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ABREVIATURAS.

*0s7. Radical superoéxido.

*OH. Radical hidroxilo.

ADP, Adenosina-5 “-difosfato.

AMP. Adenosina-5"-monofosfato.

ATP. Adenosina-5 " -trifosfato,

BHT 2,6-di-terc-butil-p-cresol.

Cat. Catalasa.

CiD. Coagulacién intravascular diseminada.
CoQ10- Coenzima Q1.

Cr. Creatinina.

DTNB 5-5"-ditiobis-2-nitrobenzoico.

GSH. Glutation reducido.

GSSH. Glutation oxidado.

H20>. Peréxido de hidrogeno.

HGF. Hepatic growth factor.

LGF. Liver growth factor.

MDA. Dialdehido malénico.

MEOS. Sistema microsdémico de oxidacién del etanol.
NAD. Nicotinamida adenin dinucledtido oxidada.
NADH+M*,  Nicotinamida adenin dinucledtido reducida.
NADP+- Nicotinamida adenin dinucleétido fosfato oxidada.

NADPH+ H*-Nicotinamida adenin dinucleétido fosfato reducida.
RO*. Radical alcoxi.

ROO*, Radical peroxi-acilo.

ROOH. Hidroperéxido.

SOD. Superéxido dismutasa.

TBA. Método del acido ticbarbitirico.

TBARS. Sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitdrico.
TEP. 1,1,4,4-Tetraetoxipropano.

TNF. Factor de necrosis tumoral.
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1. INTRODUCCION.

1.1. SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA:
CONCEPTO.

La isquemia se define como la situacién en la que un drgano o iejido recibe un
aporte disminuido de oxigeno (hipoxia), o no io recibe (anoxia), pudiendo causar
segln su severidad importantes alteraciones celulares e incluso la muerte de las
células afectadas. Cuando el tejido que ha sufrido la hipoxia es reperfundido, el
restablecimiento de las concentraciones normales de oxigeno causa una
importante situacién de estrés oxidativo celular debido a la generacién de especies
reactivas de oxigeno (radicales libres) que pueden reaccionar con numerosas
estructuras celulares alterando su funcién, en ocasiones de forma irreversible,
llegando a causar destruccién celular. Este efecto sucede por las profundas
alteraciones producidas durante la isquemia sobre fos sistemas reguladores y de
defensa frente a los citados radicales libres.

1.2. METABOLISMO ENERGETICO: RUTA AEROBIA.

A concentraciones normales de oxigeno, la sintesis de ATP se produce
mayoritariamente por la ruta aerobia. En los capilares periféricos, el oxigeno se
disocia de la hemoglobina, y difunde a través de un gradiente de concentraciones
hasta la mitocondria, donde la pO> es de unos 0,5 torr (0,07 KPa) (Kappas,
1985). La difusion de oxigeno se acompafia por la de substratos metabdlicos,
como glucosa y 4cidos grasos libres. La produccién de ATP tiene lugar en la
mitocondria, por medio de la oxidacién ordenada de los substratos con una
disminucion progresiva del gradiente eléctrico en una serie de reacciones
denominadas de forma genérica como fosforilacién oxidativa. El paso final de esta
cadena es la transferencia de dos electrones al oxigeno molecular, formandose una
molécula de agua.

El ATP producido, abandona entonces la mitocondria por accién de las ATP-
adenosina-5"-difosfato-translocasas, difundiendose a los sitios en donde existen
requerimientos energéticos, como las miofibrillas o las bombas iénicas asociadas
a membranas, donde los enlaces fosfato de alta energia son hidrolizados por accién
de ATPasas. Como resultado de esta hidrélisis se generan grandes cantidades de
energia, ADP, AMP, Pi y H*, segin la reaccion:
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MgATP2- 5 MgADP!- + Pi2- + H*

Los productos de esta hidrélisis regresan a la mitocondria donde son
reciclados para producir mas ATP y 002_

1.3. FUENTES ANAEROBICAS DE ENERGIA.

Mediante la limitacién en la disponibilidad de oxigeno, la velocidad de
produccién de ATP por la via aerobia llega a ser considerdblemente menor que la
velocidad a la que el ATP es hidrolizado, produciéndose como consecuencia una
acumulacién intracelular de ADP, Pi y H*.

Estos metabolitos se comportan como sefiales de retroalimentacion que
promueven la sintesis anaerébica de ATP, a través de la ruta glicolitica, y las
reacciones catalizadas por las enzimas creatinina-quinasa y adenilato-quinasa,
segun las siguientes reacciones.

Ruta glicolitica:

glucosa + 2 MgADP'- + 2 Pi2- - 2 lactato?- + 2 Mg ATP2-

Creatinina-quinasa:

PCr2-+ MgADP'!- + Ht* - MgATP2- + creatinina

Adenilato-quinasa:

MgADP!- + MgADP!* — MgATP2- + MgAMP

1.4. ALTERACIONES EN LA UTILIZACION DE SUBSTRATO DURANTE
LA HIPOXIA.

Durante las primeras etapas de la hipoxia se produce en la célula el efecto
Pasteur, es decir, la utilizaciéon de glucosa como substrato principal en el
metabolismo rindiendo iactato (Sevanian et al., 1985).

El consumo neto de glucosa se incrementa en situaciones de hipoxia (Sies et
al., 1982), al mismo tiempo que disminuye la oxidacién de 4cidos grasos de
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cadena larga, debido posiblemente, a la disminucién del ATP disponible, y al
deterioro del transporte mitocondrial de acidos grasos de cadena larga.

La hipoxia, disminuye también la sintesis proteica impidiendo la elongacién
de las cadenas poiipeptidicas, ocasionando una acumulacién intraceiuiar de
aminoAcidos, a excepcién del aspartato y el glutamato que por transaminacién con
piruvato forman alanina (Smith et al., 1982), y su incremento, parece moderar
la formacidén de lactato producida durante la hipoxia.

1.5, MECANISMOS DE DANO CELULAR DURANTE LA HIPOXIA.

La hipoxia tisular se observa frecuentemente en pacientes en estado critico,
y posiblemente es uno de los factores decisivos que predisponen a estos pacientes a
desarrollar un cuadro de fallo multiorganico. En términos celulares, la hipoxia se
caracteriza por una disminucién de oxigeno celular, y como consecuencia de esto
una disminucién drastica en la produccién de ATP.

La resistencia a la hipoxia varfa de acuerdo con el nivel de actividad celular
del tejido considerado. Asi, el mdsculo esquelético es capaz de recobrar totalmente
su funcién después de 30 minutos de isquemia total (Recknage! et al., 1966), los
hepatocitos aislados no sufren un dafio irreversible por hipoxia si esta no supera
las 2,5 horas (Di Lucio,1966). Sin embargo, las células del cerebro quedan
permanentemente dafiadas tan solo después de 4 ¢ 6 minutos de hipoxia
(Fridovich, 1978).

La distuncion celular ocurre cuando las fuentes anaerdbicas de produccion de
energia no son suficientes para mantener el nivel energético necesario para un
correcto funcionamiento de los procesos metabélicos.

El dafio celular irreversible ocurre cuando la deplecion de energia afecta a
las reacciones responsables del mantenimiento de la integridad celular.

Algunos de los mecanismos que intervienen en el desarrollo de dafios
celulares irreversibles por efecto de la hipoxia son {Fig. 1):

a) Acidosis celular. .
b) Pérdida celular de nuclebtidos de adenina.
¢} Alteracion de los fosfolipidos de membrana.



Introduceidn

d) Exceso de concentracién productos metabélicos, incluido el calcio.
e) Formacion de radicales libres de oxigeno.

—* Lactato ‘

[
)

Bloqueo fosforilacion oxidativa Metabolismo anaerébio Ac. grasos ibres
' Productos de reaccion

ISQUEMIA | 4 o

LACIDOSIS CELULAR |
CALIENTE g?ﬁi?:t'?,"—r:nﬁlmw—_—‘c"’°s;s CELULAR
ISQUEMIA _ DESNATURALIZACION |
[ FRIA |™ Inhibicien ATPasa PROTEICA

e

'AMPc

Alteracién enzimas
+ b—— de membrana

INHIBICION b
+ 4+ INESTABILIDAD
BOMBA Na-K LISOSOSMAL

Alteraciones permeabilidad celuiar
' POTENCIAL DE Pérdida K * Intracelular

MEMBRANA Aumento de Na* Intracelular
Edema celular

ENTRADA CELULAR
DE Ca®*

ca2+ ———e—ppn- | LESION MITOCONDRIAL

+ Actividad .. L LESION MEMBRANAS
tosfolipasa CELULARES

}

| o [ raDICALES LiBRES
i ROXIDATION LIPIDICA

Fig.1 ACONTECIMIENTOS CELULARES DURANTE LA ISQUEMIA-REPERFUSION.

Durante la isquemia (caliente y/o frla) y posteriormente, durante la revascularizacion, se
produce una cadena de alteraciones en las condiciones fisioldgicas de fa céiula, que junto a
una acumulacidn de productios tdxicos, producen ef deterioro de estructuras celulares
fundamentales, y de suv funcién, pudiendo liegar a inducir incluso la muerte de la célula o
células afectadas (Cortesla de} Dr.P. Mora).
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1.5.1. Acidosis celular

La mayor fuente intracelular de iones hidrégenco durante la hipoxia parece
ser la que se produce durante la hidrélisis del ATP. Cuando la funcién
mitocondrial esta limitada por un aporte disminuido de oxigeno, la reciclacién de
protones en la fosforilacion oxidativa disminuye, incrementandose la
concentracion de protones {H*) en el citosol.

La acidosis celular es también una consecuencia de la utilizacién durante la
hipoxia de la ruta glicolitica. Este dato no estd claro, ya que no se generan
protones durante la glicolisis cuando el pH celular se encuentra dentro del rango
fisioldgico {Pryor, 1973), sin embargo, cuando el pH es inferior a 6,2 aumenta
la desprotonacién del ADP-1 origindndose un protén por cada molécula de lactato
generada (Bruce et al.,, 1982).

La acidosis, por si misma, o junto a otros factores, puede deteriorar
seriamente la funcion celular por medio de los siguientes mecanismos:

a) Pérdida de nucleétidos de adenina por inhibicién del transportador MgATP2-
/ Pi¢- (Naqui et al.,19886).

b) Inhibicién del intercambiador Na*-Ca2+, produciéndose un secuestro
intracelular de Ca2+* (Nauta et al. 1991).

¢} El incremento de la actividad AMP-desaminasa y la pérdida celular de
precursores de nucledtidos de adenina (Castillo-Olivares et al., 1972).

d) Destrucccion del NAD* por catalisis acida (Comporti et al.,1967).

e) Conversién intracelular de fosfato inorgénico en su forma desprotonada, la
cual actida de forma inhibitoria (Naqui et al., 1986).

1.5.2. Pérdida de nucledtidos de adenina.

La pérdida de nuclettidos de adenina durante la isquemia caliente puede dar
lugar a dafio celular irreversibie (este efecto, se hace notar menos durante la
isquemia fria, ya que en éstas condiciones, la actividad metabélica se encuentra
deprimida por efecto de la hipotermia). EI AMP, puede defosforilarse entonces, y
convertirse en adenosina por accién de la 5”-nucleotidasa, abandonando la célula
por difusién facilitada a través de fa membrana y actuando como un potente
vascdifatador en la mayoria de los lechos vasculares {Lai et al., 1877).
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1.5.3. Incremento en {[a conceniracién intracelular de calcio.

