.

En el intestino existe una gran cantidad de bacterias Gram-negativas que, a su vez, liberan
grandes cantidades de LPS. Esta endntoxina de origen intestinal signe en &l organismo un
proceso fisiolégico que podria resumirse en su eliminacién de la sangre portal y su
destoxificacidn por el higado. Si este mecanismo de eliminacidn se ve alterade, se producen
alteraciones a nivel hepatico (Fax et al, 1990b).

El lipopolisacdrido atraviesa dificilmente la barrera intestinal, pero en estados de
inflamacién. alcoholemia, hipoperfusién © anexia, lz pared intestinal permite una absorcidn
mucho mas elevada de esta macromolécula (Bode et al, 1987; Van Deventer et al, 1988}

Por ello, ademds del pape] de la endotoxina en la patefisiologia del shock endotéxico, el
LPS parece intervenir en otras enfermedades. Asi, numerosas hepatopatfas estin asociadas
con frecuencia a una endotoxemia periférica (Tabla 5) (Van Bosswyt, 1989), por lo que la
endotoxina intestinal ha sido propuesta como un mediador de la lesidn hepdtica (Liefire, 1980;
Notan, 1989; Faox et al, 1990b).
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Tabls 5: FRECUENCIA DE ENDOTOXEMIA PERIFERICA ASQCIADA CON DISTINTAS HEPATOPATIAS.

Hepacitis  Cirrosis  Ascitis  Hepatitis  Heparitis  Fallo  laterics  Colangitis  Cirrosis

viral activa alcohdiica hepitico  obstruativa biliar
arbnica fulminante primaria

- 272 — — — A — - -
- 2/10 — - — /3 416 4/4 —
- 1418 -— 4/4 -— - 612 — i/1
- 16/36 16/20 o — — - — —

13735 15710 /39 6/12 &/6 13/3% - — —

T e - - - - - - -
- - — - — — 13/24 — —
- - - - - — 12/ —- —
- - - - - — 10/2 — -
—  28/% — 12/15 - — — — —
— wm - 7/32 — — — — —-—

Algunas de las complicaciones vasculares de la cirrosis pueden ser consecuencia de un
estado endotoxémico de origen intestinal (Hopf et al, 1989). Durante la ictericia obstructiva,
la endotoxina causa las alteraciones postoperatorias de la funcidn renal e incluso la muerte
{Pain et al, 1985). E1 efecto antiendotoxina de las sales biliares en este sentido (Diamond et
al, 1990) queda patente ya que la administracién preoperatoria de sales biliares previene la
endotoxemia y fas alteraciones renajes ligadas a la ictericia obstructiva {Cahill, 1983}

Aunque es dificil concluir si la endotoxemia es la causa o el resultado de algunas
hepatopatias, en el caso de a ictericia obstructiva se ha comprobado que es una consecuen-
cia, la cual a su vez determina un circulo vicioso ya que 1a lesidn hepitica inducida por 1a
endotoxina es potenciada por el infarto biliar (Shibayvama, 1989).

Por otra parte, el LPS puede actuar sinérgicamente con factores hepatot@xicos como el
etanol {Bhagwandeen et al, 1987), el CCI, {Nolan et al, 1980) o la D-galactosamina {Camera
ef al, 1983), relaciondndose la sensibilidad a hepatotoxinas con la sensibilidad al LPS. Esto
ha sido demostrado para el caso de la D-galactosaming utllizando ratones C3H/Hed,
resisientes a la endotoxina y C3H/HeN, histocompatibles con ios anteriores pero sensibles
a la endotoxina. La transferencia de macrifagos de la estirpe sensible a la resistente,
transfirié tanto la sensibilidad al LPS como a la D-galactosamina (Freudenberg et al., 1986},

La gran importancia de los macréfagos en la relacién hepatotoxicidad — endotoxicidad
va fue indicada por Nolan en 1975, Este investigador propuso entonces fa siguiente hipotesis
en refacibn al papel del LPS intestinal en las manifestaciones hepéticas y extrahepiticas de
una lesiGn del higado:

1} La funciba de las células sinusoidales del higado s erftica para la viabilidad de los
hepatocitos,
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2) Si una hepatotoxina afecta a las células de Kupffer, disminuye la capacidad hepdtica
para procesar y eliminar 1a endotoxina.

3) Esta primera lesidn de las células sinusoidaies convierte al higado en excesivamen-
te sensible a cantidades normalmente inocuas de LPS absorbido desde el intestino.
4) Ello da lugar a una segunda agresién al higado que de nuevo ve disminuida su
capacidad destoxificadora de LPS. Todo conduce a la presencia masiva de esta
macromolécula en la cirenlacidn sistémica, ocasionando as{ manifestaciones
extrahepéticas de la {esién.

Hoy en dia esta hipdtesis es aceptada, pero no obstante queda mucho por conocer sobre
la contribucién relativa de la hepatotoxina por si misma, la endotoxina procedente dei
intestina y los productns derivados d¢ macréfagos, en el dano infringido al hepatocito {Nolan,
1989; Fox et al, 1990h).

4, INCORPQRACION Y PROCESAMIENTO INTRACELULAR DE LAS ENDOTOXINAS
EN EL HIGAGG.

Un estudic detallado, realizade en ratas, sobre la acumulacidén hepatica del LPS, mostra
giié” 3¢ asocia € primera instancia a las olulas de Kupffer y posteriormente en los
hepatocitos (Freudenberg et al, 1984}, La intervencion directa de los macréfagos de Kupffer
en ta incorporacién de LPS por el higado ha sido demnstrada por numerosos awiores
{Praaning Van-Dalen et al, 1981, Ruiter et al, 19871

41, INTERACCION LPS-CELULA.
4.1.1. Membrana plasmatica.

La interaccién del LPS con la superficie celulzr constituye la etapa inicial en el mecanismo
de su accidn. A pesar de los numerosos estudios realizados, se conoce poco sobre las bases

moleculares del process. No obstante existe un modelo clisico propuesto en 1973 por Shands
y basado en una estructura trilaminar de los LPS (Fig 9):

PYIT9999°99°
SLELEEE L

Figura & MODELQ FARA LAS INTER4CCIONES DEL LPS CON UNA BICAFA LIPIDICA.
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Posteriprmente se ha propuesto la existencia de dos pasos en 1a interaccidn endotoxina-
membrana celular de mamfferos (Price & Jacobs, 1986):

1) Adherencia: Etapa reversible, de naturaleza i6nica e independientc de la
temperatura, que determina fa especificidad celular del LPS.

2) Coalescencin: Etapa irreversible, temperatura-dependiente y que supone la insercién
del lipido A en [a bicapa lipidica.

En ¢l caso concreto de Ias células de Kupffer la incorporacién de LPS impiicarfa un
mecanismo de pinocitosis adsortiva (Mathieson & Ulevitch, 1979; Fox et al, 1987; Fox et al,
1988) aunque hay datos que indican la existencia de sitios especificos de unién (Van Bossipr
& Wisse, 1988).

Los macréfagos peritoneales poseen un sistema mediado por receptor para ia endocitosis
de la endotoxina (Fox et al, 1987). Dicho receptor ha side aislado y es una proteina de
=B0KDa (Hunt ef al, 1989), frente a la cual se han obtenido anticuerpos monoclonales que
son capaces de activar in witre efectos tumoricidas en macrofagos (Chen er al, 1990). Sin
embargo, y utdizando los mismos animaies, en las células de Kupffer no ha sido posible
detectar la existencia de este receptor especifico para la endotoxina (Fox et al, 1990a).

En cuanto 2 los hepatocitos, estudios de saturacidn y desplazamiento con [MC]-LPS
revelan que i3 unién a la membrana celular es un proceso no saturable, que no parece
responder a la existencia de receptores funcionales especificos sino a interacciones
fisico-quimicas con determinados componentes de Iz superficie celular (Pagani et al, 1981;
Praaning Van-Daden et af, [98I; Pagani et of, 1985).

Dijkstra et al (1989) han propuesto gue para impulsar eficientemente los efectos
bioldgicos del LPS, es necesaria la interaccién directa del lipido A con ciertos constituyentes
de }a membrana plasmdtica. Asf, si la endotoxina no se utiliza aislada sino insertada en la
bicapa de liposomas artificiales, disminuye de 100 a 1000 veces su potencia tdxica medida en
términos de secrecidn de IL-1 y TNF, actividad tumoricida en macrdéfagos, hberacidn dJe
H,O, vy letalidad en ratones (Dijkstra et al, 1989). Todo eflo no es debido a una menor
incorporacién celular de la endotoxina (Dijkstra et al, 1987}, sino a la insercién estable del
LPS en la membrana liposomal, que previene de la interaccién del lipido A con las
estructuras clave de la membrana plasmitica celular,

Esta interaccidn directa endotoxina-membrana plasmdtica celuiar, origina afteraciones en
su microviscosidad (Portolés et al, 1987), lo cual ha sido observado en estudios in viw ¢ in
vitro y puede inducir alteraciones en la recepcitin y transduccién de sefiales hormonales
(Pagani et al, 1985), asl como en los mecanismos de transporte iénico (Portolés, 1984) e
incorporacién de ["C]-2-desoxiglucosa (Pagani ef al., 1988).
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4.1.2. Mitocondrias.

Se han apreciado cambios ultraestructurales desencadenados en estos orgdnulos por la
interaccion directa con ¢t LPS tras su incorporacion en las células (Greer & Melazzo, 1975).
Estas alteraciones morfolégicas se localizan en la membrana interna y suponen desor.
ganizacién de las crestas mitocondriales que originan asi desequilibrios en el control
respiratorio. Parece estar inhibida la actividad ATPasa mitocondrial de manera que se
imposibilita el transporte de ADP y ATP a través de la membrana mitocondrial, con jo que
se paraliza la sintesis de ATP {Schumer, 1983}.

La accién de la endotoxina sobre mitocondrias hepaticas modifica también !a incor-
poracién de calcio asf como la activacién de la fosfolipasa A, por este catién, dando lugar a
hidrdlisis de fosfolipidos de la membrana interna y originando un incremento en la
permesabilidad mitocondrial (Conde er af, I981}. En este sentido, ha sido descrito un
incremento del contenido total de caleio en el higado durante el shock endotéxico (Deaciuc
& Spitzer, 1987). También se ha comprebado que la administracion de blogqueantes de caicio
reduce la mortalidad de ratas endotoxémicas {Lee & Lum, 1986).

Los fcidos grasos de la molécula del LPS parecen estar directamente impiicados en los
efectos mencionados sobre la funcionaiidad mitocondnal {Bradley, 1979).

Ademds de las consecuencias celulares de la posible interaccién directa EPS-mitocondria.
hay que tener en cuenta los efectos de otros dos factores concurrentes en el shock endotdxico
{Heath, 1985):

- La hipoxia, postulada como [z etiologia comin en todos los dafios mitocondriales.
- La liberacién de enzimas lisosomales, que pueden destruir la estructura y por tanto
alterar la funcionalidad de la memorana mitocondrial.

4.13. Lisosomas.

Estos orginulos est4n asociados tanto a la propagacion como a la patogénesis del shock.
Se ha observado que el tratamiento con LPS aumenta su fragilidad {Bradiey & Bond, 1975),
siendo ésta una de las mds importantes consecuencias de {a endotexina en el higado (Kesner
et al, 1983). Ademds se observa la aparicidn de vacuolas relacionadas con procesos de
autofagocitosis y degradacion de orginulos subcelulares.

Por otra parte, no s6lo sa promueve la liberacién de enzimas lisosomales {Sxilagyi ef af,
1976}, sino que la actividad de algunas de ellas (como ia B-glucuronidasa y Iz fosfatasa 4cida)
es estimulada 1 vive por el LPS (McGivney & Bradley, 1977).

Es probable por tanto que la estabilidad sosomal y ia distribucién de enzimas lisosomales
tengan papeles muy significativos en la endotoxicosis, en ia cual concurren ademds una seriz
de estimulos fisiopatoldgicos (aumente de la temperatura, disminucidn de la pO,, disminucion
del flujo sanguineo y presencia de radicales libres) yue pueden convertir la actividad
lisnsomal en acciones nocivas (Leffer, 1983). La mavoria de estas acciones estdn relacionadas



(NTRODUCCION a1

con el sistema circulatoric ¢ implican aumento de la permeabilidad vascular, necrosis o
pérdida de la musculatura lisa vascular y alteraciones cardiacas que pueden ocasionar
arritmias o fallo cardiaco. Otras incluyen modificaciones en las propiedades de las plaguetas
y leucocitos, promueven coagulacién o adherencia a los vasos sanguineos, dafio del
parénquima pulmonar y activacitn del sistema de complemento. Esto tltimo puede & su vez
cerrar el cico induciendo ruptura lisosomal.

MEDIADORES

LACTATO

ENZIMAS

Figura 1x BASES CELULARES DE I A ACCION DEL LPS (Bradiey, 1985).

(1) Incorporacién (2) Translocecion del LPS a través del citoplasma (3) El grupo taxéforo del
LPS tc une a la membrang mitocondrial (4) Se liberan mediadores durante y tras la
incorporgcion de la endotering (5) Los flujos de caicio se aiteran durante i captura del LPS y
por lesidn mitocondrial (6) ADP y NADH se acurnulan eén ef citoplasma, estimuiando Iz
produccidn de leciaio (7) Radicales superdridos y perdiddo de hidrogeno oxidan pidos,
produciends prostaglandinas (8) Los lisosomas se activan y liberan enzmay lisosomales (¥} Se
axidan proteings intracelulares, degraddndose (10} Es estimulade Ia sintesis de protel

4.2. PROCESAMIENTO INTRACELULAR DE LOS LIPOPOLISACARIDOS.

Diversos estudios han indicada que el higado modifica la endotoxina por desacilacidn,
pero ello no elimina la toxicidad de la molécula (Freudenberg et al, 1984; Freudenberg &
Galanos, 1985).

Mientras los macréfagos peritoneales alteran la porcidn de 4cidos grasos de la molécula
del LPS (Munford & Hall, 1985), en las células de Kupifer la modificacién se realiza
preferentemente sobre el componente polisacdrido (Fox er al, 198%). En ainguno de los dos
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casos [a molécula pierde su toxicidad pero sin embargo parece dar lugar 4 una mayor
velocidad de incorporacidn por los hepatocitos (Fox er al, 1990}

Las células parenquimatosas procesan in vito la endotoxina bacteriana mediante
desacilacién, habiéndose demostrado por otra parte que €| hepatocito interna preferente-
mente el LPS de mutantes bacterianos rugosos (regién de polisacirido incompleta) (Fukuda
et al, 1989),

Todo ello parece sugerir que el procesamiento hepdtico del LPS requiere la intervencidn
de varios tipos celulares: las Ke que lo desglicosilan y las Pe que seguidamente lo desacilan
para quizds eliminar completamente su toxicidad mediante una desfosforilacién final (Fox er
al, 71990). Este esquema es similar al descrito para la eliminacidn y metabolizacién dei
antigeno carcinoembrionario (Toth ef al, {985} y del complejo hemogiobina/haptoglobina
(Wada et al, 1970} y puede representar un mecanismo bioguimico seguido por el higado
para secuestrar y climinar antigenos derivados del intestino.

En Ia actualidad, sslo en neutréfilos humanos ha sido demostrada la existencia de una
moddificacin intracelular de la endotoxina bacteriana que implique Ja pérdida completa de
su toxicidad. Dicha modificacidn supone la eliminacién de 4cidos grasos no hidroxilados del
lipido A (Munford & Hall, 19686). Este proceso puede representar un mecanismo secundario
de seguridad que entra en juego si ¢l LPS escapa a los mecanismos de destoxificacion
hepaticos (Fox et al, 1990).

4.3. COMUNICACION CELULAS SINUSOIDALES — CELULAS
PARENQUIMATOSAS. MEDIADORES DEL SHOCK.

Ya ha sido mencionado (Introduccién, apdo. 3.3.) que la funcidn de las células sinusoidales
es critica para la viabilidad de los heparocitos, destacando 2 importancia de los macrdfagos
de Kupffer en la comunicacién Sc— Pe durante los estados de hepatotoxicidad-endotoxicidad
(Nolan, 1975).

Las células de Kupffer constituyen la poblacion de macréfagos més cercana a los
hepatocitos. La proximidad fisica entre estas dos poblaciones hace que se comuniquen tanto
en condiciones normales como en estados sépticos, contribuyendo esta interaccién no solo
a cambios en la funcidn del hepatocito sine también a modular algunas de las respuestas
especificas de las células de Kupffer (Ding & Nathan, 1988; Laskin et al, 1988).

Existen evidencias de que los macrGfages hepiticos pueden modular Ia sintesis de
proteinas y el suministro de glucosa por los hepatocitos (Kuiper et al, 1987; Billiar et al,
1989). En un sistemna de co-ultivo Kc/Pe, las células de Kupffer inducen a los hepatocitos
a sintetizar mas proteina que si se cultivan sélos. Ademds, la endotoxina, que no tiene efecto
sabre la sintesis protéica en el caso de cultivos puros de Pc, inhibe dicha sintesis mediante
activacidn de las células de Kupffer en el caso de cocultivos Ke/Pe. Esta inhibicidn tiene
lugar via un mecanismo dependiente de L.arpinina v no estd asociado con muerte de las
células parenquimatosas (Billiar et al, 1959).
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Por otra parte, las Kc, como cualquier macrédfago, liberan iras ser expuestas ai LPS una
serie de factores (TNFa, IL-1, IL-6, [FN+, PGs) que regulan algunas funciones def hepatocito
(Darlingron et al, 1986; Brass et al., 1987; Gauldic et al, 1987; Koj et al,, 1987; Tsutsumi et al,
1989).

Recientemente s¢ han establecide una serie de criterios gue han de cumplir esas
sustancias para poder considerarse como mediadores liberados en la endotoxicosis. Estos
criterios atienden a su concentracién, a su accién fisiopatolgica durante el shock y al
comporiamiento de sus inhibidores o antagonistas respecto a la supervivencia (Hagiund,
1983). De acucrdo con ésto, los eicosanoides (TXA, LTC, LTD,), las interleuquinas y de
un modo especial ¢l TNFa, cumplen todos los requisitos sbpuestamente necesarios para
intervenir en la propagacion del shock (Bond, 1984; Filkins, 1985) (Figs. 11, 12y 13).

Figws 11: ACCION DE LOS EICOSANGIDES EN EL SHOCK

SHIPETE PGR,
(Endopenixido cickico in o)
Pusde acuar como mediador del
shock sl 32 acumule, perc nocmabmente
»

LTA,
(Porente quimiorhctico)
L‘II'BI L‘i’c, ‘ni!.\, PGE, PGF,, PGI,
- Quimictdctico LTD, - El mis potente vasoconsirictor
andbgene conocido.
- Auments by iiberacién
de enximas Laosomales « Agregunte plaguetario,
- Aumenta la permea- - Vida medin de 30 scg.
bilidad vascylar.
+ Degrada 1a membrans lisosomal.
- Conmribuye al aumento
G¢ la permeshilidnd
vascular.
- Estimulan la contzaccién
del misculo Hxo. - Aumnenia In presién
arerial
- Potentcy vasoconstrictores,
- VasosonKriqor
universal.

- Agente protedor
en isquemis y shock.
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Fygura 12 ACCIONES DE 1.4AS MONOQUINAS EN EL SHOCK

NIVEL METABOLICO
i

- Aumentan la proteolisis musculas (junto con
PGE vy proicasas lisosomales}

- Aumenzan la sintesis hepdtica de proteinas
de fase aguda:
» via accioncs hepatecslulares directas
* via alieracioncs ga la secrecidn de

hormonas pancredticas.

- Disminuyen [a lipogénesis y [a acividad de
ia lipoproteina-lipasa

- Aumentan iz axidacién de glucosa en los
tejidos periféricos

« Disminuyen ia gluconcogénesis hepdtica,

NIVEL ENDOCRING
J

- Aumentzn la secrecién de insuling

- Disminuven la esteroidogénesis adrenal

En la comunicacién Kc «+ Pc queda pues patente el efecto de las células de Kupffer
sintetizando y liberando determinados factores solubles, sobre la funcién de los hepatocitos.
Sin embargo, la hipétesis de que las Pc puedan también modular la respuesta de las Kc ante
un estimulo, estd menos extendida. No obstante, Billiar er al (7990} han apoyado esta teoria,
remarcando la importancia de la PGE, en las interacciones Ke +— Po

Figura 13: CONTRIBUCION DE LAS Kc Y LAS Pc A LA SINTESIS Y DEGRADACION DE
METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO.
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Teniendo en cuenta todo lo expuesto, y aunque existen numerosos resultados sobre
aspectos parciales de la fisiopatologia del shock endotéxico, no hay una teoria global que
permita explicar el procesc en su conjunto. Las nuevas aproximaciones experimentales
permitirdn esclarecer cada vez més los mecanismos moleculares del shock y con ello avanzar
en sy tratamiento clinico,
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5. OBJETIVOS

Dada la complejidad de la fisiopatologia del shock endaréxico, el estudio de los mecanismos
primarios implicados en su desarrollo requiere la utilizacién de distintos medelos
experimentales complementarios tantc ir vive como in viZro.

El objetivo del presente trabajo es aportar nuevos datos sobre las alteraciones hepiticas
inducidas por el lipopolisacdride de E.coli 8111:B4 (LPS) in vivo, y sobre las producidas por
el tratamiento directo, in vitro, con la endotoxina, de distintas poblaciones celulares: células
parenquimatosas y células sinuscidales enriquecidas en macréfagos de Kupffer.

Mediante el modelo & vive de shock endotdxico reversible, se analizardn diversos aspectos
de 1a accién del LPS que pueden ser los principales responsables de 1a hepatotoxicidad:

- Actividad de la enzima super6xido dismutasa, ya que los radicales [ibres de
oxigeno contribuirian a la propagacidn y desarrollo del shock.

- Peroxidacién lipidica, directamente relacionada con los radicales libres y que
puede ocasionar iesiones en la membrana plasmidtica celular.

- Niveles de citocromo b, implicados en los mecanismos de reparacién de
membrana y destoxificacién celular.

Con el fin de determinar la importancia del LPS per se como agente directo causante de
las lesiones hepdticas observadas in vive, se analizard su accidn in vitm sobre las células del
parénguima y sobre las sinusoidales, distinguiéndose de este modo la contribucién relativa
de cada tipo celular en la lesién. Los aspectos concretos que se estudiardn son:

- Aislamiento y caracterizacién morfoldgico-funcional de los cultivos de células
sinusoidales hepéticas enriquecidas en macrdfagos de Kupffer.

- Incorporacién y localizacién intracelular de la endotoxina en dichos macréfagos,
asf como las alteraciones morfolégicas que ello ocasione.

- Propiedades ffsicas de la membrana plasmdtica: liberacidn de lactatc
deshidrogenasa, incorporacién de diacetato de fluoresceina y microviscosidad.

- Propiedades funcionales de la membrana plasmitica: incorporacién de 2.
desoxiglucosa, unién e internacién de insulina y de LDL.
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- Pardmetros bioquimicos intracelulares: actividad de la glucoquinasa, fosfatasa dcida
y superéxido dismutasa; radicales superdxido, peroxidacién lipidica, niveles de
citocromo by, homeostasis del calcio y pH intraceluiar.

Con todo elio y ensayos complementarios de interaccion células sinusoidales «— células
parenquimatosas, se plantea el estudic de distintos pardmetros que puedan modular ia
respuesta celular frente ai lipopolisacarido.



IL MATERIALES Y METODOS.

L. ENDOTOXINA.

La endotoxina utilizada en todos ios ensayos es el lipopolisacirido de ia cepa de E.coli
serotipo 0111:B4 (ATCC), obtenida por el método de Wesiphal er ab (1952) (Difco, Detroit,
MI, USA.).

Para comprobar la pureza del LPS usado, respecto de la posible presencia de RNA, se
realizan Jos espectros de absorcién ULV, de cada vna de las preparaciones de endotoxina, en
un intervalo de longitudes de onda entre 330 v 230 nm. Valores del cociente A,./A.,
superiores a 1.2 indican contaminacién de RNA (Romanowska, 1970), En las preparaciones
de LPS utilizadas, la relacién anterior fue menor o igual a 1.2

2. MATERIAL BIOLOGICO.

Tanto para el estudio de la accidn endotdxica in vive como it vitro, se utilizan ratas macho
Wistar de un peso comprendido entre 150 y 200g.

3. MODELOS EXPERIMENTALES.

3.1. INDUCCION DEL SHOCK ENDOTOXICO REVERSIBLE.

Las ratas se mantienen con H;O y dieta convencional hasta las 9:30 h, momento en el
que son anestesiadas con éter para evitar al miximo cualquier estrés. Se administra entonces
por inyeccidn mtravenosa (iv.) (en la vena dorsal o ventral de fa cola) una solucién de LPS
en suero fisicldgico (NaCl 0.9%), agitada y sonicada previamente durante 5min en bano
Ultrasons a temperatura ambiente. La dosis inyectada es de 1.6mg L.P5/0.2ml/100g de peso.
A las ratas control se les inyecta una solucién de NaCl (0.9%) en la misma proporcidn.

A distintos tiempos se sacrifican las ratas descerebréndolas. Mediamte puncién cardiaca
se toma sangre para la posterior medida de pardmetros séricos (Resultados, apdo. 1.1.). Inme-
diatamente después se extrae el higado y se perfunde con NaCl (0.9%) para eliminar los
glébulos rojos y evitar la contaminacién de hemoglobina en las muestras, que alterarfa las
posteriores determinaciones espectrofométricas (Mareriales y Métodos, apdos. 10.5, 12y 13).

Las muestras se mantienen a -20°C hasta su posterior andlisis.
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3.2. AISLAMIENTO DE DISTINTOS TIPOS CELULARES HEPATICOS,

1.2.1. Células parenquimatosas.

En el higado, las células del parénquima (hepatocitos, Pc) son, con mucho, fas mayori-
tarias. Se calicula que el 65% del total de células de este 6rgano son células parenquimatosas
(Weibel et al, 1969). Son ademds, las de mayor tamaiio (=100um de didmetro, =78% del
volumen hepdtico), por lo que presentan una gran tendencia a sedimentar, por la simple
accién de la gravedad, en 1-2min. Por todo eflo su aislamiento requiere las técnicas de
separacién y purificacidn celulares que se describen a continuacién.

a) Aislamiento y purificacion.

Los hepatocitos se aislan mediante la perfusidn in situ del higado de rawa con colagenasa
{tipa I, Sigma, St. Louis, MO, US.A.} al 0.035%, segn el método de Berry v Friend (1969)
modificado.

Las ratas, ayunadas y mantenidas con H,O ad libifim 18 horas antes de la perfusién (9:00
aIn.), s¢ anestesian en primer lugar con éter para evitar el estrés y ia vasoconsiricgion
periférica hepédtica que puede inducirse por la liberacidn de catecolaminas, y posteriormente
con pentotal sédico (10mg/100g de peso,/ 1004l solucidn salina) (Abbott International, Lid.,
U.S A} myectado intraperitonealmente.,

Se practica upa laparotomia amplia hasta el diafragma y se retirz ja capa de piel ¥
misculo para apartar la masa visceral y dejar el higado y los vasos sanguineos bien visibles.
A contnuacidn se preparan dos ligaduras alrededor de la vena porta: una anterior a la
entrada de la vena mesentérica superior, y otra posterior. Entre estos dos puntos se introduce
en |2 vena porta una cinula conectada al circuito de perfusién accionado por una bomba
peristltica (Millipore, Bedford, MA, U.S. A} de flujo regulable. Se tensan las ligaduras e
inmediatamente se hace un corte en la vena cava inferior que permita Ja salida del liquido
de perfusidn. Lentamente se va incrementando el flujo, minimo durante la canulacidn, hasta
alcanzar 26mi/min.

Durante el proceso se utihzan secuencialmente dos tipos de soluciones Krebs-Kin-
ger-Bicarbonato {KRB-I1 y KRB-II) (Tabla 6). Ambos liquidos se mantienen a 37°C y se
gasean con carbégeno (95% O,:5% C0O,) de forma permanente durante el transcurso de la
perfusidn.

En primer lugar, se hace pasar el liquido de lavado, KRB-1 {126ml), libre de calcio ¥
magnesio, y que lieva en disolucidn 45mg de EDTA. Este agente quelante, al desplazar el
calcio, evita la coagulacién y hace que el tejido sea mds susceptible a la posterior disgregacion
enzimdtica {Segler, 1972). Seguidamente se perfunde con fa solucién KRB-II {131ml), 2 la
que se anaden 39mg de colagenasa. El KRB-1I contiene caleio, que activa a la enzima, y estd
libre de magnesio, que inhibe a la enzima (Seglen, 1973).
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Una vez finalizada la perfusidn, se extrae e higado y se coloca sobre una placa Petri que
contiene KRB-IIT (cont caicio y magnesio) a 0°4°C.

Table & Compesicion de los KRB.

SALES % VOLUMEN MOLARIDAD  MOLARIDAD
FINAL
{ml} {mM} (mM)
NaCl 0.90 100 154 118.40
NzHCO, 130 2 154 24.87
KCt 115 4 154 473
KH,PO, 2.10 1 154 118
Mg50,.7H,0 382 1 I 118
CaCl2H,0 162 3 110 253

KRB-I (126mi): KRB sin Ca"* y sin Mg'* + 45mg de EDTA + 125ul de antibidticos.
KRB-II (131mly: KRB sin Mg™* + 5ml de CaCl,-2H,0 + 39mg de colagenasa + 125¢! de antibiéticos.
KRE-11I(260ml): KRB completo + 12541 de antibibticos. S¢ mantiene a (F-4°C.

Estas disoluciones han de prepararse inmediatamente antes de ser utilizadas, gasedndose durante 15min
con carbOgeno y agitacién magnética fuerte. El pH dptimo es de 7.5 v no debe descender de 73.

La solucién de antibibticos contiene 2x10°U 1. de Peniciling y 40mg de Estreptomicina (Antibidticos 8.4,
Lsgn, £} por ml de H,O estéril.

Todas las operaciones posteriores se realizan en condiciones estériles en una cdmara de
flujo laminar horizontal (Telstar, CAM 700-1).

Se separa la cdpsula de Glisson que envuelve al higado y a continuacion se trocea la masa
hepética para facilitar la liberacién de las céiulas. La mezcla se pasa a un contenedor estéril
y se agita y gasea durante Smin con carbdgeno. Posteriormente se filtra a través de gasa
doble, para eliminar trozos de tejido no disgregado, y se centrifuga a 165g durante 20seg a
4°C en una cenirifuga Sorvall RT6000 (rotor angular). De este modo se separan con el
sobrenadante las céfulas no parenquimatosas, hematies y células muertas que pueda haber
en la preparacién. El sedimento se lava 2 4 3 veces con medio de cultivo William’s E estéril
(Flow Laboratories, Irvine, Ayrshire, UK). El Gltimo pellet se resuspende en un volumen
conocido (3-5ml) de medio de cultivo si se van a cultivar las Pe. o def tampén adecuado si
se procede a trabajar con ellas en suspensién.

El material usado durante todo el proceso ha de ser estéril y preferentemente de pléstico
para no dafar las células.
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b} Determinacion de la viabilidad celular y recuento de células,

La viabilidad celular se determina mediante |2 prueba de exclusién del azul tripdn: a 50u1
de la suspensin de células se le ahaden 9004 de KRB-HI y 100u de una solucién de azul
tripan al 1% en NaCl (0.9%). Se mezclan y se realiza el recuento en una cimara Neuvbaver
(0.0025mm*/ (1. 10mm) bajo un microscopio Leitz mod. Laborlux K.

También se ha realizado la prueba de incorporacién de Ja sonda FDA (Materiales y
Métodos, apdo. 6.1.}.

Las suspensiones de células utilizadas presentan viabilidades de 90 + 5%, obteniéndose
100} = 20x180* Pec/higada.

cf Cultive primario.

Los cultivos se realizan en botellines de pldstico estériles Corning (25em’, 50mi) o en
microplacas de 24 pocillos (Costar, Cambridge, MA, U.S.A.), conteniendo en algunos ¢asos
cubreobjetos Belico rectanguiares (13x54mm 6 6x24mmj o circulares (12Zmm de didmetre],
respeciivamente. Las condiciones son las siguientes:

- Medio William's E con 2.20p/1 de bicarbonato y sin glutamina (Flow Laboratories,
Irvine, Ayrshire, LK)

- Suero bovino fewal {Flow Laboratories, Irvine, Ayrshire, U1K} descomplementado
(56°C/60min), at 10%.

- La cantidad de células afadidas es de 6x10° Pe/botellin ¥ 3x10° Pe/pocilio.

- En todos los casos se anaden 2541 de una solucién concentrada de amibidticos (S00T1E
Penicilina/mi medio y 100ug Estreptomicina/mi medic), por cada mi de media.

- Ei »olumen fisal de medio de cultivo es de 4.5ml/botellin y 9.5ml/pocilio.

Una vez ailadidos ef medio y las célufas a los botellines o microplacas, €stos se mantienen
en atmosfera de carbdgeno a 37°C (Heraeus B5061) durante 4 horas, periodo tras el cual
se han adherido las células viables. A continuacién se procede a lzvarlas suavemente, se retira
el sobrenadante y se afiade igual cantidad de medio nuevo. Seguidamente se mantienen los
cultivos a 37°C y en atmosfera de carbdgeno durante 24 horas, para realizar después los
ensayos correspondientes.

3.2.2. Células no parenquimatosas,

Las células no parenquimatosas (células sinusoidales, Sc, NPc) estdn constituidas por
cuatro tipos celulares diferentes: células de Kupffer (Kc, macréfagos), células endoteliales
(Ec), células acumuladoras de grasa (far-storing) y células pit. Todas ellas constituyen
aproximadamente el 35% del nimero total de células del higado (Weibel er al, 1969), siendo
los macréfagos de Kupffer s6lo un 25% del total de NPc {en rata). Las semejanzas €n tamaio
y forma entre los 4 tipos de células sinusoidales determinan la necesidad de utilizar un
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procedimiento complejo de aislamiento y purificacién celulares, con el fin de obtener
preparaciones de NPe enriguecidas en células de Kupffer.

a) Aislamiento y purificacién.