Durante la hipoxia tiene lugar un incremento de la concentracién
intracelutar de calcio, que en condiciones normales es 10+4 veces inferior a la
extracelular, debido a la inhibicién de los transportadores de membrana
dependientes de ATP y del intercambiador Na+/Ca2+ produciéndose un incremento
adicional de la acidosis celular y la activacién de las proteasas Ca2+-
dependientes que pueden inducir la desorganizacion del sarcolema y el
citoesqueleto (Fariss et al., 1985). Ademas el incremento de Ca2* libre
incrementa la actividad de las ATPasas dependientes de Ca2+ al mismo tiempo
que la hipoxia determina una produccién minima de ATP (Chaudry, 1983).

1.5.4. Degradacién de los fosfolipidos de membrana.

La pérdida de los fosfolipidos de membrana y el deterioro consecuente de los
gradientes iénicos de la misma, son fenémenos relacionados con la
irreversibilidad del dafio celular debido a la hipoxia (Cardenas et al., 1981).

Existen tres posibles mecanismos de alteracién de las propiedades de la
membrana durante la hipoxia:

a) Activacién de fosfolipasas dependientes de Ca2+ (Lihistrém et al., 1987).

b) Inhibicién de la sintesis de lipidos por un déficit energético (Bruce et al.,
1982).

¢) Alteraciones de las propiedades fisicas de las membranas celulares y, como
consecuencia su rotura (Cardenas et al., 1989).

La degradacién de los fosfolipidos asociados a membrana parece estar
relacionada con la entrada de calcio a la célula (Pompella et al., 1987; Rodriguez
et al., 1991).

El caicio es capaz de activar las fosfolipasas Az y C, capaces de degradar los
fosfolipidos de membrana. Sin embargo, este incremento de la actividad de las
fosfolipasas y su relacién con el proceso de degradacion de las membranas durante
la hipoxia no esta bien establecido, ya que la actividad de la fosfolipasa Az es

maxima con niveles normales de CaZ2+ intracelular {(Sharma et al., 1990).
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Ademds, la actividad de la fosfolipasa C no se incrementa durante la hipoxia
(Borowitz et al., 1989).

Otro mecanismo responsable del dafio de las membranas celulares durante la
hipoxia es la inhibicién del recambio de fosiolipidos en el proceso de acilacién-
desacilacion. La acilacién se produce a expensas de la energia generada durante la
hidrélisis del ATP; y en este caso al estar ios niveles de ATP muy reducidos
durante la hipoxia, la sintesis de fosfolipidos queda drasticamente reducida
(Ferrero et al., 1990). Esta relacion aiterada entre las velocidades de sintesis y
degradacién de fosfolipidos, deteriora la membrana, produciéndose uha
acumulacién de Aacido araquidénico (un precursor de los fosfolipidos de
membrana) (Halliwell et al., 1984b).

1.5.5. Formacion de Radicales Libres de Oxigeno.

En fase de isquemia, y por tanto de aporte de oxigeno insuficiente, el
rendimiento de la cadena respiratoria mitocondrial estd disminuido. En
anaerobiosis, se producen dos moléculas de ATP a partir de una molécula de
glucosa, contra las 38 que se producen en aerobiosis (metabolismo hepatico). La
hipoxia persistente induce un fallo energético de la bomba Na*-K*-ATPasa de
membrana con entrada de sodio y de calcio en la célula, aumento de la presién
osmética y edema intracelular. El calcio intracelular activa la fosfolipasa Ap
(Borowitz et al., 1989), y produce un aumento de 4cidos grasos libres. También
induce la conversién de la xantina-deshidrogenasa en xantina-oxidasa (Fig. 2),
fuente de O+ (Brass et al., 1991). Paralelamenie, el metabolismo del ADP en
anaerobiosis se desvia hacia la sintesis de AMP, de adenosina y de hipoxantina
(Ferrero et al., 1990; Gutiérrez, 1991).

Todas estas perturbaciones celulares son adn reversibles pero, en el
momento de la reperfusién, las células isquémicas seran sometidas a un estrés
oxidativo que acelerard su destruccién ( Mc Cord, 1985; Bulkley, 1987).

Durante la reperfusién, la produccion de radicales libres en la zona
isquémica es muy intensa dado que sus sistemas de proteccién estan deprimidos
(disminucién importante de las tasas de superdxido-dismutasa, catalasa y
glutatién peroxidasa durante la isquemia) (Mc Cord, 1983).

La hiperproduccién de radicales libres durante la reperfusion (Fig. 3) se
asegura principalmente a través de cuatro vias (Mc Cord, 1885 ):
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Fig. 2 PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DURANTE LA ISQUEMIA-REPERFUSION.

b}

C)

d)

Después de un periodo de isquemia, la revascularizacién del higado, induce la formacién del
anién superéxido a partir del exigeno, nusvamente incorporadodo, durante la transformacion
de hipoxantina en xantina (ruta degradativa del ATP). Este paso supone una de (as fuentes
mas importantes de radicales libres durante la isquemia-reperfusién.

Durante la respiracién mitocondrial, por reduccién monovalente del
oxigeno nuevamente disponible (Gutiérrez et al., 1891).

Por activacion de los neutréfilos polinucleares acumulades en la zona de
isquemia {incremento del consumo de oxigeno y activacién de ia NADPH-
oxidasa de membrana ligada por s{ misma a produccidén y difusidn
extracelular de radicales libres) (Jaesche et al.,, 1990; Lemaster y
Thurman, 1991; Welbourn et al., 1991).

Por reaccion de los productos del metabolismo en anaerobiosis: hipoxantina

y xantina-oxidasa, las cuales, en presencia de oxigeno, forman xantina y
anién superéxido {O2°+) (Marubayashi, et al. 1991} .

Por transfoermacion del acido araquidénico acumulado en la fase isquémica;
hay sintesis de endoperéxidos y produccion de radicales libres (Southorn et
al., 1988).
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Fig. 3 LAS CUATRO VIAS DE PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DURANTE

LA ISQUEMIA-REPERFUSION.
La isquemia hepética induce alteraciones moleculares que durante la revascularizacidén, transforman el
oxigenc recién incorporado, en anién superéxido, iniciador de las cadenas de reacciones mediadas por
radicales libres.

Los radicales libres formados duranie !a reperfusion {O2" y HoO32
transformados en OH*) actian produciendo las siguientes consecuencias (Tribble
et al., 1987):

a) Reaccionan con los fosfolipidos de las membranas celulares (peroxidacion
lipidica), con las proteinas y los 4cidos nucleicos provocando la
desorganizacién estructural y funcional de las células y su muerte (Reilly, et
al. 1991).

b) Actdan sobre los Acidos grasos libres acumulados en las fase isquémica y
pueden desviar la cascada del acido araquiddnico hacia la via metabdlica
vasoconstrictora y proagregante del tromboxang Ao

¢) lIgualmente como agentes quimiotacticos para las plaquetas (adhesién y
agregacién) y los neutrofilos polinucledos, los cuales, activados, se adhieren
al endotelio y afiaden su propia produccién de radicales libres (Welbourn et
al., 1891). '
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Los radicales libres producidos en la isquemia tisular contribuyen
enormemente al agravamiento de ésta (Halliwell, 1988), ya sea ejerciendo sus
efectos perjudiciales directamente (oxidacién de los iipidos, proteinas y acidos
nucleicos celulares) (Parks et al., 1983b), induciendo un colapso del sistema
microcirculatorio por accién sobre el endotelio vascular, las plaquetas y los
neutrdfilos (disminucion de las tasas de prostaciclina, aumento de las tasas de
tromboxano Ap, factor quimiotactico para las plaquetas y los neutrdfilos)
(Slater, 1984a. Lemaster y Thurman, 1991). Se ha demostrado que estas
reacciones de los radicales libres son responsables del fenémenc de "no
reperfusion™ (Mora et al., 1987) que se observa durante las reimpiantaciones
quirirgicas: las arterias suturadas son permeables pero, secundariamente a la
perfusién del injerto, hay un colapso de la microcirculacién nutritiva vy,
finaimente, necrosis del implante (Thurman et al.,, 1988. Gao, 1991).

1.6. ALTERACIONES MORFOLOGICAS PRODUCIDAS DURANTE LA
ISQUEMIA-REPERFUSION DEL HIGADO.

La descripcidn mas exhaustiva de las lesiones estructurales que se producen
en el higado por efscto de fa isquemia (tanto fria como caliente) ha sido llevada a
cabo por Myagkaya et al. en 1987.

E! estudio incide en la aparicién progresiva de lesiénes segun aumenta el
tiempo de isquemia (Navidad Novalvos et al., 1992a). Estas lesiones se
manifiestan con mas rapidez e intensidad en el endotelio sinuscide que en los
hepatocitos (Subirats Bayego, 1982).

Los hailazgos morfolégicos se pueden resumir en los siguientes:

1.6.1. Lesiones en los hepatocitos.

a) Edema progresivo de las diversas estructuras celulares: reticulo
endoplasmico, mitocondrias, etc (Chevrel ot al., 1979).

b) Desaparicién progresiva de crestas mitocondriales. Aparicion de
condensaciones mitocondriales (Mittnacht et al., 1981; Myagkaya et al.,
1985).

¢} Vacuolizacién celular: A expensas fundamentaimente del reticulo
endoplasmico.

d)  Alteraciones de la estructura nuclear principaimente de la cromatina y de la
membrana.

10
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e) Ruptura lisosomal con vertido de enzimas proteoliticos (Wattiaux, 1980).

1.6.2. Lesiones del endotelio sinusoide.

a}  Engrosamiento del espacio de Disse (Ciardi et al.,1991).
b} Pérdida de la integridad del borde sinusoidal (Myagkaya et al., 1984).
c) Apariciébn de material necrético en la luz sinusoidal {Carey et al., 1991).

Estas lesiones tienen una distribucién zonal incidiendo fundamentalmente en
la zona central del lobulillo hepéatico (Lemaster et al., 1985; Marotto et al.,
1888).

Los haliazgos morfolégicos observados tras la revascularizacién de! higado
tienen especial interés ya que ponen de manifiesto el estado final del érgano
(Mencon et al., 1986; Rodriguez et al., 1991).

Estos hallazgos pueden resumirse en los siguientes:

a) Perdida de la estructura del lobulillo hepético.

b) incidencia variable de necrosis hepatocitaria, preferentemente
centrolobulillar.

c} Hemorragia parenquimatosa tocal o diseminada -seguln la intensidad del
dafio- con extravasacion de hematies.

d) Adhesidn de polimorfonucleares neutréfilos al endotelio que pueden dar
lugar al fenémeno de no reperfusién (Lemaster y Thurman, 1991).

1.7. ISQUEMIA Y FUNCION HEPATICA.

La isquemia va a producir sobre el higado una serie compleja de efectos
periudiciales que van a afectar a la funcién y estructura del parénquima hepético,
y a su entramado vascular.

1.7.1. Alteraciones de la funcion hepética.

Las alteraciones causadas por la isquemia en la funcién hepatocelular

podemos deducirlas faciimente de los efectos bioquimicos y celulares (descritos
anteriormente).

11
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Las funciones metabblicas y de mantenimiento estructural pueden quedar

comprometidas o incluso anuladas de manera irreversible si la isquemia se
mantiene durante un fiempo prolongado (Navidad Novalvos et al., 1992a), dando
lugar a un cuadro clinico caracteristico de insuficiencia hepatica aguda. Este
cuadro se caracteriza fundamentalmente por los siguientes fenémenos:

a) Ausencia de sintesis hepética de factores de coagulacién (Belcher,1961;

b)

¢}

d)
8)

g)

h)

Dymock, 1975).
Disminucién de otros procesos de sintesis, en especial de la sintesis de
proteinas {Jones et al., 1987; Nordstrdn et al., 1980).

Elevacion de los niveles plasmadticos de acidos lactatico y pirdvico (Harris
et al.,1982).

Hiperammonemia como consecuencia de la interrupcidn del ciclo de la urea.

Aiteraciones del metabolismo y aclaramiento de aminoacidos (Wustrou et
al., 1981).
Aumento de enzimas hepéticas en plasma (citoplasmicos (Frederiks,
1983), mitocondriales (Frederiks, 1984) y lisosomales (Fredmud, 1974;
Gove, 1981)) debido a necrosis tisular y/o a profundas alteraciones de Ia
permeabilidad de la membrana.

Hiperbilirrubinemia por alteracién en el proceso de sintesis y excrecion
biliar (Mora et al., 1987) .
Otros: Elevacion de cuerpos ceténicos y 4cidos grasos libres. Disminucion del
aclaramiento de la bromosulftaleina y del verde de indocianina. Ateraciones
en |a captacién y excrecién de radiofarmacos.

Como consecuencia de estas alteraciones y otras, desconocidas en la
actualidad, puede llegar a desarrollarse un cuadro clinico de encefalopatia y
coma hepatico.

1.7.2. Alteraciones vasculares.

El sinusoide y el lecho vascular hepéatico son las estructuras, que de manera

mas precoz, resultan lesionadas por efecto de la isquemia.

Sus manifestaciones tienen lugar una vez que el érgano es reperfundido y

producen los siguientes efectos:

a) Vasoconstriccion arterio-arteriolar refractaria, que puede llegar a ser

irreversible y que clinicamente se conoce como -"fenémeno de no

12
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reperfusion” -, el cual se agrava considerablemente por una acumulacién
masiva de polimorfonucleares neutréfilos sobre el endotelio vascular tras la
reperfusion del 6érgano. El vasoespasmo persistente después de
revascularizar un érgano es conocido desde hace tiempo (Sagone, 1983),
atribuyéndose actualmente a alteraciones en la sintesis de prostaglandinas
vasoactivas {Santiago Delpin et al., 1975).

b} Alteraciones de la permeabilidad vascular por perdida de integridad del
endotelio-sinusoide. Este fenémeno produce cogestién hepatica, que
clinicamente se denomina como "bloqueo del flujo de salida”. La acumulacion
de radicales libres podria constituir la base bioquimica de este fenémeno.

¢} Activacion de la fibrinolisis y coagulacién intravascular diseminada (C.1.D.}
(Dymock et al., 1975). Las lesiones endoteliales y vasculares desencadenan
alteraciones en la coagulacién observadas tras !a revascularizacion del
higado sometido a un periodo de isquemia (Chiu et al., 1987).

1.8. CRITERIOS DE VIABILIDAD CELULAR.

No existe un criterio universal para definir el concepto de viabilidad de un
organo. Etimolégicamente se define como la capacidad de vivir, 0 de permitir el
mantenimiento de la vida. Por lo tanto, en lo referente a la isquemia-reperfusién
hepética, entenderemos por viable, aquel érgano que tras sufrir una situacion de
hipoxia es capaz de recuperar y mantener sus funciones una vez reperfundido.

La falta de universalidad de este concepto se debe fundamentealmente a que no
se ha establecido, de una manera concluyente, el momento en el que las lesiones
ceiulares y moleculares llegan a ser irreversibles provocando la muerte celular.

La mayoria de los estudios experimentales se centran en las alteraciones
observadas en la funcién mitocondrial: niveles totales de nucleétidos de adenina
(Hayashi et al., 19886), carga energética total, cociente ADP: O (Chaudry, 1983},
0 concentraciones de AMP.

Algunos estudios coinciden en que Ja deplecién de nucledtidos de adenina que
se produce durante la isquemia condiciona la viabilidad celular, considerandose un
criteric fundamental de viabilidad la capacidad de la célula de restaurar los
niveles de ATP una vez reestablecido el flujo sanguineo, lo que indica la
reanudacién del proceso de fosforilacién oxidativa ( Naqui et al.,1986; Castillo-
Olivares et al., 1872).

13
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Otros parametros propuestos como criterio de viabilidad son:

a) La recuperacién del potencial de membrana ( Mittnacht et al., 1981).

b} La relacién Na*-K+ intracelular (Ohkohchi et al., 1891).

c) El contenido total de agua intracelular (Nordstrén et al., 1985}).

d) La sintesis de péptidos y proteinas intrinsecas de membrana (Ferrero et al.,
1880).

El estudio de estos y otros criterios de viabilidad celular (después de la
isquemia) constituyen un campo de estudio fundamental para la valoracion de los
métodos de preservacion.

Sin embargo, {a mayoria de las técnicas expuestas tienen el inconveniente de
ser invasivas, requiriendo en la mayoria de los casos la revascularizacién del
higado a fin de obtener un criterio de viabilidad preciso. Por ello, el desarrollo de
técnicas no invasivas que permitan obtener un criterio precoz de viabilidad debe
constituir un objetivo prioritario de estudio.

1.9. SIGNIFICACION FISIOPATOLOGICA DE LA PEROXIDACION
LIPIDICA DURANTE EL DANO CELULAR OXIDATIVO.

El estrés oxidativo se acompafia de complejos procesos celulares, los cuales,
tienen como resultado el dafio, con frecuencia irreversible, de numerosas
estructuras y funciones de la célula. El proceso de descomposicién peroxidativa de
los lipidos de membrana y su asociacién a cambios en sus propiedades se
considera el mecanismo basico de dafio celular, suponiendo el puente de unién
entre Ia iniciacién de la cadena de reacciones mediadas por radicales libres y la
aparicion de disfuncion celular evidente. Ademas, mientras que la quimica de la
peroxidacion lipidica en relacién a los mecanismos potenciales de formacion de
radicales libres es bien conocida (Di Lucio, 1966; Fridovich, 1978), la
secuencia de reacciones implicadas en la produccién de ios productos finales, y los
mecanismos celulares de defensa implicados en cada casc (Kappas, 1985;
Sevanian et al., 1985), ho se conocen lo suficiente en lo que respecta, al menos, a
la significacién de la peroxidacién lipidica en los procesos de deterioro y muerte
celular como consecuencia del estrés oxidativo (Belcher,1961; Baraona et al.,
1980; Sies et al.,, 1982; Blackwell et al., 1983).

El origen de este desconocimiento puede atribuirse a las dificultades
metodolégicas para definir los procesos criticos que limitan la irreversibilidad
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del dafio oxidativo, asi como, {as reacciones implicadas que tienen lugar en el
tejido intacto. Existen evidencias suficientes que demuestran que la peroxidacién
lipidica incrementa el estrés oxidativo de la célula (Smith et al., 1982), sin
embargo se desconoce qué cambios son necesarios en las propiedades celulares y
sus magnitudes, para producir el dafio celular. Ademads, la peroxidacién lipidica
producida como consecuencia de la muerte celular no se distingue facilmente de la
que podria ser la causa del dafio celular. Por otro lado, la cadena de reacciones que
inician el proceso de peroxidacion lipidica puede ser por si misma responsable
del deterioro de numerosas estructuras celulares, como Acidos nucleicos,
proteinas, eic. (Sies, 1985), causando de esta manera, un grave deterioro de la
célula sin que necesariamente intervengan fenémenos de peroxidacién lipidica, lo
que parece indicar, que la peroxidacién lipidica podria tener mayor importancia
como modulador de la extensién del dafio celular inducido por los radicales libres,
que como causa directa del dafio celular.

1.10. DETERMINACION DE PEROXIDOS LIPIDICOS.

E! establecimiento de los procesos oxidativos celulares implicados en los
fenémenos de peroxidacién lipidica, y dafic celular, suponen actualmente un
problema de dificil solucidn debido principalmente a los siguientes factores
(Halliwell et al., 1987; Gutteridge et al., 19380):

a) El elevado nimero de especies reactivas, algunas de las cuales no intervienen
como agentes citotdxicos.

b) La reducida vida media de algunas de estas especies (i.e. el radical hidroxilo
109 seg), que por su elevada reactividad, reducen la posibilidad de deteccién
de las mismas (Pryor, 1973; Fridovich, 1978).

c) La presencia de polentes sistemas celulares de detoxificacién dificultan el
establecimiento de la secuencia de causalidad entre el proceso inducido por
radicales libres , la peroxidacién lipidica y el dafio celular (Barja de Quiroga
et al., 1990; Bisby, 1990).

d) Los ensayos de estudio desarrollados hasta este momento obtienen
determinaciones indirectas y poco especificas (Smith et al., 1982). En
ocasiones, {a presencia de sistemas detoxificadoras hacen indetectables estas
especies, las cuales, serfan detectables cuando los sistemas de detoxificacién
estan deprimidos o abolidos por alguna causa, lo que haria pensar que la
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citotoxicidad estaria méas en funcién de un sistema de eliminacién ineficaz, que
de la reactividad y especificidad de las especies toxicas. Este efecto puede
minimizarse en ocasiones muy concretas usando sistemas quimicos puros,
sistemas in vitro con enzimas purificadas y sistemas con crganulos aislados
(mitocondria, membranas, etc.) (Kupcsulik et al.,, 18979; Cardenas et al,,
1981).

Como puede deducirse de los factores anteriormente expuestos, el papel que
desempefia la peroxidacion lipidica en el dafio celular oxidativo depende del futuro
disefio, aplicacién y correcta interpretacién de nuevas metodologias més
adecuadas.

Existen varias opciones para determinar la extension de la peroxidacion
lipidica, tales como, los ensayos en sistemas donde el potencial oxidativo es
activado (Esterbauer, et al. 1882; Barja de Quiroga et al., 1980), los estudios de
las especies reactivas del oxigeno (Lai et al., 1977; Starke et al., 1985}, de los
radicales libres organicos (Mc Cay et al., 1984), los sistemas de detoxificacién
(Schelley et al.,, 1383; Sharma et al.,, 1990) los productos metabélicos y de
degradacion ( Pompella et al.,, 1987}, asi como, el estudio de las consecuencias
patolégicas del dafio celular.

Ya que las especies reactivas tienen una vida media muy corta y estan
presentes en muy bajas concentraciones (Pryor, 1873), la mayoria de los
ensayos en preparaciones biolégicas implican la determinacién de los productos
de peroxidacién lipidica, mas estables y menos reactivos que las especies que los
generan. Estos métodos incluyen la medida de las siguentes especies (Smith et al.,
1982; Kappas, 1985; Sevanian et al.,, 1985). a) dienos conjugados, b)
hidroperdxidos lipidicos y ¢} hidroxilipidos. Otros productos utilizddos en los
ensayos de valoracién derivan de procesos mas complejos e incluyen sustancias
que reaccionan con &l acido tiobarbiturico (TBARS) (Uchiyama et al., 1978),
formacién de pigmentos fluorescentes (Jones et al, 1987), etano y pentano
(Slater, 1984b), hidroxialquenos (Halliwell et al., 1988) y estudios de
quimiluminiscencia (Roldan et al., 1989),

Es importante destacar, que la sensibilidad dei método utilizado depende del
tiempo al que realizamos la medida, ya que el metabolismo de estas sustancias no
se realiza de manera simultanea, por lo que.se aconseja el uso comparativo de al
menos dos métodos (Smith et al., 1982). Esta dependencia del tiempo nos hace
considerar si el dafic celular irreversible se produce al poco tiempo de aparecer
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la peroxidacién lipfdica, después de mucho tiempo, o de manera continua. Esta
pregunta permanece actualmente sin respuesta.