Se ileva a cabo mediante la perfusién recirculante del higado de rata con colagenasa (tipo
H, Boehringer, Mannhein, G.} al 0.04% y pronasa (proteasa E, EC 3.4.244, Merck,
Darmstadt, G.) al 0.04%, segin el método de Van Bossuwt y Wisse (1988), modificado coma
se describe a continuacién:

El pretratamiento de las ratas (ayuno y anestesia) antes de iniciar la operacidn, es idéntico
al realizado en €l caso de la obtencién de Pc (Mazeriales y Métodos, apdo. 3.2 1.a). De igual
moda se practica una Japarotomia amplia ¥, tras retirar 1a capa de piel y misculo, se aparta
cuidadosamente fa masa visceral dejando el higado y tos vasos sanguineos perfectamente
accesibles. A continuacion se prepara una ligadura alrededor de la vena porta, concretamente
entre la entrada de la vena mesentérica superior v el higado, Por debajo de este punto se
introduce en la vena porta una cdnula de pidstico flexible con una aguja metdlica en su
interior. La cdnula estd conectada al circuito de perfusidn accionado por una bomba
peristiltica de flujo regulable (Millipore, Bedford, MA, 11.5.A.). Se tensa la ligadura e inme-
diatamente ha de hacerse un corte en la vena cava inferior que permita la salida del liquide
de perfusidn. Lentamente se incrementa el flujo, que era minimo duranie la canulacién, hasta
alcanzar 20ml/min. Se quita entonces la aguja interaa de la cdnula, reconectando el circuito.
Cuando se observa que el higado estd completamente lavado, se detiene la homba y se extrae
el drgano que se coloca sobre una placa Petri que presenta un orificio conectado al circuito,
permitiendo, de este modo, recoger y recircular o no ei liguido con el que desde ahora se
perfunde. A partir de este momento todas las operaciones se realizan en condiciones estériles
en una cAmara de flujo laminar vertical (Telstac MicroVi.

Durante el proceso se utilizan secuencialmente dos tipos de soluciones Gey's-Balanced-
Salt-Soiutions (GBSS) (KCI 5SmM, NaH,PO, - 2H,O 2mM, KH,PO, 0.2mM, NaHCO, 3mM,
MgClL,. 6H,0 tmM, MgSO, - TH,0 0.3mM. NaC} 138mM, glucosa 0.1% {p/v) v en el GBSS-
I CaClL-2H,0 1.6mM; pH 7.4}, mantenidas a 37°C, esterilizadas mediante filtracidn
(Sterivex-GV, 0224m, Millipore) y a las que se les afiade Penicilina (400U.1 /ml). Estrep-
tomicina (100xg/ml) y Gentamicina (50.g/ml) (Antibidticos S.A, Ledn, E.).

En primer lugar se hace pasar el liquido de lavado, GBSS-1 (200ml}. Estd libre de caicio
y leva en disolucién 75mg de EDTA por las mismas razones que en el aislamiento de
hepatocitos {desplazar a] calcio, evitar {a coagulacidn ¥y hacer asi que el tejido sea miés
susceptible a la posterior disgregacidn enzimética}.

Seguidamente se perfunde con GBSS-II (100ml), que lleva calcio (1.5mM) y las enzimas
colagenasa H (0.04%), que digiere la matriz de coligeno. ¥ pronasa E (0.04%), que destruye
selectivamente las Pc. Comienza en este momente fa recirculacién, Esta se mantiene durante
25-30min, para la completa digestion de la matriz exracelular.

Una vez finalizada la perfusién, se desconecta ef higado del circuito y se pass a una placa
Petri con GBSS-II para separar la capsuia de Glisson y Tavorecer la salida de las células al
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medio. El tejido disgregado ha de incubarse durante 30min con colagenasa (0.025%) v
pronasa (0.025%) en GBSS-II suplementado con Hepes 20mM (100mi). La incubacidn se
lieva 2 cabe a 37°C en un bafo (ORBIT, Lab-Line Inst., Melrose Park, 1L, US.A.) con
agitacidn rotatoria (100rpm) para favorecer la destruccion de los hepatocitos. Posteriormente
se ahade una peyueia cantidad (0.0002%} de DNAsa {Merck, Darmstade, G.) a la suspension
celular vy s¢ incubza en el mismo bafo durante 10min (37°C, 108rpm}. De este modo se evita
la formacién de geles de DNA que atraparian céfulas en su intenior io cual disminuiria el
rendimiento del método.

La suspension es entonces filtrada a través de gasa de nylon {1064m) (Small Parts [nc,
Florida, U.S.A.) para eliminar los trozos de tejido no disgregado y posibles agregados de Fe.
Seguidamente se centrifuga ¢l flitrado a 200g durante 10min (centrifuga Sorvall RT6000.
rotor flotante), resuspendiéndose el sedimento en GBSS-1L La mayor parte de los hepatocitos
que aln pueden estar presentes en la preparacion, s¢ separan por sedimentacion. La mezdda
se reparte en 4 tubos (Falcon, Becton Dickinson, NJ, .S A} compietando hasta 50ml con
(GBSS-1L Se agitan suavemente y se¢ dejan sedumentar a 1g durante un miximo de Smir. Tras
recoger cuidadosamente el sobrenadanie, se somete a 2005/ 1(min.

A continuacidn se lleva a cabo una centrifugacién en gradiente de mycodenz (NYCOMED
AS, Oslo, Ny al 17.5%, para lo cual ef sedimento anterior ha de ser resuspendido en up
volumen de GBSS-IT igual a 2 x 5m y bien mezclado con » x 7Tmi de nyeodenz al 30% {en
GBSS libre de Na(l); siendo n el nimero de gradientes a realizar, que depende del namero
de céluias obtenido ai llegar = este punto del aislamiento (generalmente n=3). La Jensidad
final de ia mezdia asi obtenida es de 1.08%g/mi Cada uno de los # pradientes ha de ser
cubierto cuidadosamente (interfase nitida) con lml de GBSS-I/tubn (Costar, Cambridge,
MaA, US.A). Después de centrifugar a 1400g durante 15min, los gidbulas rojos y restos
cefulares sedisnentan, mientras gue las NPc (células de Kupffer v endoteljales fundamental-
mente) guedan flotando en la capa superior def gradiente, protegidas de la sequedad por ¢i
tampdn afadido previamente.

Dicha banda superior def gradiente es recogida y lavada dos veces con DMEM
{(Dubelcea’s Minimal Essential Medium, con glutamina 348mg/1, Hepes 20mM vy NaHCO,
10mM), para eliminar los restos de mpycodenz. El dltimo sedimento se resuspende en un
volumen conocido de DMEM (10-15ml), procediéndose al recuento de las células.

Es importante que el material usado durante todo el proceso sea estéril y preferente-
mente de pldstico, dada la facilidad de los macréfagos de Kupffer para adherirse al vidria.

b Determinacién de la viabilidad celular y recuento de células.

Al igual que en el caso de Pc (Materiales y Métodns, apdo. 3.2.1.b}, la viabilidad celular se
determina medianie la prueba de exclusidn del azul tripdn: a 50ul de 1a suspensién de células
s¢ le ahaden 504l de solucién de azul wripdn al 1% en NaCl (0.9%)]. El recuento se realiza en
una cimara Neubzuer (0.0025mm’/0.10mm) bajo un microscopio Leitz mod. Laborlux K

También se ha realizado la prueba de incorporacién de la sonda FDA (Mareriales y
Métodos, apdo. 6.2).
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Las suspensiones de células utilizadas presentan viabilidades de 93 + 5%, siendo el
rendimiento de 100x10* + 20x10° NPc/higado y el porcentaje relativo de células de Kupffer
y células endoteliles =40% y 60%, respectivamente.

¢} Cuitivo primario.

El cultivo se realiza en botellines de plistico estériles {25cm’, 50ml), en microplacas de
4 & 24 pocillos {B3mm de didmetro} o en microplacas de 6 poctllos (35mm de didmetro)
{Costar, Cambridge, MA, U.S A}, conteniende en algunos casos de acuerdo con la finalidad
de los ensayos cubreobjetos circulares Belico {12mm de didmetro) (Bellco Glass, Vineland,
NI, US.A). Las condiciones son las siguientes:

- Medio compuesto por
« 2/3 partes de DMEM con glutamina 584mg/l, Hepes 20mM, y NaHCO, 10mM
(Flow Laboratories, Irvine, Ayrshire, UK }.
s 1/3 parte de RPMI 1640 con glutamina 300mg/l y Hepes 20mM (Flow Laborato.
ries, Irvine, Ayrshire, UK.).
- Suero bovino fetal (Flow Laboratories, Irvine, Ayrﬁhire, UK} previamente descom-
plementado (56°C/60min), al 20%.
- La cantidad de células afadida es de 10x1C¢° NPe/botellin, 3.75x10° NPc/pocillo-35mm
y 10° NPc/pocillo-12mm.
- Se afiade Penicilina y Estreptomicina { 10000U L /ml. 10mg/ml; Flow Laboratories, irvine,
Ayrshire, UK.) a razon de 2mi/100ml de medio (concentracién final = 200UL
Penicilina/ml y 200ug Estreptomicina/ml}. Se complementa con Gentamicina {5mg/mi;
Flow Laboratories, Irvine, Ayrshire, UK ) a razdn de 1ml/100m! de medio (concentracidn
final = 50pg/ml}).
-El volumen final de medio de cultive es de 4ml/botellin, 1.5ml/pocillo-35 y 0.4ml/poci-
llo-12.

La preparacién celular utilizada estd constituida fundamentalmente por Ec (=60%) y Kc
(=40%). Las células de Kupffer son las que se adhieren al sustrato mas fAcilmente, por lo que
un vigoroso lavado de las monocapas a las 20 horas, proporciona cultivos muy enriquecidos
en Ke (=80%) (adherencia diferencial).

Las células se mantienen a 37°C en atmdsfera de carbdgeno (5% CO,: 95% O,) {Heraeus
B5061) para ser utilizadas a las 48 horas de la siembra.
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33. TRATAMIENTO DE 1.0§ DISTINTOS TIPQS CELULARES HEPATICOS CON
LIPOPOLISACARIDO.

3.3.1. Células en suspensidn.

El gltimo sedimento de células se resuspende en tampdn y alicuotas de esta suspeasidn
son mezcladas con un volumen adecuado de solucién de LPS previamente agitada y sonicada
Smin en bato Ulirasons a temperatura ambiente, A las alicuotas de células control se les
afade un volumen igual de tampdn sin lipopolisacdrido.

3.5.2. Células en’ cultivo.

Una vez formada ia monocapa, se retira el sobrepadante de jos cultivos y se anade el
mismo volumen de medio (sin suero fetal) conteniendo LPS que ha sido previamente agitado,
sonicado Smin y esterilizado por filtraci6n a través de microfiltros Millipore (Miliex-65,
(.22um). Los botellines control contienen una cantidad equivalente de medio sin lipopolisaca-
rido.

También se han tratado los cultivos de hepatocites con sobrenadantes procedentes de
células sinusoidales en cultivo, preincubadas en presencia o ausencia de LPS {100ug,/ml)
durante distintos tiempos e incubadas posteriormente en alginos casos, con medic fibre de
endotoxina durante 48 horas (Resultados, apdo. 3.6.).

Ademds, ¥ con ¢ fin de obtener suspensiones de NPc altamente enriquecidas en células
de Kupffer, se tripsinizaron cultivos (48h) enriquecidos en dichos macrdfagos mediante
incubacién con tripsina (Merck, Darmstad, G.} al 3.25% (p/v} en PBS durante 6min a 37°C.
La inactivacién de la enzima se lieva a cabo asadiendo suero bovino fetal (Flow Laboratories,
Irvine, Ayrshire, UK.} a la solucién de tripsinizacién {Iml FCS/4mi tripsina). Tras una
resuspension enérgica, [as células se lavan dos veces (200g/7min) (centrifuga Sorvall RT6000,
rotor flotante} con KRH (Resuitados, apdos. 3.3.2.8, 3.5.3. y 3.5.0.h}.

Las concentraciones de LPS habitualmente usadas en ambos tipos de ensayos son: 10, 50,
100, 200 y 500ug/ml; siendo el tiempo de incubacién con el ipopolisacdrido variable segun
el experimento.
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4. ESTUDIOS MORFOLOGICOS.

4.1. MICROSCOPIA OPTICA.

La estructura de las células en cultivo se observa mediante microscopia dptica en campo
claro y en contraste de fases, con un microscopio de éptica invertida Leitz mod. Diavert
{objetivos Phaco 10/0.25, Phaco [32/0.40 y EF 40/0.65, ocuiares Periplan NOF 10xM).

Las microfotografias se realizan con un equipo Wild MPS 20.

4.2, MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Las células en cultivo, tras el tratamiento con o sin LPS, se lavan con PBS a 4°C para
detener ef proceso. En algunos casos se realiza entonces la prueba citoquimica de la
peroxidasa. Para ello se incuban las NPc con diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St. Louis, M1,
US.A) al 0.1% en tampdn cacodilata 0.1M pH 7.2 y que coatiene H,0, (0.01%) (Merck,
Darmstad, G) afiadido inmediatamente antes de la incubacién. La solucién de DAB ha de
ser previamente sonicada (5min) y filtrada por papel Whatman. Tras 60min de incubacidn
a temperatura ambiente y en oscuridad, se lavan las células y se procede a su fijacidn.

La fijacidén se realiza con una solucién de glutaraldehido 0.5% y dcido ténico 2% en PBS,
en la que se mantienen 10min a temperatura ambiente. Las células son entonces despegadas
del sustrato y centrifugadas en microfuga durante 1-2s. El sedimento obtenido se lava dos
veces con PBS a temperatura ambiente y finalmente se le afade 1m! de cloruro amdnice
0.2M a 4°C. Tras 5-10min se vuelve a sedimentar en microfuga y a lavar e sedimento con
PBS.

Después de esta etapa de fijacién, se incluyen las muestras. Para ello se somete a
deshidrataci6n cen soluciones de porcentajes crecientes de 30%, 50%, 70% y 100% en pases
de 1 hora, La deshidratacidn con alcobol a partir de 70% y la inclusién en la resina de
polimerizacién ha de hacerse a -20°C.

A continuacidn se procede a fa impregnacion en la resina Lowicryl K4M en soluciones de
Lowicryl/etanol al 50, 70 y 100% en pases de 1 hora a -20°C (Carlernan et al, 1962). La
resina Lowicryl evita cambios conformacionales que se pueden producir en los epitopos con
otras resinas, y proporciona menor fondo a fa muestra (Roth, 1982).

La polimerizacién de la resina se realiza con radiacién ultravioleta (360nm) durante 3 dias
a -20°C y 2 dias a temperatura ambiente.

4.2.1. Control ultraestructural.

[.as muestras incluidas en la resina se tallan y se cortan con un ultramicrotomo Sorvall
Porter-Blum MT2-B, obteniéndose cortes de 100nm recogidos en rejilias de cobre. Se incuban
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fos cortes con acetato de uranilo a saturacién durante 10-15min, se lavan con agua destilada
y se tifien con ploma Reynolds {Reynolds, 1963) durante Smin. Se vuelven a lavar con agua
y se observan al microscopio electrdnico (UCM, ZAISS 902).

4.2 2, Marcaje con proteina A-oro.

Esta técnica fue propuesta por Faulk y Taylor en 1971 y consiste en localizar un antigeno
mediante un doble marcaje, primero uniéndolo a su anticuerpo y luego a {a proteina A vnida
al oro,

El oro coloidal de Snm se prepara segtn et método de Faulk y Taylor (1971}, modificado
por Romano et al (1974). Se adaden 37ul de tetraclorurc adrico al 4% a 12ml de agua
bidestilada y a 100ul de {&sforo blanco (dietil éter: f6sforo saturado, 4:1) en un erlenmeyer
siliconado. Se ajusta el pH a 6.9 con K,CO, 02M, se agita la mezcla durante 15min a
temperatura ambiente y Juego se calienta z reflujo aproximadamente 15min hasta que se
observa el color rojo ving,

El cdlculo de 1z minima cantidad de proteina A que satura al oro coloidal se realiza segin
el método de Horisberger er al (1975), con la modificacién de Roth y Binder (1978} basado
en el cambio de color que se produce cuande se precipita el complejo con NaCl SM, Una vez
afladida la pA correspondiente, se agita y se afiade Iml de Carbowax 1% (20M Fluka) v se
centrifuga 2 veces a 150000g durante 1 hora a 4°C. Se resuspende el sedimento rojo y se
conserva a 4°C para su posterior utilizacion.

Se obtienen, Juego, cortes de las muestras de espesor inferior a Bnm y se montan en
rejillas de niguel Se incuban en insulina desnaturalizada al 1% en PBS durante 15min para
saturar las uniones inespecfficas. Después se incuban con el anti-LPS’ diluido a 1/10( en
insulina/PBS al 1% durante 24 horas a 4°C en cdmara himeda con lo que se consigue una
reaccidn antigeno-anticuerpo mds lenta pero mds especifica.

Una vez realizada la incubacién, se lavan las muestras en PBS y se incuban con la
proteina A-Au {5nm) dilufda a 1/20 en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
lavan con PBS y con agua y se secan a 37°C, Después se tifien Jas muestras con acetato de
uranilo a saturacién, durante Smin, se lavan, se secan a 37°C y se observan en un microscopio
electrénico ZAISS 902,

A la vez, se realizan todos Jos controles necesarios (incubacién sin antisuero especifico
o con un suero inespecifico, ineubacién sin proteina A para detectar la posible existencia de
precipizados,..).

"Anti-LPS obxenido por ¢l Dr. Dfez-Espada (Hospital Puerta de Hierro, Madrid).



MATERIALES ¥ METODOS 48

5. INCORPORACION DE [“C)-LPS.

Estos ensayos se han realizado con cultivos (48h} de células no parenguimatosas
enriquecidas en células de Kupffer (10°NPc/0.4ml/pocillo}. Tras lavar las células con medio
de cultivo, se incuban con concentraciones crecientes de LPS sin marear (0, 10, 106 y
500pg/ml) y una concentracién constante de [“C}-LPS marcado uniformemente en todos los
carbonos (2.44pg/pocillo/0.25ml, A E.=4.5x10%.C /ug). Después de 2 horas de incubacitn
2 37°C, el ensayo se detiene retirando el medio y lavando las células con medio de cultivo,
A continuaci6n, las células se despegan del sustrato mediante incubacién con una disofucién
acuosa de dodecil sulfato sédico (SDS) (1%) (250ul/pocille} durante 10min a temperatura
ambiente. La suspensidn obtenida se pasa a viales que contienen 3ml de H,O vy se les afaden
15m} del siguiente liquido de centelleo: tolueno - tritdn X-100 - H;O (2:1:0.2 ; viviv) con 5g/1
de PPO y 03g/1 de POPOP. Tras agitar fuertemente se determina la radiactividad de las
muestras por centelleo liquido en un contador Packard Tri-Carb 3255,

& INCORPORACION DE DIACETATO DE FLUORESCEINA.

El diacetato de fluoresceina o FDA (Sigma, St. Louis, ML, US.A) es una sonda
ampliamente atilizada en ensayos de viabilidad celular. El ester apolar penetra ficilmente en
las células donde es hidrolizado para dar Jugar a fluoresceina, compuesto que se acumula en
el interior celular cuando la membrans plasmatica estd intacta. El efecto del LPS en 1a pro-
duccién y achmulo intracelular de fluoresceina, es estudiado mediante las técnicas de
microscopfa 6ptica, citometria de flujo ¥ espectrofluorimetria.

6.1, MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

Se utilizan hepatocitos en suspensién que, tras ser tratados con distintas dosis de LPS y
durante distintos intervalos de tiempa, son incubados con FDA (1sg/mi PBS) a 37°C durante
3min. Posteriormente se observa el nimero de células viables mediante microscopia de
fluorescencia, y el niimero de células totales mediante microscopia dptica en campo claro.
La retacion entre ambos determina la viabilidad de fa muestra.

Ademis, se utilizan monocapas de hepatocitos cultivados sobre cubreobjetos rectangula-
res (13x54mm) y preincubados durante 20min a 37°C en presencia o ausencia de 500ug
LP$/mi de medio de cultivo. Se retira e} medic de preincubacién y se afade igual voiumen
de tampén PBS. Seguidamente la disolucién concentrada de FDA (Smg/ml acetona) es
diluida 1/1000 en PBS y se adicionan 200ul/mi PBS (tug FDXA/ml PBS).

Tras 7min de incubacién en oscuridad y a 37°C, i2 monocapa es observada con un
microscopio de fluorescencia (Leitz Ortholux 12 (Ploemopack 2.5)).
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6.2. CITOMETRIA DE FLUIO.

Mediante {2 técnica de citometria de flujo se ha podido determinar semicuantitativamen-
te la intensidad de fluorescencia que presentan los hepatocitos (10° Pc/mi PBS) o las células
sinusoidaies enriquecidas en células de Kupffer (10° Sc/ml PBS) de una suspensidén , incubada
durante 3min con FDA (0.05 ug/mk PBS), y preincubada en presencia o ausencia de distintas
dosis de LPS (10, 100, 200 y 500 ug/ml) durante [5min.

Los principios bisicos de operacién del citémetro de flujo wtilizado {Facscan, equipado
con liser de argon de 5W; Becton Dickinson, CA, U.SA) son:

12) Hacer pasat la suspensién de células por una cdmara de flujo, donde dicha suspensién
s rodeada por una envolvente liquida que protegerd las células dei entorno y las hard
circular segin un flujo laminar.

2%) Descomponer esa corriente laminar en una serie de gotas microscdpicas, cada una
de las cuales puede contener si se desea una finica célula.

39) Conducir las céluas, a la velocidad de 10.000 células/s, hacia un campo de deteccién
donde son excitadas por un liser, emitiéndose entonces fluorescencia y dispersdndose la
juz en todas las direcciones.

49) Medir los pardmetros descados, que en este caso son la intersidad de fluorescencia
en la direccidn perpendicular al [dser y Ia dispersidn de [a Juz en la direccidn del [dser.
Este Gltimo pardmetro estd directamente relacionado con el tamafio celular.

Las medidas se hacen con una poblacién de 20.000 c£lulas de cada muestra, a temperatura
ambiente y a i, =488nm ) =530nm.

6.3. ESPECTROFLUORIMETRIA.

Mediante espectrofluorimetria es posible cuantificar Iz intensidad de fluorescencia emitida
por [a fluoresceina intracelular y la debida a la fluorescefna bberada al medio, tanto en
presencia como en ausencia de LPS.

Se realizan medidas puntuales a distintos tiempos, manteniendo {ijas las longitudes de
onda de los miximos de excitacién y de emisién de la fluoresceina (A =488am, A, =
=525nm).

El espectrofluorimeiro empleado es un Perkin-Elmer MPF-44E y [a temperatura de fas
cubetas se mantiene constante {37°C) con un bafio termostatizado Lauda.

Para la medida de la fluorescencia total se utilizan hepatocitos cultivados sabre
cubreobjetos rectangulares (13x54mm) intreducidos en los botellines de cultivo. Dichos
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cubreabietos son incubados en botellines de vidrio con 3ml de medio William’s, en presencia
o ausencia de distintas dosis de LPS, durante 15min a2 37°C. A continuacién se lavan
cuidadosamente con PBS a 37°C y se colocan en el interior de la cubeta del espectrofluo.
rimetro con la orientacidn que se indica en la Fig. /4. Ea la parte superior de ia cubeta son
introducidas dos piezas de teflén a ambos lados del cubreabjetos, con el fin de mantenerlo
fiio.

HAZ DE
EXCITACION

l

HAZ DE <%
EMISION Qf

CORTE TRANSVERSAL
DE LA CUBETA

brecbjetos en ia cubeta del espectroflicorimetro.

Previamente a la introduccién del cubreobjetos, la cubeta del espectrofluorimetro se ha
preparado con una disolucién de FDA {0.025sg/ml PBS), todo ello atemperado a 37°C, Tras
Zmin de incubacitn se procede a medir la intensidad de fluorescencia a distintos tiempos.

Para la medida de la fluorescencia liberada al medio se han empleado igualmenie
hepatocitos cultivados en botellines, a los que se ha sometido a upa preincubacién con o sin
LPS (distintas dosis) durante {Smin a 37°C. A continuacidn se elimina el medio, se afade
una disofucién de FDA (0.125x¢/mi PBS) y se incuban Tmin a 37°C en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se retira ese volumen y se afiade otro igual de PBS sin FDA. Se
recogen alicuotas (300ul) a distintos tiempos v se pasan a la cubeta del espectroflucrimetro
(preparada con 1.5ml de PBS a 37°C) para proceder a la medida de la intensidad de fluores-
cencia que presentan.

7. ESTUDIOS DE MICROVISCOSIDAD DE MEMEBRANA MEDIANTE POLARIZACION
DE FLUORESCENCIA.

Se han analizado los cambios de microviscosidad inducidos por el LPS v/o distintos
agentes, dxido de fenilarsina (PRA4sO) y sales biliares ($B), en diferentes modelos
experimentales (membranas hepdticas y células en suspensidn, Pc y NP¢),

Para ello se ha utilizado la técnica de polarizacién de fluorescencia en estado estacionario,
que consiste en incorporar un compuesto fluorescente en la muestra y excitarlo con luz
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polarizada, midiendo entonces el grado de polarizacidn de la emisién fluorescente. Este grado
de polarizacién depende de:

- El tiempo de vida medio del compuesto fluorescente en estado excitado (r).

- L.a movilidad rotacional de 1a sonda durante dicho intervalo de tiempo r.

A su vez, la movilidad de la sonda depende directamente de la fluidez de su entorno, de
tal modo que un anmento de la fluidez (disminucién de la microviscosidad #) implica un
aumento de la movilidad de la sonda y ello disminuye el grado de polarizacién de la emisicn
fluorescente (P). Por el contrario si disminuye la fluidez, aumentars P,

La polarizacién de fluorescencia ha sido medida, en todos los casos, en un espectrofluo-
rimetro Perkin-Elmer MPF-44E, equipado con un bafio termostatizado Lauda.

El grado de polarizacién de la emisién fluorescente viene dado por la siguiente expresidn:

Ly - 6Ly
Pa ——
L + G-Iy

donde I, e 1,,, son los componentes vertical y horizontal, respectivamente, del haz de luz
fluorescente cuando la muestra es excitada por el componente vertical G es un factor de
correccién (G = I, /1), que da cuenta de la polarizacidn introducida por el monocroma-
dor de emisién.

La microviscosidad n se calcula a partir de P segun ia férmula:

2P
(0.46 - P)

Con ¢t fin de conocer la finidez en las distintas zonas de la membrana plasmitica de las
células hepiticas, se han utilizado dos sondas:

1 6-difenithexa-1,3,5-triene (DPH), que se intercala en la porcién hidrofébica de la

bicapa lipfdica, proporcionando informacidn de la microviscosidad de la zona interna de

la membrana (Shinizky & Barenholr, [978).

¢ 1-[4-(trimetilamino)fenil}-6-fenilhexa-1,3,5-trieno  (TMA-DPH), que, dada su carga

catidnica, se ancia en la interfase lipido-H,0, ofreciendo informacién de ta microviscosi-

dad de la zona externa de la membrana (Prendergast et al, 1981).

Las longitudes de onda utilizadas son, para ambas sondas: A, =365om y A, =425nm. La
anchura de rendija de los monocromadores es de 6 y Snm, respectivamente.
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7.1. DETERMINACION DE LA MICROVISCOSIDAD DE MEMBRANAS
PLASMATICAS HEPATICAS.

El aislamiento previo de las membranas plasmdticas hepéticas se ileva a cabo segin el
método de Kelly et al (1984) con algunas imodificaciones (Fig. 75). Las actividades 5
nucieotidasa y Ia glucosa-6-fosfatasa se determinaron como indice de la pureza de las
preparaciones.

La incorporacién de la sonda (DPH, TMA-DPH) a las membranas aisladas del higado
se realiza mediante incubacidn en oscuridad a 37°C y con agitacién continua (Unitronic 320
OR, Selecta, E.) duranie 30min, de la preparacién de membranas plasmaticas y una
disolucién estable de la sonda.

La preparacién de membranas plasmdticas se diluye en tampodn Tris-HCl 5mM con
sacarosa 0.25M pH 7.4, hasta una densidad 6ptica de (.28 a 365nm (equivale a =100ug pro-
teina/mi tampén). De este modo se evitan posibles interferencias en las posteriores medidas
de P, como consecuencia de |a dispersi6n. Para el ajuste se utiliza un espectrofotémetro Cary
mod. 118.

La disolucién estable de la sonda en el tamp6n anterior determina una concentracién
final de 9xM. Para eilo se prepara una disolucién concentrada del DPH (stock =20mM) en
THF o del TMA-DPH (stock = 10mM) en etanol, disolventes en los que son perfectamente
soiubles, y de ahf se toma una pequeiia alicoota que se disuelve en el lampdn mediante
agitacion fuerte y sonicacién en bafia Ultrasons durante Smin.

Tras la preincubacién con la sonda, 1as membranas son sedimentadas por centrifugacién
a 30000g durante 15min entre 0° y 4°C (Sorvali mod. RC2-B, rotor 558-34), eliminando asi
la sonda no incorporada (sobrenadante). El sedimento se resuspende en el mismo volumen
de tampdn en que se encontraba (D.O.,,=028).

Seguidamente se realiza el tratamiento incubando la suspension de membranas (1.4mi)
con 0.1ml de tampén que contiene el agente cuyo efecto se quiere estudiar. La concentracién
final de LPS es 50, 100 6 200ug/ml tampén y la del éxido de fenilarsina (PhAsQ) {Sigma. Sz
Louis, MO, US.A.) 10pM. Las disoluciones de estos compuestos son previamente agitadas
y sonicadas Smin en bafo Ultrasens.

La incubacidn se lieva a cabo a 37°C con agitacién continua y durante distintos tiempos
dependiendo del experimento. Inmediatamente después se procede a medir en el flucrimetro
el grade de polarizacién (P).

72. DETERMINACION DE LA MICROVISCOSIDAD DE LA MEMBRANA DE
DISTINTOS TIPOS CELULARES HEPATICOS.

De modo andlogo a lo explicado en el apdo. 7.1, la incorporaciéa de la sonda (DFPH,
TMA-DPH) se lleva a cabo mediante incubacién a 37°C durante 30min, en oscuridad y con
agitacién continua, de la suspensién celuiar y una disolucidn estable de la sonda.
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Figera 15 AISLAMIENTO DE NEMBRANAS Y MTCROSOMAS HEPATICOS.
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Para elio, la suspensién de células se diluye en tampdn Krebs-Ringer-Hesenleit (KRH:
composicin idéntica al KRB HI pero sustituyendo el NaHCO, por Hepes 10mM pH 7.4}
hastz una concentracién de 10° Pc/ml ¢ 2x10° NPc/ml. Esta densidad celular hace la sefal
fluorescente suficientemente alta sin que exista problema de dispersién acasionado por un
excesivo nimero de céluias,

La disolucién estable de la sonda en el KRH se obtiene a partir del stock concentrado
preparado en THF, para el caso det DPH (20mM), o en etanol para el caso del TMA-DPH
(10mM). La concentracidn final de la sonda es, en ambos casos, de 80uM.

Después de la preincubacién con la sonda, las preparaciones celulares son sedimentadas
mediante centrifugacién: 165g/20s (1"4°C) en ei caso de las Pc, y 200g/10min (0°4°C) en
el caso de las NPe. De este modo se elimina la sonda no incorporada. Las cflulas son
entonces resuspendidas en KRH (10°/ml 6 2xi0° NPc/m]) e incubadas (1ml) durante 30min
a 37°C y con agitacién, con 0.5mi de tampén (controles) o de la disolucion del agente que
se desea estudiar. La concentracién final de LPS es 50, 100 6 200ug/mi, segin los
experimentos. Las sales sédicas del tauroctlico (TC}, taurodesoxicolico {TDC), taurour-
sodesoxictlico (TUDC) y la considerada mexcla fisicldgica {TC (85%) + TDC (15%)}
{Calbiochem, La Jolla, CA, 1.S.A ), se utilizan siempre a la concentraci6n final de 2mM.

Las disoluciones de estos compuestos son previamente agitadas y sonicadas Smin en bafia
Ulrasons antes de su adicién a las células.

8. INCORPORACIGON DE [“C]-2-DESOXIGLUCOSA.

Este estudio se realiza con hepatocitos cultivados en multiplacas de 24 pocillos (3x10°
Pc/0.5ml medio/pocillo) o con cultives de células no parenquimatosas enriquecidos en
macréfagos de Kupffer {10° NPc/0.4m) medio/pocillo). A las 24 6 48 horas, respectivamente,
las células se someten a distintos tratamientos segin ¢l experimento:

- Para analizar el efecto def LPS, las Pc o las NPc se preincuban en presencia o ausencia

de distintas dosis de endotoxina (10, 50 ¥ 100xg/ml Wiiliam’s) durante 30min a 37°C.

- Para analizar el efecto del medio de cultivo de los NPc sobre los Pc, éstos se preincuban

durante 2 6 4 horas a 37°C, con William's completo o con {2/3 DMEM + 1/3

RPMI11640} completo.

A continacién, en ambos casos, se retira el medio, se lavan las células y se afiade a cada
pocilia 0.5mt de una solucidén 9025, 058 & 1.00mM de {“Cl-2-desoxiglucasa (200,C/ml)
{Amersham Int. Ltd, UK., A.E.= 318mC,/mmol}. Para realizar las diluciones isotdpicas
necesarias se utiliza 2.desoxiglucosa grado HI {Sigma, St. Louis, Mi, U.S.A).

Después de 2min, se elimina el medio de los pocillos y se congela la multiplaca a -20°C
para facilitar el posterior lisado de las células. Una vez descongelada y sonicada durante 5min
en hafio Ultrasons, se afiade a cada pocillo 50u de H,0, 50u] de 4dcido perclérico al 60%
(p/v} para precipitar las proteinas, y 50ul de NaOH 12N para neutralizar el medio. Se
separan totalmente las células del fondo del pocillo ¥ se recogen con el liquido aftadido,
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lavando después cada pocillo con 50ul més de H,O. El volumen total de cada uno de ellos
se pasa a viales que contienen 3Iml de H,O y se afaden 15ml del siguiente liquida de
centelleo: tolueno - tritén X-100 - H;O (2:1:0.2 ; viviv) con 5g/1 de PPO y 0.3g/1 de POPOP.
Tras agitar fuertemente se determina la radiactividad de las muestras por centelleo liquido
en un contador Packard Tri-Carb 3255.

%. ENSAYOQS DE UNIGN E INTERNACION DE INSULINA Y DE LU

Estos ensayos se realizan con hepatocitos cultivados sobre cubreobijetos circulares en
multiplacas Costar de 24 pocillos (3x10f Pc/0.5ml medio/pocilio). Una vez formada la
monocapa, se preincuba en presencia o ausencia de LPS (100 6 200ug/mi William’s) durante
40min a 25°C en el caso de los experimentos con insulina o durante 30min a 37°C en el de
los experimentos con la lipoprotefna de baja densidad LDL. Seguidamente se retira el medio
y se¢ procede a la incubacidn con el agente marcado radiactivamente: [®[]-insulina
(Laboratorios Nova, Copenhague, D.) o [*T)-LDL’.

9.1. UNION DE [*I}-INSULINA.

Su andlisis se ha ffevado a cabo mediante ia incubacion de fos hepatocitos en cultivo con
concentraciones crecientes de insulina sin marcar (Laboratorios Novo, Copenhague, D) (107,
10°,... hasta 10"pg/10° Pc), y una dosis constante de [“I}-insulina monoiodada (0.4ng/pocillo,
AB.»66.4uC,fug); en presencia de albimina {Sigma, St. Louis, MO, 17.S.A) al 1%, durante
90min a 25°C. El ensayo se detiene retirando el medio de incubacién de los pocillos y lavando
és108 con 0.5mi de William's con albimina {1%), para separar totalmente la hormona libre
de la unida. A continuacién se realizan las medidas de radiactividad incorporada en los
microcubres mediante un contador Beckman (Gamma 5500}

La uni6n inespecifica se define como la cantidad de [*I}-insulina unida en presencia de
un gran exceso de insulina frfa (50:g/0.5ml William's/pocillo). La diferencia entre la unidn
total y la inespecifica corresponde a la unidn especifica.