1.11. RADICALES LIBRES Y MEMBRANAS.

1.11.1. Estructura y vulnerabilidad de las membranas
celulares.

Las membranas celulares se halian formadas por una doble capa de
fosfolipidos, moléculas compuestas por una cabeza hidréfila y una cola hidréfoba,
constitvida por cadenas de &cidos grasos insaturados . En esta bicapa lipidica se
encuentran las proteinas responsables de las funciones de intercambio y
fransmisién de informacién que desempefia la membrana, pudiendo ser proteinas
integrales ¢ periféricas. Las cadenas de acidos grasos insaturados de la bicapa , en
sus dobles enlaces, son extremadamente sensibles a la agresidn por los radicales
de oxigeno (Lihlstrém et al., 1987).

1.11.2. La desorganizacion estructural de las membranas.

El ataque de los radicales (OH"} a los fosfolipidos de las membranas
celulares induce una reaccién en cadena (Fig. 4) mantenida por la existencia de
dobles enlaces carbono-carbono en los Acidos grasos insaturados que facilitan la
deslocalizacion de! electrdn libre, convirtiendo los 4cidos grasos en productos
hidrosolubles que pierden su estructura funcional en las membranas (Blackwell
et al., 1961). Por otra parte, la reaccién en cadena se ve favorecida también por
la presencia de oxigeno molecular que apareara facilmente uno de sus electrones
con el electrén libre deslocalizado, lo que potenciara los dafios iniciales (Fehér et
al., 1987).

1.11.3. Fases de la peroxidacién lipfdica.

inicio.

El radical hidroxilo QH" "agresor” capta un atomo de hidrégeno de un doble

enlace de un acido graso insaturado, para transformarse en agua, inicidndose de
esta forma la reaccién en cadena (Arthur et al., 1985;1988).
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El Acido graso insaturado, transformado en radical libre, sufre una
oxidacién de sus dobles enlaces y, en presencia de oxigeno, forma un radical
peroxi-acilc (ROO").

Propagacion.

El radical ROO" capta, de una cadena insaturada vecina intacta, un dtomo de
hidrégeno y se transforma en un hidroperéxido (ROOH) inestable mientras que el
radical lipidico (ROO") que se ha formado puede reiniciar un nuevo ciclo.

Esta reaccién en cadena, resultado del ataque a los lipidos de la membrana,
constituye la peroxidacion lipidica (Comporti, 1985. Gutteridge et al., 1990).

Los hidroperéxidos (ROOH) son poco reactivos pero son convertidos, en
presencia de hierro (Fe2+) (Esterbauer et al., 1982), en radicales alcoxi
{RO"), radicales susceptibles como el OH* de iniciar una nueva cadena.

Los hidroperéxidos son igualmente degradados, formando alcanos y aldehidos.
Uno de los productos de degradacion, el dialdehido maldnico, puede reaccionar con
los grupos tiol (-SH) o amina (-NH2) de las proteinas, originando compuestos
fluorescentes (Jones et al, 1987) cuya acumulacién (lipofucsina) puede
caracterizar a las células sede de peroxidaciones lipidicas intensas y repetidas.

Final.

La reaccién en cadena se detiene cuando dos radicales, pertenecientes o no a
la misma molécula, interaccionan, creando enlaces molecuiares entre ellos
(Halliwell et al., 1984b; Cotgrave et al., 1988).

Esta cadena de reacciones mediadas por radicales libres puede ser
igualmente detenida por reaccién con moléculas "captadoras” tales como el a-
tocoferof de las membranas, el glutation y el dialdehido malénico, igualmente, por
la intervencidén de sistemas enzimaticos de "proteccién” como superdxido
dismutas, catalasa u otras peroxidasas.
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Fig. 4 FASES DE LA PEROXIDACION LIPIDICA.
Los radicales libres reaccionan, ademds de con otras estructuras celulares (ADN, proteinas,
elc.) con los Acidos grasos libres de las membranas celulares en un proceso denominado
peroxidacién lipidica, y que implica la desestructuracién quimica de la membrana y
consecuentemente, el deterioro, en ocasiones irreversible de su funcién.

E! ataque de ios radicales a los acidos grasos insaturados y la peroxidacion
lipidica en cadena resultante producen una desorganizacién profunda de la
arquitectura de las membranas (Fig. 5): destruccién de dobles enlaces carbono-
carbono, entrecruzamientos intra e inter-moleculares (Kupcsulik et al., 1979;
Gerson, 1985; Freeman et al., 1986).
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Fig. 5 ALTERACIONES EN LAS MEMBRANAS CELULARES INDUCIDAS POR

RADICALES LIBRES.
Los radicales libres interaccionan con los componentas de las membranas ¢elulares alterando
su estructura molecuiar, formando enlaces inter e intracatenarios entre sus componertes y/o
produciendo elementos citotdxicos inerviniendo en reacciones de degradacion.

1.12. RADICALES LIBRES E INFLAMACION

La activacién de polimorfonucleares neutréfilos se acompafia de una
produccién de radicales libres ( Mc Cord et al., 1982). Su difusién en el entorno
extracelular de los leucocitos activados desempefia un papel importante en el
proceso inflamatorio.

Los mediadores de la inflamacién (complejos inmunes, fraccién C5a del
complemento, ieucotrienos B4, ...... ) desencadenan una migracién y activacion de
tos polinucleares neutrbfilos {Lucchesy, 1986; Ortiz-Lacorzana et al., 1992)
comparable a la observada, bajo induccién de productos bacterianos, en la
fagocitosis .

Los polinucleares estimulados se adhieren al endotelio vascular. Estos
pueden migrar a través de los tejidos (Fig. 6). Aumentando su consumo de
oxigeno, activan la NADPH-oxidasa de membrana con produccion de radicales
libres (Welbourn et al., 1991).
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NEUTROFILO
PROTEASAS LEUCOTRIENO PAF
RADICALES LIBRES
| (G OH*) |® ©
| EQSINOFILO
NEUTROFILO |

AGRESION DEL ENDOTELIO VASCULAR

|
HIPERAGREGABILIDAD
DEGRADACION DEL COLAGENG ¥ DE PROTEINAS ESTRUCTURALES PLAGUETARIA

[ }
INFILTRACION DE PLAQUETAS Y DE NEUTROFILOS POLINUCLEARES

HIPERPERMEABILIDAD CAPILAR
EDEMA INTERSTICIAL

Fig. 6 REACCION INFLAMATORIA: CONSECUENCIAS DE LA LIBERACION DE

RADICALES LIBRES.
Durante la isquemia-reperfusién se producen sefales citoquimicas que inducen la
agregacion y adhesibilidad de neutréfilos mononucieares sobre el endotelio vascular del
organo afectado. Estos neutréfilos aportan su propia fuente de radicales libres en una
cadena de sucesos muy similar a ia que se produce en la reaccion inflamatoria.

Implicados en el proceso de fagocitosis, estos radicales libres son utilizados
como agentes antibacterianos (Gabig et al., 1981) .

En el medio extracelular, inician, mantienen y amplifican la reaccién
inflamatoria (Weisigen, 1986; Jaesche et al.,, 1990. Lemaster y Thurman,
1981).

Ademas de la activacion de la NADPH-oxidasa de membrana, la respuesta del
polinuclear activado comporta una produccion de Factor Activante Plaquetario
(PAF), leucotrienos, y metabolitos del acido araquidonico por la via enzimética de
la lipooxigenasa (Fig. 7) (Tribble et al., 1987; Ueda et al., 1987) .

La liberacién de radicales libres oxigenados, de proteasas, de leucotrienos y

de PAF desencadena un conjunto complejo de acontecimientos interactivos que
constituyen la reaccién inflamatoria (Mc Cord et al., 1982).
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ENDOPEROXIDOS TROMBOXANO A2
FOSFOLIPASA A2 PGGo = F"3'“2 PROSTACICLINA
o
CICLOOXIGENASA \
fostolinids ll LIPOOXIGENASA = ———— O~
ACIDO

ARAQUIDONICO

HIDROPEROXIDOS = LEUCOTRIENOS
(agentes inflamatorios)

Fig. 7 RADICALES LIBRES E HIPERAGREGABILIDAD PLAQUETARIA.
La activacién de fosfolipasas durante la isquemia-reperfusién, y una sintesis disminulda de
tosfolipidos induce una acumulacién del precursor, dcido araquidénico y la formacion de
endoperoxidos, fundamentalmente leucotrienos, que favorecen la induccién de reacciones
inflammatorias y la agregacién plaquetaria al inhibirse la ruta de formacién de prostaglandinas
por accién del radical hidroxilo (*OH).

1.12.1. Agresion del endotelio vascular.

Las células endoteliales, en contacto directo con los polinucleares activados
que se adhieren a sus membranas, son ias mas sensibles a la accién citotéxica de
los radicaies libres. Hay una peroxidacién lipidica de las membranas celulares, y
a nivel intracelular oxidacién de las proteinas y de los acidos nucleicos (Lucchesy
et al.,1986. Matsumoto y Nakamura, 1991).

1.12.2. Hiperagregabilidad plaquetaria.

De entre los transtornos metabdlicos inducidos, las repercusiones del ataque
de los radicales libres sobre la cascada del 4cido araquidonico consisten en un
aumento de tromboxano Ap, responsable de la hiperagregacién plaquetaria
(Anderson et al., 1991). Este efecto parece estar relacionado con la accidn
moduladora ejercida por el 6xido de nitrégeno sobre el endotelio vascular
{(Kanner et al, 1992)
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1.12.3. Aumento de la permeabilidad capilar con edema
intersticial.

Las células intersticiales lesionadas, incluso lisadas, presentan fugas
liquidas ma&s o menos ricas en elementos. Es la hiperpermeabilidad capilar con
edema intersticial constantemente asociada a las reacciones inflamatorias
(Halliwell et al., 1988. ).

1.13. MODELO QUIRURGICO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA-
REPERFUSION EN EL HIGADO DE RATA.

1.13.1. Modelos existentes.

Los modelos empleados actualmente para el estudio experimental del
sindrome de isquemia-reperfusién hepatico pueden clasificarse en fres tipos:

a) Modelos in vivo.
b) Modelos ex vivo.
¢) Modelos in vitro.

Los modelos in vivo suelen implicar la intervencién quirtirgica del animal
de experimentacién y consisten en interrumpir, de manera total (Mc Cord,
1983; Marubayashi et al., 1986) o parcial (Hayashi et al.,1986; Reilly et
al.,1991), la entrada de sangre en el higado, y por tanto, de oxigeno y nutrientes.
Esto se consigue en la practica mediante el pinzamiento oclusivo de todas o algunas
de las ramas vasculares del sistema portal, o bien por derivacién portosistémica
del flujo sanguineo {Nordstrdm et al., 1985) por medio de la anastomosis porto-
cava, o estableciendo una derivacion portosistémica externa (p.e. porto-femoral,
porto-yugular...). Estos modelos son los mas utilidzados por ser los que mejor
simulan la situacién que se presenia en la clinica; sin embargo, requieren
practica quirirgica y, ademas, algunos de estos modelos producen efectos no
deseados, debidos a la interrupcién del flujo portal (Reilly et al., 1991), que
entorpecen en gran medida el estudio de la isquemia hepéatica como suceso
individual (Nauta et al., 1990;1991).

Los modelos ex vivo consisten en la extraccién quirlrgica del higado y su
perfusién con soluciones fisioldgicas, variando el contenido en oxigeno de las
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mismas a fin de simular el fenémeno isquémico y de reperfusion (Lemaster et al.,
1985; Marotto et al., 1988). En este caso se estudia el liquido que efluye del
higado y el tejido, a fin de conocer la respuesta del érgano aislado frente a
distintos grados de anoxia. Este método es relativamente sencilio y reproducible
en la practica. Su desventaja fundamental reside en su alejamiento de la realidad,
ya que el higado es un 6rgano interactivo cuya alteracién no puede separarse de
los efectos causados por la misma sobre el resto del organismo, el cual
respondera en mayor o menor grado a la alteracién hepatica (Fredericks, 1983).

En los modelos jn vitro se utilizan suspensiones de hepatocitos aislados en
un medio de cultivo (Kupcsulik et al, 1879) oxigenado en concentraciones
variables, y se estudia la respuesta de los hepatocitos, a los distintos grados de
hipoxia (Cardenas et al., 1981; Gerson et al., 1985; von Ruecker et al., 1989}.
Es un modelo sencillo y reproducible, sin embargo, de la misma manera que los
modelos ex vivo, se aleja de la situacién clinica, ya que ignora la interrelacion
existente entre el higado y el resto de 6érganos.

1.13.1. Caracteristicas que debe reunir el modelo
quirdrgico experimental.

Debido a la multiplicidad de factores implicados en el sindrome de
isquemia-reperfusién, la mayoria de ellos desconocidos y de estudio muy
reciente, no existe un criterio comuin entre los distintos grupos de trabajo sobre
qué modelo debe utilizarse como referencia en el estudio del sindrome de
isquemia-reperfusion del higado, empleando cada grupo aquel que mas se adapta a
los objetivos de su estudio. Sin embargo, las condiciones que debe reunir el
modelo estan cada vez mas delimitadas ( Hayashi et al.,, 1986) y podemos
resumirlas en las siguientes:

a) El modelo debe reproducir con fidelidad la mayoria de los fenémenos que tienen
lugar en la presentacion clinica del sindrome de isquemia-reperfusién hepético
y, las distintas manifestacidnes del mismo en el resto de érganos y sus
interrelaciones.

b) El modelo ha de ser sencillo, reproducible y econémico.
c) La manipulacién del higado ha de ser minima a fin de reducir en lo posible las

interferencias y alteraciones introducidas por dicha manipulacién a lo largo del
estudio experimental.
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Para el desarrollo de nuestro trabajo hemos utilizado un modelo de isquemia
parcial en higado de rata (Fredericks, 1983; Hayashi et al., 1886), que imita
mejor que otros modelos el fendmeno clinico manteniendo la interdependencia
entre el higado y otros 6ganos implicados. La razén de elegir un modelo de isquemia
parcial, y no global, se fundamenta principalmente en que la raia no sobrevive a
tiempos prolongados de isquemia global, ya que la hipertensién portal en este
animal produce una hipotensién severa que le causa la muerte (Jaesche et al.,
1990). Ademas la interrupcién total del flujo portal interrumpe también el
drenaje mesentérico y esplénico, provocando la isquemia de estos érganos ,
fendmenos que se sumarian al de la isquemia hepatica y alterarian los resultados
analiticos obtenidos en los ensayos (Hasselgren, 1987) . Como consecuencia de la
isquemia global, se produce en la reperfusion una acidosis metabdlica
considerablemente elevada y suficiente para causar la muerte del animal para
tiempos superiores a sesenta minutos. Estos fenémenos indeseables no ocurren en
el modelo de isquemia parcial, ya que el flujo portal se deriva por los I6bulos
derechos lo que nos permite ampliar los tiempos y la supervivencia del animal de
manera considerable (Hayashi et al.,, 1986; Navidad Novalvos et al., 1992a).

1.14. INTOXICACION POR ETANOL EN EL HIGADO POST-
ISQUEMICO.

Esta establecido que la ingesta de alcohol en grandes cantidades, o de forma
cronica, produce alieraciones en el higado que pueden llegar a ser irreversibles y
causar la muerte (Lieber, 1980; 1991b). Sin embargo, aunque se conoce el
metabolismo del alcohol (Lieber,1991a), no estan del todo establecidos los
mecanismos causantes de los efectos perjudiciales sobre el organismo,
atribuyéndose estos efectos a alteraciones en la dieta (Chow, 1987. Bonjour,
1979. Lieber, 1991c), generacion excesiva de NADH en higado (Egea Arquillué et
al., 1988), alteraciones en el metabolismo intermediario de lipidos (Lieber et
al. 1965) , carbohidratos y de la sintesis proteica (Baraona et al., 1977,
1980).

El acetaldehido, un producte del metabolismo del etanol, puede unirse a la
cisteina (Nordstrém et al., 1990. Lieber, 1892a) y/o al glutatién favoreciendo
la peroxidacion al disminuir las defensas celulares contra ios radicales libres
(Schuckit, 1979). Teoricamente, el incremento de actividad de la NADPH
microsomal del higado después de! consumo de etanoi, incrementa la produccién
de H202 (Pompelia et al., 1987), induciendo asi peroxidacion lipidica. Esta
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induccion de la peroxidacion lipidica durante el consumo crénico de etanol parece
ser dependiente de la dosis , no observandose incremento de !a peroxidacion
lipidica en ratas para concentraciones de etanol inferiores a 3-6 g/kg/dia
(Lieber, 1980; 1991b).

Se ha estudiado este aspecto estableciendo relaciones entre la situacién de
estrés oxidativo producido tras la reperfusién del higade isquémico, y la
producida por el consumo crénico de etanol {Navidad Novalvos et al.,1992¢); a
fin de establecer, una relacién entre ambas situaciones, y su posible sinergismo
(Kawase et al., 1989).

1.15. FACTOR DE CRECIMIENTO DE HIGADO E ISQUEMIA HEPATICA.

El factor de crecimiento de higade (LGF) purificado tanto de plasma de ratas
parciaimente hepatectomizadas como de plasma de enfermos con trastornos
hepatobiliares (Diaz Gil et al., 1986a,b) es un mitdgeno especifico para
hepatocitos . Se ha propuesto que el LGF juega un papel fisiclégico en la
regeneracién hepatica (Diaz Gil et al., 1987a). El LGF ha sido caracterizado
quimicamente como un complejo albumina-bilirrubina (Diaz Gil et al., 1987b).

Por otro lado, se ha demostrado, que a diferencia de otros posibles factores
de regeneracién hepatica, como el HGF (Nakamura et al.,, 1986. Gohda et al.,
1988. Matsumoto y Nakamura, 1992) o la Hepatopoyetina A (Michalopoulos et
al., 1985), el LGF, es eficaz como secuestrador de radicales libres tanto en
hepatocitos aislados, como en miocitos de ventriculo humano (Wu T.-W et al..
1991b) demostrando un poder como antioxidante superior incluso al del o-
tocoferol (Wu T.-W et al.. 1991a).

Varios estudios han pretendido analizar las posibles variaciones del LGF en
suero de rata en relacion al proceso de isquemia reperfusion , considerando tanto
su papel como secuestrador de radicales libres (Stocker et al., 1987a,b) como
el de promotor de la regeneracién hepatica (Diaz Gil et al.,, 1986a,b; Slater et
al., 1990).

1.16.PROTECCION FARMACOLOGICA EN LA ISQUEMIA HEPATICA.
Los modelos experimentales de shock.y de isquemia hepética (Parks et al,,

1983a; Anderson et al, 1991) han tenido una importancia decisiva en el
desarrollo de estrategias farmacoldégicas encaminadas a la proteccién y
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preservaciéon de! érgano isquemico. Estos modelos han suministrado datos
fundamentales sobre los acontecimientos celulares y moleculares que tienen lugar

al reducir 0 suprimir el aporte de oxigeno a un organo determinado (Chaudry,
1983).

La posibilidad de modificar o corregir estos efectos deletéreos por medio de
agentes farmacolégicos es una deduccién légica e inmediata (Toledo-Pereyra et
al., 1975; Ontel et al., 1989).

El estudio de la proteccién y preservacion del érgano isquémico constituye
actualmente la linea de experimentacién méas prolifica (Gao et al., 1991, Takei et
al., 19981).

Los principales farmacos utilizddos en modelos de isquemia y/o
preservacion se resumen a continuacion agrupados segun el mecanismo de accién
propuesto:

NUCLEOTIDOS DE ADENINA:

* MgCIATP
Utilizado hace tiempo en algunos tabajos experimentales como reserva

energética (Flye, 1987), en la actualidad se ha demostrdo su ineficacia, y su
capacidad para inducir citotoxicidad (Zoeteweij, 1993).

* Inosina
Administrada antes de la isquemia aumenta la reserva de nucledtidos (Grudman,
1982).

* ADP

Junto a otros nucledtidos aumenta la funcién renal post-isquémica (Siegel,
1980).

* 2-Deoxicoformacina

Inhibe la desaminacién de la adenosina, conservando mejor sus nivelies
celulares (D’Alessandro et al.,1986).
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ESTABILIZADORES LISOSOMALES. INHIBIDORES ENZIMATICOS:

* Glucocorticoides
Su eficacia es controvertida, demostrando efectos beneficiosos en algunos casos

(Miller et al., 1973) e ineficaces o incluso perjudiciales en otros (Dvorak et
al., 1976).

* Leupeptina y pepsatina
Inhibidores de proteasas lisosomales eficaces en la isquemia hepatica
(Schneider et al., 1983).

REDUCTORES E INHIBIDORES DE LOS RADICALES LIBRES:

*CoQ10

Su mecanismo de accién parece residir en la inhibicién de la peroxidacion
lipidica de los acidos grasos poliinsaturados de membrana (Cotgrave et al.,
1988), manteniendo la homeostasis del calcio y la restauracion de la funcién
mitocondrial (Sumimoto et al., 1990).

* Catalasa y Super6xido dismutasa

Captadores especificos de radicales libres que han demostrado su eficacia en la
isquemia cuando son suministrados conjuntamente (Hasselgren, 1987; Chiu et
al., 1987). El éxido de nitrégeno parece ejercer, sobre el endotelio vascular,
una accion similar a la ejercida por la superdxido dismutasa dentro de la célula
(Kanner et al., 1992. Samuni et al. 1981).

* a-tocoferol y glutation

Disminuye considerablemente la peroxidacién lipidica de las membranas
celulares (Bisby, 1980; Marubayashi et al., 1986). Ejerce un importante
papel en la regulacién del metabolismo del glutation (Santiago Delpin et al.,
1975). Como el a-tocoferol, el glutation, es un antioxidante con capacidad para
captar radicales libres {(Marubayashi et al., 1987), ejerciendo un importante
papel en las reacciones de peroxidacién de lipidos (Casini et al., 1985; Lenz et
al.,, 1989).
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BLOQUEANTES DEL CALCIO:

* Verapamilo.

Este es el mas utilizado, ejerce su accién bloqueando la activacion de proteasas
calcio-dependientes {Nauta et al., 1991). En lo que se refiere a la generacion
de radicales libres del oxigeno, inhibiria a la xantina-oxidasa impidiendo la
generacién del radical superéxido y sus productos de reaccion (Ontel et al,
1989).

AGENTES VASODILATADORES:

* Dopamina ,

En dosis inferiores a 10 mg/Kg/min ejerce efectos beneficiosos sobre el flujo
sanguineo. Se han descrito efectos sobre la recuperacién de Ia sintesis proteica
{Hasselgren et al., 1983).

* Prostaglandinas

La PGE1 parece ejercer efectos beneficiosos sobre el endotelio vascular (Ueda
et al., 1987) y la hiperagregabilidad plaguetaria que en ocasiones se produce
tras la reperfusion.

OTROS FARMACOS:

* Clorpromacina. Mejora significativamente la funcién mitocondrial post-
isquémica. Aunque sus efectos beneficiosos se han atribuido al bloqueo de la
entrada de Ca2+ y a una cierta estabilizacién lisosomal (Chien et al., 1977). Su
principal mecanismo protector parece residir en una accién de mantenimiento
de la integridad de membranas celulares por inhibicion de fosfolipasas
(Blackwell et al.,, 1983; Borowitz, 1989).