92. UNION DE [*I]-LDL.

Las monocapas de hepatocitos son incubadas con una concentracién constante de [*1]-
LDL (240ng/pocillo, AE.=0204C /ug) en presencia de albOmina al 1% y en presenciz o
ausencia de un gran exceso de LDL fria (150u,g/0.5ml William’s/pocillo); seglin se trate de
determinar la unién inespecifica o la unién total, respectivamente. La incubacidn tiene {ugar

"Cedida por €1 Dr, Gémez-Gerique y E. Bidzquez (Unidad de Lipidos, Fundacién Jimenez Diaz, Madrid).
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& 37°C y durante diferentes tiempos (60, 120 y 240min), retiréndose el medio en el momento
en el que se desea detener la incubacidn. Seguidamente se lavan los pocillos 5 veces con
William's con albGmina (1%) y una 6% vez con el medio sin albtimina. Asf se separa la LDL
unida de §a libre y se procede a determinar la radiactividad asociada a ias células mediante
un contador Beckman (Gamma 5500).

Con el fin de analizar el efecto de la lipoproteina de alta densidad {HDL) sobre la unién
de LDL a los Pe en cultivo, las células se preincuban con o sin HDL' {130, 260 y 520ug/-
pocillo} durante 45min a 37°C, La preincubacién se detiene eliminando el medio del pocillo.
Seguidamente se lavan los pocillos con medio nuevo y se procede a realizar el ensayo de
unién de {*IJ-LDL.

9.3. INTERNACION DE [*I]-INSULINA Y DE [°I]-LDL

La internacién de la hormona o de la lipoprote(na se determina por el método de
acidificacidn de Olefsky y Kao (1982), que extrae Iz radiactividad unida a la superficie celular
mediante una modificacidn del método de Haigler et al (1980). Tras finalizar los ensayos de
unién con insulina o lipoproteina, fas célufas son nuevamente incubadas durante 6min a 0°-
4°C con tampon acetato sédico barbital (pH 3.0) que contiene acetato sédico 28mM, barbital
sédico 20mM ¥ NaCl 117mM. De este modo la radiactividad extraible con 4cido, se debe a
la insulina o LDL unida a [ superficie y 1a no extrafble corresponde al ligando internado. La
suma de radiactividad internada y radiactividad superficial, equivale a la unién total. Si el
ensayo se realiza en presencia de un gran exceso de insuiina fria (50pg/0.5ml William’s/
pocilio) o de LDL fria (150ug/0.5ml William's/pocilio), dicha suma corresponde a la ¢nidn
inespecifica.

10, VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Para la valoracidn de LDH, GK, FA y GOT, se utilizan Kits de Boehringer/Mannheim,
optimizados para muestras de volumen comprendido entre 25y 754l La actividad extracelular
de enzima se determina a partir de alicuotas tomadas a distintos tiempos, de los sobrena-
dantes de cultivos control y tratados con LPS. La actividad intracelufar se determina en el
homogeneizado de la monocapa en PRS, después de haberlo sonicado Smin (bafo Ultrasons)
y filtrado a través de gasa doble. La preparacién de las muestras en el caso de 1z actividad
de la SOD se detalla en el apdo. 10.5.
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10.1. LACTATO DESHIDROGENASA (LDH):
Se basz en la reaccidn:
Piruvate + NADH + H' ————————> Lactato + NAD*
La actividad de LDH es proporcional a la variacién de absorbancia por minuto:
LDH (U/1) = 9118 x { Ayg/min)

La valoracién de LDH ha de realizarse inmediatamente después del tratamiento de ia

muestra, ya que es una enzima inestable a temperaturas menores de 0°C (Hatley & Franks,
1985).

10.2. GLUCOQUINASA (GK):

Ensayo basado en la reaccién acoplada:

GK
Glucosa ————————— > Glucosa-6-fosfato
GE&-DHam
Glucosa-6-fosfato + —w—————— > Fosfogluconclactona +
NAD(P}H* NAD(PH + H”

La actividad de GK es proporcional a la variacién de absorbancia por minuro:

GK (nmoles/min} = { A,,/min) / 6.22x10°

10.3. FOSFATASA ACIDA (FA):
Ensayo basado en la reaccidn acoplada:
FA
1-naftil-fosfate + HO ————————> 1-naftol + fosfato
I-naftol + 2-amino-Sclorotolueno diazotado — > Colorante azoico

La actividad de la fosfatasa dcida se calcula 2 partir de la siguiente expresion:

FA (U/l) = 149 x { A/min)
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10.4. GLUTAMATO-OXALACETATO TRANSAMINASA (GOT):

Su determinacién se¢ basa en la reaccién acoplada:

GOoT

a-cetoglutarato + L-aspantato > L-glutamato + oxalacetato

oxalacetato + NADH + H* —————> L-malato + NAD"
La actividad de GOT se calcula mediante Ia férmula:

GOT (U/f1) = 2059 x { Ay/min)

10.5. SUPEROXIDO-DISMUTASA (SOD).
Esta valoraci6n se ha realizado tanto en el modelo experimental in vivo como in vitro.

e Preparacitn de ias muestras:

Para la determinacién de Iz actividad de la SOD en los ensayos con la endotoxina in vive
se parte de 3g de higado (extraido de ratas en [as distintas fases del shock) que ha sido
previamente perfundido con NaCl (0.9%) para eliminar los giébulos rojos y asf evitar la
contaminacién de hemoglobina. El tejido se trocea y se ie afiade tampdn fosfato pozdsico
50mM pH 7.4 (0.3g higado,/ml tampdun), utilizdndose para la homogeneizacidn un Brinkmann
Pobrron (30seg, posicion 4). El homogeneizado resultante se centrifuga a 100000g durante 1h
(4°C) en uitracentrifuga Beckman (L5-65B} (rotor R40). El sobrenadante es la lamada
fraccién soluble que, tras ser alicuotada, se congela (-20°C) hasta su posterior andlisis.

Para la determinacién de la actividad de la SOD en los ensayos con la endotoXina s vitre
se utilizan hepatocitos cultivades en botellines y preincubados con LPS (0, 50. 100, 200 y
500ug/ml) durante distintos tiempos (2, 4 ¥ 6h) a 37°C. Después de climinar el medio de
los botellines, se lava la monocapa con PBS y se congela (-20°C) hasta su analisis. La
descongelacidn posterior, facilita Ia kisis de las c€lulas, que se resuspenden en tampén fosfato
potdsico 50mM pH 7.4 (1.5ml/boteltin}. Tras homogeneizar (Dounce cdnico 30seg), la
muestra se sonica en bafio Ultrasons durante 30seg y después se repite la homogeneizacidn.
En este momento la preparacidn se mierofuga y el sobrenadante es congelado (-20°C} hasta
el momento de realizar ia valoracién de SOD.

» Ensayo de la actividad enzimdtica:

El ensayo enzimatico est& basado en el método de Misra y Fridovich (1972), y determina
la actividad de la SOD considerando la velocidad 2 la que [a muestra inhibe la autooxidacién
de la epinefrina a adrenocromo. Dicha autooxidacién. a pH 10.2, procede totalmente de una
ruta dependiente de radicales libres de oxigeno y estd comprobado gue esa ruta o
completamente inhibida por ia SOD.
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Teniendo esto en cuenta, y el hecho de que el adrenocromo absorbe a 480nm; ef ensayo
se realiza como sigue:

La mezcla de reaccién es tampén carbopato-bicarbonate (pH 10.2), EDTA {Merck,
Darmstadt, G.) {(i00sM) y epinefrina (Sigma, 5t. Louis, MO, U.S.A.) a una concentracién a
la gue la velocidad de formacién de adrenccromo sea de 0.025 unidades de A /min. Dicha
velocidad es tomada coma autooxidacién control.

Una vez eterminada la autooxidacién control, se afiade a una mezcla idéntica la muestra
& vatorar y se determina {a velocidad de formacidn de adrenocromo (unidades de A ,/min).

Esa velocidad equivale a un porcentaje de autocxidacion x respecto al 100% estimado
como autooxidacién control; ¥ (100-x)% es el porcentaje de inhibicita ejercidn por la muestra
sobre 12 autoaxidacidn de la epinefrina de la mezcla. Puesto que en estay condiciones se
define una unidad de actividad de la SOD como "a cantidad de enzima requerida para inhibir
el 30% de autooxidacién control” (Giri et al, 1988); se obtiene, a partir del (100-x)% de
inhibicién, las U.A.(SOD) (unidades de actividad enzimética) presentes en iz muesta.
Posteriormente se refieren a la correspondiente concentracidn de protefnas determinadz por
el método de Lowry er al (1957).

Todas las medidas se realizan en un espectrofotémetro DU70 (Beckman Inst., Fullerton,
CA, U.SA), en cubetas de Tem de paso Optico v & temperatura ambiente.

11. CAPACIDAD OXIDATIVA INTRACELULAR.

3e ha llevado a cabo en suspensiones de células no parenquimatosas hepéticas (10°
NFe/mi KRH] utilizando {a téenicz de citometria de flujo ya mencionada anteriormente
{Materiaies v Métodos, apdo. 6.2.). La sonda con que se incuban {as células (30min/37°C)} es
un éster de la diclorofluoresceina, el DCFH/DA (200uM; stock = 10mM en dimetilfor-
mamnda), que tras ser hidrolizadc por las esterasas citoplasmdticas celulares vy como
consecuencia Je la oxidacién producida por ios radicales supersxido, se hace flunrescente.
e este modo, un aumento en la intensidad de fluorescencia emitida por las células estd
directamente relacionada con un incremento en los piveles de radicales libres de oxigeno
presentes en el citoplasma celular.

El tratamiente con £.PS { [Gug/mi)} se ileva 3 cabo tras fa incubacién con el DCFH,/DA
y s& realizan las medidas a lo largo del tiempo. La medida de 12 fluorescencia se lleva a cabo
utilizando A, =488nm y 2, =530am.

12, YALORACION DE LOS NIVELES DE MALONIL-DIALDEHIDO.

Este ensayo permite una estimaciSn indirecta de [a peroxidacién lipidica, ya que el
malonil-diaidehido (MDA} es un producto tricarbonado resuitante de la degradacion de los
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perdxidos lipidicos (Chow & Tappel, 1972}, Su valoracién se ha llevade a cabo para analizar
¢l efecto del LPS sobre las células hepdticas tanto in viws como in vitro,

¢ Preparacién de las muestras:

Para las determinaciones correspondientes a los ensayos con la endotoxina in vive, al igual
que en ¢l caso de valoracién de la actividad de 1a SOD, se parte de higado (3g) que ha sido
perfundido con solucidn salina fisiolégica (NaCl 0.9%). El tejido se trocea y se le ahade
tampén fosfato potdsico 0.1M pH 7.4 (0.5g tejido/ml tampdn), en presencia de e-tocoferol
(Sigma, $t. Louis, MO, US.A) al 0.8% (p/v) (stock = 100% (p/v) en etanol). La homogenei-
zaci6n se Ueva a cabo mediante Polytron (PCV, Kinematica GmbH, Suiza) durante 30seg, El
homogeneizado se diluye 1/2 con tampdn y tras agitar se congela (-20°C) una alicuota {iml}
para la posterior valoracién de protefnas. A continuacidn, 7ml del homogeneizado diluido,
se mezclan con 1ml de 4dcido tricloroacético (TCA)} (Merck, Darmstadt, G.) al 40% (p/v). y
se procede a centrifugar durante 10min a 27000g {0°4°C) (Sorvall mod. RC2-B, rotor S5-
34). E! sobrenadante se recoge cuidadosamente con una pipeta pasteur y se mezcla con 4cido
tiobarbittrico {TBA) (Sigma, St. Louis, MO, US.A) en la siguiente proporcién: 2mi
sobrenadante + 0.5ml TBA (2%) (p/v). Tras agitar, los tubos son incubados durante 20min
a 95°C, convenientemente tapados para evitar su evaporacion,

Para las determinaciones correspondientes a los ensayos reatizados con la endotoxina i
vitro, se utilizan hepatociios cultivados en boteilines y preincubados en presencia o ausencia
de LPS (100, 200, 500ug/ml William’s) durante distinios tiempos (2, 4 y 6 horas) a 37°C. Una
vez {inalizado el tratamiento, se elimina el medio de los botellines, se lavan cuidadosamente
las monrocapas con PBS, y tras retirar todo el tampdn de lavado se gasean con N, durante
lmin y se congelan los botellines (-20°C) hasta su procesamiento. 1.a congelacién y posterior
descongelacién de las células, favorece su lisis por lo que resulta sencillo despegarias del
sustrato, resuspendiéndolas en Imi de PBS. Tras anadir o-tacoferol al 2% (p/v) (stock = 1009%
(p/v} en etanol), la suspensidn se homogeneiza con homogeneizador conico durante 60seg
en cada caso. A continuacién se sonica durante Imin para completar la lisis total de las
células, y se congela (-20°C} una alicuota, que se reserva para la valoracidn de proteinas. £l
resia del hormogeneizado se mezcla con TBA ¥ TCA, en las siguientes proporciones: 0.7mt
muestra + 0.7ml R siendo R ef reactivo constituide por TCA (20%)/TBA (1.6%) en la
relacién /1, v/v.

Después de agitar, se lieva a cabo Ia incubacién a $5°C durante 20min, con los tubos
convenieniemente tapados.

» Ensaye colorimétrico:

Al igual que [a preparacién de las muestras, el ensayo colorimétrico estd basado en el
método de Wong et al (1984), con algunas modificaciones que se describen a continuacidn:

La recta patrén se realiza con malonil-dialdehido terc-butilade (MDAtb) (Fluka, G.}, en
concentraciones que van desde 0.1 hasta 1ug/ml, a las que se le ahade un volumen igual de
reactivo R {xvol. TCA (20%) + rvol. TBA (1.6%)} de modo que el porcentaje final de TCA
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y TBA es igual tanto para las muestras in viso, como in vitre, como para la recta patron
([FCA = 5%, [TBAL,,=04%; (p/v)).

Después de agitar, se lleva a cabo la incubacién a 95°C durante 20min. Las muestras se
centrifugan después en una microfuga (Beckman) durante 5min, y el sobrenadante es
utilizado para la lectura de Ay, que se realiza en un espectrofotémetro DU?0 (Beckman
Tnst., Fullerton, CA, U.S.A.). Los resultados obtenidos al interpolar los valores de Ag, en s
recta patrdn, hacen referencia a valores de nmoles MDA/ml, por lo que har de dividirse por
ia correspondiente concentracién de proteinas. En el caso de las muestras in vive dicha
concentracién ha de ser corregida por el factor 7/8 x 2/2.5 (0.7), ya que éstas son las
diluciones que sufre ]a muestra desde que se recoge la alicuota de proteinas hasta que se
determina Ag,.

13. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOCROMO b, Y P450.

La determinacién espectrofotométrica de los niveles de citocromo en higado, requiere el
aislamiento previo de la fraccidn microsomal. El procedimiento 2 seguir estd basado en el
método de Kelly et al (1984) con ligeras modificaciones (Fig. 75). Cuando se utilizan
hepatocitos en cultivo, la medida se lieva a cabo directamente en el homogeneizado de la
monocapa. Para ello, Ias monocapas de hepatocitos se lavan cuidadosamente con tampén
fosfato potdsico 0.IM pH 7, se congelan a -20°C y, antes de determinar {a concentracidn de
citocromao [P4AS0 4 by, se someten al sigwiente tratamienio:

12} Descongelar.

2%y Homogeneizar en iml de tampdn fosfato potdsico 0.1M pH 7.
39) Sonicar Smin.

4% Filtrar por gasa doble,

57 Piluir 1/4 en el tampén anterior.

13.1. CITGCROMO b,

El contenido microsomal de citocromo b, se valora en funcién del espectro de diferencia
del citocromo b, reducido frente al oxidado, empleando el coeficiente de extincién molar
Cupan = (85 cm” mM? caiculado por Omura y Sato en /964,

L3 muestra se coloca en ambas cubetas con una concentracién aproximada de (.6mg de
proteina/mi de tampdn. Una vez registrada la linea base se afiade a la cubeta de muestra
mg de ditionito sddico y se procede entonces a realizar el espectro.
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13.2. CTTOCRGMO P450.

El contenido microsomal de citocromo P450 se valora también en funcién de un espectro
de diferencia: el del citocromo P450 reducido-CO, frente al citocremo P450 reducido, usando
como coeficiente de extincién molar el descrito por Omura y Sato (1964)
91 cn’'mM™.

La forma oxidada det citocromo no se combina con el mondxido de carbono, mientras que
ia forma reducida presenta una afinidad muy aita. Su unién al CO es lo suficientemente
répida para permitir utilizar la deteccidn del complejo monoxidocarbonado como medida de
la reduccitn del citocrome presente en la muestra.

b€

El procedimiento préctico es andlogo al usado para la determinacién de citocromo b, con
las salvedades siguientes:

- 3¢ afade 50mg de ditionito sédico a ambas cubetas (de muestra y de referencia).

- ¢ burbujea con CO durante 1min la cubeta de muestra.

- Es necesario gasear con N, ambas cubetas y taparlas inmediatamente con una pieza de

teflén para obtener una atmdsfera anaerobia dada la facilidad de autooxidacién del

citecromo P456.

Todos los espectros de diferencia se han realizado en un espectroforémetro Cary mod.
118 con cubetas de lcm de paso Gptico y a temperatura ambiente. El citocromo caleulado se
refiere a los miligramos de proteina presentes en Ja muestra.

14. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO CITOSOLICO.

14.1. ESPECTROFLUORIMETRIA.

La determinacidn de la concentracién de Ca™” intracelular se lieva a cabe utilizando la
sonda FURA-2 cuya emisién fluorescente depende directamente de la concentracion de este
catién en el medio en el que se encuentra la sonda (Trien, 1980).

Para la incorporacion del FURA-2 en el interior celular, los hepatocitos (3x10° Pc/ml en
suspensién 0 monocapas cultivadas sobre cubrecbietos Belleo 13x54mm}) son preincubados
con el acetoximetiléster FURA-2/AM que peneira con faciidad en la céjula, donde posterior-
mente es hidrolizado liberando la sonda fluorescente sensible a la {Ca* "],

lLa preincubacidn con FURA-2/AM (Molecular Probes, Eugene, OR, U.S.A) (stock =
=1mM en DMSO, [FURA-2/AM],,, = 5uM) se realiza durante 30min a 37°C en tampdn
Krebs-Ringer modificado que contiene; Hepes 10mM (pH 7.4), NaCl 140mM, KCl 5SmM,
CaCl, 1.3mM, MgCl, 1mM y glucosa (Merck, Darmstad, G.} 10mM, y en presencia de suero
fetal al 1%. En los ensayos realizados con hepatocitos en cultivo, las monocapas son entonces
lavadas con tampdn para realizar a continuacion el tratamiento en presencia o ausencia de
LPS {100 y 200ug/ml), durante 30min a 37°C. $in embargo, cuando se utilizan células en
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suspension, la incorporacién de la sonda se detiene por dilucién 1/10 con tampdn sin suero,
sedimentacidn a 165g/20seg, lavado con tampdén sin suero Smin/37°C, sedimentacidn una vez
més ¥ por (1timo resuspensién en tamp6n sin suerc (10° Pc/ml). A continuacién se procede
al tratamiento con o sin LPS como en el caso de los hepatocitos en cultivo, salvo que de
nuevo para detener la incubaci6n es preciso sedimentar y resuspender (1.5x10° Pc/mi),
mientras que en los cultivos basta con retirar el medio y favar cuidadosamente.

En algunos experimentos, para investigar si la endotoxina afecta a Iz movilizacién de
caicio intracelutar, ‘& incorporacidn de calcio extracelular se elimina utilizando tampén que
no contiens Ca™* y suplementado con EGTA 0.2mM.

Finalmente se Devan a cabo las medidas de la emisién fluorescente (F) utilizando como
A =30nm ¥ 1 =510nm. La concantracién de €'’ inmiracelular se obtiene a partir de la
expresidis

[Ca’*}, = Ky AF - Frt) / (Fra - F)

en la que K, =225mM en el entorno citostlico {Malgaroli et al, 1987) y F . v F,,, son los
valores de F obtenidos en el calibrado de 1a emisién fluorescente, que se lleva a cabo como
se detalla a continuacién:

- Con los hepatocitos en suspensién F_, se obtiene lisando las células con Triton X-100
(Serva, Heidelberg, G.) al 0.1% para saturar asf el fura-2 con el calcio libre del medio,
La F,., se determina afadiendo 20mM EGTA (Sigma, St. Louis, ML, US.A)) {pH 8.3).
- Con los hepatocitos en cultivo se utiliza digitonina (Sigma, St. Louis, M, US.A) 20uM
para calcular F,, ¥ posteriormente se afiade MnCl, 0.5mM (Merck, Darmstad, G.) para
determinar F .

En todos los casos la fluorescencia intrinseca e las sustancias ahadidas, se resta de la F
total medida.

La colocacién del cubreobjetos en las medidas realizadas con hepatocitos en cultivo se
detalla en la Figum 14.

14.2. CITOMETRIA DE FLUIO,

El Indo 1-AM (acetoxi-metiléster del Indo 1) penetra ficllmente en las ¢élulas, donde se
libera Indo-1 por la accitn de las esterasas intracelulares. Este compuesto fiuorescente, al
unir calcic sufre un desplazamiento en su espectro de emisién hacia longitudes de onda
menores. Asi, las variaciones en la concentraci6n de caleio citosolico pueden ser detectadas
midiendo simultineamente la fluorescencia emitida a dos longitudes de onda: 3. =472nm
¥ A4 =488nm; correspondiendo la primera al mé&ximo de emisién para la sonda unida a calcic
y la segunda para lz2 sonda libre de calcio.
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Utilizando la técnica de citometria de flujo (Facstar Plus, Becton Dickinson, CA, U.S.A.)
{Materiales y Méodos, apdo. 6.2}, se ha determinado [a varacién que experimenta fa
concentracién intracelular de este catién en Pc y en NPc en suspension (10° células/ml) tras
el tratamiento con LPS. En primer lugar se preincuban las células (45min/37°C) con la sonda
(6uM; stock = ImM en dimetilsulféxido) y después se incuban con LPS (10, 100sg/ml), para
posteriormente determinar simulténeamente la intensidad de fluorescencia que presenta la
muestra a las dos longitudes de onda de emision citadas anteriormente.

15. DETERMINACION DEL pH INTRACELULAR.

Para la medida def pH intracelular se utiliza un derivado de carboxifluoresceina, el 2,7
bis(carboxietil)-5(6")-carboxifluorescetna (BCECF) sensible a los cambijos de pH del entornae.

El penta-acetoximetil-ester de este compuesto (BCECF/AM) no es fluorescente y penetra
ficilmente en las células donde es hidralizado por las esterasas citosSlicas, liberdndose la
forma polianiénica fluorescente BCECF.

El espectro de excitacin de este compuesto depende de su estado de ionizacidn,
mostrando un desplazamiento de la A del miximo de excitacion. Asl pues, las medidas de
fluorescencia se realizan a una ) de emisién de 530nm. después de haber excitado fa muestra
alternativamente a 500nm y 450nm. La emisién fluorescente obtenida a 530nm tras haber
excitado a 500nm es sltamente sensible al pH, mientras que a 450nm es pricticamente
independiente del pH (punto Sosbéstico).

Después de corregir 1a fluorescencia basal de la muestra, el uso de la relacién de las
fluorescencias obtenidas para las dos longitudes de onda de excitacidn {R=Fu/Fg).
proporciona medidas de pH intracelular que no se ven afectadas por los cambios de
concentracidn Intracelular de sonda debidos a su pérdida o al fotodesteqido.

Los hepatocitos, cultivados sobre cubrecbjetos (6x24mm), son incubados en presencia o
ausencia de LPS {100pg/mi William's) durante diferentes tiempos a 37°C. Tras lavar
cuidadosamente las células con tampén Krebs-Ringer modificado® {(Hepes 10mM (pH 7.4),
NaCl 140mM, KCl SmM, CaCl, 1.83mM y MpCl, ImM), se colocan en la cubeta del
espectrofiuorimetro (Perkin-Elmer MPF44E termostatizada con un equipo Lauda). Esta ha
de estar previamente preparada cen dicho tampén (3mi} a 37°C, y una base que encaja en
la cubeta ¥ posee una ranura en la gue se introduce el microcubre.

En este momenio se mide fa fluoresceacia basal de los Pe y seguidamente se incuban {en
la propia cubeta) con BCECF (Calbiochem, La Joila, CA, US.A.) 10uM (stock=1mM en
DMSOQ) durante Smin a 37°C. A contiftuacién (iras eliminar la sonda no incorporada), se
excita la muestra alternativamente a A, =500nm y . =450nm, midiendo la fluorescencia
(F) emitida a A, =530nm. Después de corregir estos valores con la F basal, se calcula la
relacién R=Fg,/F.e.
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Todas las medidas de F se llevan a cabo perfundiendo continuamente la cubeta con el
tampon de ensayo, para evitar la posible interferencia de sonda liberada al medio tras haber
sido incorporads (Gleson et al, 1989).

Con €l fin de convertir los cocientes obtenidos de F/F 5 en valores concretos de pH
intracedular {pH}, se realiza una recta de calibrado tanto en las células control como en las
tratadas con LPS. Para ello se perfunde la cubeta con soluciones (KRB modificado®)
tamponadas a distintos pHs (6.5, 6.8, 7.1 y 7.4) ¥ que contienen nigericina (Sigma, St. Louis,
MI, U $.A) 12.54M, la cual actia como iondforo igualando el pH, con el pH del tampén en
cuestion. En estos tampones de calibrado, se sustituye el NaCl por KCl 120mM.

Procediendo de modo asdloge a lo explicado anteriormente, se evalia el cociente R
determinado por cada uno de los tampones de calibrado, y con la recta obtenida se calculsn
por interpalacidn tos valores de pH, correspondientes a 1o5 Fg,/F.q medidos con anterioridad
al calibrado.

16. VALORACION DE PROTEINAS.

Segin el método descrito por Lowry (1951).

17, ANALISES ESTADISTICO.

Los datos experimentales son media de ur minamo de tres experimentos & o,






. RESULTADOS.

1. MODELOS EXPERIMENTALES,

Para lievar a cabo el estudio de la acci6n endotéxica sobre el higado, se han utilizado
como modelos experimentales:

» La induccidn én vive del estado de shock endotdxico reversible en 1ata.
v El tratamaiento & vigre de distintos tipos celulares hepdticos, en suspensién y en
cultivo primario, con fa endotoxina.

1.1 CARACTERIZACION DEL MODELC DE SHOCK ENDOTOXICO REVERSIBLE.

El estzdo de shock endotéxice se ha inducide en ratas Wistar, mediante la administracion
iv. de 1.6mg de LPS de Ecofi 0111:B4/100g de peso, dosis inferior a la letal (2-5mg/100g
de peso) (Conde, 1982}. Esto permite la reversibilidad del shock v produce un estade agudo
de endotoxicosis entre las 4 y las 6 horas del tratamiento, dependiendo de la sensibilidad que
presenter; los arimales a ia endotoxina. La fase aguda del shock se caracteriza por irsutismo,
sed, auments de la temperatura corporal y iechazo total del alimento, sintomas que
desaparecen cuande el animal entra en fase de recuperacicn hacia las 24 horas

En estudios previos {Garcla et ol, 1990b) se ha comprobado que existen alteraciones
histoldgices del higado durante la fase agrda del shock, alteraciones que remiten en la fase
de recuperaeriin. Bl daho hepatico observado durants el proceso coincide con cambios en
algunos pardmerros séricos «que permiten caracierizar las fases del shock v su evelucidn,

Se ha comprobado que la concentracion de glucesa sanguinea, tras una hiperglucemia
transitoria, disminuve mds de un 50% respecta a sus valores normales; {a glutamatg-oxalace-
tato transaminasa {GOT) aumenta sus niveles plasmiéticos incluse en un 300% en la fase
aguda, incremento caracteristico de alteraciones patoldgicas del parénquima hepitico,
normalizéndose los niveles de esta enzima en la fase de recuperacién; y la albimina ve
disminuida progresivamente su concentracién sérica. Tanto los niveles de glucosa como los
de albimina se mantienen por debajo de ios normales aun en Ja fase de recuperacion (24-
2h) (Fig. 16).

La medida de estos pardmetros séricos se ha utilizado de forma cutinariz en los
experimentos in vivo para conocer el grado de intoxicacion del animal, asf como para seguir
la evolucitn del shock y asegurar la correcta toma de muestras para el posterior andlisis de
distintos pardmetros bioguimicos en tejido.
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Figzra 16 Pardmetros carecteristicos de la evolucidn del shock endodxico reversible.
A=Fase de induccién; B®Fase aguda; C=Fase de recuperacion.

1.2. CARACTERIZACION DE MODELOS IN VITRO CON DISTINTOS TIPOS
CELULARES HEPATICOS.

Con e} fin de analizar el posible efecto directo de Lpopolisacdrido a nivel celular evitando
la influencia de sucesos extrabhepdticas, presentes en los experimentos in vivo, se han utilizado
células parenquimatosas y no parenquimatosas hepéticas, lanto en suspensidn como en
cultivo primario.

Ambos modelos permiten estudiar el efecto del LPS sobre cada tipo cehidar hepitica,
ofreciendo la posibilidad de discernir entre las acciones directas del LPS y las indirectas
debidas a alteraciones hormonales, nerviosas, det sistema de coagulacidn y complemento y
a la existencia de mediadores de inflamacién cuya intervencidn en ia propagacidn del shock
endotéxico es indudable (Kittrier, 1983; Bond, 1984).

Los ensayos con células aistadas sélo pueden levarse a cabo a tiempos cortos (dos horas
méxima), por Io que se ha recurrido preferentemente a la téenica del cuitivo primario para
estudios relacionados con respuestas a mis largo plazo. Por otra parte, en ios cultivos
primarios {a regeneracidn del glicocdlix cefular es completa, asegurando ia integridad de Ja
membrana plasmiética en ensayos de unidn a receptores.
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1.2.1. Células parenquimatosas.

Las células parenquimatosas (hepatocitos, Pc), en suspensién y en cultivo, se han utilizade
como modelo experimental basico en el estudio de las acciones del 1.PS a nivel celular,

La caracterizacién morfologica de los hepatocitos obtenidos se llevé 2 cabo en estudios
previos (Pagani ef al, 1988) mediante técnicas de microscopia tanto dpfica ¢n contraste de
fase y de fluorescencia {inmunofluorescencia antitubulina y antiactina), como elecrrdnica de
transmisién y de barrido. Toda ello pusa de manifiesto la pureza de las preparaciones de Pe,
la conservagiSn de su uitraestructura y la preservacion del citoesqueleto celular,

Ia existencis de una correcta correlacidn morfolégico-funcional en 2ste modele
experimental, se comprobd mediante estudios que cvaluaron la incorporacion de {“C7-2-
desoxiglucoss asi como Ia biosintesis de aibaminz (pardmetro caracteristion de las células
parenquinatosas) (Pagani et gl 1988,

1.2.2. Céiulas no parenquimaiosas.

Debide a la importancia que pueden tener las células no parenquimatosas {células
sinuscidales, S¢, NPe) en la propagacién del shock se ha procedido a la puesta a punto del
aislamiente, purificacidn y cultive de estas poblaciones celulares hepdticas.

1.as céiulas sinusoidales son minoritarias en el higado (=35% en nimero y s6io un 6% en
volumen) (Blowin, 1977) v estin constituidas por 4 tipos celulares. macréfagos o células de
Kupffer {Ke), céfulas endotelinles (Ee), células acumuladoras de grasa (FSc o células Iro) y
céjulas pit (Wisse, 1977} Por ello, su aislamiento y purificacién requiere técnicas complejas
gue sdio se han desorroliade recientemente [Knook & Slevster, 1976},

Enire los distintos procedimientos existenies, se seleccionaren y uulizaron ios que se
detallan en {a Tabla 7, cor ¢l finr de aislar y purificar células no parenquimatosas cuye cultivo
permitiese ef enriquecimiento de fa preparacion en céfufas de Kuptier.

Camo consecuencia de los resultados obtenidos, se han utilizade conjuntamente las
enzimas colagenasa y pronasa para el aislamiento de las células no parenguimarosas (Materia-
les y Métedos, apdo. 3.2.2),

{as condiciones Gptimas de cuitivo son fas indicadas en Matengles ¥ Métodos (apdo.
1dlch

La caracterizacidn morfoidgica y funcional de los cultivos ohrenidos se ha llevado a cabo
simultineamente mediante las pruebas de tincidn para peroxidasas, analizadas mediante
microscopia dptica y electrnica (Resultados, apdos. 3.1.1., 3.1.2).
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Tabls 7 Rendirmi

de fos diggi 1o

)

PATERGUIMDOSAs Cuyd Cullivo permite unl ¢

paa o

3

¥ purificacidn de céhulns no

de ia poblacidn de macrdfagos de Kupffer.

AISLAMIENTO

PURIFICACION

NPc/higade % (Ke/Ec) Obs.  Referencias

»  Coiagenasa (0.035%) Gradienre percoll + S0+ 2000 30/48  25% Pc Seljelidy Smedsred
&= 26ml/min Adherencia diferencial 1980
Sinedsered y Pertoft
985
» Colagenass (0.050%)  Gradiente percoll + 10x19° = 2x10° /48 10% Pc Smedsrad ef al.
&= 10mi/min Adherencia diferencial 1985
+ Incubacitn Steffan et al.
(3min/3T°C/240mpm) 1986
colagenasa (0.050%)
+  Colagenasa (Q.050%) Gradienie nycodenz + I £ X160 30736 10% Po Knook et af,
® = 10mi/min Adherencia diferenciat 1977
+ Incubacién (pretratamiento sustrato) Sirffan e ol
(30min/3T°C./240rpm) 1985
colagenass (0.050%)
~ Coisgenasa (0.04%) + Gradiente nycodeme +  100z10° + 20x10°  80/45 0% Pc Van Bosuw et al.

pronasa {0.04%)
& = 20ml/min
+ Incubacidn
(30min /37C/100rpm)
colagenasa + pronasa
(005%)  (0.025%)

Adberencia diferencial

1988

" 1) BSA 25% (p/v)
Glutaraldehids 25% (v/v)

30msin/37°C
Whreirn 37

Laakso y Smzdsred
e

2. ACCION DEL LPS IN ¥IVO.

El modeio de shock endotéxico reversible inducido en ratas, proporciona una aproximacidn
importante en el conocimiento de las alteraciones fisiopatoldgicas de los estados de shock,
permitiendo el estudio de los mecanismos de destoxificacion puestas en marcha en las
primeras etapas del shock.