* Pentoxifilina. No se ha ensayado su accién en la isquemia hepatica hasta
ahora, aunque si en situaciones de shock hemorragico (Wasman et al., 1891).
La Pentoxifilina reduce la viscosidad de la sangre, posiblemente, incrementando
la deformabilidad de los eritrocitos y disminuyendo la agregacién plaquetaria.
También mejora la oxigenacién de los tejidos isquémicos, por lo que se usa
terapelticamente en los trastornos de la circulacion periférica e incluso en
casos de claudicacion intermitente. También se ha demostrado su capacidad para
inhibir {a transcripcion del gen de Factor de Necrosis Tumoral(TNF) implicado
entre otros en la isquemia tisular.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS:

HIPOTESIS DE TRABAJO

Los complejos procesos que acompafan al estrés oxidativo
que se produce como consecuencia de la reperfusion de un
6rgano isquémico producen la alteracion de numerosas
estructuras celulares y su funcién. La descomposicién
peroxidativa de los lipidos de las membranas celulares, y los
cambios asociados a sus propiedades, se consideran con
frecuencia como la base del dafio celular.

Es necesario por tanto, profundizar en el estudio de la
isquemia hepatica caliente y los fenémenos asociados que

tienen lugar durante la revascularizacién del 6rgano.

Por lo tanto, en la presente tesis nos hemos propuesto los
siguientes objetivos:
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1.- Estudio de la influencia de la duracién de la isquemia en la
funcionalidad del higado una vez reperfundido: Definicion
de! "punto de no retorno".

2.- Estudio del efecto de la isquemia hepatica sobre el estrés
oxidativo producido por el consumo crénico de etanol.

3.- Vaioracién de la influencia de la peroxidacién lipidica en
la regeneracién post-isquémica del higado, mediada por el
factor de crecimiento de higado (LGF).

4.- Analisis del efecto de la pentoxifilina y la clorpromazina
en la regulacion farmacol6gica del dafio producido durante
la isquemia-reperfusién del higado.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.1.1. ELECCION DE UN MODELO QUIRURGICO DE ISQUEMIA-
REPERFUSION HEPATICA EN HIGADO DE RATA.

Con el propésito de estudiar el fenémeno de isquemia-reperfusion hepatica
"in vivo", y como consecuencia de las consideraciones sobre los distintos modelos
empleados con tal fin, y comentados en la introduccién, hemos creido conveniente
comenzar el presente trabajo comparando los modelos quirdrgicos
experimentales de isquemia hepdtica completa (Modelo 1) y de isquemia
hepdtica parcial (Modelo II).

DESCRIPCION DE LOS MODELO QUIRURGICOS EXPERIMENTALES DE
ISQUEMIA HEPATICA COMPLETA (Modelo I) Y PARCIAL (Modelo Ii).

Para el desarrollo del modele quirirgico experimental se utilizaron 42
ratas macho tipo Wistar de pesos comprendidos entre 200 y 250 g, alimentadas
"ad libitum".

Las ratas fueron anestesiadas por inyeccién (i.p.) de una mezcla de
clorhidrate de ketamina (Ketolar. Parke-Davis) , diacepan (Valium. Roche) y
sulfato de atropina (Atropina. Palex S.A.) en una proporcién de volimenes de
1/0,8/0,2 empleando dosis de 0,25 ml / 100 g.

Se realizé una laparotomia accediendo por la linea media desde el xifoides
hasta la zona media del abdomen. El higado se liberd del diafragma cortando el
ligamento falciforme, y los I6bulos medio e izquierdo se extrajeron volteandolos
sobre el torax para exponer el hilio hepatico y sus ramas vasculares. Se aislaron
entonces las ramas arterio-venosas de los I6bulos hepaticas disecandolas vy
pasandc a su alrededor un lazo doble de sutura de seda de 3-0. Antes de
interrumpir el flujo sanguineo se anticoagulé al animal por inyeccién endovenosa
de heparina (Heparina 1%. Laboratorios Leo S.A.} , en dosis de 40 ui / 100 g en
la vena dorsal del pene . Se realizaron dos modelos de induccion de isquemia
experimental en el higado: uno de isquemia completa por oclusién de la totalidad de
las ramas vasculares del hilio hepatico (Modelo |) y otro de isquemia parcial
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por oclusién de las ramas vasculares de los l0bulos izquierdo y medio (Modelo
1), en este modelo de isquemia parcial, el flujo sanguineo a través de la porta y
la arteria hepética no queda totalmente interrumpido, sino que se deriva a través
de los I6bulos derechos, evitando de esta manera, los efectos negativos del éstasis
sanguineo del sistema portal. La isquemia conseguida mediante esta téchica de
isquemia parcial afecta al 75-80 % de la masa hepética total.

La reperfusién del érgano se efecté retirando el lazo de sutura y reponiendo
los liquidos perdidos mediante inyeccién intraperitoneal de 3 ml. de suero salino

fisiolégico.

En ambos modelos el tiempo de isquemia fue de 30 minutos,
reperfundiéndose después los Iébulos isquémicos durante 15 minutos.

Al término de cada una de las experiencias los animales fueron sacrificados
por medio de una inyeccion de tiopental sédico i.p. en sobredosis,

Valoraciones

Se hizo en cada caso un estudio completo de la bioquimica sérica y de los
valores de gasometria arterial.

GRUPOS DE TRABAJO

GRUPO CONTROL.

En este grupo se realizé una operécion ficticia en la que los animales eran
anestesiados, practicandoseles una laparatomia, pero sin procereder a la
induccién de isquemia. El namero de animales empleados fue de 10.

GRUPO |. ENSAYO DE ISQUEMIA COMPLETA.

Subgrupo de Isquemia IA.

En este subgrupo los animales fueron sometidos a una isquemia completa de
30 minutos, al término de la cual eran exanguinados por inyeccién de la aéria
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abdominal para fa obtencion de muestras séricas. El nimero total de animales
empleados fue de 8.

Subgrupo de Isquemia-Reperfusién IB.

En este subgrupo 8 animales fueron sometidos a una isquemia completa de
30 minutos y una posterior reperfusion del 6rgano de 15 minutos, momento en

que los animales fueron exanguinados por la aérla abdominal para la obtencién de
muestras séricas.

GRUPO II. ENSAYO DE ISQUEMIA PARCIAL.

Subgrupo de Isquemia IllA.

En esta ocasién a 8 animales se les indujo la isquemia de los I6bulos
hepéticos medio e izquierdo durante 30 minutos, al término de los cuales, los 8
animales fueron exanguinados por la aérta abdominal.

Subgrupo de Isquemia-Reperfusion IIB.

Se indujo una isquemia parcial de 30 minutos, tras los cuales, se
restablecié el flujo sanguineo de los l6bulos sometidos a isquemia, exanguinando a

los 8 animales tras 15 minuios de reperfusién para la oblencion de muestras
séricas.

GRUPOS ISQUEMIA | REPERFUSION | n ]
CONTROL 0 MiN. 0 MIN. 10
IA 30 MIN. 30 MIN. 8
A 30 MIN. 15 MIN. 8
B 30 MIN. 0 MIN. 8
1B 30 MIN. 15 MIN. 8

A = MODELO DE iSQUEMIA COMPLETA
B = MODELO DE ISQUEMIA PARCIAL
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3.1.2. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LA DURACION DE LA
ISQUEMIA HEPATICA Y EL DANO PRODUCIDO EN EL ORGANO
REPERFUNDIDO.

En este ensayo se pretendié estudiar en qué forma la duracién de la isquemia
afectaba a la funcién hepatocelular después de la reperfusion del higado. Se estudio
en los parametros valorados al término de cada uno de los periocdos de isquemia
una retacion matematica que nos sirva de valor predectivo del futuro estado del
higado después de su reperfusion, sobre todo en ias primeras etapas de la misma.
Por otro lado, la calidad de la reperfusién, se objetivd por inyeccion iv. de
fluoresceina sédica, antes de la revascularizacién, y posterior exposicién de los
i6bulos, una vez revascularizados, a una fuente de luz ultravicleta, con el fin de
excluir de los diferentes ensayos, aquellos higados, que por una u otra razén, no
se habian reperfundido, trés la retirada del lazo de sutura, inductor de la
isquemia.

Se utilizaron 50 ratas Wistar, macho, de pesos comprendidos entre 200 y
250 g y alimentadas "ad libitum®, A todas ellas se les indujo una isquemia parcial
del higado, segan el modelo quirdrgico experimental descrito en el apartado 3.1.,
estableciéndose los siguientes grupos de trabajo:

CONTROLES

Subgrupo | a.- Grupo de animales sometidos a una operacién ficticia de
15 seg. de isquemia, al término de 1a cual se obtenian muestras sanguineas para
analisis séricos.

Subgrupo | b.- Grupo de animales sometidos a una operacion ficticia de
15 seg. de isquemia y 15 min. de reperfusion, al término de la cual se obtenian
muestras séricas.

GRUPOS DE ISQUEMIA PARCIAL (a) Y DE I1SQUEMIA-
REPERFUSION (b)

Subgrupo |l a.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
15 min. de duracion, al término de ia cual se obtenian muestras séricas.
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Subgrupo H b.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
15 min. de duracién seguida de 15 min. de reperfusion, al término de la cual se
obtenian muestras séricas.

Subgrupo W a.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
30 min. de duracién, al término de {a cual se obtenian muestras séricas.

Subgrupo il b.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
30 min. de duracion seguida de 15 min. de reperfusién, al término de la cual se
obtenian muestras séricas.

Subgrupo IV a.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
60 min. de duracién, al términc de la cual se obtenian muestras séricas.

Subgrupo IV b.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
60 min. de duracion seguida de 15 min. de reperfusién, al término de la cual se
obtenian muestras séricas.

Subgrupo V a.- Grupo de animales sometidos a una isquemia parcial de
120 min. de duracién, al término de la cual se obtenian muestras séricas.

Subgrupo V b.- Grupc de animales sometidos a una isquemia parcial de
120 min. de duracién seguida de 15 min. de reperfusién, al término de la cual se
obtenian muestras séricas.

En todos los grupos las muestras se obtuvieron por exanguinacién a través
de la vena yugular, en los tiempos de isquemia, y de isquemia-reperfusion
indicados en cada caso.

GRUPOS ISQUEMIA REPERFUSION n
N e T SEtey—
la 15 seg. 0 min. 5
Hb 15 seg. 15 min. 5
Ila 15 min. 0 min, 5
lib 15 min. 15 min. 5
Ia 30 min. 0 min. 5
b 30 min. 15 min. 5
IVa 60 min. 0 min, 5
Vb 60 min. 15 min. 5
Va 120 min. 0 min. 5
Vb 120 min. 15 min. 5

a = muestra de sangre obtenida al término de la isquemia
b = muestra de sangre obtenida al término de la reperfusion
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Valoraciones.

Los parametros séricos estudiados fueron las enzimas hepaticas GOT, GPT,
LDH y fosfatasa alcalina. Se determinaron también las concentraciones séricas de
acido UGrico y de dialdehido malénico (MDA). También se determinaron
concentraciones de ATP en tejido hepéatico. En todos los ensayos, se verificé que los
i6bulos sometidos a isquemia, eran realmente reperfundidos mediante la
inyeccion de flupresceina sédica i.v. momentos antes de la revascularizacién de los
I6bulos isquémicos.

3.1.3. VALORACION DE LA INFLUENCIA DE LA ISQUEMIA EN UNA
SITUACION DE ESTRES OXIDATIVO HEPATICO INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL.

E! consumo cronico de etanol , a determinadas dosis, y dependiendo del tiempo
de exposicion al téxico, crea en el higado una situacién de estrés oxidativo,
detectable por un incremento de la peroxidacion lipidica, que podemos valorar,
tanto en e! tejido hepatico, como en suero de la sangre de las ratas intoxicadas.

Ofra situacién, inductora de estrés oxidativo hepatico, es la creada durante la
isquemia y posterior reperfusién del higado, conocido por "dafio por reperfusién”
debido a la generacidén de especies reactivas de oxigeno (radicales libres).

El propésito de éste ensayo fue valorar la situacién de estrés oxidativo
inducida por ambas situaciones, y su posible sinergismo o dependencia.

El motivo de administrar el etanol por via oral, en dosis fijas, y no afiadido a
una dieta liquida, fue controiar la dosis diaria de etanol ingerida al dia a fin de
establecer relaciones temporales con las alteraciones inducidas por la isquemia-
reperfusién.

También se estudié 1a posible modulacién farmacolégica de éste fendmeno
valorando el efecto de la administracién de un antioxidante fisioldgico, el -
tocoferol.

Se utilizaron 90 ratas Wistar, de pesos comprendidos entre 200 y 250 g al
comienzo del experimento. Durante la duracion del estudio los animales se
alimentaron "ad libitum”.
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GRUPOS DE TRABAJO

Se compararon dos situaciones de estrés oxidativo hepatico: el consumo
crénico de etanol y la reperfusién del higado después de un tiempo de isquemia.
Para ello, se realizaron los siguientes grupos de trabajo.

GRUPO A: CONTROL

Se administraron dosis diarias de 1 ml de agua por via oral por medio de una
canula bajo anestesia ligera con éter. El nimero de animales utilizados fue de 18.
Este grupo se utilizé como control.

GRUPO B: TRATAMIENTO CON ETANOL

De la misma forma que en grupo control, el etanol se administré por via
oral con una canula, bajo anestésia ligera con éter, y en dosis diarias de 2,4 g de
etanol / Kg. El nimero de animales utilizados fue de 18.

GRUPO C: ISQUEMIA-REPERFUSION MAS TRATAMIENTO CON
ETANOL

Se indujo una isquemia hepatica completa de diez minutos y posterior
reperfusiéon del 6rgano, segin el protocolo descrito en el apartado 3.1.,
administrandose dosis diarias de 2,4 g de etanol / Kg por via oral , desde los 30
min. de reperfundido el érgano. El tratamiento con etanol se mantuvo durante 14
semanas. El nimero de animales utilizados fue de 18.

GRUPO C: TRATAMIENTO CON ETANOL Y a-TOCOFEROL

Se administraron dosis diarias de 2,4 g de etanol / Kg por via oral. Ademas,
se administraron dosis diarias de 100 mg de a-tocofero) (Ephynal. Roche S.A))
por via intraperitoneal, desde los cinco dias anteriores a la administracién de
etanol y durante el resto del experimento. El nimero de animales utilizados fue de
18.
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GRUPO E: ISQUEMIA-REPERFUSION, TRATADO CON ETANOL Y o-
TOCOFEROL

Se indujo una isquemia hepatica completa de diez minutos y posterior
reperfusién del 6rgano, administrandose entonces, dosis diarias de 2,4 g de etanol
/ Kg por via oral , desde los 30 min. de reperfundido el 6rgano hasta el final del
estudio. Ademas, se administraron dosis diarias de 100 mg de a-tocoferol, por
via intraperitoneal, desde los cinco dias anteriores a la administracién de etanol y
durante el resio del experimento. El nimero de animales utilizados fue de 18.

|_GRUPQOS ISQUEMIA ETANOL o-TOCOFEROL 1 _n |
GRUPOA ND ND ND 18
GRUPOB NO Si ND 18
GRUPOC sl SI ND 18
GRUPOD ND St S| 18
GRUPOE SI S| Sl 18
Valoraciones

El estrés oxidativo producido en cada una de las situaciones se valord
mediante ia cuantificacién semanal de ias concentraciones séricas de MDA, desde
la cuarta semana de comenzada la administracién de etanol, hasta seis semanas
después de suspendido el tratamiento (semana décimo cuarta). También se
considerd la mortalidad en cada grupo a las cuatro semanas de comenzado el
tratamiento con el fin de que la posterior toma de muestras sanguineas no
influyese en su valoracién.

3.1.4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA ISQUEMIA EN LA
SINTESIS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HIGADO (LGF).

La 5-bilirrubina, aislada de suero de ratas hepatectomizadas, es un aducto
formado por la unién de bilirrubina y albimina, capaz de estimular la mitosis
de hepatocitos, tanto in vivo, como in vitro, por lo que se la ha liegado a
denominar Factor de Crecimiento Hepatico (LGF). Recientemente se ha
demostrado, en cultivos de hepatocitos y de miocitos de ventriculo humano, que
esta bilialbimina es capaz de ejercer un importante funcién como antioxidante
en situaciones de estrés oxidativo, incluso superior a 1a ejercida por el a-
tocoferol, no habiéndose demostrado esta capacidad en otros factores de
crecimiento hepético, tales como, el HGF o la Hepatoyetina A.
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E! objetivo de! presente trabajo fue valorar in vivo la capacidad antioxidante de
la 3-bilirrubina en una situacion de estrés oxidativo, como es, !a isquemia-
reperfusion hepatica.

Se utilizaron 35 ratas Wistar hembras de 80 a 100 g de peso alimentadas
"ad libitum".

Procedimiento

A cada una de fas ratas se les indujo quirirgicamente una isquemia de los
I6bulos hepaticos izquierdo y medio (70 % de la masa hepatica aprox.) durante
70 minutos, momento en el cuél el higado fue reperfundido.

Se tomaron muestras hepaticas del higado isquémico y de los I6bulos
derechos (sanos), asi como muestras sanguineas, a tiempo 0, y alos 5, 60y 70
minutos de isquemia, y a los 5, 15 y 60 minutos de reperfusion, utilizando para
cada uno de los tiempos grupos de cinco animales.

Valoraciones

Se valoraron las concentraciones de «, f y 8-bilirrubina en suero. También
se valoraron las concentraciones de MDA en los I6bulos hepéticos sometidos a
isquemia-reperfusién, comparéandola con la observada en los I6bulos derechos,
que no sufrieron isquemia.

3.1.5. ESTUDIO DE LA PROTECCION FARMACOLOGICA DEL HIGADO
ISQUEMICO: EFECTO DE LA CLORPROMAZINA Y DE LA PENTOXIFILINA.

El proceso de isquemia, y posterior reperfusién, crea en el higado toda una
serie de efectos deletéreos que pueden limitar, e incluso anular, las posibilidades
de viabilidad del higado afectado. Por lo tanto, ia posibilidad de paliar estos efectos
no deseables mediante una modulacién farmacolégica de los mismos, parece una
deduccién inmediata.

El propésito del presente ensayo fue comparar la posible accién terapéutica

de dos farmacos; un bloqueante de calcio, como la clorpromazina, que también
actia como estabilizante lisosomal e inhibidor de las fosfolipasas, siendo un
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farmaco ya ensayado en multiples trabajos como protector hepatico durante la
isquemia .

Con éste farmaco, comparamos la accién de una metilxantina, denominada
pentoxifilina, utilizada en clinica para la terapia de trastornos en la circulacion
periférica y en casos de claudicacién intermitente. Las propiedades de la
pentoxifilina se atribuyen, principaimente, a un disminucién en la viscosidad de
la sangre, y a un incremento en el transporte de oxigeno hacia los tejidos. Este
farmaco no habfa sido ensayado hasta la fecha en casos de isquemia-reperfusion
hepatica.

Se utilizaron 90 ratas Wistar macho, de pesos comprendidos entre 200 y
250 g y alimentadas "ad libitum".

Procedimiento

A todos los animales se les indujo quirGrgicamente una isquemia de los
I6bulos izquierdo y medio de 70 minutos de duracion, reperfundiendo después el
higado isquémico por periodos de 2, 6 y 24 horas, momento en el cual se
extrajeron muestras de tejido hepético y sangre para su estudio. Con el fin de no
interferir en los resuitados se utilizaron diez animales para cada unc de los
tiempos de reperfusién.

GRUPOS DE TRABAJO

GRUPO CONTROL

Sin tratamiento farmacolégico. El nGmero de animales utilizados fue de 30.
Este grupo se tomo como control.

GRUPO TRATADO CON PENTOXIFILINA

Se administré a cada animal, por inyeccién intraperitoneal, una dosis inica
de pentoxifilina (Hemovas. Roberts s.a.) (40 mg / Kg) 15 minutos después de la
reperfusién del higado isquémico. El nimero de animales utilizados fue de 30.
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GRUPO TRATADO CON CLORPROMAZINA

Se administré a cada animal, por inyeccién intraperitoneal, una dosis dnica
de clorpromazina (Largactil. Rhone-Poulenc Farma s.a.e.) (250 mg / Kg) 30
minutos antes de producir la isquemia hepética. El nimero de animales utilizados
fue de 30.

Valoraciones

En cada uno de los casos se determinaron, en un autoanalizador,
concentraciones en suero de GOT, GPT y LDH, concentracion en tejido de MDA y de
glutation reducido. Se determiné el contenido tisular de agua en diversas fases de
la isquemia reperfusion con el fin de objetivar la existencia de edema hepético, y
se realizaron bidpsias hepaticas para su estudio anatoropatolégico.

3.1.6. MANTENIMIENTO Y CUIDADO DE LOS ANIMALES

Los animales utilizados para el desarrollo de este trabajo se mantuvieron
en jaulas a temperatura constante de 18 a 20°C, con un ciclo de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad, y fueron alimentados "ad libitum" con una dieta de pienso
en granulos y agua. La manipulacién de los animales se realizé de acuerdo a la
normativa dictada en el Real Decreto 223/1988 de 14 de Marzo sobre proteccién
de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos (BOE n?
67 de Marzo de 1988 p.p. 8509-8512).

3.2. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS DE VALORACION
UTILIZADAS

3.2.1. ESTUDIO DE LA PEROXIDACION LIPIDICA.

3.2.1.1. DETERMINACION DEL DIALDEHIDO MALONICO

En los grupos de animales establecidos para tal fin, se determinaron las
cantidades presentes en plasma y tejide hepatico de dialdehido malénico, uno de los

productos metaestables de la rotura peroxidativa de los acidos grasos poliendicos,
parametro indicativo de la extensién del dafio hepatocelular inducido por los
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radicales libres producidos durante la reperfusién del érganc isquémico. Para
ello se utilizé el método descritc por Mitsuru Uchiyama y Midori Mihara
(1978), modificado por Jan Pikul et al. {1983), quien recomienda afiadir a la
mezcla de reaccion 2,6-Di-terc-butil-p-cresol (Hidroxitolueno butiado. BHT.
Sigma) en disolucién alcohélica, a fin de evitar las oxidaciones de los é&cidos
grasos debidas a que la reaccién se produce a 100°C en presencia de oxigeno.

FUNDAMENTO DEL METODO DE DETERMINACION DEL DIALDEHIDO
MALONICO (MDA) EN HOMOGENIZADO DE HIGADO.