Los procesos de fagociiosis realizados por el Sistema Reticulo Endotelial (RES) como
respuesta del organismo frente a las endotoxinas bacterianas, desencadenan una serie de
acciones que implican ia produccion de radicales libres de oxigeno y la sfniesis y liberacidn
de mediadores activos que pueden contribuir a la propagacién del shock {Binnelin & Decker,
1983).
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Actualmente se relaciona la indnecién del shock endotéxico con la prodwccion de radicales
libres y la afectacién de log sistemas de membrana. Por ello se ha investigado en ¢l modeio
in vivo (Resultados, apdo. 2) Ia actividad de {a enzima superdxido dismutasa (SOD), la
peroxidacion lipidica y los niveles de citocrome b, por su contribucién en ios procesos de
destoxificacion hepética y de remodelacién de membranas.

2.1. SUPERCXIDO DISMUTASA (SOD).

L2 actividad de la enzima superéxido-dismutasa (SOD) hs side determinada en la fraccidn
soluble de higados procedentes de ratas control o intoxicadas, 2 distintos tiempos tras la
administracién de endotoxina,

Los resultados obtznidos muestran que, en la fase aguda de} shock, dicha actividad se
reduce g la mitad y ls recuperacio del animal implica, no sdlo [a vuelta de este pardmetro
4 kos valores control, sinc un aumentc considerable da la actividad de SOD /Tabia 8).

Tabla &  Vorigudn de o actividad de SOD en fraccidn saluble hepdtica, duranie e shock endotdrico

reversibie inducido por LPS.
FASE DEL SHOCK TRATAMIENTO 50D (%)
CONTROL 5h 100 % 7
Fase aguda
LPS Sh 52+8
CONTROL 24h 100 + 6
Fase de recuperacitn
LPS 24h 138 £ 9

22 PEROXIDACION LIPIDICA.

El andlisis de la peroxidacién lipidica se ha realizado mediante Iz determinacién de los
niveles de malonil-dialdehido (MDA}, producto tricarbonado resuitante de la degradacién
de perdxidos bipidicos (Chow & Tappel, 1972}. Los resultados obtenidos se reflejen en la
Figura I7, indicando un incremento en la peroxidacitn lipidica de un 28% durante ia fase
aguda del shock (5h) y una disminucién de un 38% en lz fase de recuperacién (24-72h).
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Figurg 17 Varigcion de los niveles de MDA en homogeneizads de higads, durante ef thock endotdrico
reversibie inducide por LPS. Controles  { & } Tratados con LFS

2.3, NIVELES DE CITOCROMO b,

El citocromo b, est4 implicado en las reacciones de hidroxilacién microsomal NADH-
dependientes y se interrelaciona ademds con el sistema de oxidasas de funcidn mixta
{citocromo P450).

Teniendo en cuenta la alteracion observada en los niveles de citocromo P450 tras el
tratamiento con LPS {Pagani et al, [957]) y la posible afectacidn de sistemas de membrana
durante ei shock, se ha levado a cabo la valoracién de los niveles de citocromo b, en la
fraccién microsomai hepética de ratas tras la induccién del estado de shock reversible. Dicha
vaforacion se ha realizado durante as distintas fases del proceso.

Los resultados de estos estudios (Fig. 18) ponen de manifiesto un significativo aumento
de la concentracién de citocromo b, en los animales intoxicados respecto a los controles. Esta
elevacifn es mixima en la fase aguda def shock (4-6h), alcanzindose valores superiores a fos
normales en un 28-35%. Una vez transcurridas 24 horas después de la inyeccidn intravenosa
de 1PS, los niveles de citocromo b, son andlogos a los existentes en ratas control

Los niveles de citocromo P450, implicado en los mecanismos de destoxificaciton hepéticos,
fueron previamente estudiados (Bosch et al, 1983), mostrando una progresiva disminucién
tras la inyeccién del LPS. Esta disminucidn continfia incluso durante la fase de recuperacion
del shock reversibie, {ase en la que la mayorfa de los pardmetros vecuperan sus valores
normales.



3|

¢

i

3500 oo o b e
0 e 46 22

TIEMPO {(horas)

Figura I& Viriscitn dz los niveles de citocromo by en microsomas de higado, durante ¢! shock endotdxico
reversidle inducida por LPS. % Convules  { # ) Tratados con LFS

srooles oib. bs/mg prot. E

En ia Figura 19 se muesira el incremento de la relacién de los niveles de citocromo By ¥
citocroma P450, que se observa durante la evolucidn del shock.
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duranse el shock endoidico inducido por LPS.
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3. ACCION DEL LPS IN VITRO.

De acuerdo con los objetivos def presente trabajo, fa experimentacion in vitro se ha
centrado en el estudio de la accidn del LPS de E.coli sobre los distintos tipos celulares del
tejido hepatico, con el fin de desarrollar un modelic experimental que permita esclarecer los
mecanismos de endotoxicidad a nivel celular,

1.1. MORFOLOGIA DE LAS CELULAS NO PARENTUIMATOSAS HERATICAS.

Estudios previos han puesto de mandiesio slteiacones morfolégicas producidas por L
endotoxina en hepatocitos en cuitive, destacando fundate; talments 'a revracsidn citoplas. is-
tica y <l notable aumento de célulss redondeadan
et al, 1958;.

Con el fin de realizar un estudio paralelo. se ba analizado el sfecio del L PS sobre la
morfologfa de las células no parcnquimatosas, medisnie 1éonicas de microsconfa dptics y
electrénica.

dheridss narcialmeniz 1 wuetvate (Pagar?

3.3.1. Microscopia dptica.

L4 actividad de las peroxidasas enddgenas, jocalizadas fundamentalmente en ia envoltura
nuclear y en reticulo endoplésmiuo, es especifica de fas céhilas de Kupffer por lo que para
su caracterizacién morfolégico-funcional se reaiiza ia tincion citoquimica Je perosidasas que
implica la wilizacion de diaminobenzidina {DAT

La Figura 20 muestra el resultado positive de osia tineidn en los cultivos celularas
obtenidos (48h). Asimismo, se cbserva un efects idxicn de la DAB potenciado por el LPS
(Fig. 20By D).

Estos cultives enriguecidos en células de KuplHer presentan zonas Jensas v células
dispersas (Fig 214), que se encuentran muy aplanadas sobre el sustrato, se dividen (Fig 218
y €) y llegan a confluencia (Fig. 2ID}). El tratamiento con LPS {10xg/ml} aumenta la
retraccién citoplasmatica y €l nimero de vacuolas (Fig 27E). Dosis mayores (200ug LPS /mi)
provocan vacuolizacién notable, retraceion completa y pérdida de adhesidn al sustrato (Fig.
21F).

3.1.2. Microscopia electrénica.

El control ultraestructural de las células recién aisladas se muestra en la Figurg 224 y tras
48 horas de cultivo (Fig. 23) se aprecia la recuperacion celular tras el aislamiento,

14 incubacién con LPS (Fig. 22B y C) induce 1a formacion de vacuolas autofigicas que
presentan figuras de mielina.
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Figura 200 Cadnvo de células no parenquemaiesas enrigeecidas oo cefulas de Kupffor, observado por contrasic

de fusel iras fa fincion para perasidasas.
iA} (B) Controles {210} {x540)
SCH D) LPS (J0ugAnt) {c270) (x540)



Fiyura 21: Cultive de células ne parciquiituaigsas enriquecido o ¢ ulas de Kupffer, observada por contrasie
de fascs.
(A4) (B} {C) (D) Controdes (x20) O (1541
(E) LIS (g mi) (c840f
(F) LS (2001g/mi) (x§40)
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Figuna 2 Cultivo de cdiulas no parenguimetesas enniguecidas en células de Kupffer, observadas por
microscopit elecindnice de iransmiridn,
{4) Cohules recién sembredas {x11700)
(B} Cultivo (48h) LPS (2004g/mi) (x20800)
() Cultivo (48h) LPS (200ug/imil) (26000}
La barra corresponde a 0.5)um,
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Figura 23 Cultive de células no pareng idas en células de Kupffer, obscrvado por
microscopia elecirdnica de ronsmisidn trax la tincidn pare peranidasas.
CONTROLES
{A) (x1200} (B) Mitocondrias (m) (x54200) (C) Niicico (x21700)
(D} Detalle de membrona miclear (xP0400)
La harra coresponde a 0.5pm.




RESULTADOS

Figura 24 Cultivo de céhiles no parenquimatasas enriquecidar en célulay de Kupffer, observado por
mitrascapla electronica de transmiside (ras lg tincida para peroxidasas.
TRATADCOS CON LPS (200ug /)
(A {x12650} (B) Miiocondnias (x36150%
(D) Detalle de membrang nucleor (x3615¢)
La barrg corresponde @ 0.5,

(C} Autofagasomas (x00400)
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El tratamiento con diaminobenzidina (DAB) (Figs. 23 y 24} da lugar a una reacci6n
peroxidasa positiva en torno al niicleo en el 80% de las células del cultivo (Kc). La DAB
aumenta ligeramente la vacuolizacién celular (Fig 234 y D}, pero la membrana nuclear
permanece intacta (Fig. 23C}, asi como la mayor parte de las mitocondrias (Fig. 238).

Tras el tratamiento con LPS, la morfologia aparece muy desestructurada (Fig. 24.4) con
alteracién de todas las mitocondrias (Fig. 24B), aparicién de numerosas figuras de mielina

que corresponden a autofagosomas (Fig. 24C) y gran dilatacién de los pores de 1a membrana
nuclear (Fig. 24D).

32, LOCALIZACION INTRACELULAR E INCORPORACION DE [“C]-LPS EN
CELULAS NO PARENQUIMATOSAS HEPATICAS,

El estudio de la localizacidn witraestructural det LPS en células hepéticas se ha realizado
mediante la técnica de inmunomarcaje con oo coloidal unido a protefna A, Esta técnica ha
puesto de manifiesto, en estudios previos (Municio et al, 1990; Diaz-Laviada et al, 1991), que
la endotoxina se une a la membrana plasmitica de fas células parenquirnatosas preferente-
mente en las microveliosidades, no pudiéndose demostrar no obstante la existencia de sitios
especificos de unién. A los 40 y 60min ¢l LPS ha penetrado completamente en la célula,
encontrdndose mayoritariamente en mitocondrias. EI LPS disperso en el citoplasma no
parece asociarse a ninguna estructura de membrana como vacuolas o fagosomas. A tiempos
largos de incubacién Ja endotoxina puede observarse incluso ¢n el interior del nicleo.

Paralelamente, el estudio llevado a cabo mediante esta misma técnica en células de
Kupffer (Figs. 25 y 26) permite localizar el LPS fundamentalmente asociado a vacuolas.

La Figura 25 muestra que a los 15min de tratamiento la endotoxina se encuentra unida
a microvellosidades (Fig. 25B) y ya aparece en el interior celular asociada a vacuolas (Fig.
25Cy D). Se aprecia también marca en mitocondrias, las cuales estdn alteradas (Fig. 25E} v
en autofagosomas (Fig. 25F). A este tiempo corto de incubacidn, el LPS raramente alcanza
el nicleo.

A los 60min de tratamiento (Fig. 26). todavia se observa LPS unido a microvellosidades
(Fig. 268}, sigue existiendo marca en el interior asociada a vacuolas (Fige. 26Cy D), y puede
llegar al nbcleo (Fig. 26E). Ademis la endotoxina aparece muy frecuentemente unida a restos
de membranas mitocondriales en avtofagosomas (Figs. 26E y F).

Previamente se realizaron experimentos que demostraron que el LPS de Ecolf 0111:B4
se une de forma inespecifica a los hepatocitos (Pagani et al, 1955; Pagani et al, 1958},
produciendo alteraciones de las caracteristicas de su membrana plasmética (Portolés et af,
1987).

De modo anslogo, se han llevado a cabo en el presente estudio, ensayos de incorporacion
de [“C]-LPS a cultivos de células no parenquimatosas enriquecidos en células de Kupffer,
mostrdndose [z existencia de una proporcionalidad directa entre la dosis de endotoxina
utilizada v la cantidad de radiactividad incorporada por las céluias (Tabla 9).



Figura 25:

Inmunomarcaje con orv coloidal, de cultivas de cébulss no p

céhilas de Kupffer y iratados com LPS durante 15mir o 37°C.
(A) (x13300) (B} (x535380) (C) (x4200) (D) (x55380)
(E) (x35380)  (F} (x94200)
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FIEWA 2D (UTUOMAreale con o0 coloidal, de cultivos de células no parcrquimetosas y enriquecidas en
célulay de Kupffer y wratados con LPS durente s0min a 37°C
(A} {rij300) (B) (x94200) (C) (x55380) (D) {x94200)
(£} (x94200)  (F) (x55380)
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Figura 26; {Continuacion)
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Tabla 9  Incorporacion de [*CJ-LFS por cultivos de células no parenquimatosas enviguecidos en células

de Kupffer.
["C}-LPS LPS INCORPORADO
5 ug/1if NPe Bl £ 14 ng/10° NPc
30 g/ MPc 9+ & ag/lo® NPc
58 pg/10° NPc 549 = 69 ng/10° NPe
155 agf10° NPe ARG + 260 ng/ W NPe

13, PROPIEDADES FISICAS DF LA MEMBRAMA PLASMATICA DE CELULAS
HEPATICAS.

{Zonsiderapdo la importancia de la interaveie LPS-merabrana plasmatica en 2
citotoxicidad del 1LPS (Difkstra et af, 1987; Dijkstra er al, 1988, Dijkstra et al., 1989), se ha
procedido a analizar en profundidad el efecte de la encotoxina sobre fas propiedades fisicas
de la membrana celujar, asi como sobre su funcionalidad {Resultadiss, apao. 1.4},

3.3.1. Liberacidn de {actato deshidrogenasa (LDH).

L2 evolucide del dak celular ocasionado por €] LPS se ha evaluade valorando Ya actividad
extraceiufar de LDH en hepatocitos en cultjvo, Esta epzima citoplasmitica se vierte al medio
st existe alteracidn de la membrana cejular y necrosis.

Los residtados obtenidos ponen de manifiesto una elevacion significativa de la actividad
de LDH en los sobrenadantes de cultivos incubados con la endotoxina (Fig. 27). Dichz
elevacién ¢s directamente proporcional a la dosis de lipopolisacdrido empleada, asi come al
tiempa de incubacién, reflejando una alteracidn celylar progresiva a medida que la
endotoxina gjerce su accidn.
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Lot (u/1)

LPS (pg/mi}

Figura 27: Efecto de la dosis y el tiempa de incubacisn con LPS, sobre la actividad extraceiular de LDFE
en Reparocitos en cultive.

3.3.2. Incorporacién de diacetato de fluoresceina (FIDA}L

El diacetato de fluoresceina o FDA es una sonda apolar que penetra ficilmente en el
interior de la célula, donde las esterasas citoplasmdticas catalizan sy hidrélisis dando lugar
a un acimuio intraceiular de {luoresceina (polar), dependiente de la integridad de la
membrana plasmdtica (Rotrman & Papermaster, 1966). Esto le confiere una gran uiilidad en
estudios de viabilidad celular.

Estos estudios se han realizado mediante técenicas de microscopia optica de fluorescencia,
citometria de flujo y espectrofluorimetria, con células en suspension y en cultivo.

a) Microscopia dptica de fluorescencia,

Dasis de endotoxina entre 100 y 200ug/ml no alteran la viabilidad de hepatocitos en
suspensidn (Tabla 10}, observdndose un ligero aumento def nimero de células tluorescentes
aunque dichas células presentan una intensidad de fluorescencia considerablemente menor
que las control {Fig. 28}.
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Figra 28 Incorporacion de diacetato de fluoresceing (FDA) por ipa de hepatociios en cultive
primatio, observadd medi i wio 6ptica de fh encia (x415),
A) Monocapa control
B8) Monocapa traiads con LPS (500ug/ml)
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Tabla * Viabilidpd de hepatocitos en suspension, en funcion del tiempo de incubgcion en presencia o
ausencic de LFS (100 y 200psg/mi); y evaluada con la sonda FDA.

TIEMPO VIABILIDAD (%)
(tuin) CONTROL LPS (100ug/ml) LPS (200ug/ml)
49 89 8 %
0 a5 95 U

Como se observa en la Figura 29, 1a dosis mas elevada de lipopolisacirido (1me/mi}
produce una disminucidn considerable de la viabilidad.
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Fipura 29: Viabilidad de hepatocilos en suspension, en funcidn del iempo de incubacion en presencia
{ @ ) o qusencia { Q ) de LPS (Img/ml); y evaivada con la sonda FDA.

Con el fin de esclarecer el efecto de la endotoxina sobre la integridad de la membrana
piasmdtica, se han realizado estudios semicuantitativos y cuantitativos mediante dos técnicas
distintas: citemetriz de flujo y espectrofuorimerria; evaluindose 12 incorporacion det FDA
v su retencin intracelular.

b) Citometria de flujo.
Esta técnica ha permitido estudiar semicuantitativamente la intensidad de flucrescencia
que presentan las células de cada muestra. La representacién que se obtiene (Fig 30) indica
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el tamafio celular (F1.S » Yorwant light scattering™) frente al logaritmo de la intensidad de
fluorescencia {LGFL) y confirma las resultados obtenidos con los estudias de microscopia.
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Figura 3 Incorporacidn de FDA por hepatocitns gislados, cbservada rediante citometria de flujo.
Aj Heparocitos control; B C} y D) Hepatocitos preincubados [Smin con 106, 200 y 500ug
LPS /il respectivarmeriie.

Como se chserva en la Figura 30, la intensidad de fluorescencia emitida por los
hepatocitos, disminuye en Jos tratados con el LPS respecto a fos controles. Esta disminucion
s tanto mis elevada cuanto mayor es la dosis de endotoxina con que se incuba Ja suspension.
celular {100, 200 y 500ug LPS/rml),

Un estudic paralelo se ha llevado a cabe con suspensiones de NPc enriquecidas en
macroéfagos de Rupffer. En este caso el tratamiento ¢on LPS da lugar a un répido incremento
de la intensidad de fluorescencia emitida por iz muestra, con las dos dosis de endotoxina
ensayadas {10y 100ug/ml) (Fig. 31} y a una disminucién del nimerc de células fluorescentes,
cuando se tratan las células con la dosis més baja de LPS (10ug/ml) (Table 11).

Tabla 11: Vigbilidad de suspensiones de NPc enriguecidas en células de Kupffer, preincubadas
{15min/37°C} con distintgs dosis de LPS y posteriormente incubadas con FDA (0.05ug/ml).

TRATAMIENTO VIABILIDAL (%) F
Control 8+ 2 +
LPS 10 Mzt +4

1PS 100 8321 +4
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Figura 31 Represeniocidn tridimensional del cfecto de distinias doxis de LPS sobre lo intensidad de
fluorescencia emitida por suspensiones de NPc enniguecidas en céiuias de Kupffer, incubadas can
FDA (0.05ug/mi).
{A) Contrales (B} LFS (10g/mi) (C) LFS (100Uug/mi}
(D} Representacign: conjunta de A, 8 y C:

En los ¢jet s¢ representa N (a* de célular), LGFL. (logoritmo de iz f ia) y FSC (tamak
cehdar).
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¢} Espectrofuorimetria.

Puesto que la citometria de flujo sélo permite el empleo de células en suspensidn, se ha
utilizado la espectrofiuorimetria como técnica que hace posible la determinaci6n cuantitativa
de Ia fluorescencia presente en el interior de hepatocitos ent cultivo (tratadas con FDA) asi
como |a debida a la fluoresceina liberada al medio por los mismos.

F {7
100

80}

R P VPR S NS S N SRR SR BRI N S S’ SO S S T

9 5 10 15 g
TIEMPO {min)

Figura 3% Incorporacitn de FDA por hepatociios en cultivo, observada a lo largo dei tiempo mediante espec-
troftuorimeria. | 5§ ) Células control; { & , W y @ ) células preincubadas 15min con
106, 200 y S001g LPS/mi, respectivamente.
Se representa a intensidad de fluorescencia en %, colouiado respecio of valor promedio de un
mirimo de 5 preparaciones control. El 100% ¢35 of méximo de intensidad de fluorescencia que
correspende g los controles a los 20min de incubacidn. (Error = 5%).

La Figura 32 pone de manifiesto que las monocapas d¢ hepatocitos preincubadas con
endotoxina emiten menor intensidad de fluorescencia que fas control. Se comprueba por
tanio, usando el modelo de cultivo primario, lo observado con las células en suspensidn
mediante las técnicas de microscopia y citometria de flujo.

Para discernir si la disminucién de la imensidad de fluorescencia observada en el interior
de las células tratadas, es debida exclusivamente a una salida facilitada del fluor6foro y/o si
influyen otros factores, se realizaron medidas de la imensidad de fluorescencia presente en
los sobrenadantes de los cultivos previamente incubados con 12 sonda, a distintos tiempos.
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L

5 10 15 20
TIEMPO {min}

Figura 33 Liberacion de flioresceina a lo largo del iempo, determinada medianie especirofluorimerria, en
sobrenadantes de hepatocisos en cultivo preincubados con FDA (275 ) Céhulas control, ( a
y @ ) células preincubaday 13min con 190 y 200g LPS/ml, respectivantente. Se representa en
% respecto al 100% que es el mdavimn de intensidod de fluorescencio en el interior de los P
control 8 los 20min.

Los datos obtenidos (Fig. 33) indican que la cantidad de fluoresceina liberada al medio
se mantiene pricticamente constante con el tiempo, no pudiendo explicarse la disminucién
de fluorescencia intracelular en los hepatocitos tratades, sélo por un incremento en la salida
del fluordéforo.

3.3, Microviscosidad.

La interaccidn LPS-membrana plasmitica puede modificar pardmetros fisicos de la
membrana. Estudios previos realizados con 1a sonda 1,6-difenilhexa-1.3,5-trieno (DPH), han
demostrado que ef LPS afecta a la microviscosidad de las membranas plasmdticas hepéticas
in vitro {Portolés et al, 1987). Estos resuitados hacen referencia exclusivamente a la zona
interna de la bicapa lipidica, donde se intercala ¢i DPH, pero no se conoce la influencia de
l2 endotoxina sobre la zona exterior de la membrana plasmética, lo coal constituye un punto
clave en la interaccion LPS-célula. Por ello, en todos los estudios que se detallan a
continuacidn, se ha utilizado no s6lo DPH sino también TMA-DPH (t-[4-(trimetidamino)-
fenil]-6-fenil-hexa-13,5-trieno), un derivado del compuesto anterior que tiene similares
propiedades fotofisicas pero que, dada su carga catidnica, se sitha en la interfase lipido-agua
sin penetrar en el interior de la bicapa (Prendergast er al, 1981). El efecto del LPS y/o sales
biliares se ha analizado en membranas de higado y/o distintos tipos celulares hepaticos.



BESULTADOS 93

a} Efecto del LPS.

Utilizando preparaciones de membranas plasméticas hepdticas tratadas con distintas dosis
de LPS durante 15y 45min, tanto en los ensayos realizados con DPH como con TMA-DPH,
se observa que la endotoxina aumenta la microviscosidad de la membrana tanto en su zona
externa (TMA-DPH) como en el interior de la bicapa (DPH), siendo el incremento
directamente dependiente de la dosis de LPS utilizada (Figs. 34 y 35). El efecto es idéntico
a distintos tiempos de incubacidn con €l LPS como se puede apreciar en las Tabias 12y 13,
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Figura 34: Microviscosidad de membranas plasméticas hepdticas preincubadas ton TMA-DPH ( 7 ) e con
DPH { o ). Efecto de la incubacién ¢ 15min/37°C) con distintas dosis de LPS.

Tabla 12 Efecto de la incubacion [15min/37°C) con distintas dosis de LPS, sobre lg microviscosidad de
membranas plasmdticas hepdticas preincubadas con TMA-DPH o DPH. Los porcentajes se
calculan respecto a ia microviscosidad de las membranas control.

TRATAMIENTOD MICROVISCOSIDAD (%)
TMA-DFH DFH

Control 100 =2 100+ 6
LPS 50 127+ 2 120+ 1
LPS 100 158 = 1 140 = 4
LFS 200 168 = 10 1752 3
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Figura 35 Microviscosidad de membranas plasmdticas hepdricas preincubadas con TMA4-DPH (. } o con

DPH { @ ). Efecto de fa incubacion (45min,/37°C) com distintas dosis de LPS.

Tabla 1% Efecto de la incubacién (45min/37°C} con distintas dosis de LPS, sobre lg microviscosidad de
membranas plasmdticas hepdticas preincubadas con TMA-DPH p DPH. Los porcenigjes se
calcilan respecto g g microviccosidad de las membranas control

TRATAMIENTO MICRGVISCOSIDAD (%)
TMA-DPH DPH
Coatrol 00 = 8 T 2 2
LPS 50 123+ 5 133 2 %
LPS 10 14+ 1 44 x 3
LPS 200 156 + 1% i

Un andlisis semejante que compara el efecto de] LPS (200up/ml) con el del éxido de
fenilarsina (PhAsQ), copocido inhibidor de ia enduwcitosts, conduce a los resultados gue

aparecen ¢n la Figura 36.



TMA-DPH DPH
Figwra 36 Microviscosidad de membranas plasmdticas hepdticas preincubsdas con TMA-DPH o DPH.

Efecto de fa incubacidn con LPS {200pg/mi) { 355 ) 0 PhASO (10uM) (Y-
Controtes ([_]).

El zumento de microviscosidad inducido por €l LPS sobre las membranas vuelve a
ponerse de manifiesto, coincidiendo con el efecto ejercido por el PhAsC. No obstante, el
dxido de fenilarsina disminuye la fluidez fundamentalmente en la zona externa de la
membrana {la microviscosidad aumenta un 88%}, mientras que en ¢l interior de fa bicapa la

influencia es menor, siendo en este caso mds acusada la alteracidn producida por el LPS
(Tabla 14).

Tabla 14: Efecto de la incubacién (15min/37°C) con LPS (200pg/mi) o/y PRAsQ (10UM), sobre iz
microviscosidad de membranas plasmdticas hepdticas preincubadas coan TMA-DPH o DPH. Los
porceniajes se calcuian respecto a la microviscosidad de las membnanas controd.

TRATAMIENTO MICRGVISCOSIDAD (%)
TMA-DPH DPH

Coalrol 108 + 1 100 + 2
LPS 163 =1 1M1
PhAsO 188 + 1 13g + 1
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Para conocer e} efecto de ta endotoxina sobre la membrana plasmadtica de los distintos
tipos celulares hepaticos, se han utilizade poblaciones celulares puras, preincubadas con una
u otra sonda y tratadas durante 30min a 37°C con disuntas dosis de LPS.

Los resultados obtenidos con células parenquimatosas aisladas, ponen de manifiesto que
el LPS incrementa la microviscosidad de la zona externa de la membrana celular, mientras
que casi no afecta al interior de la bicapa lipidica (Fig 37).
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Figurn 37: Microviscosidad de la membrana plasmidtica de céfulas parenquiimatosas hepdticas preincubadas
cont TMA-DPH ( =3 j o DFH ¢ ¢ ). Efecto de la inctibocion (30nmin/37°C) con distintas dosis
de LFPS.

Sin embargo, los resuitados obtenidos con «élulas no parenquimatosas assladas, indican

que la endotoxina disminuye significativamente {a microviscosidad de 1a membrana plasmética
€n su zona exierna, mostrando un efecto CoNraria €n o intertor {aumento de n} (Fig. 38)

El aumente de microviscosidad puesto de manifiesto con la sondz DPH, se da
pricticamente en igual extensidn que la disminuciér observada con el TMA-DPH.

También se ha procedido a analizar ¢} cfecto de ia temperatura de incubacién en
presencia o ausencia de LPS (200ug/ml) sobre ta microviscosidad de ls membrana plasmdtica
de células no parenquimatosas aisladas (Tabia i5).

Se comprueba que, cuanto menor es la temperatura. mayor es el aumento de microvis-
cosidad producido por la endotoxina. Incluso cor fa scnda TMA-DPH, la disminucién de g
observada tras la incubacidn a 37°C com LPS. se transforma en un aumento cuando la
temperatura es 25°C.
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Tabla I5:

200

LPS (ug/ml)

brang plasmdtica de células no parengquimatosaes hepdticas
preincubadas con TMA-DPH ( & ) o DPH ( @ ). Efecto de la incubacién (30min/37°C) con

Efecto de la tempergturg de incubacidn con LPS (200pg/mi) sobre ia microviscosidad de la

membrana plasmdtica de céhilas no parenquimatosas hepdticas, preincubadas con TMA-DPH

o [DPH. Los porceniajes se calculan respecto a la microviscosidad control en cady caso.

SONDA 1 CONTROL LPS 200
n (Pa-s} % n {Pa-s) %

I5°C 0508 £ 0006 100 x 0.586 £ 0006 1151
TMA-DPH

IPC Q47220004 300 x 1 0350 = 0.014 74+ 3

25°C 0424 £ 0010 100 £ 2 089% =« 0026 2tl =6
DPH

ITC 0341 2 0006 100+ 2 0488 » 0031 143+ %
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b) Efecto de sales biliares.

Estudios in vitre han demostrade que algunas sales biliares disminuyen la union def LPS
a las células de Kupffer, sugiriendo la existencia de un efecto de dichas sales biliares sobre
el estado fisico de la membrana plasmatica. gue afectarfa por tanto a la unidn de o
endotoxina (Van Bossuyt & Wisse, 1988).

Por ello se ha estudiado el efecto de distintas sales biliares sobre la microviscosidad de
la membrana plasmética de las células del higade, distinguiéndase entre células paren-
quimatosas y no parenguimatosas y considerando Ja zona externa (ensayos con TMA-DPH)
y ¢l interior (ensayos con DPH) de la bicapa lipidica.

Las sales biliares elegidas para el estudio han sido: Taurocolate sédico {TC), taurodescxi-
colato sddico (TDC), la mezcla (M) constituida por {TC(85%) + TDC (13%)) y tauroursa.
desoxicolato sédico (TUDC).

Los resultados de estos experimentos se reflejan en las graficas 29, 40, 41 y 42, en las
que se representa microviscosidad {g) frente a indice de hidrofobicidad (LH.) de las sales
hiliares con que se han incubado las cétulas {30min/27°C). Dichos indices de hidrofobicidad
son fos siguientes (Lutton, 1990):

.17 0.23 .34 0.98 LB.

LOVISCOBIT

INDICE DE HIDRCFOBICIDAD

Figure 39: Microviscosidad de la membrana plasmdtica de céiulas parenquimatesas hepdticas preincubadas
con TMA-DPH, Efecto de la incubacidn {30min/37°C) con sales biliares (2mM) de distinto indice
de hidrofobicidad: TUDC (LH. <-0.17), TC (1LH.=0.21), M (LH.=0.34} y TDC (1LH. =0.95).

C # Controles.
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Figura 4& Microviscosidad de {a membrana plasmiticg de céluizs pareng rsas hepdticas preincubadas
con DPH. Efecta de la incubacibn (30min/37°C} con sales biliares {2mM) de distinto indice de
hidrofobicided: TUDC (LH.=-0.17), TC (LH =0.23), M (LH.=0.34) y TDC {LH.=0.98).

C = Congroles.
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Figurg 41: Microviscosidad de la membrana plasmdtica de céluias no parenguimatosas  hepdticas
preincubadas con TMA-DFH. Efecto de la incubacion (30min/37°C) con sales bitiares (2mM)
de distinto Indice de hidrofobicidad: TUDC (LH.=-0.17), TC (I.H.«0.23), M (L. H. <034}y TDC
(LH.=098). C = Controles.
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Figura 42 Microviscosidad de la membrana plasmdtica de células no perenquimatosas hepéticas
preincubadas con DPH. Efecto de la incubacion (30min/37°C) con sales biliares (2mM) de
distinte indice de hidrofobicidad: TUDC (LH. =-0.17), TC (P.H.=023), M (LH.=0.34) y TDC
(LH.=0.98). C = Controles.

Cecmparando los resultados obtenidos en Pe y en NP, se observa que en este dltimo caso
la dismipucién de la micreviscosidad producida por las sales biliares es directamente
proporcional a su indice de hidrefobicidad; siendo mds pronunciado el efecto en e] interior
de la bicapa (DFH) que en el exterior (TMA-DPH), excepto para el caso del TDC (el miés
apolar), gue aumenta considerablemente la fluidez de !2 zona externa de la membrana (Tabla
16}.

Tabla 16 Efecto deia incubacién (30nin/37°C) con distinras sales biliares (2mM), sobre la microviscosidad
de la membrana plasmdtica de células no parenquimatosas hepdticas preincubadas con TMA-
LDPH o DPH. Los porcentaies se calculon respecto a la microviscosidad de las células control,

n {%)
TRATAMIENTO

Twia-DPH DPH
Control 00+ 3 1M 2 4
TUDC 9T =1 g1
TC Bg 2 22
Mezcla 40 < 2 7l
™C 8+1 67 1
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Sin embargo en las células parenquimatosas, la disminucién de la microviscosidad de su
membrana plasmitica, observada tras el tratamiento con las distintas sales biliares, no parece
tener una relacién directa con la hidrofobicidad de éstax, siendo el efectc mayor en la zona
externa que ¢n la interna excepto para ef TUDC (el m4s polar), que pricticamente no afecta
a los hepatocitos en la zona exterior de su bicapa lipidica (7abla 17}.

Tablg 17: Efecto de la incubacidn (10min/37°C) con distintas sales biliares (2nM), sobre la microviscosided
de lz membrana plasmatica de céhulas parenquimatosas hepdticas preincubadas con TMA-DPH

o DFH. Los porcentafes ie calaulan resp als ircosidad de los céhulay control.
7 (%)
TRATAMIENTO
T™MA-DFH DPH
Control 100 + 5 W01
TUDC Wrs 85 x2
TC B3 Bri
Mezcla 823 922
hyo o 85+ 2 9% % 1

En términos generales, s¢ puede apreciar un efecto fluidificante de todas las sales bilares
ensayadas, tante en células parenquimatosas como en células no parenquimatosas.
Considerando el efecto contrario ejercido por el LPS a nivel celular hepitico; asi como el
hecha de que estas sales biliares disminuyen la unién de la endotoxina a los macréfagos de
Kupffer (excepto el TUDC), se procedié a analizar la influencia sobre la mictoviscosidad de
la incubacién de células parenquimatosas o no parenquimatosas con sales biliares y LPS
simultineamente.

Las Tablgs 18 y 19 muestran los resultados obtenidos, apreciéndose que la incubacién
simultinea de fas células con sal biliar y endotoxina, anula los efectos fluidificantes de las
sales biliares, asi como el efecto contrario del LPS. Esto ocurre en ambas poblaciones
cefulares (parenquimatosas y no parenquimatosas) ¥ en las dos zonas estudiadas de 1a bicapa
lipidica (externa e interna).
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Tabla 1x

Efecto de lg incubacidn (30min/37°C) com distintas soles biliares (2mM} y LPS (200ug/ml),
simultdneamente, sobre la microviscosidad de la membrang plasmérica de células paren-
quimatases hepdticas preincubadas con TMA-DPH o DFH. Lot porcentajes se caiculan respecto
a la microviscosidad de las céhilas controi,

MICROVISCOSIDAD
TRATAMIENTO TMA-DFH DFH
i (Pa s) % n (Pa-s) %
Control 0370 £ 0010 100 %3 0.174 = 0.008 100 + 5
TUDC 0338 = 0012 914 0.167 = 0005 96z 3
TC 0351 £ 0005 95=1 0177 £ 0000 102 :0
Mezcla 031 =+ 0008 100 + 2 0.167 2 0005 963
TDC 0390 £ 0006 1051 0209 + 0002 120 1

Tabia 19:

Efecto de la incubacién (30min/I7C) con distintas salex biliares (2mM} y LPS (200ug/mi),

simultdnearnente, sobre la microviscosidad de la membrana plasmdtica de cdlulas no
quimat, hepdticas preincubadas con TMA-DPH o DPH. Los porceniajes se calculan

m:peaoulamxmmcondaddelasdmlmcm

MICROVISCOSIDAD
TRATAMIENTO TMA-DPH DPH
7 (Pa-s) % n (Pa's) %
Control 0503 + 0.016 100 + 3 032 £ 0015 1005
TUDC 0.472 + 0.000 94 + 0 0323 = 0.001 10 =1
TC 0498 £ 0010 99 =2 033 £ 0515 14 = 4
Mezcla 0487 + 0015 97 =3 0315 = 0011 98 = 4
TDC 0434 £ 0008 B6:2 0340 = 0.008 106 = 2

3.4. FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA
DE CELULAS HEPATICAS.

3.4.1. Incorporacién de ['C)-2-desoxiglucosa.

L2 2-desoxiglucosa, metabolitc que es transportado y fosforilado por los mismos
mecanismos que la D-glucosa, no puede ser metabolizado por la célufa. Por eilo la
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incorporacién de este compuesto marcado radiactivamente permite comprobar la funcio-
nalidad de la membrana plasmética de los cultivos celulares wtilizados.

En este sentido, los hepatocitos en cultivo muestran un comportamiento dosis-dependiente
respecto a la dosis de 2-desoxiglucosa (Tabla 20j. En cuanto a la influencia cjercida por el
LPS, se observa una disminuci6n del transporte de glucosa directamente proporcional a la
dosis de endotoxina utilizada (Tabla 27).

Tabia 2 Incorporacicn de 'Cl-2-desavigucosa por hepdtocitos er cultiv.

CONCENTRACION DE ["C]-2—DEOXIGLUCDSA INCORPORADA
DESOXIGLUCOSA (nmoles/10* Pr)
0.25mM 1593 = 1.13
0.50mM 2407 £ 227
1.00mM 5017 = 167

Tabla 2I: Efecto del LPS sobre la incorporacion de {*C.2-desaxgiucosa por célulay parenguimalosas en
cultivo. La co i6n de desarighecosa en ef medio es de 0.50mM.

INCORPORACION DE [“C]-2-DESOXIGLUCOSA

TRATAMIENTO
{amoles /10° P& %
Control 22407 + 227 100 + &
LPS 10 2094 = 0.63 87+ 3
LPS 50 1348 = 0.29 56 =2
LPS 106 1276 + G31 53=2

Asimisme, los cultivos primarios de células no parenquimatosas incorporan activamente
la 2-desoxiglucosa, siendo la infiuencia de LPS diferente en dependencia de la dosis
empleada, como se observa en la Tabla 22.
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Tabla 2 Efecto del LPS sobre la incorporacién de ["*C]-2-desaxighicosa por células no parenquimatosas
en cuitive. La concmracion de desoxighicosa en ef medio ex de 1.00mM.

INCORFORACION DE [“C)-2-DESOXIGLUCOSA

TRATAMIENTOC
{pmoles/10* NPC) %
Controf M3+ 20 00+ 9
LPS 10 513+ 15 3
Lrs 50 XL 5 =2
LPS 100 34+ 8 103 £ 2

3.4.2. Unidn e internacidn de [*I}-insulina.

Las alteraciones producidas por la endotoxina en las propiedades fisicas de la membrana

plasmitica pueden repercutir en Ia unién € internacidn de distintos ligandos. Entre ellos la
insulina tiene un interés especial por desarrollarse, durante el shock endotéxzico, una
resistencia periférica a esta hormona.

Por estas razones se ha analizado el efecto de la endotoxina sobre la unién de [}

insulina a hepatocitos en cultivo, obteniéndose los resultados gue se muestran en la Figura

43.
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Figura 43: Efecio del LPS sobre la unitn espectfica de insulina a hepatocitos en cultiva.

Las céhelas son preincibadas en presencia ( @ ) o qusencia ( O ) de LPS (200ug/ml) durante
30min a 25°C. El medio es aspirado y se inicia entonces la incubacidn con una concentracién
constante de [“I}-insulina (1.3ng/1F Pe) y concentraciones crecientes de la hormona fria (0,
¥, 10, 20, 16° y 1P pg/IF Pc) durante P0min a 25°C, Los porcentajes se calculan respecto a
Ig unibn control de ['PI]-insuling en ausencia de hormona fria.
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Se observa que el LPS produce una disminucién en la unién de insulina a las células con
todas las dosis de hormona utilizadas.

También se ha analizado el efecto de la temperatura y ¢l LPS en la unién especifica de
insulina (Tabla 23}.

Tabia 23: Efecto del LPS sobre la unidn especifica de insuline @ hepatocitos en cultive, ¢ diferentes
temperanirgs.
Las células son preincubadas con o sin LPS (2001g/mi) duranie 30min a 25°C. El medio es
aspirado y se inicia entoices la incubacion con [Z[]-insulina (800pg/ml) en presencia o ausencia
de un exceso de hormona frig (100ug/mi); durante Ymin a 4, 25 & 37™C Los porcentgjes se
calculan respecto o 2 unidn especifica control de [*I]-insuline & cada temperatura ensayada.

TEMPERATURA 4°C 25°C rc

B (%) a7 W0 14 1009

La disminucion de la unién de [*“I}-insulina inducida por el LPS en las c&lulas parenqui-
matosas, es mucho mds patente cuanto menor es Ja temperatura del ensayo, desapareciendo
el efecto a 37°C.

Parz analizar la influencia de la endotoxina sobse 1a internacidn de insulina y su tiempo-
y temperatura-dependencia, se llevaron a cabo diversos experimentos utilizando Ia técnica
de lavados dcidos (Ofefsky & Kao, 1982) va que es conocida la disociacién de los complejos
receptor-ligando inducida mediante acidificacidn (Davis er al, 1987).

En primer lugar se ha estudiado lz unidn especifica total de [*®[}-insvlina a hepatocitos
en cultiva preincubados (LPS) o no (C) con la endotoxina (200xg/mtl), durante diferentes
tiempos (37°C) (Fig. 44}. La distincién hecha entre hormona unida a la superficie celular y
hormona internada, permite observar que a tiempos cortos de incubacién (30min), ¢l LPS
disminuye claramente la unién total de hormona, tanto la contribucién de insulina superficial
(extraible por el lavado dcido} como la de insulina internada. A medida que aumenta e
tiempa de incubacidn con la endotoxina, ja unién total de insulina va siendo menos afectada,
desapareciendo el efecto previamente observado sobre la cantidad de hormona asociada a
la superficie, 1a cual llega a ser incluso mayor que en Jos controles. La internacién de insulina
se ve, no obstante, claramente disminuida por el LPS a todos los tiempos de incubacidn
ensayados.

En segundo lugar se procedid a analizar la dependencia de la temperatura en el efecto
ejercida por [a endotoxina sobre la internacion de fa honmona. Para ello, fos hepatocitos en
cultivo fueron preincubados con LPS (200ug/ml) e incubados posteriormente con ['*I}-
insulina durante %0min a 4 ¢ 3TC.

En [a Figura 45 se pone de manifiesto que la disminucién de [a internacién de insulina,
producida por el LPS, es mucho mds patente a temperaturas bajas (4°C) que a 37°C,
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Figuwa 44 Efecto del LPS sobre la union ¢ internacion de insulina o hepatocitos en cultivo, a distinios
tiempos.
Lay céhulas son preincubadas en presencia o ausencia de LPS (200142/mi) durante 30min a 25°C.
El medic s aspirado y las céhulas son entonces incubadas con [I]-insulina (B00pg/ml) en
Presencia o ausencia de un exceso de hormona fria (100pg/ml), dirante 30, 60 6 90min g 37°C.
Tras retirar el medig, la insuling i da se o 5 diante la tbenica de acidificacion.

Insulina unida a la superficie. 7% Insulina intemada.

La nonag de ambos wmines expresa la union especifica total de lo hormona.
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Figura 45 Efecto del LFS sobre la um'éucc hlfeznmén de insuling ¢ h:;iltocuos en cultivo, a distintes
iemperaturas.
Las céhulas son preincubadas en presencia o ausencia de LPS (2000g/mi) durante 30min g 25°C.
Ei medio es aspirado y las célulax son entonces incubadar con [™]}-insulina (800pg/m!} en
presencia o ausencio de un exceso de hormona fria (1005g/mi), durante 90min a 4°C (A} b a
37°C (B). Tras retirar ¢l medio la insuling intemada se determinag medianie la técnica de
acidification.
[ /rsuting unida o ia superficie. 5
La suma de ambos términos apresa la unidn especifica total de la hormona.
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3.4.3. Uni6n e internacién de [*T}-LDL.

La mayorfa del colesterol plasmético estd contenido en las lipoproteinas de baja densidad
(1.DL) (Goldstein & Brown, 1977} cuyo catabolismo hepdtico (Bhattacharya et al, 1984)
requiere una endocitosis mediada por receptor (Goldstein et al, 1985; Kleinherenbrink-Stins
ef al, 1990).

Puesto que durante el shock endotéxico el metabelismo hepético se halla comprometido,
se ha analizado el efecto de la preincubacion con distintas dosis de endotoxina, sobre la unién
total de [“I]-LDL a hepatocitos en cuitivo (Fig. 46).
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Figura 46 Efecto del LPS sobre ia unitn iotal de LD a hepatocitos en qultivo.
Las células son preincubadas en ausencia { O ) o presencia de distintas dosis de LPS ( & LFS
108 m LFPS 200) durante 30min a 37°C. Ei medio es aspirado y se inicia entonces la incubacion
con [RI)-LDL {480ng/mi} en presencis (O O) o ausencia £ —— ) de un gran etceso de
LDL fra {300ug/mi), durante distintos iempos a 37°C. Los porcentajes se calculan respecio a
la mdxima unidn control en ausencia de lipoproteina fria.

S6lo con dosis de 200ug LPS/ml se observa una disminucién en la unidn de la
lipoproteinz, mds patente a tiempos més largos.

Se ha descrito que la incubacidn con HDL aumenta el nimero de Ry, presentes en la
superficic celular (Havekes et al, 1986a; Havekes et al, [986b}. Por elio se procedi6 a realizar
un estudio paralelo al anterior pero incubando ademés las células con HDL, con el fin de
analizar si el incremento del nimero de R, es capaz de revertir el efecto del LPS
{200ug/ml} sobre la unién de [*T)-LDL a los hepatocitos. Los resultados obtenidos (Fig. 47)
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indican, no obstante, una inhibicién de la uni6n especifica de LDL excepto en <l case de que
las células sean pretratadas con 100ug/ml de endotoxina.
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Figura 47: Efecto del LPS y la HDL, sobre la unidn rotal de LDL a hepatocitos en cultivo.
Las células son preincubadas en ausencia [ O ) ¢ presencia de distintas dosis de LPS ( o LPS
100, W LPS 200) durante 30min o 37°C. El medio es aspirado y se lleva a cabo enionces la
incubacién con HDL (260ug/ml) durante 45min a 37°C. Tras retirar el medio se inicia la
incubacién con ['ZI]-LDL (480ng/ml) en presencia (C: - () o ausencia {o— ) de un gran
excese de LDL fria (300ug/ml), durante distintos tiempos @ 37°C. Los porcentgjes se calculan
respecto @ lg mibdma unidn controd en ausencia de lipoproteing fria (LDL y HDL ).

Lz ampliacidn de este estudio con distintas dosis de HDL (Fig. 48) confirma los resultados
anteriores indicando que esta lipoproteina de alta densidad disminuye la unién de LDL a sus
receptores en hepatocitos. Esta disminucién es parciaimente inhibida en presencia de LPS.



RESULTADQS 109

£ izl |
G 100$‘-\__‘,_~—; |
T i ’ \ ’
:“: 80£ . T3 !
& i ~ : - l

T~ 8D ¢ Qe Q
QT B u |
1
40 [
1
- |
|
04— . 4 ; + !

0 130 280 390 520

HDL {zg/mi)

Figwrn 48 Efecto de distinias concentraciones de HDL sobre la unidn total de DL @ hepatocitas en cultivo.
Las cétulas son preincubadas en ausencia { O ) o presencia de distintas dosis de LPS { a LPS
100 w LPS 200} durante 30min a 37°C. El medio es aspirade y se leva a cabo entonces la
incubacidn con HDL (136 260y 5200g/rml) duranse 45min @ 37°C. Tras retirar ef medio se inicia
la incubacidn con [“I]-LDL (480ng/mi) en presencia (-0} 0 ausencia (Q— O) de un
grom exceso de LDL fda (300ug/ml) durante 2d0min 2 37°C Lor porcentaier se calculan
respetto a la mdvima unidn control en ausencia de lipoproteing fria (LDL y HDL).

Para analizar si €l efecto de la endotoxina se ejerce sdlo a nivel de la unién de la LDL
0 si también existe alteracidn de la internacidn de la lipoproteina por el hepatocito, se ha
determinado el porcentaje de internacién de dicho ligando tanto en presencia como en
ausenciz de LPS (Tabla 24).

Tabla 2& Efecto del LPS sobre la internacién de LDL en hepatocitos en cultivo.
Lax céhulas son preincubadas en presencia o ausencia de LPS (1001g/ml) durante 30min a 37°C.
El medio es aspirado y las células son entonces incubadas con ['“I]-LDL (480ng/mi} cn
presencic o ausencid de un gran exceso de LDL fria (300ug/mi), durante 240min g 37°C. Tras
retirar ¢l medio ia LDL inemada se determ dignte la iécnica de acidificacion. Los
porcentdjes se calculan respecto a la mixima unidn control en ausencia de lipoproteina fria.

Interna + Superficial  Superficial Interna % Internacién

CONTROL 621 316 245 39.5
1PS 10 M3 125 418 770
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Los resultados indican que la cantidad de LDL internada es pricticamente ei doble en las
células preincubadas con endotoxina que en las control.

Teniendo en cuenta la especial naturaleza de este ligando, que presenta la posibilidad de
formar complejos estables con el LPS (Van Lenten et al, 1956), se ha analizado detallada-
mente la influencia de ia endotoxina sobre la unién especifica de la LDI., comprobandose
la existencia de una alteracidn de la unién como consecuencia def aumento de interaccién
inespecffica LD1-membrana celular (Figs. 49 ¥ 50}.
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Total 593 + 09 87.1 = 11.7 1000 x 0.5
Incspecifica 368 x 15 90+ 20 379+ 11
Especifica 226 48.1 62,1

Figera 490 Unidn especifica de LDL ¢ hepaiocitos en cultivo.
Las células son preincubadas en ausencia de LPS durante 30min a 37°C. El medio es aspirado
y las células son entonces incubadas con [Ij-LDL (480ng/mi) en presencia ( Q- O ) o
aqusencia {3 — Yde un gran exceso de lipoproieina fria (300ug/mi), durante distinlos iempos
a 37°C. La diferencia de ambos éminos es la unidn especifica ( @ ). Los porcentajes se calculan
respecto a la mdxima unidn control en ausencia de lipoproteina fria.
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Figura S Efecto del LPS sobre lg unidn especifica de LDL a hepatocitos en audtivo.
Las cétulas son preincubadas en presencia de LPS (100ug/mi) durante 30min a 37°C. El medio
er aspirado y las céluias son entonces incubadat con [ZI]-LDL (430ng/mi) en presencia
{Q () 0 susencia (G —C ) de un gran excero de lipoproteina fria (300pug/ml), duranie
distintos iempos a 37°C. La diferencia de ambos términos es la union especifica ( @ ). Los
porcentaies se calculon respecto & la mbvima union control en ausencia de lipoproteing fris

3.5. PARAMETROS BIOQUIMICOS INTRACELULARES.

En este apartado se analiza la influencia de la endotoxina en diversos aspectos de Ia
funcién celular, aspectos que incluyen la actividad de algunas enzimas: glucoquinasa, fosfatasa
4dcida y superdxido dismutasa; la peroxidacién lipidica, los niveles de citocromo b, ia
concentracin de calcio citosdlico v el pH intracelular,
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1.5.1. Glucpquinasa (GK).

La actividad de la enzima GK se ha estudiado en hepatocitos en cultivo analizando la
influencia de distintas dosis de endotoxina. Los resuitados indican (Fig. 51) que s6lo a partir
de 100ug/ml se observa un incremento significativo de la actividad enzimética intracelular.
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Figura SI: Efecto de la incubacidn (2h/37°C) con diferenies dosis de LPS, sobre la actividad intracelular
de GK en hepatocitos en cultivo. Los porcentajes se calculan respecto a la actividad de GK en

Asimismo, se analizd ia influencia del tiempo de incubacidn con la endotoxina y el efecto
que las sales biliares TC y TC+TDC ejercen sobre este pardmetro, La Figura 51 muesira que
el LPS (200ug/ml) a las 2 horas de incubacién con los hepatacitos, duplica la actividad de
GK, efecto que se anula si el tiempo de incubacién es menor (30min). En cuanto a las sales
biliares, no muestran influencia a ninguno de los tiempos de incubacisn ensayados y, ademas,
anulan el efecto del LPS (200ug/m) Uegando incluso a convertirlo en efecto de signo
contrario (TC+TDC).
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e 1TC+TPC

Figura 52 Efecto del dempa de incibacion con I-PS y/0 distintes tipos de sales biliares, sobre la acoividad
intracelulor de GK en hepatocitos en cultivo. Los p es se cabeul @ ia activided

{

de GK de las monocapas controd (#100%). (A} Fomin (B} 120min.
TCmTaurocolato soédico 2mM TDC=Taurodesaxicolato sddico 2mM TC + TDCO=M ezcla fisiolégica.
Ausencia de LPS. Presencia de LPS.

3.5.2. Fosfatasa dcida (FA).

El efecto de la endotoxina sobre la liberaci6n de enzimas lisosomales del parénquima
hepético se ha analizado utilizando como modelo experimental el cultivo primario de
hepatocitos en monocapa, y como indice del dafio lisosomal Iz actividad de fosfatasa dcida
en el medio.

Para eilo, se toman alicuotas a distintos tiempos de los sobrenadantes de los cultivos,
incubados o no con distintas dosis de LPS. Los valores obtenidos de la actividad de ja
fosfatasa dcida correspondientes a estas muestras se representan en la Tabla 25, observéndose
que sélo en presencia de cantidades elevadas de 12 endotoxina (Img/mi), hay un aumento
significative de fa actividad extracelular de la enzima.
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Tabla 28: Efecto del LPS sobre la actividad extracelular de fosfatasa dcide en hepatocitos en cultive, o

FOSFATASA ACIDA EXTRACELULAR (U/M

LPS (ug/mi)

100 200 500 1000

022 = 0.03 .18 £ 0.02 018 002 023008 0262003
029 + 018 0.13 + 0.06 015 + 001 Q41 =006 049 + 008
034 = 010 028 = 009 420 20082 037 x 007 080 = 031
047 = 009 031 £ 0.02 0322003 035+004 0742034

o

Tabla 2& Efecto del LPS sobre la actividad intracelular de fosfatasa écida en hepatocitos en cultivo.

FOSFATASA ACIDA INTRACELULAR (U/1)

LPS (ug/mI)
TIEMPO CONTROL
100 200 500
6h M2 :220 N2 +290 364700 3916 £ 180

La Tabia 26 muestra la ausencia de efecto de la endotoxina sobre la actividad de la
fosfatasa 4cida en el interior de los hepatocitos en cultivo.

3.53. Superdxido dismutasa (SOD) y capacidad oxidativa intracefular.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios in vive {Resultados, apdoe. 2.1},
el andlisis in vitro de este pardmetro puede esclarecer si existe un efecto directo ejercido
por la endotoxina sobre los hepatacitos o si por el contrario, es un efecto indirecto debida
a los mediadores del shock.

Con este punto de vista se ha analizado la influencia de distintos tiempos de incubacitn
con LPS (200ug/mi), sobre la actividad de la SOD en hepatocitos en cultivo. El tiempo de
incubacién de 2h es el que manifiesta un aumento de actividad respecto a los controles (Fig.
53). En consecuencia la incubacidn con distintas dosis de endotoxina se llevé a cabo a dos
tiempos diferentes (2 y 4 horas), manifestdndose dos comportamientos distintos en lo que a
actividad de SOD se refiere (Fig. 54}.
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Figra 53: Efecto del tiempo de incubacidn con LPS (2001ig/ml} ( @ ), sobre la actividad intracelular de
SOD en hepatocitos en cultivo. Los porcenigjes se calculan respecto a los controles correspondien-
tes a cada tempo ( S
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Figura 54: Efects de diferentes dosis de LPS sobre la actividad intracelular de SOD en hepatocitos en

cultive, g 2 horas { & ) 6 4 horas { & ) de incubacide. Los porcentafes se caloulan respecto a
los controles correspondientes a cada tiempo ( 355
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La incubacién durante 2 horas con la endotoxina, produce un efecto andlogo al observado
in vivo (Tabla 8}, consistente en una disminucidn inicial (“fase aguda™) de la actividad de
SOD, que Juego incrementa ("fase de recuperacitn”) respecto a los controles.

Sin embargo, la incubacién durapte 4 horas con distintas dosis de LPS, determina una
variacién de la actividad de SOD que no puede considerarse significativa.

Segvidamente se llevd a cabo el estudio de la influencia de distintas sales biliares sobre
la actividad de SOD, de modo andlogo a lo realizado con [a GK (Fig. 52). Los resultados se
expresan en la Figuna 55 ¢ indican que Jas sales biliares estudiadas disminuyen considerable-
mente [a actividad de SOD, efecto contrario al ejercido por el LPS (200ug/ml) a las 2 horas
de incubacién, Adem4s, se observa de nuevo que ef tratamiento de los hepatocitos en cultivo
con sales biliares vy endotoxina simultdneamente, anula el efecto de este Gltimo, manifestén-
dose tnicamente la influencia de la saf biliar.

i T
AP 4 i, AP

c e TC+TDC e TC+TDC
Figura 35 Efecto del tiempo de incubacidn con LFS y/o distintes tipos de sales biliares, sobre la actividad
intracelusiar de SOD en hepatocilos en cultivo. Los porceniajes se calculan respecto a la actividad
de SOD de las monocapas conirod (=100%). (A} 30min  (B) 120min.
TCTaurocolato sddico 2mM TDCRTaurodesaxicolato sodico 2mM TC+ TDCBMezcla fisioldgica.
Ausencia de LPS Presencia de LPS.

Por otra parte, se ha realizado un estudio andlogo con suspensiones de NPc enriquecidas
en células de Kupffer y mediante la técnica de citometria de flujo. La sonda utilizada es e}
DCFH (diclorofluoresceina), que en presencia de radicales superdxido se oxida y se hace
fluorescente. El tratamiento con LPS {10ug/ml) da lugar a un incremento del namero de
células que presentan elevados niveles de O, (Fig. 56ay b). La Figum 56a pone de manifiesio
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Figura 56a: Representacitn tridimensional del efecto de la adicién de LFS (10ug/ml), sobre la
intensidad de fluorescencia emitida por suspensiones de NPc enviquecidas en células de
Kupffer y preincubadas con DCFH {30min/37°C).
{A4) Controles (B) LES § segundos
{C) Efecto det LPS a lo largo del tiempo
(D} Efecto del LPS a los 12, 60y 120 segundos
En los ejes se representa N (n® de células), LGFL (Logaritmo de la intensidad de
fleorescencia} y FSC (Tamana celular}
Count=n? de células Chanel=[ntensidad de fluorescencia
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Figura 56b: Representacitn bidimensional del efecto de la adicidn de LPS (10Ug/mi), sobre la

intensidad de fluorescencia emitida por suspensiones de NP enrquecidas en célulay de
Kupffer y preincubadas con DCFH (30min/37°C).

(A) Controles (B} LPS 2 minutos

En los ejes se representa FL (Intensidad de fluorescencia) frente a FSC (Tamario celuler)
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que dicho incremento es muy rdpido pues ya se aprecia a los 5 segundos de la adicién del
LPS a las NPc (paneles A y B), siendo el efecto mayor a medida que aumenta el tiempo de
incubacion (panefes C y D). En [a Figura 560 se observa claramente la existencia de das
poblaciones con distinta capacidad oxidativa intracelular (distintz intensidad de fluorescencia
debida al DCF). En el caso de los controles (panel A) la poblacidn mayoritaria emite una
baja intensidad de fluorescencia y tras 2 minutos de incubacidn con 1.PS (10ug/ml) (panel
B) dicha poblacién pasa & emitir una mayor iniensidad de Buorescencia (mayor capacidad
oxidativa intracelular).

3.5.4, Peroxidacidn lipidica.

La comparacién de los resultados obtenidos in vivo al estudiar la peroxidacion lipidica en
el shock endotéxico reversible (Resultados, apdo. 2.2.}, con los que se indican a continuacién
obtenidos in witro, permitird discutir si las alteraciones aprecizdas son debidas o no a un
efecto directo ejercido por «f LPS.

El andlisis de los niveles de MDA en cultivos de hepatocitos tratados con distintas dosis
de endotoxina y durante distintos tiempos, queda reflejado en la Figura 57.

Se observa que la grifica relativa al LPS 50 es andioga a la obtenida &1 vive (Fig. 17). Sin
embargo, al ir aumentando la dosis, el comportamiento se va alejando del observado in vive
va que para las dosis LPS 100 y LPS 200, fos niveles de MDA a las 4 y 6 horas de incubacitn
son pricticamente control; siendo las caracteristicas de [a grdfica completamente diferentes
para la dosis de LPS 500,
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Figura §7: Efecto de distintas dosis de LPS { @ LPS 50, & LPS 100, m LPS 200y ¢ LPS500) sobre
los niveles intracellares de MDA en hepatocites ea cultivo. Los porcentajes se calcuian respecio
a los cantroles correspondienies a cada tiempo (
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35.5. Niveles de citocromo by,

Lz disminucicn observada en os niveles de citocromo P450 en monocapas de hepatocitos
tratadas con lipopolisacdrido parece deberse a una accién directa de Ja endotaxina sobre las
células parenquimatosas (Pagani et al, 1987).

Con intencién de realizar un andlisis paralelo respecto a la influencia del LPS en los
niveles de citocromo b, se ha llevado a cabo [a valoracidn de dichos niveles en monocapas
no replicativas de bepatocitos en cultivo, tras el tratamiento con distintas dosis de endotoxina.

Los resuitados obtenidos con estos experimentos in vitro (Fig. 38), concuerdan con los
obtenidos in wwo (Resultados, apdo. 2.3.), confirmando que durante el shock endotéxico se
produce en el parénquima hepdtico una efevacidn de {a concentracidn de ¢itocromo b,

CITOCROMO bs (%)

5 & 1 e
TIEMPO {horas)

Fipra 58 Efecto de distintas dosis de LPS (@ LPS 100, o LPS 200, B LPS 500) sabre los niveles de
citocrome by en hepatocitos en cultive. Loz porceuajes se calculan respecio & los controles
correspondientes a cads dempo | @)

3.5.6. Concentracién de calcia citosélico.

Durante la endotoxicosis, el LPS bacteriano se une a la membrana plasmitica celular,
interfiriendo en los mecanismos de transduccién de sefiales e induciendo perturbaciones de
procesos intracelulares y metabdlicos (Pagarni et al, 1981, Pagani et al, 1985; Portolds e al,
1987; Pagani et al,, 1988).
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Dade que la respuesta de muchos tipos celulares frente a estimulos extracelulares implica
un aumento de la concentracidén de caicio citosélico libre (Rasmugsen & Barret, 1984), se ha
procedido a estudiar la influencia que ejerce la endotoXina sobre la homeostasis del calcio
en distintos tipos celujares hepdticos (hepatocitos aislados y en cultivo primario, y
suspensiones enriquecidas en células de Kupffer).

a} Espectrofluorimetria.

Cuando Jas céhulas parenquimatosas aisladas, preincubadas con fura-2, son sometidas a
un tratamiento con LPS (100ug/10° Pc/6.5ml) a 37°C, durante distintos tiempas, se observa
(Fig. 59) un incremento tiempo-dependiente del contenido de calcio citosélico, alcanzando
éste valores dos veces superiores # los control, tan sélo a los 15min de incubacién con la
endotoxina,
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Figura 59 Efecto del LPS sobre la concentracidn de calcio citosdlico en hepatocitos aislados.
Lax células, tras 1 incorporacion de la sonda fura-2, son incubadas a 37°C con o sin LPS
(100ug/ 10 Pcj durante distintos tiempos. Los porcentajes se calculan respecto a la (Ca®*]
citosdlico de las células control.

El tratamiento de hepatocitos en suspensién con dosis diferentes de endotoxina, durante
10min a 37°C, produce de nuevo un incremento de la concentracién de calcio citosélico, que
es directamente dependiente de la dosis de LPS utilizada (Tabia 27).
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Tabla 27: Efecto de distintas dosis de LPS sobre la concentracién de calddo citosdlico en hepatocitos
aislados,
Las cédluias, tros o incorporacidn de la sonda furg-2, ton incubadas a 37°C en presencia o
ausencia de LPS (100 y 200ug/Itf Pc) durante 1Gmin,

TRATAMIENTO Ca**| CITOSOLICO (nM)

Control 123+ 6
LPS 100 i56 + 8
LPS 200 T+ B

Con el fin de conocer si el incremento producido por la endotoxina en la [Ca**] citosélico
procede de Ca* " extracelular o de [a movilizacién de las reservas intracelulares, o de ambos,
hepatocitos en cuitivo primario en monocapa fueron preincubados con fura-2 y posterior
mente tratados con LPS (100ug/mi), bien en tampéin con calcio o bien en tampdn sin calcio
y con EGTA (02mM) (30min/37°C). La Tablz 28 muestra los resultados obtenidos, que
concuerdan con los anteriores relativos a células aisladas, observindose de nuevo un
considerable incremento (335%) de la [Ca® ] citosélico en las monocapas tratadas con LPS
respecto a lus control. Ademis, este efecto se abserva tanto en presencia como en ausencia
de calcio extracejular, siendo en este (himo caso inferior el aumento observedo de los niveles
de calcio citosdlico (212%).

Tahla 28; Efecto del LPS sobre la movilizacién de calcio intracelular en hepatociios en cultivo.
Las monocapas, tras fa incarporacion de la sonda funa-2, son incubaday a 37 en presencid o
ausencia de LPS (100pg/ 10 Pc) durante 30min; en medio con calcio o sin celcio y con EGTA

(3.2mM).

[Ca™"} CITOSOLICO
MEDIO TRATAMIENTO

(aM) (%)
Con Coatrol 143 = 2 100 £ 1
calcio Lirs199 Ly N1 335+ 4
Sin Control 147 >3 100+ 2

calcio LPS100 3113 212+ 2
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b) Citometria de flujo.

Laos resultados obtenidos en el apartado anterjor han sido ratificados mediante la téenica
de citometria de flujo utilizando Ia sonda Indo-1. En las Figuras 60 y 61 se representa, en el
panel A, la intensidad de fluorescencia emitida por los hepatocitos 8 422nm (indo unido a
calcio) frente a la emitida a 488nm (indo libre de calcip). El panel B corresponde a la
representacién del nimero de células N frente 2 la intensidad de fluorescencia emitida a
422nm (indo unido a calcio). En esta representacién se observan tres poblaciones celulares
con distinto contenido en caltio citosélico. Dichas poblaciones se han identificado como
negativa (-), posiiva (+) y muy positiva (++) en orden creciente de intensidad de
fluorescencia a A, =422nm. En porcentajes estd indicada la cantidad de células de cada
pobiacidn.

El tratamiento con LPS (100ug/ml) (Fig. 61} produce un incremento en el porcentaje de
la poblacién ++ (21% - 32%), indicando un aumento en la concentracién de calcio
citosdlico. Por otra parte, el incremento observado en la poblacidn - (16% -+ 25%)
correspande a una pérdida de la sonda intracelular consecuencia de la alteracién que el LPS
produce en la membrana plasmdtica.

En el caso de las células de Kupffer, se ha ilevado a cabo un estudio paralelo. Las
suspensiones de NPc enriquecidas en macréfagos y obtenidas por tripsinizacién de cultivos
{48h), han sido incubadas {15min/37°C) con distinias dosis de LPS (10 y 100ug/mi). Los
resuitados no muestran diferencias significativas entre los controles y los tratados con LPS.

Sin embargo, se ha observade que ia adicién de endotoxina a la suspensién de células
produce yn aumento instantdneo de jos niveles de calcio citosdlico, que vuelven inmediata-
mente a los valores control.
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Figura 6& (A) Intensidad de fluorescencia emitida a A =422nm (Indo unido a calcio} frente a Ia intensidad
de fluorescencia emitida a 1 =488nm (Indg libre), por hepatocitos en suspension.

(B} Nimero de hepatocitos (N) frente a la i idad de [k
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Los porcentajes indican fa cantidad relativa de células de cada poblacién (-, + y + ¥ ).
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Figra 61: (A) Intensidod de fhucrescencia emitida a ) =422nm (Indo unido a calcio) frente & la intensidad
de flucrescencia emitida a A = 458nm (Indp libre), por hepatocitos en suspension tratados con
LPS (100ug/ml) {30min/37°C).
{B) Niimero de hepatocitos (N) frente a la intensidad de fiu ia emitida @ \=422nm.
Los porcentajes indican la caniidad relativa de céfulas de cada poblacide (-, + y + +).
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3.5.7. pH intracelular.

La dishomeostasis celular inducida por la endotoxina puede aiterar &l pH, pardmetro de
notable interés en la regulacién de procesos metabélicos, por lo que se ha procedido a su
estudio en hepatocitos en cultivo incubados o na con LPS,

El pH, se ha medido utilizando 1a sonda fluorescente BCECF, requiriendo el procedi-
miento fluorimétrico de un calibrado intracelular realizado con soluciones tamponadas a
distintos pHs y que contienen nigericina (12.54M) (Materiales y Métodos, apdo. 15). los
valores obtepidos para 18 relacidn R=F,/Fq, durante el process de calibrada, tanto ena
monocapas control como en las tratadas con LPS, se indican en la Figurz 62,

Fago/ Faso
o )]

e

\

w
felxt 0
\

04 ‘ + + +

2 65 68 71 T4 77
pH

Figura 62 Calibrado intracelular de la reiacion R=Fyy/F o, €n monocapas de hepatocitos marcadas con
la sonda fluorescente BCECF y tratadas (@ jono ( G ) con LES.

Se puede apreciar que en el intervalo de pH comprendido entre 6.6y 7.5, existe linearidad
entre R y el pH,

La interpolacidn de las valores de R obtenidos con las monocagas de hepatocites conirol
¥ tratados con LPS en la recta de calibrado correspondiente, permite determinar en cada caso
el pH intracelular (Tabla 29}, La endotoxina produce una disminucién muy significativa del
pH, de los hepatocitos, disminucién que ademds es tiempo-dependiente.
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Table 29: Efecio del LPS sobre el pH), de hepatocitos en cultivo.
Las monocapas, tras ser incubadas en presencia o ausencia de LPS (100yg/mi} a 37°C durante
10 y 45min, son marcadas con la sonda fluorescente BCECF para la posterior medida

espectrofbiorimétrica del pH,
TRATAMIENTO pH,
Control T46 + 0.01
LPS (10win) 714 £ 004
LPS {45min) 708 + 001

1.6. INTERACCION CELULAS NO PARENQUIMATOSAS +~+ CELULAS
PARENQUIMATOSAS,

La accién de la endotoxina sobre el parénquima hepdtico puede estar modulada por los
mediadores producidos por las célulaz de Kupffer. Para comprobarlo se han incubado los
cultivos de células no parenquimatosas hepiticas enriquecidos ¢n macréfagos de Kupffer, en
presencia 0 ausencia de LPS (100ug/mi) durante distintos tiempos. Los sobrenadantes
obtenidos son utilizados para el tratamiento posterior de Pe en cultivo. El pardmetro elegido
para la estimacidn de la lesidn celular en los hepatocitos es la actividad de la GOT,
caracter{stica del parénquima hepitico. Ademés, la actividad extracelular de esta enzima no
se ve alterada significmiivamente por la accidn directa del LPS sobre los hepatocitos (Pagani
et al, 1987) por lo que cualguier modificacién en este sentido, serd debida a la presencia de
mediadores secretados par los macrdfagos.

Ea la Tabla 30 se pone de manifiesto que las Pe tratadas con sobrenadantes de NPe,
presentan mayor actividad extracelular de GOT sobre todo en el caso de que los sobrenadan-
tes procedan de macréfagos incubados con LPS.
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Table 30 Efecto indirecto del LPS sobre la activided extracelular de GOT en hepatocitos en cultivo,
El sobremadante de cultivos enviquecidos en macrtfagos de Kupffer, preincubados en p
ommachPS(!Wnd}(M/J?‘CLﬂmMmmmdemdwm
hepatociios en cultivo (¢h/37°C). Finalmente se valora lo actividad earacelular de GOT en esos

cultivor de Pe.
GOT (U/D)
Presratamiento de las NPc
Tratamicoto de las Pc
CONTROL LPS 100
Medio 34.77 £ 065 3982 + 342
Sobrcnadasie NP (2h) 6652 £ D00 8148 x 343

A medida que aumenta el tiempo de preincubacién de las NPc con la endotoxina,
disminuye el efecto inductor que esos sobrenadantes ejercen sobre la actividad extracelular
de GOT en los cultivos de hepatocitos (Tabla 31).

Tabla 31: Efecto indirecto del LPS sobre (a actividad extracelilar de GOT en Repatocitos en cuftivo.
El sobrenadante de cultivos enriquecidos en macrofagos de Kupffer, preincubados en p
o ausencia de LPS (1001ig/ml) durante distintos tiempaos (2h, 4k y Gh) a 37°C, es utifizado
comg medio de incubacidn con hepatodites en cultive (6h/37°C). Finalmente 5 valora ia
actividad extracehidar de GOT ent esos cultivos de Pe.

GOT (U
Pretratamienio de [as NPc
Tratamiento de las Pe
CONTROL LPS 100
Sobrenadanie NPc (2h) 63.72 = 738 8693 : 663
Sobrenadante NPc (4h) MWL 8237 +£373
Sobrenadante NPe [6h) 7207 + 000 TB37 t 632

Por otra parte, si tras dar un pulso a las NPc (2h/37°C) con LPS (100pg/ml), este medio
se sustituye por medio carente de endotoxina (48h/37°C), fos sobrenadantes oblenidos (no
tienen LPS) no muestran ¢fecto sobre la jiberacion de GOT por hepatocitos en cultivo {40.67
= 120 U/,
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Se ha comprobado que el medio de cultivo de las NPc (2/3 DMEM + 1/3 RPMI) no
afecta al metabolismo de los hepatocitos, normalmente incubados con William’s; como queda
demostrado con los resultados de incorporacion de [*C]-2-desoxiglucosa por Pc incubados
con distintos medios de cultivo {Tabla 32).

Tabla 32 Incorparacion de [C]J-2-desariglucosa por hepatocitas incubados con distintos medios de cultive.

INCORPORACION DE [“C}-2-DESOXIGLUCOSA (amoles/10° Pc)

Medio Ticmpo Concentracibn de 2-desoxiglucosa
0.25mM 050mM 1.00mM
William's Zh 1739 2 131 2564 £ 203 5134+ 246
E 4h 23,40 + 133 2816 = 400 5366 = 933
2/3 DMEM + zh 1820 + 213 2926 £ 083 4466 + 216

1/3 RPMI 4h 2730 £ 153 3660 390 6453 = 9.66
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IV. DISCUSION.

Desde que Morrison y Ulevitch en 1978 realizaron un profundo estudio del efecto de las
toxinas bacterianas sobre el organismo, concluyendo que las endotoxinas producen graves
alteraciones en los sistemas de coagulacién y complemento y que actlan sobre distintos
blancos cefulares, s¢ han usado endotoxinas bacterianas aisladas para intentar esclarecer la
fisiopatologia del shock. Coneretamente se he desarroliado una amplia labor de investigacién
basada fundamentalmente en estudios de modelos experimentales de shock.

En la actualidad, las dos 4reas de investigacién de mayor interés incluyen el estudio de
las interacciones entre los distintos érganos y tejidos afectados (modelos in vive) y la identi-
ficacién de los procesos moleculares primarios implicados en [a accidn directa de las
endotoxinas sobre células y sistemas de membrana celulares {modelos in vitro).

De acuerdo con esto, los modelos experimentales de estudio utilizados en el presente
trabajo han sido dos: modelo in vivo, mediante la induccién de un estado de shock endotéxico
reversible y modelo ix vitro, que implica la utilizacién de distintos tipos celulares hepiticos.

L ACCION DEL LPS IN ¥TV0. MODELO DE SHOCK ENDOTOXICO REVERSIBLE.

Se ha inducido en ratas un estada de shock endotéxico reversible mediante la inyeccién
intravenosa de una dosis subletal de LPS, que produce un estado de shock agudo entre las
4 y 6 horas, con todos los sintomas clinicos del shock (piloereccitn, sed, aumento de la
temperatura corporal y pérdida de peso), sintomas que desaparecen cuando ef animal entra
en la fase de recuperacitn (24-72h).

La reversibilidad del proceso permite un estudio preciso de los dafios producidos por el
lipopolisacdrido (LPS), sin que se solapen alteraciones ocasionadas por el fracaso general del
organisma, fracaso que tiene lugar en las situaciones de shock irreversible,

De este modo, e seguimiento de [as alteraciones macrosedpicas ¥y microscdpicas de los
distintos érganos y de las alteraciones paralelas de algunos pardmetros biogquimicos {niveles
séricos de plucosa, albGmina y glutamato oxalacetato transaminasa) (Fig. I16), puede
considerarse un indice de la afectacién y recuperacién de los animales tratados, con-
firméndose la validez de este modelo experimental (Bosch et al, 1988).

Su utilizacion ha permitido el estudio de distintos pardmetros {actividad de fa superdxido
dismutasa, peroxidacién lipidica y niveles de citocromo b,) que pueden ser decisivos en la
afectacién hepética durante las sucesivas fases del shock (aguda y de recuperacion);
aportdndose nuevos datos para el esciarecimiento de las primeras etapas de la endotoxicosis.
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L1. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD).

Los radicales derivados del oxigeno, generados principalmente por células fagocfticas tras
una activacidn inducida por distintos estimulos, pueden set a su vez los inductores de lesiones
tisufares durante la sepsis o shock endotéxico (Fantone & Wand, 1982; Fiohé & Gierts, 1987).
La activacidn de las células fagociticas aumenta su consumo de oxigeno, activa el shunt
hexosa monofosfato e induce !a actividad NAD(P)H oxidasa (Klebanoff, 1980). Como
resultado se producen y liberan el anién superdxido (O;), ¢ singiete de oxigeno ('0), el
radical hidroxilo (OH "} y el peréxido de hidrégeno (H,0,). La liberacién de O,, OH' y H,0,
por macréfagos y neutréfiles polimorfonucleares, est4 asociada con mecanismos anti-
mictobianos (Klebanoff, 1980) pero estos metabalitns pueden convertirse, si aumentan sus
niveles, en téxicos para tejidos como pulmén, rifion, intestine ¢ higado (Fantone & Ward,
1982; Maunder et al, 1958}

El modelo de shock endotaxico reversible permite observar (Tabla 8) un comportamiento
biffsico que implica la disminucidn de la actividad de Iz SOD en un 50% (que puede corre-
lacionarse con una elevacion de los niveles de O,) durante la fase aguda del shock; para
luego no s6lo revertir el efecto, sino aumentar por encima de los controles dicha actividad
de SOD (fase de recuperacidn, 24h). De hecho, durante el estado inicial de una infeccidn, los
macréfagos estin hiperactivados (Discusisn, apdo. 24.1.) y liberan elevados niveles de
radicales libres de oxigens, gue no stlo poseenun-efecto bactericida sing qué también
afectan a tejidos adyacentes (Weissger, 1986). Debido a ello, tras la inicial inmunopoten-
ciacién, tiene lugar una inmunosupresion (Prasad et al, 1990).

Existe, por tanto, una clara concordancia entre estos resultados y la reduccién de [a
necrosis hepdtica y la mortalidad de ratas en estado de shock endotdrico irveversible,
demostrada tras el tratamiento con SOD y catalasa (Arthur er al., 1985; Kunimoto et al, 1987;
Schneider & Matthiesen, 1990).

Las causas de este efecto observado in vive pueden ser:

- Una accién directa del LPS sobre las células hepéticas. Los principales blancos
celulares de) LPS en el higado son los macrdfagos de Kupffer, que captan la
endotoxina mediante pinocitosis adsortiva (Mathieson & Ulevitch, 1979; Fox et al,, 1987)
o via un receptor especifico (Von Bossuyr & Wisse, 1988). También se ha demostrado
que el LPS se une a los hepatocitos (Pagani et al, 1981; Praaning Van-Dalen et al,
1981 Pagani et al., 1988) por lo que igualmente podria tener lugar un efecto citotéxico
directo de la endotoxina sobre las células parenquimatosas hepiticas. Esto no estaria
de acuerdo con lo concluido en estudios & wive por Baulista et al (1990) acerca de
una intervencién exclusiva de las células de Kupffer y PMN infiltrados, en lo que a
liberacidén de O, se refiere, como respuesta a fa inyeccién de LPS. Sin embargo, los
hepatocitos si intervienen en este aspecto {Discusidn, apdo. 2.5.2.).
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- Una accién indirecta que implique la actuacién de citoquinas (IL-1, TNF) (Visner
et al, 1990) o la liberscidn por los hepatocitos de una proteina de fase aguda
identificada como proteina capaz de unir el LPS (LBP) (Tobias et al, 1986) y que
auments la unién de ia endotoxina a los macrdfagos i vitro (Warren et al, JV88;
Wright et al, 1989).
Con el fin de distinguir entre ambas causas, se han llevado a cabo estudios in vitro que
han demostrado la existencia de un efecto dirscto del LPS sobre los distintos tipos celutares
hepiticos (Discusibn, apdo. 25.2.).

1.2 PEROXIDACION LIPIDICA.

Un incremento en la formacién de radicales libres da lugar a alteraciones en el
metabolismo y en a funcionalidad celular como consecuencia de su accidn a tres niveles
fundamentales {(Slater, 1984; Inauen er af, 1989}

- Reaccién con protelnas que contienen grupos -SH dando lugar a entrecruzamientos
proteina-lipido (Steinbrecher, 1987).

- Medificaciones de dcidos nucléicos (Moody & Hassan, 1982) o ruptura de la hebra
de DNA (Brawn & Fridovich, 1981).

- Peroxidacidn lipidica (Comporti, 1985), que compromete la integridad de las
membranas (Sevanian & Kirn, 1985) y daba también orgdnulos subcelulares ¢ Peters e
al, 1985).

El anilisis de la peroxidacién lipidica en el estudio de los efectos celulares del LPS, «s
esencial debido a la importancia de los sistemas de membrana en el correcto metabolismo
celular. Se ha sugerido (Watanabe f al, 1990} que existen dos posibles factores mediante los
cuales los rzdicales libres alteran la estructura d¢ Jos fosfolipidos de la membrana celular: la
concentracién intraceluiar de calcio y la peroxidacitn lipidica. Ambos factores actfian
independiente pero sinérgicamente {Bors ef al, 1990}, El primero se analiza en este trabajo
(Discusién, apdo. 2.5.5.}, demostréndose un incremento de la {Ca**], como consecuencia del
tratamiento directo de hepatocitos con LPS. El segundo, se ha estudiado tanto en el modeio
de shock endotéxico reversible in wivo (Resultados, apdo. 2.2) como en el modelo in vitro
(Resultados, apdo. 3.5.3.).

Los resultados ir vive indican un comportamiento bifdsico cansistente en un incremento
de la peroxidacion lipidica en la fase aguda del shock y una disminucitn por debajo de los
niveles control en Ia fase de recuperacién (Tabla 23). Ello concuerda con el comportamiento
también bifdsico de la actividad de la SOD durante el shock (Tabla 8), produciéndose un
aumento del 38% en dicha actividad a las 24 horas de la inyeocién del LPS y una disminucidn
también del 38% en los niveles de MDA durante esta fase de recuperacion del shock. Todo
induce a postular una relacién causa-efecto entre radicales Iibres y peroxidacién.
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1.3. NIVELES DE CITOCROMO b,.

Existen evidencias que asocian un anmento de la peroxidacion lipidica hepatica in vive con
anormalidades en el sistema vacuolar citoplasmético, concretamente con una reduccitn
selectiva de los citocromoes P450 y b, (Bacon et al, 1985). Dicha reduccién ha sido observada
en el caso de] P450, como consecuencia del tratamiento con LPS in vive ¢ in vitro (Pagani
et al, 1987; Bosch et al, 1988). En relacién con el cilocromo b, y dada la gran importancia
de su papel en el sistema de oxidasas de funcién mixta microsomal y de desaturacién de
dcidos grasos, se procedid a analizar si sus niveles experimentaban alguna alteracién durante
el shack endotéxico (Resultados, apdo. 2.3), observindose (Fig. 18) un incremento de hasta
un 35% respecto a los controles, en coincidencia con la fase aguda del shock (4-6h).

Por el contrario, los niveles de citocromo P450 exhiben una disminucién progresiva que
se mantiene incluso a las 72 horas de la induccién del shock (Bosch et al, 1988). En este
sentido, el LPS actGa probablemente impidiendo la unida de la proteina ai grupo hemo o
degradando dicho grupo hemo (Williams, 1985; Pagani et al, 1987). Los radicales libres
producidos por el LPS (Discwsidn, apdos. 1.1, ¥ 25.2) podrian estar alterando la estructura
de la proteina (Steinbrecher, 1987).

La correlacién positiva del cociente citocromio by/citocromo P450 (Fig. 19), sugiere que
el citocromo b, puede participar directamente en el proceso endotdxico. Esta hipétesis
concuerda con ¢ hecho de que €l citocromo b, aumente 1a oxidacién dependiente de P450,
de hepatotoxinas (De Marco & McCoy, 1985) ya que es capar de transferir electrones
directamente al P45¢ (Stabrook, 1984) y posenciar las reacciones de monooigenacin
(Ingelman-Sundberg & Johansson, 1980; Jansson et al, 1985; Patten et al, 1986), Ello se ka
observado no sdlo en sistemas reconstituidos in vigre sino también en microsomas intactos
{Noshiro et al., 1981} y en células {(Aoyama et al, 1990). De este modo, durante la oxidacién
NADPH-dependiente de determinados sustratos, los niveles de citocromo P450 permanecen
inalterados mientras que los de b, aumentan considerablemente (De Marco & McCoy, 1985).

El hecho de que el citocromo b, pueda recibir electrones tanto del NADH come del
NADPH a través de las respectivas reductasas, dependiendo de la situacidn celular, sugiere
que en la endotoxicosis dicho citocromo estd suplementando al P450 de alguna manera,
explicindose asi Que la concentracién de éste ultimo no vuelva 2 sus valores normajes durante
la fase de recuperacidn del shock reversible inducido experimentalmente.

Otros estudios han indicado que la administracién de endotoxina in vivo, va acompafiada
de una disminucién en el contenido hepético microsornal de citocromo by (Morgan, 7989).
Sin embargo dicha disminucién no es estadisticamente significativa y se refiere a tiempos
superiores a las 6 horas tras la inyeccin del LPS.

Puesto que [a respuesta in vivo implica factores extrahepdticos que pueden modificar los
niveles de citocromo by, se han utilizado monocapas de hepatocitos en cultivo para comprobar
la accién directa del LPS en las alteraciones de este citocromo (Discusion, apdo. 2.5.5.).
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2. ACCION DEL LPS IN FITRO. UTILIZACION DE DISTINTOS TIFOS CELULARES
HEPATICOS.

Laos estudios in vive, que proporcionan una aproximacién importante en el conocimiento
de las alteraciones fisiopatolégicas de los estados de shock, no permiten distinguir, dada l1a
complejidad del proceso, enire [as causas primarias de fa accidn de [as endotoxinas y las
secundarias producidas por la liberacidn de mediadores y/a estados de hipoxia.

En los Gitimos 30 afios las investigaciones sobre el shock endotdxica han prestado espectal
atencidn a las alteraciones celulares (Williamson et al, 1970; Altura et al.,, 1983} ya que es el
grado de lesidn celular el que determina la irreversibilidad del shock (Sayeed, 1983).

El estudio a nivei celular y subcelufar requiere [a puesta a punto de modelos experimen-
tales in vitre que incluyen el aislamiento de poblaciones celulares puras y e cultivo primaric
o a largo plazo de dichas células. Esta aproximacién experimental permite simplificar el
sistema y es la que se ha utilizado mayoritariamente en el presente trabajo.

El aislamiento y caracterizacidn morfolfgico-funcional de las células del parénquima
hepatico o hepatacitos (Pc) se ha realizado en estudios previos, que demostraron fa existencia
de una correcta correlacién entre ambeos aspectos celulares (Pagani et al, 1988).

La obtencién de células no parenquimatosas hepaticas libres de Pc es dificil, dada la
inferioridad numérica de las primeras ¢n el higado. Por otra parte, la utilizacién de uno u
otro método de aislamiento es decisiva si el objetivo final es el enriquecimiento de esa
preparacién en células de Kupffer, mediante su cultivo y fa adherencia diferencial al sustrato,

El empleo de colagenasa durante el aislamiento celular, no ha permitido una purificacién
apreciable de los macréfagos hepéticos (Tabla 7). Sin embargo, !a combinacién colagenasa/
/pronasa introduce una marcada diferencia entre [a capacidad de adhesi6n de Ke y Ec
pudiendo obtenerse cultives enriquecidos en células de Xupffer (Fige. 20, 2], 22, 23 y 24).

En la Tabla 33 se muestra el rendimiento celular obtenido por distintos procedimientos
experimentales de aislamiento de NPe y purificacién de macréfagos hepiticos. El método
desarroliada en este trabajo permite obtener rendimientos mas elevados (6.5x10° Kc/higado)
que los alcanzados por otros autores sin la téenica de elutrigeisn como paso final de la
purificacién.

La caracterizacién morfoldgica de las células obtenidas, se ha llevado a cabo mediante
microscopia Sptica y electrénica, mostrando las caracteristicas tipicas de los macréfagas (Fig.
21), asi como preservacitn en el cultiva de la ultraestructura celular intacta (Fig. 23). De
hecho, las célufas recién sembradas presentan un efevado nimero de vacuolas (Fig. 224),
signe caracteristico de células activadas, quizds como consecuencia del proceso de
aislamiento. Este efecto revierte a las 48h de cultivo,

La correcta funcionalidad de los cultivos enriquecidos en células de Kupffer, se pone de
manifiesto mediante las pruebas de tincién para peroxidasa (Figs. 20y 23), caracteristica de
macréfagos (Wisse et al, [974; Wisse, 1977).
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Tabla 33 Rendim, celular obuenido por distinics métodos de aisiamiento de NPc y punificacion de célwlas de
Kupffer a partir de higado de mta.

AISLAMIENTO PURIFICACION Kxx1t*/g higado Referencia

Colagenasa® Centrifugacién diferendial a bajs velocidad 40 Doolittle & Richier (1981)
Gradiente percoll + Adherencia diferencis! 48 Smedirdd y Pertolt (1985)
Gradi metrizamida + Adh in diferenciat 65 Steffan er al (1986)
Gradiente merrizemida + Elumisadn 80 Knook er al. {1986)

Pronasa Gradiente percoll + Adherencia diferencial &0 Murthe-Kaas er al. (1975)
Gradiente metrizamids + Elutriscién 80 Knook & af. (197T)

Pronasa [ria® Gradiente percoll + Elatriacion 6.5 Prazning.Van Dalen (1982)

Colagenasa + prenasa® Gradiente nycodenz + Blutriacién 70 Van Bossuyt o al. (1988)

Eil rendimiento de adhesion al sustrato o5 (Van Bosseor e al, 1988):

(a) 3.5x10° Kc/g higado

(b) 2.9x10° Ke/g higado

{c) 4.9x10° Kc/g higade

Nimere total de K por gramo de higado 170 Knook er af. (1577)

Bouwens er &f, (1986)

La obtencién de distintos tipos celulares hepéticos y su utilizacién tanto en suspensidn
como en cultivo, ha permitido analizar los siguientes aspectos en relacién con la accibn del
LPS in vitro:

- Morfologia de NPc.

- Localizacién ultraestructural e incorporacién de la endotoxina en NPc.
- Propiedades fisicas de la membrana plasmdtica.

- Funcicnalidad de la membrana plasmitica.

- Pardmetros bioquimicos intracelulares.

- Interaccidén NPe «— Pec.

2.1. ALTERACIONES MORFOLOGICAS.

Estudios previos han demostrado mediante técnicas de microscopia 6ptica y electrénica
que el tratamiento con LPS de las monocapas no replicativas de hepatocitos induce retraccion
citoplasmdtica (Pagani et al, 1988). Un efecto andlogo ha sido observado por Franceschi er
al (1989) en células del endotelio de la aorta como consecuencia de elevados niveles
intracelulares de calcio. Este hecho parece estar relacionado también con la existencia de
niveles anormalmente altos de radicales libres de oxigeno en dichas células, revirtiendo las
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alteraciones morfol6gicas tras el tratamiento con SO y catalasa. Por ello, se podria pensar
que ef LPS altera la morfologia de los cultivos de hepatocitos como consecuencia de una
ripida elevacién de la concentracitn de calcio citostlico (Discusion, apdo. 2.5.6.) y/o un
incremento de los niveles de radicales libres de oxfgeno (Discusidn, apdo. 2.5.3.).

En relaci6n con las células no parenquimatosas, e} tratamiento directo con LPS disminuye
la adhesién al sustrato, incrementa Ia vacuolizacion, produce alteracién de mitocondrias,
dilataci6én de ia membrana nuclear y aparicién de numerosos autofagosomas (Figs. 20, 21 y
24).

Las vacuolas pueden estar retacionadas con la fagocitosis de la endotoxina postulada en
estas células (Mathieson & Ulevitch, 1979; Fox ef al, 1987) y coincidente con lo observada
mediante la técnica inmunocitoquimica del ore coloidal (Discusidn, apdo. 22.).

Los autofagosomas, se refacionarfan con [as alteraciones mitocondriales observadas tras
el tratamiemo con la endoworina, ya que aparecen a menudo figuras de mielina caracteristicas
de restos de membranas mitocondriales dafiadas.

22 INCORPORACION Y LOCALIZACION INTRACELULAR DEL LPS.

En los hepatocitos, estudios de unién y desplazamiento con [“C}-LPS, revelan que la
unidén a Ja membrana cefular no parece responder a la existencia de receptores funcionales
especificos sino a interacciones fisico-quimicas con componentes particulares de la membrana
(Pagani et al, 1981; Praaning Van-Dalen et al, 1981; Pagani et al, 1988).

Los ensayos de unién del [“CJ-LPS realizados en las células no parenguimatosas
enriguecidas en células de Kupfler, ponen de manifiesto una incorporacién de la endotoxina
dependiente de Ia dosis (Tabiz 9}, En los macréfagos hepdticos, parece darse un mecanismo
de pinocitosis adsortiva (Mathieson & Lilevitch, 1979; Fox et al, 1987) para la incorporacién
del LPS. No obstante, algunos autores sogieren la existencia de receptores especificos de
unién (Van Bossuyt & Wisse, 1988} aunque todavia no se ha aislado el posible receptor.

Con el fin de conocer la localizacién subcelular de la endotoxina en las células no
parenquimatosas de forma paralela a fo ya realizado en Po (Municio er al, 1990; Diaz-Laviada
ef ai, 1991}, se han llevado a cabo estudios inmunomarcaje con oro coloidal Los resultados
{Figs. 25 v 26} indican una incorporacién de la endotoxina que ya se aprecia a los 15min de
tratamiento y que estd asociada a menudo a vacuolas. Sin embargo, en hepatocitos, 1 estos
tiempos de incubacién el LPS permanece fundamentalmente asociado a microvellosidades de
ia membrana plasmdtica, requiriendo su internacién tiempos de incubacién més largos.

Esto apoya la hipétesis de una fagocitosis del LPS por las células de Kupffer, mecanismo
diferente al postulado para Pc. A los dos tiempos enszyados el LPS alcanza la membrana
mitocondrial, que se encuentra desorganizada, induciéndose procesos de autofagocitosis tal
como se apreciaba en los estudios morfolégicos (Discusién, apdo, 2.1.}.
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23. PROPIEDADES FISICAS DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

Los mecanismos primarios del shock endotdxico todavia no se conocen pero es indudable
que la interaccidn del LPS con la superficie celular constituye la etapa inicial en el desarrollo
de su accién.

Los pardmetros elegidos para caracterizar las alteraciones gque puede producir in vige la
endotoxina sobre las propiedades fisicas de la membrana plasmatica, son:

1) Liberacién de LDH: la salida de esta enzima al medio estd directamente relacionada

con lesidn de la membrana celular siendo un marcador de estados de citotoxicidad

(Portolés et al, 1987; Morel et al, 1990; Ofua et al, 1990).

2) Retencién de flucrescefna en ¢l interior celular: ka utilizacién de los lamados sustratos

flucrogénicos como el FDA, tiene un gran interés en estudios de viabilidad celular pues

13 retencién del fluordforo depende de la integridad de la membrana plasmdtica (Rotman

& Papermaster, 1966}.

3) Microviscosidad de la membrana plasmatica: su andlisis suministra informacidn sobre

la estructura y dindmica de la matriz lipidica de !a membrana, parimetros ambos

indispensables para la comprensién de cualquier fendmeno relacionado con las membranas

biolégicas (Shinitzky & Barenhok, 1978).

2.3.1. Liberacién de LDH.

La interaccion directa de la endotoxina con hepatocitos en cultivo produce un incremento,
tiempo- y dosis-dependiente, en la actividad extracetular de LDH (Figs 27), indicando una
aiteracién de la membrana plasmdtica.

Por otra parte, cabe destacar la importancia que puede tener la LDH en estados de
endotoxicosis ya que esta enzima estd implicada en la transformacién reversible de piruvato
a lactato. Dado que 1a accién del LPS induce lactoacidosis in vive (Nishijiru et al, 1973) y
gue, en estudjos previos con hepatocitos en suspensidn se ha observado una disminucién de
la gluconeogénesis tras el tratamiento con endotoxina (Pagani et al, 1985), puede pensarse
en una alteracién del metabolismo de hidratos de carbono en los hepatocitos que produzca
un actmulo anormal de piruvato. Este seria transformado posteriormente a lactato por la
LDH y ello determinarfa una disminucién del pH, concordante con lo observado por otros
autores én vive (Nishijima et al, 1973; Schumer, 1983}. La posible disminucién del pH, ha
sido efectivamente puesta de manifiesto en el presente estudio con hepatocitos en cultivo,
mediante técnicas fluorimétricas (Discusion, apdo. 2.5.7.} y prueba la existencia de un efecto
directo de la endotoxina a este nivel
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23.2. Retencién intracelular de fluoresceina.

En los estudios de viabilidad celular realizados con FDA sobre hepatocitos, se observa gue
el tratamiento ¢con endotoxinag (100 y 200ug/mi) (Tabia 10} produce un ligero aumento del
nlmero de células fluorescentes aunque éstas presentan una intensidad de fluorescencia
considerablemente menor que las células control (Fig. 28). Una posible explicacidn de este
aumento en el nlimero de células con fluorescencia serfa considerar que la unién LPS-mem-
brana plasmdtica crea dominios hidrofdbicos en la membrana que facilitan la entrada del
FDA. Esto estd de acuerdo con la interaccién del tipo lipido-lipido (lipido A-lipidos de la
bicapa), que permite la unién de la endotoxina a liposomas artificiales ¥ a membranas
bioldgicas (Rietschel et al, 1985). Por otra parte, también podria relacionarse con la unidn
inespecifica del LPS 2 l2 membrana plasmitica de hepatocitos (Pagani et al, 1985), que hariz
posible la existencia de estos dominios en cualguier zona de la membrana.

El aumento numérico de la viabilidad celular serfa por tanto una consecuencia de la
internacién incrementada de la sonda, De hecho, cuando se utilizan dosis elevadas de
endotoxina {Img/ml) (Fig 29), se produce una disminucién considerable de la viabilidad, 1o
cual indica una alteracidn irreversible de la membrana plasmética que hace imposible la
retencién de fluoresceina en el interior de la célula. En este caso prevalece la alteracién
producida en la integridad de 1a membrana sabre lz entrada facilitada de FDXA, efectos ambos
ejercidos por ¢l LPS.

La disminucién de la intensidad de fluorescencia emitida por los hepatocitos tratados con
LFS y observada mediante microscopia dptica {Fig. 28) se confirma mediante citometria de
flujo (Fig. 30). Esta disminucién es tanto mds elevada cuanto mayor es la dosis de endotoxina
con gue se incuba la suspensidn de células (100, 200 v 500.:g/ml) y puede ser debida
fundamentaimente a dos causas:

« Una disminucién de la concentracidn de fluoresceina presenle en las céhujas; lo cual
implicaria que los hepatocitos wratados con endotoxina tienen una mayor dificultad para
retener en su interior Ja fluoresceina. Esta sustancia polar no posee ningiin transportador
de membrana canocido, por lo que sdlo un dafho a nivel de membrana facilitaria [a salida
de dicho fluoréfore al medio.

+ Una disminucién de [a intensidad de fluorescencia emitida por una misma concentra-
cién de fluoresceina presente en el interior de los hepatocitos. En este sentido se ha
demostrado que el pH ejerce una notable influencia disminuyendo la intensidad dJe
fluorescencia a medida que se acidifica el medio (Romman & Papermaster, 1966). De
acuerdo con ésto, el LPS estaria disminuyendo ¢l pH; de los hepatocitos.

La técnica espectrofluorimétrica, utilizando hepatocitas en cultivo, permite evaluar la
fluorescencia procedente de la fluoresceina intracelular y la debida a la flucresceina liberada
al medio. Sirve por tanto para determinar 5i el descenso de la intensidad de fluorescencia en
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el interior de los hepatocitos (Figs. 28 y 30), es © no debido a una salida facilitads del
fluoréforo como consecuencia de lesiones en la membrana plasmdtica ocasionadas
directamente por €l LPS.

Los resultados representados en Ia Figure 32 ponen de manifiesto que las muestras
preincubadas con la endotoxina emiten menor intensidad de fluorescencia que las control. Se
comprueba por tanto, utilizande el modelo de cultivo primario de hepatocitos, lo ya
observado con células en suspensidn mediante las técnicas de microscopia y citometria de
flujo. De nuevo la disminucién de la intensidad de fluorescencia es directamente dependiente
de la dosis de LPS empleada y adem4s existe una dependencia respecta al tiempo.

Con relacidn a la liberacién de fluoresceina al medio extracelular, se demuestra que es
idéntica en los hepatocitos control y en los incubados con LPS, manteniéndose ademds
constante a o largo del tiempo (=10% del m4ximo de intensidad de fluorescencia presente
en el interior de las células) (Fig 33}. En consecuencia, la disminucién de fluorescencia
intracelular en los hepatocitos tratados, no se debe a un aumento de la salida del fluoréforo
sino a la influencia ded pH sobre la intensidad de fluorescencia emitida por 1a flucresceina,
Los estudios del pH intracelular llevados a cabo en hepatocitos en cultivo mediante técnicas
espectrofluorimétricas, han puesto de manifiesto efectivamente una disminucién en el pH,
como consecuencia del tratamiento directo con endotoxina (Discusién, apdo. 2.5.6.).

Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que la interaccién del LPS con la membrana
de los hepatocitos favorece 1a entrada de la molécula apolar FDA en [a célula, posiblemente
aumentando la hidrofobicidad de la zona externa de la membrana y creando dominios
lipofilicos que facilitan inespecificamente la incorporacidn de la sonda (Pagani et af, 1985;
Rietschel et al, 1985). Esta interaccién perturba la integridad de la membrana plasmitica
(Discusién, apdos. 2.3.1. y 2.3.3.} pero no es suficiente (con dosis bajas de LPS} para permitir
una salida masiva de la fluorescefna al medio extracelular. Los resuitados obtenidos con FDA
sugieren por otra parte, un efecto directo de la endotoxina sobre el pH,, que serfa disminuido
va a los 15min de incubacién de los hepatocitos con el LPS como se comprueba en los
estudios especificos de este pardmetro (Discusicn, apdo. 2.5.7.).

En el caso de los macréfagos de Kupffer, los resultados indican (Tabla 11, Fig. 31) que
1a incubacién con LPS (10 y 100ug/ml) produce un aumento de la intensidad de fluorescencia
emitida por las células. No obstante, en €l caso de [a dosis baja de endotoxina {10pg/ml)}, el
nimero de células fluorescentes disminuye (viabilidad menor que en los controles) y cuanda
la dosis de endotoxina es 100ug/mi, el ndmero de células fluorescentes es mayor que en el
caso anterior (viabilidad igual que en los controles). Por ello, se podria pensar que en el
primer caso {10pg/ml) el LPS produce una activacidn de las esterasas citoplasmdticas
mientras que en el segundo caso {100pg/mt), tiene lugar un efecto inespecifico sobre la
membrana plasmitica, favoreciéndose la incorporacin de la sustancia apolar FDA.

Esta explicacién concuerda con los resultades obtenidos para la incorporacion de [*Cl-
2-desoxiglucosa por cultivos de células de Kupffer (Discusion, apdo. 2.4.1.) y apoya |a idea de
una accién especifica de dosis bajas de LPS (10sg/ml) respecto de la accidn inespecifica
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ejercida por 100ug LPS/mi sobre las propiedades fisicas de la membrana plasmatica
(Discusién, apdo. 2.3.3.).

2.1.3. Microviscosidad. Efecto de la endotoxina.

La endotoxina induce la desestabilizacién de membranas artificiales (Schuster et al, 1970;
Benederto ef al, 1973) y su interaccidn hidrofdbica y electrostatica con liposomas fosfolipidicos
acasiona cambios en las cargas superficiales de tales sistemas (Ongi & Lizg, J979). Asimismo,
¢l efecto del 1PS sobre la temperatura de transicidn de fase de distintos fosfolipidos, parece
indicar que disminuye la fluidez de fosfolipidos cargados negativamente como el 4cido
fosfatidico y la fosfatidiletanolamina (Liu et al, }782). Esto sugiere que el LPS podria
modificar la funcién de las membranas bioldgicas modificando las propiedades fisicas de sus
lipidos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la repercusidn fisiolfgica que puede tener esta
interaccién, se ha hecho necesario el estudio del efecto de la endotoxina sobre la fluidez de
membranas plasmiticas hepaticas utilizando las sondas fluorescentes DPH y TMA-DPH. Los
resultados indican que ef LPS aumenta la microviscosidad de la zona externa e interna de la
bicapa lipidica, siendo el incremento directamente dependiente de la dosis de LPS utilizada
{Figs. 34 y 15). El efecto es muy rdpido en el interior y se maatiene a lo largo del tiempe
puesto que a los 15min de incubacidn con la endotoxina es similar que a los 45min (Tablas
12y 13).

Con el fin de comprobar 2 nivel cefular este efecto, que parece indicar una rédpida
integracion de Is endotoxina en la membyana plasmitica, se utilizaron como sistema de
estudio, suspensiones de los distintos tipos celulares hepéticos incubadas durante 30min a
37°C con [a endotoxina.

El LPS produce un aumento de la microviscosidad de la zona externa de ia membrana
plasmitica de ios hepatocites, mientras que casi no afecta al interior de la bicapa (Fig. 37).
Ello no estd en desacyerdo con lo observado en membranas plasmidticas hepdticas dado que
en éstas existe una mayor accesibilidad del LPS al interior puesto que la superficie expuesta
s ayor,

Estudios previos llevados a cabo a 25°C, habian pueste de manifiesto un notable
incremento de la microviscosidad del interior de la membrana plasmética de células
parenguimatosas aistadas, tras el tratamiento durante 30min con distintas dosis de endotoxina
(Portolés et al, 1987). Evidentemente la temperatura influye de manera decisiva en este tipo
de experimentos. La mayor fluidez de la membrana a 37°C respecto de 25°C, posiblemente
enmascara el incremento de microviscosidad producido por el LPS y observado clatamente
& 25°C en ambas zonas de ja membrana plasmatica. Algunos autores, de acuerdo con este
razonamiento, analizan la microviscosidad a 24°C cuando la sonda utilizada es DPH
(aumentando la sensibilidad puesto que 18 zona interna es Ja més fluida de la membrana) y
4 37°C si la sonda es TMA-DPH (aumentando asf la sensibilidad pues una temperatura mds
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alta permite mayor movilidad en la zona externa que siempre es mds rigida) (Dachet et al,
1990).

Los resultados obtenidos indican por tanto, un aumento de la microviscosidad producido
por el LPS sobre la membrana plasmética de hepatocitos y concuerdan con la hipétesis de
una unién de la endotoxina a regiones hidrofébicas de la membrana plasmitica de las Pc
(Pagani et al, 1981) siguiendo el modelo bifésico de interaccion propuesto por Price y Jacobs
(1986) y que sugjere la existencia de dos etapas:

18} Adherencia: etapa reversible, de naturaleza i6nica.
2%) Coalescencia: etapa ireversible, que supone la insercién del lipido A en la bicapa
lipdica.

Aunque las células del parénquima hepético son las mayoritarias en el higado, el
conocimiento del efecto de Ja endotoxina sobre este 6rgano requiere también el andlisis de
su accién sobre las células no parenquimatosas. Por ello, se ha estudiado también la
influencia del LPS sobre la fluidez de la membrana plasmdtica de células no parenguimatosas
hepéticas en suspensién.

Se comprueba que ia endotoxina disminuye significativamente fa microviscosidad de la
zona externa de la membrana plasmitica de las NPe (Fig. 38), al contrario de lo que ocurre
con los hepatocitos, lo cual hace pensar en un diferente proceso de interaccién LPS-
membrana. Esto podria explicarse debido a que las preparaciones de células sinusoidales
estan constitufdas fundamentalmente por células de Kupfier y células endoteliales que
facilmente fagocitarian el LPS (Steffan er al, 1986), estando este proceso fagocitico asociado
2 un aumento de fluidez {Berlin & Fera, 1977}. Dicha fagocitosis se ve apoyada por los
resultados obtenidos de los estudios de localizacion intracelular del LPS en cuitivos de NPc
enriquecidos en células de Kupffer (Discuridn, apdo. 22.).

Sin embargo, la microviscosidad de la zona interna de la bicapa lipidica es incrementada
tras el tratamiento de NPc con endotoxina (Fig. 38). Esio concuerda con el efecto del LPS
en hepatocitos, atribuido a una integracién de ia endotoxina en zonas hidrofébicas de la
bicapa lipfdica.

Los datos sugieren que la incorporacién det LPS por las NPc puede implicar de forma
simultdnea fagocitosis e integracidn de la endotoxina en la bicapa lipidica. De esta manera,
a medida que avanza la fagocitosis y disminuye la microviscosidad en la zona externa (hasta
un 26%), se va produciendo la integracidn del LPS en la membrana aumentando por ello 1
microviscosidad en el interior de ia bicapa (hasta un 28%).

Comparando ef efecto de la endotoxina sobre la zona interior de ta bicapa de Pcy NP,
se¢ aprecia que mientras en las primeras €l aumento de microviscosidad es précticamente
nulo (a 37°C), en las segundas &l aumento es muy significativo. Esto podria ser debido a la
diferente composicién fosfolipidica de la membrana plasmatica en ambos tipos celulares. Se
ha demostrado que preparaciones de membranas hepéticas ricas en membranas sinusoidales
(NFc) tienen un elevado contenido en esfingomielina (18-25% del total de fosfolipidos)
(Kremmer et al, 1976). Ello explica la mayor microviscosidad observada en la membrana
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plasmitica de las NPc frente a las Pe y hace que el aumento de n producido por el LPS sea
mucho m4s perceptible en las primeras. De la misma manera, resultados previos obtenidos
con hepatocitos a 25°C (Portolés et al, 1987) demostraban un notable incremento de la
microviscosidad en el interior de la bicapa lipidica tras el tratamiento con LPS, mientras que
a 37°C (membrana mds Qulda) dicho aumento no se aprecia.

Por lo tanto, factores que incrementan la microviscosidad de la membrana como son el
contenido en esfingomielina o el descenso de la temperatura (25°C) hacen mis apreciable
¢l efecto de la endotoxina, que es menos notorio en condiciones fluidificantes.

Con el fin de esclarecer los distintos efectos del LPS sobre Ia microviscosidad de las zonas
externa e interna de la membrana de células sinusoidales, se ha analizado el efecto de la
temperatura sobre la microviscosidad de células no parenquimatosas control y tratadas con
endotoxina (Tabla 15), comprobindose que, efectivamente, cuanto menor es la temperatura
mayor es el aumenio de microviscosidad inducido por el LPS. Incluso con la sonda TMA.
DPH, la disminucién de microviscosidad observada a 37°C, se convierte en aumenio cuandq
el ensayo se lleva a cabo a 25°C,

Estos resultados voelven a poner de manifiesto gue cpanto menor es la fluidez de a
membrana sobre la que actila el lipopolisacdrido, més facilmente detectable es el incremento
de microviscosidad producido.

Durante Jos procesos de fagocitosis existe una recrganizacién microtGbulo-dependiente
de los lipidos de la membrana, interméndose zonas especialmente rigidas de la misma y
fluidificindose por tanto Ia membrana ptasméatica residual {Berlin & Fem, 1977). E} aumento
de fluidez producido por ei LPS en el caso de fas NPc es detectabie en el exterior de ja
membrana y no en el interior (Fig 38y Tabla 15).

En este sentido el LPS podria ejercer un efecta andlogo al de la colchicina: este inhibidor
del ensamblaje de microtGbulos, previene de Jos cambios de finidez inducidos durante la
fapocitosis en la zona inerna de la membrana (Berlin & Fera, 1977}, pero sin afectar a la
captacién de particulas (Oliver et al, 1974). La endotoxina podrfa tener un efecto semejanie
dado que distorsiona el ensamblaje de los microtdbulos (Risco et al,, 1991}, alterando de este
modo la reorganizacién microtibulo-dependiente de los lipidos de la membrana que tiene
higar durante los procesos de fagocitosis (Oliver et al, 1974; Aszalos et af.,, ]985; Benedeutt er
al, 1990}.

2.3.4. Microviscasidad. Efecto de sales biliares.

De acuerdo con la hipétesis de Van Bossuyt er al (1990), las sales biliares (SB) tienen un
doble papel en el desarrollo de endotoxemia de origen intestinal que ocurre durante estados
colestéticos. Se ha comprobado que la obstruccidn biliar origing & menudo un estada de shack
endotdxico (25-85% de los casos) ¥ que la administracidn oral de 5B previene la absorcidn
de LPS del intestino (Kocsar ef al, 1969; Cahill et al,, 1987). Por tanto parece que una baja
concentracién intestinal de SB favorece la absorcién de LPS y, al mismo tiempo, elevados
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niveles séricos de SB inducen una disminucién en 1a capacidad fagocitica del sistema reticulo-
endotelial hepdtico (RES) (Tanaka et al, 1985; Takiguchi & Koga, 1988). Se ha demostrado
mediante estudios in vitre, que algunas SB disminuyen la unidn de la endotaxina a las células
de Kupffer (Van Bossuyt ef al, 1990), pudiendo deberse 2 un efecto de dichas SB sobre las
propiedades fisicas de la membrana celular que afectarfan, por tanto, a la unién de LPS.

El posible efecta modulador de las sales biliares en la accidn de la endotoxina y el hecho
de que e 4cido taurocdlico (TCA) altera la fluidez de membranas hepéticas aisladas
(Scharschumidt et al, 1981), han llevado a estudiar ¢l efecta que, sobre la microviscosidad de
la membrana plasmitica de distintos tipos celulares hepdticos, tienen las siguientes sales
biliares:

- Taurocolsto sddico (TC) y taurodesoxicolato sédico (TDC), por ser los mds
importantes componentes de la bilis de rata (12mM y SmM, respectivamente, frente
a un 30mM tota] de sales biliares) (Lowe & Coleman, 1981},

- La mezcla (M) constituida por {TC {85%) + TDC (15%)}, dado que es mds similar
2 la sitnacion fisiologica in wivo: mezcla de varias sales biliares de distinta hidrofobici-
dad con predominio de las hidrofilicas, menos téxicas (Nakagawa et al, 1990).

- Taurcursodesoxicolato sddico (TUDC), ya que se ha comprobado que no afecta a
la unién del LPS a las células de Kupffer, contrariamente a lo que ocurre con las
anteriores (Van Bossuwt et al, 1990). { Control negativo).

Distintos autores han intentado relacionar las propiedades tisico-quimicas de las §B con
sus actividades bioldgicas y citotoxicidad, poniéndose de manifiesto que éstas dependen
fundamentalmente de tres factores {Crestani et al, 1989, Fasano et al, 1990; Zhao & Hirst,
19940):

- El estado de conjugacién de la sal: 1a forma no conjugada es mds citotdxica que la
conjugada (Ohta et al, 1990).

En e} presente estudio se han clegido los conjugados de taurina por ser £sta mds polar
y menos tdxica que la glicina (Nakagawa et al, 1990}.

- La concentracién micelar critica (CMC): el posibie dafio celular inducide por las SB
transcurriria segn dos mecanismos en dependencia de su concentracién (Qelberg et al,
1990}
« A concentraciones mayores que la CMC, las SB actian como detergentes que
solubilizan componentes de membrana y alteran su permeabilidad {Nagata er al,
1990).
» A concentracionies menores que Ia CMC, Jas SB inducen un actimulo intracelular
de calcio que puede resultar citotdxico (Hunt & fawaharial, 1980; Anwer et al., 1989;
Combettes et al., 1990; Oelbery et al, 1990).
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Por ello, 1a concentracién a la que se realizan Jos experimentos de este estudio es
siempre 2mM, inferior a l2a CMC de todas las SB utilizadas (Hafmann, 1088}, de manera
que los resultados se deben a la imeraccidn no litica de lamelas de SB con la membrana.
Ademds se ha demostrado que a esta concentracién las SB empleadas no son citotéxicas
para hepatacitos (Ohea et al, 1990).

- El indice de hidrofobicidad (IH): este pardmetro se hace mayor, excepto en el caso del
dcido ursodesoxicslion (UXC}), al disminuir la hidroxifacidn dei nicleo esteroidico y elio
incrementa su poder citotéxico {Scholmerich et al, 1984, Muranishi, 1990), litico (Nagata,
1990}, su capacidad de interaccidn y penetracién en sistemas modelo de membrana
(Shoemaker & Nichols. 1990} v su efecto sobre |a concentracién intracefular de calcio
{Anwer et al, 1989}

Teniendo ésta en cuenta se han representade los resultados de microviscosidad frente
al TH de la sal biliar correspondiente (Lutton, 1990).

En términos generales, se aprecia un significativo efecto fluidificante de todas las sales
biliares ensayadas sobre la membrana plasmitica de las células hepdticas, tanto paren-
quimatosas como sinusoidales (Figs. 39, 40, 41 y 42). Dicho efecto guarda una propor-
cionalidad direct2 con el IH de la SB. sobre todo en el caso de las NPc.

En éstas, [a disminucién de la microviscosidad es mucho mds pronunciada en el interior
de la bicapa (DPH) gue en 1a zona externa (TMA-DPH), excepto para el caso del TDC (el
mis apolar), que aumenta considerablemente la fluidez de la superficie (Tubla 16). Por el
contrario, en jos hepatocitos el efecto es mayor en el exterior (TMA-DPH) excepto para ¢l
TLDC {el mds polar) que pricticamente no afecta dicha zona (Tabla 17).

Todo parece indicar que el efecto de las sales biliares depende, na sélo de su indice de
hidrofobicidad, sino también de las caracteristicas fisicas de la membrana con la gue
interaccionan. Asf, cuanto mds elevada es la g de la membrana, m4s le afectan las SB muy
apolares, tanto en el exterior como en el interior de la bicapa. En cambio, cuanto més fluida
(baja n) es la membrana, mds le afectan las SB muy polares, sobre todo en el interior (zona
de mayor fluidez).

Esta hip6tesis concuerda con la presentada pot Lowe y Coleman (198]) quienes plantean
que cuanto mds fluida es fa membrana del eritrocito (valores bajos de la relacién esfin-
gomielina /fosfatidilcolina}, més susceptible es a la lisis por SB, sabre toda por las polares
{glicocolato). Asimismo, sus resultados indican que cuanto mds rigida es la membrana del
eritrocito, tanto mayor poder litico tiene la SB apolar (glicodesoxicolato) respecto de 1a
hidrofflica {glicocolato}.

Los mismos autores postulan que la baja fluidez, comprobada experimentaimente, de las
membranas hepdticas ricas en membranas sinusoidales (Keefee ef al,, 1979), podria explicar,
al menos parcialmente, su resistencia in wivo al poder iitico de Jas SB. Los estudios in vitro
del presente trabajo, ponen de manifiesto que las membranas con mayor 5 (Sc, zona externa)
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son més resistentes al efecto fluidificante de las $B sobre todo de las més polares, que son
las mayoritarias en I3 bilis, Sin embargo, cuando las SB son preferentemente hidrofébicas
se ven menos afectadas las membranas mds fluidas (Po, zona interna).

Por otra parte, en condiciones colestiticas se observa una disminucidn de la capacidad
fagocitica del RES (Tanaka et al,, 1985; Takiguchi & Koga, 1988) que podria ser explicada,
al menos parcialmente, como consecuencia del efecto fluidificante de las $B sobre la
mermbrana de tas células sinusoidales hepaticas. Asi, el TUDC, que no afecta a la microvis-
cosidad de [a zona externa de esa membrana (Fig. 41, Tabla 16), tampoco altera la capacidad
fagocitica de las células de Kupffer (Van Bossigr et al, 1990), sugiriéndose la importancia de
una especial microviscosidad en la zona externa de ia membrana plasmaética para una correcta
fagocitosis. Este proceso parece ir acompaiado de una reorganizacién microtGbulo-
dependiente de los lipidos de la membrana, que implicaria la migracion de los recepiores de
iectinas a zonas especialmente rigidas de la bicapa, que envuelven a la particula fagocitada
siende posteriormente internadas y dejando por tanto una membrana plasmatica residual mas
fluida (Beriin & Fera, 1977). Cabe por ello pensar que una anormal fluidez de la membrana
plasmitica podria alterar la actividad fagocitica.

Puesto que ¢l efecto de las 5B consiste en una fluidificacién general de la membrana
plasmdtica y considerando el incremento de microviscosidad ejercido por el LPS sobre 1a
misma, resulta de gran interés estudiar la influencia del lipopolisacdrido y las B simultdnea-
menta,

Los resultados (Tablas 18 y 19) ponen de manifiesto que los efectos contrarios ejercidos
individualmente por [a endotoxing y las SB se anulan al afiadir ambos al medio de incubacisn,
tante en las células parenguimatosas como en las no parenquimatosas.

Esto podria deberse a que ambos efectos simplemente se contrarresten: en P, e LPS
(200ug/ml) aumenta la microviscosidad =13% y las SB (2mM} la disminuyen =189 (méximo),
excepto en el caso del TDC; en NPc, el LPS (200ug/ml) aumenta la microviscosidad =28%
y las SB (2mM) la disminuyen =20%, excepto en el caso del TDC.

Por otra parte, lambién podria existir una interaccién LPS-SB, formando agregados
iamelares o micelas mixtas que no tenpan ningin efecto sobre Ja microviscosidad de Pc o de
NPc. En este sentido, Van Bossuyt et al (1990) han demostrado una menor captura de {H]-
LPS por las Kc cuando se incuban las células simult4neamente con la endotoxina y SB. Puesto
que no 5¢ han observado alteraciones en la microviscosidad de la membrana de estas células
en dichas condiciones, se puede efectivamente postular la existencia de una répida interaceicn
LPS-5B base del efecto protector de dichos agenies. Asf, Shands y Chun (1980) postulan
que ¢f DC interacciona con ¢] LPS disgregando las moléculas de lipopolisacirido. Ademds,
{as SB forman complejos reversibles con la albémina a Iz cual se unen con gran afinidad (Pico
& Houssier, 1989), habiéndose observado que dicha proteina desplaza al LPS de su unidn a
Pc (Pagani et al, 1981}, Por otra parie, fas lipoproteinas interaccionan con las sales biliares
(Fromm, 1989) y también con el LPS (Van Lenters et al, 1986; Warren et al, 1986), siendo esta
interaccion dependiente del contenido de colesterol de la Lp (Van Lenten er al, 1986). Todo
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ello apoyaria la existencia de la interaccién LPS-SB que impediria la interaccién de ambos
agentes con la membrana plasmdtica.

24. FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

Para estudiar las alteraciones que puede ocasionar la endotoxina en la funcionalidad de
la membrana plasmitica, se han considerado los siguientes mecanismos:

- Incorporacion de 2-desoxighicosa: permite obtener informacién sobre la viabilidad
funcicnal de las células parenquimatosas y no parenguimatcsas en relacién con el
transporte de glucosa a través de la membrana.

- Unién e internacién de insulina: dada la importancia de la insulina en la regulacién
del metabolismo hepético y consideranda las alteraciones metabélico-hormonales
observadas durante el shock endotdxico in vivo (Hinshew et al, 1983}, resuita de
notable interés analizar el efecto de 1a endotoxina sobre la unidn e internacién de esta
hormona en hepatocitos.

- Uni6n ¢ internacidn de L.DL: la naturalezz lipoprotéica del ligando aporta un interés
adicional al andlisis de su uni6n a las células parenquimatosas debido a la posible
interaccién LPS-LDL (Van Lenten et al, 1956).

2.4.1. Incorporacion de [“CJ-2-desoxiglucosa.

Los resultados obienidos en ausencia de endotoxina (Tablas 20, 21 y 22}, permiten
comprobar Ia viabilidad funcional de las células parenquimatosas ¥ no parenquimatosas en
cultivo primario, indicando que ¢l transporte de glucosa a través de jia membrana es normal.

El tratamiento con lipopolisacérido produce en los hepatocitos una disminucién del
transparte de glucosa lo cual podria ser consecuencia de Ja alteracidn de las caracterfsticas
fisicas de la membrana tras su interaccién con la endotoxina (Discusidn, apdo. 2.3.). Esta
disminucién de Ja captacidn de glucosa conduciria a una ausencia intracelular cada vez mayor
de compuestos energéticamente activos, siendo ésta una alteracidn caracteristica del estado
de shock endotéxico.

En el caso de las células no parengnimatosas, el LPS produce un aumento del transporte
de glucosa a dosis bajas de endotoxina (10ug/ml). Este efecto ha sido demostrado para las
células de Kuplfer en estudios in vivo (Spitzer et al, 1990} y es un indice del estado
hipermetabélico en el que se encuentran los macréfagos tras ¢l tratamiento con LPS. Todo
parece indicar que dosis bajas de endotoxina (10pg/ml) activan especificamente el
metabolismo celular de los macréfagos hepaticos, mientras que dosis mayores (100ug/mi)
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actiian inespecificamente alterando las propiedades de la membrana plasmatica (Discusidn,
apdos. 232 y 23.3).

Esio concuerda con lo postulado por Bautista ef ol (1990} gue sugieren que el estado
hipermetabdlico inducido por el LPS in vive en macréfagos hepéticos, puede estar relacionado
con una elevada generacién de Q, (Discusidn, apdes. 1.1.y 2.5.3.), contribuyendo esto ultime
a la induccién de las lesiones hepdticas caracteristicas de !z endotoxicosis.

24.2. Unién ¢ internacién de [*1]-insulina.

Durante Jos procesos de endotoxicosis se producen graves alteraciones que afectan al
metabolismo hepatico asi como a su regulacidn hormonal. En este seatido el LPS induce una
hipergluocemia temprana transitoria, seguida de hipoglucemia y disminucién de las reservas
de carbohidratos del organismo (Hinshaw, 1976; McCallum, 1980). 1a respuesta hiperglucé-
mica de Iz primera fase parece deberse 2 un incremento de la secrecion de glucagén. Esta
hormona hiperglucemiante estimula los procesos de glucogenolisis y gluconeogénesis
hepiticos (Sutherland & Robinson, 1969) a través de su unidn a los receptores hormonales en
la membrana plasmética y la activacién de fa adenilato ciclasa (Bimbawm & Fain, 1977).

Estudios previos han demostrado que el LPS disminuye in vitro la unidn de glucagsn a
hepatocitos atslados {Pagani et al, 1985}, lo cual podria contribuir a desencadenamiento de
ia segunda fase hipogfucémica caracteristica del shock (Hinshaw, 1976; McCailum, 1980).

La disminucion de la gluconeogénesis hepitica ¥ el aumento de la utilizacién de glucosa
por tejidos periféricos, determinan esta profunda hipoglucemia, que ha sido relacionada con
la transicién entre la endotoxicosis reversible y el shock endotéxico letal.

Los sucesos metabdlicos de esta segunda fase son caracteristicos de un estado hiperin-
sulinémico y por esta razén la insulina ha sido implicada como factor clave en la dishomeos-
tasis de la glucosa desarrollada durante la endotoxicosis (Yelich & Fillidns, 1980). Dicho estado
hiperinsulinémico ha sido comprobado durante el shock endeiéxico (Spitzer et al, 1976) v,
aunque parece relacionado con un estado de hipersecrecidn pancredtica (Yelich & Filkins,
1982), el mecanistno responsable de la elevacidn de los niveles de insulina no estd
completamente esclarecido. Existen evidencias de la implicacidn de algunas monoquinas (IL-
1) en la hiperinsulinemia postséptica, lo que pone de manifiesto la importancia de algunos
mediadores en el desarrollo del shock.

Por otra parte, ha sido descrita una cierta resistencia 2 insulina durante el shock (Sroner
et al,, 1983).

Con el fin de conocer si existe un efecto directo de la endotoxina sobre la interaceidn de
ia insulina con los hepatocitos, se ha investigado la influencia del LPS bacteriano sobre
distintas etapas del mecanismo de accién de la hormona.

Los resultados obtenidos de [os estudios de unién de {I}-insulina a monocapas de
hepatocitos muestran las caracteristicas tipicas de la unién hormona-receptor (Fig. 43} como
ha sido descrito para diferentes sipos celulares y preparaciones de membranas plasméticas
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{Donner, 1982; Olefsky & Kao, 1982). La interaccién de la endotoxina con hepatocitos en
cultivo disminuye la unién especifica de insulina con todas las dosis de hormona utilizadas
(Fig. 43), tras 90min de incubacién a 25°C. Esto concuerda con los resultados obtenidos
previamente utilizando hepatocitos en suspensién (Pagani et al, 1985) y demuesira que la
unién del LPS a la membranza del hepatocito no permite la normal interaccién hormona-
receplor.

Este efecto ha sido investigado a diferentes tiempos y temperaturas de incubacién con
insulina observindose que la accién det LPS sobre la unién de la hormona es m4s evidente
a 30min y bajas temperaturas (4°C). Sin embargo, dicho efecto desaparece a tiempos més
largos de incubacién (P0min) y a temperaturas més altas (37°C) (Tabla 23, Figs. 44y 45).

Previamente se ha postulado que el LPS se une a ingredientes particulares de [a bicapa
lipfdica mediante interacciones fisico-quimicas que no implican la existencia de un receptor
especifico (Pagani et al, 1981). Dado que la unifn del LPS induce un aumento de la
microviscosidad de la membrana plasmética de hepatocitos (Discusion apdo. 23.3.),
permaneciendoe sobre la superficie celular de forma més prolongada a temperaturas bajas
(Municic et al, 1990; Diaz-Laviada et al, 1991}, las moléculas de lipopolisacdrido podrian
alterar los receptores de insulina o mteraccionar con elios, disminuyendo asf 1a unidn de la
hormona.

También se ha investigedo la internacién de la hormona a diferentes temperaturas y
tiempos, comprobéndase que la endocitosis es un proceso tiempo- y temperatura-dependiente
(Figs. 44 y 45}, io cual apoya los resultados de otros avtores (Ose et al,, 1980; Olefsky & Kao,
1982). Tanto la endocitosis de insulina (Fig. 45) como la internacidn de LPS (Municio et al,
1990; Diaz-Laviada et al, 1991), son mas lentas a temperaturas bajas (4°C) pero incluso a esa
temperatura ambos procesos tienen hugar.

La endotoxina disminuye significativamente la internacién de insulina en todas las
condiciones experimentales ensayadas (Figs. 44 y 45), incluso cuando la unién de la hormona
estd menos afectada (37°C/90min).

La acidificacidn del citoplasma celular disminuye los procesos de internacién (Sandvig et
al, 1987; Niifiez et al, 1990) y, dado que se ha comprobado que el LPS reduce el pH, en 0.3
unidades a los 10min de su incubacidn con hepatocitos en cultive (Discusidn, apds. 2.5.7.),
£sta puede ser la causa de la disminucién de la endocitosis de la insulina,

Ademis estos resultados concuerdan con los mecanismos de unién e incorporacién del
LPS observados mediante técnicas de inmunomarcaje con oro coloidal {Municio et al, 1990;
Diaz-Laviada et al, 1991), que indican que la unién e incorporacida de la endotoxina a los
hepatocitos son procesos tiempo- y temperatura-dependientes. Asl, el LPS permanece en la
superficie celular a temperaturas bajas y/o tiempos cortos de incubacién, mientras que a
tiempos y temperaturas superiores, se observa una unién e internacién mis répidas de la
endotoxina. Por esta razdn, cuando el tiempo de incubacién es corto o la temperatura baja,
ia endoloxina afecta a [a unin y a la internacién de insulina. Sin embargo, cuando [a
incorporacién det LPS es mayor (tiempos mds largos o temperaturas mayores), la unidn de
ia hormona se ve menos afectada permaneciendo la endocitosis alterada.
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Teniendo en cuenta que el aumento de microviscosidad producido en [a membrana de las
células parenquimatosas por [a accién directa del LPS (Discusidn, apdo. 23.3.), podria ser la
causa de una alteracién de los procesos endociticos, se ha analizado el efecto ejercido por
un conocido inhibidor de endocitosis (6xido de fenilarsina, PhAsO) sobre la microviscosidad
de membranas hepdticas aisladas. La Fig. 36 pone de manifiesto un paralelismo entre la
accidn del LPS y la del PhAsC, que supone una disminucidn notable de la fluidez de la
membrana, sobre todo en el caso del inhibidor de endocitosis (Tabla 14).

Esto permite conduir que un incremento de la microviscosidad de la membrana
plasmdtica afectaria negativamente a la endocitosis de complejos receptor-ligando, disminu-
yende la movilidad de los componentes de la membrana, alterando los mecanismos de
sransduccion de sefiales y pudiendo ser responsable de la resistencia a insulina observada
durante la endotoxicosis. Asimismo, se ha observado que el tratamiento con LPS altera la
sintesis de AMPc inducida por glucagén (Pagari et al, 1985).

Todos estos datos apoyan la existencia de uma accién directa def LPS sobre los
mecanismos de unién e internacién de fa insulina.

2.4.3. Unién ¢ internacién de [I)-LDL.

El higado ests implicado en la eliminacién de LDL circulantes (Brown & Goldstein, 1983),
lipoproteinas de baja densidad que contienen la mayor parte del colesterol plasmatico
{Goidstein & Brown, 1977). En el curso de bacteremias Gram-negativas, se ha observado la
existencia de estados hipercolesterolémicos (Gallin et al, 1969; Blackbum, 1977} que podrian
estar relacionados con las alteraciones hormonales caracteristicas del shock.

Por otra parte, Ja especial estructura quimica de las LDL, formadas por un nticleo apolar
de colesterol esterificado y triacilgliceroles, rodeado por una monocapa de fosfolipidos y
colestero] libre con proteinas integradas (Shen er al, 1977}, les confiere la capacidad de
interaccionar con la molécula del LPS (Van Lenten et al, 1956; Warren et al, 1986).

Es, por tanto, de notable interés estudiar el efecto de la endotoxina sobre la unidn e
internacién de LDL a hepatocitos, ya que una aiteracidn de este proceso podria iener
consecuencias importantes en relacién con los estados hipercolesterolémicos que se inducen
Jurante el desarrollo det shock.

Los resultados obtenidos indican que ¢i LPS (200ug/ml) disminuye ia unidn total de LDL
a las céiulas del parénquima (Fig. 46}, siendo el efecto mas significativo a tiempos largos
(240min}. Sin embargo, dosis mds bajas de endotoxina {100ug/ml} no alteran de forma
significativa dicha unién,

Se ha demostrado que el LPS disminuye la fluidez de la membrana plasmitica de los
hepatocitos {Discusidn, apdo. 2.3.3.). Ello podria alterar la funcionalidad del receptor de
LDL (R) disminuyendo la unién de lipoproteina. De hecho este efecto ha sido observado
en membranas hepiticas que, tras ayuno del animal, ven incrementada su microviscosidad y
presentan una unién disminuida de LDL (Loo er al, 1990). Sin embargo, en las condiciones
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del ensayo (37°C/tiempos largos) no deberfa estar alterado considerablemente este pardmetro
de la membrana.

Ademds, la unién inespecifica del LPS a la membrana de los hepatocitos (Pagani et al,
1981; Pogani et al, 1988), podria alterar total o parcialmente e R, disminuyendo su
accesibilidad a la lipoproteina segn un mecanismo paralelo al postulado para L2 unidn de
insulina (Discusién, apdo. 24.2.), y ésto explicaria la dependencia de la dosis observads en
Ia unidn de LDL.

En ¢nsayos paralelos, las células se incubaron con HDL para estimular la respuesta celular
a las LDL, puesto que ha sido descrito un efecto activador de la presencia de Ry en la
superficie cetular, como consecuencia de 13 exposicidn a ditha lipoprotsina de alta densidad
(Havekes et al., 1986a; Flavekes et al, 1986b}. Los resuitados obtenidos (Fig. 47} indican, sin
embargo, una inhibicién total de la unién especifica de LDL a los hepatocitos controb. Ello
puede explicarse por una interaccién HDL-R,,, como consecuencia de la presenciz de
apolipoproteina E en las HDL {Naito, 1986). Dicha apo E reconoce los receptores hepéticos
de la apo B/E (R,n) (Utermgnn, 1987), pudiendo determinar estas reacciones cruzadas,
sobre todo en el caso de utilizar especies heterdlogas (Ferndndez & Mc Namara, [996}.

Por otra parte, en estas condiciones se observa una clara diferencia entre el efecto de la
preincubacidn con LPS 100 y con LPS 200, En el primer caso la unién de LD es mayor que
la unién controt pudiéndose pensar e una accién sinérgica del LPS y las HDL que determina
la activacién de los mecanismas celulares de captacitn de colesterol de las LDL.

Cuando la preincubacién s¢ ha {levado a cabo con una dosis mayor de LPS (200ug/mi),
s ve negativamente afectado el metabolismo celular impidiéndose la captacién de LDL. Esta
alteracién ya habfa sido observada en avsencia de incubacidn con HDL (Fig. 46).

El estudio de la influencia de distintas dosis de HDL sobre la unién de [*'T)-LDL (Fig.
48), concuerda con esta explicacién puesto que incluso a la menor concentracién empleada
(130pg/mt), 1a HDL es capaz de bloquear todos los Ry (Control), cosa que no ocurre si
previamente se han incubado los hepatocitos con LPS (100 y 200ug/ml).

Las Figuras 49 y 5¢ muestran Ia unién especifica de [“I]-LDL a hepatocitos control y
tratados con LPS, respectivamente. Se observa que, €n el caso de las células preincubadas con
endotaxina, la unién inespecifica es mayor (=10%} sobre todo a tiempos cortos (60min). Se
deduce, por tanto, que ia endotoxina parece favorecer la unidn inespecifica de LDL. Este
efecto tiende a desaparecer a tiempos largos de incubacién, que Linplican una total
internacién de las moléculas de LPS en la célula (Mwiicie et al, 1990; Diaz-Laviada et al,
1991).

Esta hipétesis estarfa de acuerdo con un aumento del intercambio directo de colesterol
entre Lp (HDL o LDL) y la membrana plasmdtica de los hepatocitos, la cual ha visto
incrementada su microviscosidad tras la interaccion inespecifica con el LPS (Discusisn, apdo.
233

Por otra parte, se conoce ja existencia de una endocitosis inespecifica de fa LDL no
mediada por receptor, que se activa en presencia de elevadas concentraciones de lipopro-
teina. Teniendo en cuenta las condiciones experimentales del estudio, este mecanismo podria
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estar incrementado. La internacién del LPS en los hepatocitos, inespecifica y no asociada a
vesiculas (Municio et al, 1990; Diax-Laviada et al, 1991), podria estar facilitando esta
segunda via de internacién de las LDL. La Tabla 24 apoya esta hipdtesis puesto que el
pretratamiento con endotoxina (100ug/ml) hace que ta cantidad de {I)-LDL internada sea
pricticamente el doble (77%) que en células control (39.5%).

Todos estos estudios indican la existencia de un efecto directo del LPS sobre la unién de
LDL a hepatocitos en cultivo, siendo la respuesta celular dependiente de la dosis de
endotoxina.

2.5, PARAMETROS BIOQUIMICOS INTRACELULARES.

Diversos estudios han descrito que la alteracidn del metabolismo celular s la causa de
la irreversibilidad del shock (Sayeed, 1983). Como ejemplo sirva mencionar la resistencia de
Ia especie C3H/HeJ de ratén a muchos de los efectos fisiopatolégicos que se suceden en el
cuadro de shock endotdxico (Rosemstreich, 1977). Dicha resistencia parece deberse a la
ausencia del efecto inhibidor de la endotaxina sobre la induccién de la enzima gluconeogénica
fosfoenolpiruvate carboxiquinasa (PEPCK) (McCallum & Ponrius, 1979). Asi pues, es
fundamental conocer la dishomeostasis celular en la instauracidn y desarrollo del shock
endotdxico.

La influencia directa o indirecta del LPS en este sentido, se ha analizado utilizando los
siguientes pardmetros;

- Actividad intra y/o extracelular de enzimas caracteristicas de 1a funcionalidad celular
en distintos aspectos: LDH, su liberacién al medio est4 directamente relacionada con
la integridad de la membrana plasmatica (Pagani et al, 1985; Morel et al., 1990; Ohta
et al, 1990) (Discusién, apde. 2.3.1.); GK, enzima implicada en el metabolismo
hepitico de hidratos de carbono; FA, enzima lisosomal por lo que una alteracién de
su actividad indicaria lesién a ese nivel subcelular.

- Actividad de 1a SOD y produccitn de radicales libres de oxigeno, cuyo papel en la
patogénesis del fallo hepatico ha sido inequivocamente establecido, siendo la causa
de alteraciones metabélicas y lesiones celulares mediante distintas vias (Slater, 1984},

- Peroxidacitn lipidica, cuya alteracidn es una de las wres principales vias de accién
por las que los radicales libres de oxigeno inducen dafio celular (Slater, 1984).

- Niveles de citocromo b,, cuyz implicacidn en los procesos de desaturacién de 4cidos
grasos y en el sistema de oxidasas de funcién mixta micresomales, le confiere una
especial importancia en estados citotéxicos ya que £stos van a requerir la utilizacién
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de los mecanismos de remodelacién de membranas y de destoxificacion hepética (Lu
et al, 1973; Serittmauter et al, 1974; Morgan & Coon, 1984).

- Homeostasis del calcio intracelular, catién reconocido como un importante segundo
mensajero dada su participacidn en numerosos procesos reguladores (Yagi & Miazaki,
1988},

- pH intracelular (pH), que suele modificarse paralelamente a flujos alterados de
calcio, actuando como mensajero sinérgico a través del contexto metabdlico en el que
estdn integradas las acciones de otros efectores (Busa & Nuccietelli, 1984).

2.5.1, Glucoquinasa.

La actividad intracelular de esta enzima (GK) se ve incrementada en hepatocitos como
consecuencia del tratamiento con endotoxina, de forma dosis y tiempo dependiente (Figs. 5!
¥ 52). La ausencia de efecto a los 30min de incubacién con LPS y el aumento de casi un
100% a las 2 horas, induce a pensar en un efecto a largo plazo de la endotoxina sobre dicha
actividad. Esta enzima transforma fa giucosa en su metabolito activo glucosa-6-fosfato, que,
al estar imhibida la gluconeogénesis, seria sustrato de la via degradativa que llevard a la
formacién de piruvato y por accidn de la LDH a lactate (Discusién, apdo. 2.3.1.).

Por otra parte, la no alteracién de la actividad GK en hepatocitos tratados con distintas
sales biliares (Fig. 52), indica ia ausencia de citotoxicidad de estos compuestos a Ja
concentracitn wilizads (2mM), ausencia demostrada previamente por otros autores (Ch
et al, 1990). Las sales biliares ademds protegen a las clulas del efecto inducido por el LPS
sobre fa GK (Fig. 52, Este cardcter protecior de {as SB, ya ha sido mencionado y discutido
previamente (Discusidn, apdo. 2.3.4.), llevando a considerar [a posibilidad de una interaccidn
LPS-5B.

2.5.2. Fosfalasa 4cida.

Los resultados reflejados en {a Tabla 257 indican que sélo con concentraciones efevadas
de endotaxina (1mg/mi), se produce un aumento significativo de la actividad extraceiular de
fosfatasa 4cida. Esto concuerda con la disminuci6n de viabilidad puesta de manifiesto
mediante la incubacién con FDA a esa misma dosis de LPS (Fig. 29) y sugiere de nuevo ia
existencia de alteraciones de la membrana plasmatica que facilitan 1a salida de la enzima sl
medio.

Las dosis menores de lipopolisacdrido (104, 200 y 500xg/ml) no son suficientes para
provocar fa salida de fosfatasa al exterior de fa céluia, o bien no producen dafio lisosomal
apreciable mediante este ensayo, manteniéndose asf constante la actividad extracelular de la
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enzima. Para comprobar si la actividad FA estd aumentada en el citoplasma, se ha realizado
1a valoracién intracelular de Iz kidrolasa, observéndose que el LPS (100, 200 y 500ug/ml) no
tiene ninglin efecto (Tabla 26). Todo parece indicar por tanto, que el LPS no estimula la
actividad de esta enzima lisosomal, si bien no puede descartarse por ello que exista una
activacién de los sistemas lisosomales.

2.5.3. Superdxido dismutasa y capacidad oxidativa intracelular.

La complejidad de 1a respuesta in vive no permite diferenciar entre una accidn directa
del LPS sobre las células del parénquima y una aceién indirecta debida & la intervencién de
mediadores (IL-1, TNF) liberados fundamentalmente por macréfagos cirsulantes y células de
Kupffer. Por ello se han Hevado 2 cabo estudios in virro que han demostrado (Figs. 53 y 54)
que el LPS ejerce un efecto directo sobre los hepatocitas, alterando la actividad intracelular
de la SOD.

Asf pues también el parénquima hepético colabora, junto con las células de Kupffer y los
polimorfonucleares infiltrados (Bautista et al, 1990), en la liberacién de Q, manifestada in
vivo por una reducida actividad de la SOD durante la fase aguda del shock (Tabla 8)
{Discusidn, apdo. 1.1.}.

Se puede apreciar que la incubacion con dosis bajas de LPS (50ug/ml), durante 2h (Fig,
54}, da lugar a efectos andlogos a los resultantes de una incubacién con dosis mayores de
LPS (200ug/ml) durante tiempos mds cortos (30min) (Fig. 53); reproduciendo la reducida
actividad de SOD caracteristica de ia fase aguda del shock (Tabia 8).

Cuando el tiempo de incubacién es mayor (Fig. 54, 44), ¢l comportamiento se aleja del
abservado in vive, lo cual seria debido a una considerable disminucidn de la viabilidad celular.

La elevacién de los niveles de O, puede ser causa y también consecuencia de alteraciones
complejas de la membrana plasmatica de los hepatocitos. Un exceso de radicaies libres puede
incrementar la microviscosidad de membranas biolégicas mediante la activacién de
peroxidacion lipidica { Watanabe ef ol, 1990), mecanismo que se sumaria a la disminucién de
ia fluidez producida por el tratamientae directo con L.PS (Discusidn, apde. 2.3.3.) y que podria
activar 1a NAD(P)H oxidasa determinando la produccién de radicales fibres. Esta hipdtesis
basada en alteracién de 1a membrana plasmitica celular como desencadenante de la cascada
de reacciones de produccién de radicales, ha sido postulada previamente para el caso de
macréfagos (Berton & Gordon, 1983).

Ello explicarfa los resultadas puestos de manifiesto en la Fig. 55 que indican un efecto
de las SB (TC y TC+ TDC) sobre la actividad de la SOD. Dicho efecto es ademds contrario
al ejercido por el LPS, coincidiendo con lo observado para el pardmetro de microviscosidad
de la membrana plasmitica de los hepatocitos (Discusion, apdos. 2.3.3. y 2.3.4.). No obstante,
cabe destacar que la incubacién simulidnea con SB y LPS no produce variaciones
significativas en la fluidez de la membrana y, sin embargo, si determina disminucién de la
actividad de SOD. Por tanto, aunque la integridad de la membrana plasmdtica sea un factor
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a tener en cuenta, no es el dnico determinante de I liberacién de radicales libres de oxigena
tras el tratamiento directo con LPS. Asi, por ejemplo, se ha descrito que el calcio puede
participar en la formacién hepdtica de radicales libres de oxfgenc durante la endotoxicosis
{Sakaguchi et al, 1989).

Los resultados obtenidos con suspensiones de NPc enriquecidas con células de Kupffer,
muestran una ripida elevacién de la capacidad oxidativa intracetular como consecuencia del
tratamiento con LPS (Fig. 56), demastréndose una accién directa de la endotoxing sobre los
distintos tipos celulares hepéticos.

2.5.4. Peroxidacién lipidica.

Con el fin de completar el analisis realizado in vivo respecto a la peroxidacion lipfdica en
¢l higado durante el shock (Discusitn, apdo. 1.2}, se ha llevado 2 cabo un estudio paralelo
ins vitro. Los resultados obtenidos (Fig. 57) reflejan un comportamiento andlogo al obtenide
in vivo (Fig. I17), sugiriendo una accidn directa de ia endotoxina sobre ios hepatocitos en fo
que a peroxidacidn lipidica se refiere. La evolucidn que experimenta dicho comportamiento
al ir increment4ndose la dosis de endotoxina, implica un alejamiento progresivo del observado
en el shock endotéxica reversible y podria ser debido a que dosis excesivamente elevadas de
lipopolisacdrida (500ug,/mi) (Fig. 570} producen un descenso notable de la viabilidad (Fig.
29) (lesion celular irreversible), sobre todo a tiempos largos de tratamiento. De ahi que las
diferencias entre las cuatro dosis empleadas se aprecien fundamentalmente 2 las 6 horas de
incubacién.

El aumento de la peroxidacion lipidica en hepatocitos como consecuencia del tratamiento
con LPS, implica una aiteracién estructural y funcional de la membrana plasmstica (Sevanian
& Kim, 1985} que podria distorsionar los gradientes transmembrana e inhibir procesos
metzixilicos celulares. Se ha descrito (Mal Tseva et al, 1989} la existencia de modificacidn de
la sefal de informacién a nivel de la proteina quinasa C, imprescindible en el control
transmembrana de procesos celulares (Myung-He & Bell, 1986).

Entre esas alteraciones estructurales, cabe destacar la disminucidn de la fluidez observada
tanto en membranas bioldgicas como en sistemas modejo, tras ser sometidos a peroxidacién
{Bruch & Thayer, 1983; Watancbe ef al, 1990). E]l LPS también ejerce un efecto semejante
sobre Ia membrana plasmética {Discusidén, apdo. 2.3.3.} que, por tanto, podria deberse en
parte a la peroxidacidn lipidica. Ademds, habria que tener en cuenta también factores tan
importantes como las caracterfsticas de la unién de la endotoxina y la concentracidn
intracelular de calcio. Livingstone y Schachter (1980) han propuesto una accién moduladora
del calcio sobre la dindmica Lipidica de la membrana plasmdtica de hepatocitos de rata, Dicha
accitn parece llevarse a cabo mediante dos mecanismos que permiten al catién modificar ja
fluidez lipidica:
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- Mecanjsmo directo: implicaria 12 unién del calcio a sitios ani6nicos de la bicapa.
Puede ser revertido en presencia de un exceso de EDTA.

- Mecanismo indirecto: supondria la estimulacidn de ciertas enzimas ligadas a
membrana y que alteran la composicin lipidica de ésta. No es revertido por agentes
quelantes como el EDTA.

Alternativamente, y puesto que 1z fluidez de 1a membrana podria modular funciones come
permeabilidad y actividades enzimiticas (por ejemplo la Ca**-ATPasa, Ohta et al., 1989),
las alteraciones en la microviscosidad deberian dar lugar a su vez 2 un aumento de la
concentracién intracelular de Ca™".

La complejidad de esta cascada de fendmenos hace que uno de los principales problemas
radique en determinar si la peroxidacién lipidica es una causa o una consecuencia de las
alteraciones de la membrana plasmitica (Kappus, 1987).

Considerando las interrelaciones existentes entre la peroxidacion lipidica, la concentracién
intracelular de cakio y la microviscosidad (Watanabe et al, 1990} y puesto que tanto los
radicales libres de O, como ¢l calcio se acumulan en el higado durante el shock (Fartone &
Ward, 1982; Deaciuc & Spitzer, 1987; Flohé & Giertz, 1987}, se puede postular que las
alteraciones de las propiedades fisico-funcionales de la membrana celular ocasionadas por
radicales libres de oxigeno (y/o el LPS), juegan un papel fundamental en ia citotoxicidad de
la endotoxina, actuando el calcio acumulado como un amplificador de la alteracion de la
membrana, que ha sido dafiada por los radicales.

Seghin esta teoria, e} uso de scavengers conduciria a un mejor funcionamiento de los
distintos drganos afectados durante la endotoxicosis, como efectivamente ha sido comprobado
por distintos autores {Kuminoto et al, 1987; Sugeno et al,, 1987; Seekamp et al, 1988).

2.5.5. Niveles de citocromo b,

La utilizacién del modelo in vitro mediante el tratamiento directo de hepatocitos en cuitivo
con IPS, ha permitido estudiar las alteraciones inducidas en los niveles de citocromo by, de
forma paralela a lo realizado con el modelo de shock endotéxico reversible (Discusidn, apdo.
13).

Estos estudios in vitrp vuelven a poner de manifiesto un aumento de jos niveles de dicho
citocromo a las 4 y 6 horas de incubacién de las monocapas con Iz endotoxina, no existiendo
una relacién de dependencia con la dosis empleada de LPS (Fig. 58). Existe, por tanto, uwna
accidn directz sobre los hepatocitos.

Esta respuesta celular puede hacer referencia no sélo a una activacién de los procesos de
destoxificacidn, sino también a la necesidad de incrementar la reparacidn y remodelacién de
[a membrana (Schenkman et al, 1976; Nagi et al, 1983) que ha resultado parcialmente dafiada
tras el tratamiento con LPS (Discusidn, apdo. 2.3.). Asimismo, el aumento de la biosintesis
de metabolitos relacionados con la respuesta inflamatoria (4cido araquiddnico y sus
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derivados) podrfa relacionarse con el incremento observado de los niveles de citocromo b,
(Cook et al, 1982).

Por otra parte, estudios in witro han demostrado que la incorporacién del citocromo b, a
Ia cadena de electrones dependiente de NADPH, reduce la formacién de H,O, {Gorsky &
Coon, 1986; Jansson & Schendonar, 1987). La explicacion dada por estos autores se basa en
que el citoctomo by proporciona clectrones al complejo intermedio {O,-Fe*’-citocromo
P450-sustrato} més ripidamente que la NADPH-P450 oxidoreductasa. Asf, la ausencia de b,
facilita 1a generacién de un exceso de O, y H,O,. En consecuencia, los elevados niveles de
este citocromo desarrollados tras el tratamicnte in o ¢ in vitro con LPS, podrian suponer
un intento por parte de {a célula de disminuir Ja produccidn de radicales libres resultantes
de un mecanismo activado de destaxificacién NADPH-dependiente. Adicionalmente, dicha
incorporaci6n de citocromo b, a Ia cadena electronica dependiente de NADPH, es activada
por cationes divalentes como el Ca** {Tamum et al,, 1990). El incremento de calcio inducido
por [a endotoxina a nivel hepdtico (Discusidn, apdo. 2.5.6.) favorecerfa el hecho de que €]
citocromo b, suplemente al P450 en los procesos de destoxificacién.

2.5.6. Homeostasiy del calcio intracelular.

Algunas de las alteraciones metabélicas y funcionales producidas durante el shock
endotdxico, han sido interpretadas como consecuencias de upa acumulacién de calcio en
higado y corazén de rata (Deaciuc & Spitzer, 1987). También se ha comprobade que la
administracién de bloqueantes de Ca*" (verapamil, nivadipina, nitrendipina), previa al
tratamiento con la endotoxing, produce en ratas una reduccidn dosis-dependiente de la
mortalidad (Lee & Lim, 1986).

Los resultados obtenidos tras el tratamiento directo de hepatocitos en suspeasida con
endotoxina, indican que ésta produce un significativo incremento del contenido citosélico de
Ca'* (Fig. 59y Tabla 27). Este incremento es directamente dependiente de la dosis y del
tiempo de incubacién con el LPS. Todo ello concuerda con el aumentoe del contenido hepitico
1otal de calcio observado in vive durante el shock endotéxico (Deaciuc & Spizer, 1987) y con
ia accidn protectora de los bloqueantes mencionados (Lee & Lum, 1986).

La concentracién de Ca'”* citostlico, muy inferior a la extracelular, estd mantenida por
distintos mecanismos que controlan el intercambio del catién con el medio extracelular asi
como con las reservas intracelulares (Rasmussen & Barret, [984). La existencia de este
importante gradiente de concentracién entre el exterior y el citosol hace posible la generaci6n
de respuestas inmediatas ante estimulos extracelulares que desencadenan la entrada de dicho
catién. Sin embargo, una elevacion inapropiada de la concentraci6n intracelvlar de caleio,
como {a producida por el LPS en los hepatocitos, puede producir graves alteraciones
metabdlicas as{ como la activacién de procesos citoliticos (Farber, 1981, Joffe et al, 1981,
Carafoli, 1982; Baracos et al., 1986).
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Estudios previos demostraron que el tratamiento de células del parénquima hepdtico con
endotaxina (100sg/10* Pc/10min/ 37°C), incremenia [a incorporacién de “Ca** extracelular
en més de un 20% respecto a la control, pudiendo relacionarse con alteraciones estructurales
y/0 funcionales de la membrana plasmdtica, inducidas por el LPS (Portolés, 1984). No
obstante, esta mayor incorporacién del catién no puede justificar por si misma el alto
contenido citostlico observado con Fura-2, que es superior en un =60% (10min/37°C) al
determinado en células contro! (Fig. 59).

Con el fin de conocer si la endotoxina producia una movilizacién de calcio de las reservas
intracelulares, se llevaron a cabo ensayos con hepatocitos en cultivo tratados con LPS en
presencia y ausencia de calcio extracelular. Estos estudios demostraron que la endotoxina
incrementa |a concentracidn citosdlica de este catién aun cuando no esté presente en el
medio de incubacidn, siendo este aumento aproximadamente las 2/3 partes del efecto
observado cuando el medio de incubacién posee Ca** {Tabla 28). Asi pues debe existir una
importante movilizacidn de las reservas intracelulares de Ca** inducida por el LPS tanto en
hepatocitos en suspensién ¢Omo en cultivo primario.

Dicha influencia parece claramente debida a una aecidn directa de [a endotoxing sobre
la célula, implicando la interaccién con estructuras subcelulares. Mediante la técnica de
inmunomarcaje con orc coloidal (LPS-proteina A-Au) y la posterior observacidn por
microscopia electrénica, ha sido analizada la incorporacién de endotoxina por los hepatocitos,
desde su unidn 2 la membrana plasmitica hasta su penetracién alcanzando orgdnulos
subcelulares (Municio et al, 1990; Diaz-Laviada e al, 1991}, Probablemente una interaccitn
directa del LPS con mitocondras y/o reticulo endoplésmico, podrfa perturbar los
mecanismos de transporte a través de membrana implicados en la homeostasis del calcio
{Becker et al, 1980} induciendo el aumento demosirado de la concentracién citosélica de este
catién. A este respecto se ha asignado un importante papel a ia bomba de Ca** ATP-
dependiente {Lowrey et al, 1981, Landon et al, 1986). Asi, la disminucién en los niveles de
ATP caracteristica del shock, podria también colaborar al desarrollo de la dishomeaostasis del
calcio intracelular.

Otro aspecto a tener en cuenta es la distinta respuesta de Pc y NPc freate al LPS en lo
que a la concentracién intracelular de calcio se refiere. Estudios preliminares realizados
mediante citometria de fiujo ponen de manifiesto que los macréfagos de Kupffer tratados con
LPS, sufren una elevacidén instantinea de los niveles citosélicos del catién, pero que
inmediatamente se igualan con los valores control. Sin embargo, en los hepatocitos la
elevacidn de la [Ca**}, se mantiene incluso a los 30min, siendo por tanto una respuesta no
puntual sing continua y progresiva a lo largo del tiempo (Figs. 60y 61}.

Esto se relacionaria con un diferente mecanismo de incorporacion del LPS por Pcy NPe
ya que en este Ultimo caso se ha propuesto un proceso fagocitico, que podrfa producir el
inmediato incremento de la concentracién intracelular de calcio dado el papel clave de este
catién en los procesos microtibulo-dependientes {Espinal, 1989).

Ademi4s, datos recientes sugieren que la exposicién de macréfagos al LPS induce la
hidrélisis de fosfatidilinositol hasta 1,4 5-inositol-trifosfato (IP,) y diacilglicerol, conduciendo
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a un aumento de la {Ca*], ¥ a la activacién de la proteina quinasa C (Weief er al, 1986;
Prpic et al, 1987). Ello explicarfa también los resultados obtenidos con macréfagos hepiticos.

Por otra parte, la peroxidacitn lipidica consecuencia de wnos niveles anormalmente
elevados de radicales fibres de oxigeno (Discusién, apdeos. 2.5.2 y 2.5.3.), parece alterar la
homeostasis del calcio (Cronenwett et al, 1989; Franceschi et al, 1990) posiblemente
determinando la formacién de jondfores que aumentan la incorporacién de Ca** (Franceschi
er @, 1990). Tarabién se han observado en células del endatelio alteraciones morfolégicas
relacionadas con un aumento de los niveles de calcio ¥ que revierten con el uso de SOD ¥
catalasa. Dichas alteraciones morfoldgicas implican disminucién del perimetro celular con
adquisicion de una forma redondeada (Franceschi et al, 1989) y han sido igualmente
abservadas en hepatocitos tras el tratamiento con LPS (Pagard et al, 1988). Se podria, por
1anto, pensar que el efecto de la endotoxina sobre la [Ca* '] citosélico esté mediado, al menos
parcialmente, por radicales libres de cxigeno.

El Ca™* a su vez, alteraria el metabolismo celular hepdtico, mediante la activacién de
enzimas catabslicas como fosfolipasas, proteasas y endonucleasas, que pueden legar 2
ocasionar un daho celular irreversible (Nicotera et al, 1986; Starke et al, 1986).

Todo cllo indica que los cambios en la concentracién intracelular de calcio podrian
justificar muchas de ias alteraciones inducidas por el LPS durante jos procesos de
endotoxicosis (McLeish et al, 1989).

2.5.7. pH intracelular,

Los ensayos de determinacitn del pH, han permitido comprobar que el LPS disminuye
de forma tiempo-dependiente el pH citoplasmdtico de hepatocitos en cultivo (Tabla 29).
Esto concuerda con la lactoacidosis observada in vive (Nishifima et al, 1973; Schumer, 1983*)
(Discusidn, apdo. 2.3.1.} as{ como con los resultados obtenidos en los estudios de viabilidad
realizados con hepatocitos y la sonda fluorescente FDA (Discusion, apdo. 2.1.2.).

En estas células, ha sido demostrado que un pH 4cide suprime dristicamente fa
ureogénesis y la gluconeogénesis, de tal modo que estas rutas no pueden ser estimuladas de
forma efectiva por los principales reguladores hormonales (Kashiwagura et al, 1985). Por
tanto y puesto que durante la endotoxicosis in vive es inhibida la gluconeogénesis hepatica
(Filkins & Cormedl, 1974), dicha inhibicién podria estar relacionada con la acidificacidn
citosdlica inducida en los hepatocitos por una acci6n directa del LPS.

Por otra parte, pequeiios cambios del pH, también pueden tener un efecto importante
sobre la concentracitn intracelular de AMP, de manera que la acidificacién o alcalinizacién
intracelulares impticarian una disminucidn o incremento, respectivamente, de la actividad de
la adenilato ciclasa (Buse & Nuccitelli, 1984). Ello concuerda con la inhibicién que el LPS
produce sobre la sintesis de AMP, y sobre la gluconeogénesis estimuladas por glucagén en
hepatocitos (Pagani ef al., 1985).
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Ademds, 1a [H"), puede estar relacionada con el intercambio Ca** /H” postulado para la
Ca'*-ATPasa (Nigghi et al, 1952). El exceso de calcio citosslico comprobado en hepatocitos
tratados con LPS, podria dar lugar a una entrada excesiva de H* extracelulares como
consecuencia del intento por parte de la célula de disminuir la [Ca**),. De hecho, en vesiculas
endociticas s& ha postulado que la bomba de Ca** puede regular el proceso de acidificacin
¥ por tanto la ruta intracelular de ligandos y receptores (Niifiez ef al, 1990).

También se ha observado que la acidificacién del citoplasma celulat reduce considerable-
mente la endocitosis de transferrina y EGF mediada por sus receptares (Sandvig et al, 1987).
Paralelamente, el LPS inhibe la endocitosis de 13 insulina (Discusidn, apdo. 2.4.2.), inhibicidn
a la que podria contribuir la disminucidn del pH, ahora puesta de manifiesto,

2.6. INTERACCION CELULAS NC PARENQUIMATOSAS (NPc) — CELULAS
PARENQUIMATOSAS (Pc).

Los resultados de los experimentos realizados en este sentido, muestran que e} medio de
incubacién de las NPc no altera la funcionalidad de las Pc puesto que se mantiene e
transporte de [*C]-2-desoxigiucosa igual que en medio William's (Tabla 32},

Las NPc {Kc fundamentalmente) parecen secretar factores que determinan un aumento
de la actividad extracelular de la GOT en cultivos de hepatacitos (Tabla 30). Dicho efecto
es potenciado por la incubacién de Jos macréfagos con LPS, lo cual confirma la activacidn
celulay inducida in vivo por la endotoxina en las célufas de Kupffer (Spitzer et af, 1990} ¥
puesta de manifiesto en los estudios de incorporacitn de [“C]-2-desoxiglucosa (Discusidn,
apdo. 2.4.1.) asl como en los estudios referentes a fa capacidad oxidativa (Discusidn, apedo.
2.5.2) y al calcio intracelular (Discusion, apdo. 2.5.6.).

No obstante, la influencia de los sobrenadantes de los macréfagos de Kupffer sobre los
hepatocitos, podria ser debida a !a presencia conjunta de mediadores con el LPS y/o LP$
modificade por las Ke, ya que sobrenadantes obtenidos 48 horas después de un pulso (2h)
con LPS (100ug/ml), no incrementan la actividad extracelylar de GOT en hepatocitos.
También podrfa pensarse en una degradacidn de los mediadores secretados como causa de
esta ausencia de efecto.

El efecto potenciador del LPS sobre la actividad extracelular de GOT en hepatocitos, va
disminuyendo a medida que aumenta el tiempo de incubacién LPS-NPc (Tabla 31}: podria
ser consecuencia de una metabolizacién progresiva de [a endotoxina por las células
sinusaidales, lo cual determinarfa una disminucién de su capacidad inductora de secrecién
de mediadores solubles. Esta metabolizacién ha sido demostrada en estudios in vitre con
células de Kupffer y, no obstante, no parece implicar destoxificacidn total de la endotoxina
(Van Bosswpt, 1989).
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Por tanto, si bien se ha demostrado una accién directa de la endotoxina sobre Pcy NPe,
Ia interaccidn entre las distintas poblaciones celulares hepdticas sigue siendo un punto clave
en la instauracién y desarrollo de los estados de endotoxicosis.
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V. CONCLUSIONES,

La accidn de las endotoxinas bacterianas sobre el higado ha sido investigada en el presente
trabajo utilizando los siguientes modelos experimentales:

a) Induccién de un estado de shock endotixico reversible en ratas mediante la
administracién by vive del lipopolisacirido de E.coli 0111:B4 (LPS).

b) Tratamiento directo in vitre de distintos tipos celulares hepdticos (hepatocitos y
macréfagos de Kupffer) en suspensiGa y en cultive con dicho lipopalisacdrida, asf
como el tratamiento de las células del parénquima con sobrenadantes de células
sinosoidales.

Los resultados obtenidos con ambos modelos, & vive < in vitre, conducen a las conclusiones
que se detallan a continuacion,

1. Accién del LPS in vive:

1.1. La actividad de la enzima superdxido dismutasa disminuye en el higado durante
12 fase aguda del shock (4-6h} como respuesta al estrés oxidante, aumentando en la
fase de recuperacién (24-72h).

1.2. La peroxidacion lipidica hep4tica aumenta como consecuencia de la produccidn

de radicales libres de oxfgeno de la fave aguda, disminuyendo en la fase de
recuperacidn.

1.3. Los niveles de citocromo by en el higado se elevan notablemente a las 4-6 horas
de la inyeecion del LPS, revirtiendo el efecto a las 24 horas del tratamiento.

Todo «ilo indica una participacion activa de los mecanismos de produccidn de radicales
libres y peroxidacién lipidica en la alteracidn hepitica, as{ como la importancia de los
mecanismos de destoxificacién y remodelacién de membranas en la respuesta al shock. Los
experimentos in vivo no permiten diferenciar entre accidn directs o indirecta del LPS, por lo
que se¢ analizé Ja accién del LPS in vitro.
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2. Accién del LPS in vitrp:

2.1. El LPS ejerce su accién sobre el higado de forma directa en los siguientes
aspectos:

2.1.1. Morfologfa celular: se ha comprobado que la incorporacién de la
endotoxina (técnicas isotépicas e inmunocitoquimicas) en células sinusoidales
enriquecidas en macréfagos de Kupffer arigina la aparicidn de alteraciones
estructurales relacionadas con una répida activacion celular,

2.1.2. Prapiedades fisicas de la membrana plasmatica: la integracién del LPS
en la membrana induce un incremento de su microviscosidad, tanto en la
zona externa como en el interfor de la bicapa y el efecto es dependiente de
ta temperatura. Las alteraciones producidas por 2 endotoxina sobre fa
membrana plasmiética favorecen la liberacién de LDH al medio extracelular,
asf como la incorporacién de 12 sonda FDA.

2.1.3. Unién de ligandos: la interaccién insulina-receptor y LDL-receptor se
ve dificultada como consecuencia de la preincubacidn de las células con
endotoxina, aprecidndose en el primer case una disminucidn de la
internacién mediada por receptor y en el segundo un incremento de la
incorperacién inespecifica del ligando.

2.14. Actividades enzimdticas: la actividad intracelular de la enzima
glucoquinasa se ve incrementada tras tiempos largos de incubacién con el
LPS. Sin embargo, la fosfatasa dcida, enzima marcadora de lesitn lisosomal,
no experimenta variacién de su actividad como consecuencia del tratamiento
directo de los hepatocitos con endotoxina.

2.1.5, Superdnido dismutasa y peroxidacion lipidica: la disminucién de la
actividad hepdtica de la SOD observada in vivo (fase aguda del shock) y
relacionada con una mayor produccion de radicales libres de oxigeno, implica
la contribucion no solo de los macréfagos de Kupffer sino también de las
células del parénquima, puesto que ef tratamiento directo con LPS in vitro
incrementa ia capacidad oxidativa de las células no parenquimatosas y
disminuye la actividad de la SOD en las parenquimatosas. Elo ademds
parece sef fa causa del incremento paralelo de los procesos de peroxidacién
lipidica que ha sido comprobado iguaimente tras tralamiento i vivo e in vitro
con endotoxina.
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2.1.6. Niveles de citocromo by durante 1a fase aguda del shock endotéxico
reversible se ven incrementados notablemente, al igual que ocwrre tras el
tratamiento directo de las células parenquimatesas con LPS. Ello podria
corresponder a un intento por parte de la célula de reparar las alteraciones
producidas en Ja membrana plasmética y de potenciar el transporte
electrénico microsomal necesario en los procesos de destoxificacidn,
alterados por ia disminucidn de los niveles de citocromo P450.

2.1.7. Calcio citosdlico: el LPS induce un aumento notable de sus niveles en
}os hepatocitos como consecuencia de un incremento de la incorporacidn de
calcio extracelular y de una movilizacitn activa de as reservas intracelulares.
Ello concuerda con el actimulo hepélico de este catidn durante os estados
de endotoxicosis.

2.1.8. pH intracelular: el LPS disminuye el pH, de los hepatocitos pudiendo
alterar con ella numerosos procesos metabdlicos celulares y relaciondndose
este efecto directo con lz acidosis metabdlica caracteristica del shock in vivo.

2.2, Las distintas poblaciones celulares hepéticas responden de forma diferente ante
el LPS:

22.1. El incrementos de la microviscosidad producido en la membrana
plasmdtica tras [a interaccido con la endotoxina s mucho mds evidente en
condiciones no fluidificantes (temperatura baja, zona externa de la bicapa,
membranas con elevado contenido en esfingomielina). Elfo determina un
comportamiento  diferente de las células parenquimatosas y no
parenquimatosas. En éstas se debe considerar ademds un aumento de fluidez
producido durante el proceso de fagocitosis del LPS por los macrdfagos de
Kupffer.

2.22. La endotaxina activa especifica y ripidamente el metabolismo celular
de los macrofagos hepéticos, de manera que a dosis bajas induce un
incremento de Ia incorporacisn de {“C]-2-desoxiglucosa y de la intensidad
de fluorescencia procedente de la hidrdlisis del FDA por esterasas
citoplasmiéticas. Sin embargo, en los hepatocitos [a accién del LPS sobre
estos pardmetros produce el efecto contrario.
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2.3. Existen diversos compuestos que modulan fa respuesta celular hepdtica frente
a la endotoxina:

2.3.1. Las sales biliares, posiblemente por una interaccién con las moléculas
de lipopolisacarido, anulan los efectos de éste sobre Ja microviscosidad de
la membrana plasmditica.

2.3.2. Las{ipoproteinas (HDL, LDL) que pueden formar compiejos estables
con el LPS, determinan un comportamiento especial de la endotoxina sobre
los procesos de unitin de las lipoproteinas a sus receptores celulares.

2.3.3. Faclores secretados por cultivos enriquecidos en células de Kupifer
modulan el metabolismo celular de los hepatocitos, aumentando la actividad
extracelular de GOT en estos Gitimos, sobre todo tras el tratamiento de los
macréfagos con LPS.

Los diferentes aspectos analizados en el presente trabajo aportan huevos datos para el
esclarecimiento de los mecanismos primarios de accidn de los lipopolisaciridos bacterianos
y apoyan el uso de cultivos celulares como modelo experimental para €l estudio de las bases
meleculares de fa compleja fisiopatologia del shock endotéxico.
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