Se utilizé el método del Acido tiobarbitirico (TBA-test). Este método se
fundamenta en la reaccion producida en medio 4cklo entre una molécula de MDA y
dos de TBA. Esta reaccién estequiométrica se produce después de someter ia mezcla
a una temperatura de 100°C, y pH < 3, durante un tiempo no inferior a 45
minutos, produciéndose un croméforo (TBA-MDA-TBA), de color rosa, que
absorbe a longitudes de onda de aproximadamente 534 nm, segun la siguiente
reaccién:

MDA + 2TBA — TBA-MDA-TBA

Las muestras de fos higados obtenidas, tanto de los higados isquémicos como
de los reperfundidos, se homogeneizaron inmediatamente después de su extraccién
con un aparato Polytron en KCI al 1,15% a 4 °C y en una proporcién del 0.5%
(p/v}, centrifugandolas (Beckman mod. TJ-6 con rotor TH-4) a 3500 rpm
durante 20 minutos a 5 OC para obtener el sobrenadante. A 0,14 mi. del
sobrenadanie se le afiade 1 ml. de 4cido fosférico al 1% a fin de acidificar la
muestra y poder obtener {a reaccién de color. Se afiaden entonces 0,033 m! de
BHT 0,01% para evitar oxidacién afiadida de la muestra durante su calentamiento
posterior y 0,3 mi. de TBA 0,67% para producir la reaccién de color. Se prepara
un blanco con 0,14 ml de KCI| 1,15% y TBA 0,67% ( Acido 2-Tiobarbitirico.
Fluka Chemie). La mezcla se calienta a! "bafic maria” durante 45 minutos a 100
OC. Se enfrian los tubos hasta alcanzar la temperatura ambiente y se afiade a cada
uno de ellos 1,4 ml. de Butanol . La mezcla se agita vigorosamente con un
*vortex", separando después la fase organica de la acuosa por centrifugacién a
4000 rpm durante 15 minutos.
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Se recoge la fase superior organica y se mide la absorbancia a 534 nm.
(Espectrofotometro PU 8630. Philips).

Para transformar los valores de absorbancia en valores de concentracion se
realizé una curva patrén utilizando como standar un andlogo del dialdehido
malénico, el 1,1,4,4-Tetraetoxipropano (Malondialdehido-tetraetil-acetal.
Fluka Chemie}.

VALORACION "IN VITRO" DE LA SENSIBILIDAD DEL HIGADO A LA
PEROXIDACION

Con el fin de valorar la sensibilidad de! tejido hepético a la peroxidacién
producida debida al estrés oxidativo, se sometié el homogenizado a una situacién de
elevado strés oxidativo incubandolo en una mezcla oxidante, siguiendo el método
descrito por Barja de Quiroga et al. (1990).

Medio de incubacién

- Sistema oxidante:

* FeS04 0,2 mM en KCI 1,15%
* Acido ascdrbico 1,6 mM en KCi 1,15%

Método
Se incuban en bafio metabdlico a 379C, con agitacion, alicuotas de 0,34 m!.
del homogeneizado de higado con 0,17 ml. de Sulfato férrico y 0,17 ml. de

Ascorbato durante 0, 30 y 60 minutos, procediendo para la determinacién del
dialdehido malénico segun el protocolo descrito anteriormente.
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DETERMINACION EN SUERO DE LAS CONCENTRACIONES DE MDA

Para las determinaciones en sangre se recogen por centrifugacion 0,14 mi.
de suero, procediéndose de forma similar a 1a descrita anteriormente,en el método
para la valoracion de las concentraciones de MDA en tejido.

3.2.1.2. METODO DE VALORACION DEL GLUTATION REDUCIDO EN
HIGADO

La determinacion de las concentraciones de glutation reducido (GSH) en
tejido hepatico, debido a la funcién de éste reductor captador de radicales libres
es, ofra manera de valorar !a formacién de de perdxidos lipidicos.

El método utilizado en huestro trabaje para la determinacién, se fundamenta
en el descrito por Owens (1965). La determinacién de GSH se realiza
colorimétricamente utilizando el reactivo de Ellman (5-5"-ditiobis-{2-
nitrobenzoico} [DTNB]J) un cromdforo que cambia de color al pasar de su estado
oxidado, a su estado reducido, segun la siguiente reaccién:

2 GSH + DTNB — GSSH + 2 TNB

El cromdforo resuitante absorbe longitudes de onda de 412 nm

1. Disolucion compuesta por:

- Acido metafostérico 1,67 %
- EDTA 0,20 %
- NaCl 25,00 %

esta disolucidn se filtra para su almacenamiento.

2. Disolucion de NagHPO4 0,3 M

3. Citrato sodico 1%

4. 5-5"-Ditiobis-(2-nitrobenzoico)(DTNB. Sigma) 0,04% en citrato
s6dico 1%.

5. Glutation 0,5%

Se realizé una curva patrén utilizando como standar giutation reducido
(Sigma).

45



Método
El higado se homogeiniza al 0.5% en Glucosa (35%)} en Polytron.

A 0,25 ml de homogenizado de higado se afiaden 0,45 mi de solucién
precipitante dejando la mezcla reposar durante 30 minutos.

Se afiaden 0,6 ml de NagHPO4 vy 0,2 ml de DTNB y se determina la
absorbancia a 412 nm.

La reaccién para la curva de calibracién se realiza con 0,1 ml de solucién de

GSH con 0,60 ml de {a solucién precipitante continuando el procedimiento segin
el método.

Las absorbancias de las muestras se interpolan en la curva de calibracion
refiriendo el resultade a mmol de GSH /g de tejido.

3.2.2. DETERMINACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE
HIGADO (LGF).

El Factor de Crecimiento de Higado (LGF) se cuantificé por Cromatografia
Liquida de Alta Presiéon (HPLC) utilizando el métoedo descrito por Singh y
Bowers (1986) con el que podemos separar y cuantificar las cuatro especies de
bilirrubina presentes en suero: Bilirrubina no conjugada (fraccién-o},
monoglucurénido de bilirrubina (fraccién-g}, diglucurénido de bilirrubina
(fraccion-y} y biliproteina (fraccién-3).

El LGF, objeto de nuestro estudio, se demostré que era idéntico a la
bilirrubina-& (Diaz Gil, 1986a).

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA CROMATOGRAFIA

Ei suero (25 pl} se diluye hasta un volumen final de 500 pl en una solucién
que contiene acido ascérbico 0.6% y dimetil sulféxido 1% (DMSQO); pH: 7. Para
muestras de suero con baja concentracién en bilirrubina (menos de 100 mg/l),
se toman 100 ul de suerc y se diluyen de la manera descrita. Para muestras de
suerc coh una concentracién de bilirrubina mayor que 250 mg/l, el suero se
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diluye en una proporcién de voliimenes de 1:2 con albumina sérica antes de tomar
la alicuota de 25 p! para diluirlo segin se ha descrito. El suero diluido se filtra a
través de un filtro de celulosa-acetato de 0,45 um de tamafio de poro usando tubos
con microfiltro para centrifuga. El filiro se lava dos veces haciendo pasar a
través de ¢l dos aliquotas (0,25 ml) de una solucidn que contiene DMSO (1%) y
acido ascorbico (0,6%). El filtrado con un volumen final de 1 ml, se guarda para
cromatografia. La dilucién final del suero problema es de 1/40 o 1/100 (viv)
dependiendo de que tomemos 25 6 100 ul como muestra inicial de suero.

SEPARACION

La separacion de la bilirrubina sérica se consigue inyectando 100 pl del
suero diluido en una columna de HPLC de fase reversa (Hypersil WP-300 Butyl
C-4de15cmx 46 mm ). La Separacién se lleva a cabo por un gradiente de
elucion usando como fase movil inicial dcido trifluoracético (ATFA) al 0,5% (pH
2), con incremento lineal de isopropanol hasta llegar a una fase mévil final de
ATFA/ isopropanol con proporcién de 60/40 {v/v} a los 18,5 min. La velocidad
de flujo se mantiene en 1ml/min. La separacién se lleva a cabo a una temperatura
de de 45+ 1°C.

Las especies de bilirrubina separadas se deteclan midiendo ta absorbancia
a 436 nm. Las éreas de los picos se cuantificaron mediante un programa de
ordenador. La curva que se obtiene en cada andlisis se determina programando el
integrador frente a un pairén estandar antes de cromatografiar fas muestras de
suero.

3.2.3. ANATOMIA PATOLOGICA.

Para el estudio anatoemopatologico se semetié a2 los animales de los tres
grupos ( sin tratamiento, con pentoxifilina y con clorpromazina) a un periodo de
isquemia parcial caliente de 70 minutos, y se obtuvieron muestras de los tres
grupos a las 2, 6 y 24 horas de reperfusién.

Las biopsias en cufia del parénquima hepatico de los 3 grupos estudiados
fueron fijadas en formol al 10%. Se tomaron 3 muestras al azar que se
incluyeron en parafina, fueron cortadas a 5 pm de espesor y tefiidas con
hematoxilina-eosina.
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Los parametros morfolégicos estudiados fueron:

1. Congestién vascular y/o hemorragia.

2. Necrosis hepatocelular. Se hizo una valoracién semicuantitativa que se ha
expresado en porcentaje de area de necrosis por area total del corte
histolégico.

3. Reaccién inflamatoria de polimorfonucieares neutrdfilos, valorada como:
O=ausente; 1=ligera; 2=moderada; 3=intensa.

4. Numero de mitosis por 10 campes de gran aumento, tomados al azar.

Las muestras de tejido hepatico se obtuvieron después de sacrificar a los
animales con una sobredosis de tiopental sodico {i.p.) por abordaje quirdrgico.

ESTUDIO MORFOMETRICO

El estudio morfométrico se realizé mediante un proceso digital de analisis de
imagen con un un sistema MICRCM IP (MIP).

Se cuantifico el area de tejido hepéatico necrosado en porcentaje respecto al
area total de cada corte, eligiendo un estudio a bajo aumento (x 125) debido a que
la distribucion de la necrosis es zonal y no aleatoria, desaconsejéandose por tanto,
el muestreo de campos a gran aumento.

Se realizaron en cada caso fotomicrografias de las muestras estudiadas, y
que correspondian a animales control y animales a los que se se sometié a una
isquemia hepatica de los lébulos izquierdo y medio (70% de la masa hepdtica
total) durante 70 minutos con posterior reperfusion de los I6bulos isquémicos,
tomando muestras hepaticas para su valoracién anatomopatolégica a las dos, seis y
veinticuatro horas de reperfusion.

Estos animales estaban divididos en tres grupos: a) animales no tratados

(ST); b) animales tratados con pentoxifilina {PT) y c¢) animales tratados con
clorpromazina (CP), segun el protocoio correspondiente.
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3.3. OTRAS DETERMINACIONES
3.3.1. BIOQUIMICA SERICA.

Las determinaciones séricas de transaminasas (GPT y GOT), LDH, Fosfatasa
alcalina, Acido drico, etc. se realizaron con un aparato autoanalizador { Blood
autoanalyzer 737. Hitachi).

3.3.2. GASOMETRIA DE SANGRE ARTERIAL.

Se consideraron los siguientes parametros: pH, pCOg2, Bicarbonato y Defecto
de bases. Las determinaciones se realizaron con un aparato autoanalizador (IL
1306 / Blood gas analyzer. ALLIED Instrumentation laboratory).

3.3.3. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES HEPATICAS
DE ADENOSINA-5"-TRIFOSFATO.

La determinacién de fas concentraciones en tejido hepético se realizaron
utilizando un kit diagndstico para la determinacion espectrofotométrica de
conceniraciones de ATP.

Obtencion de las muesiras

Se obtubieron biopsias hepaticas por abordaje quirGrgico. Estas bidpsias
eran inmediatamente conservadas en nitrégeno liquido hasta su procesamiento.

Método

Las biépsias hepéticas eran homogeneizadas en una proporcién del 0.5%
(p/v) en acido tricloroacético al 20% (p/v) frio. EI homogenizado obtenido era
centrifugado a 3500 r.p.m. a 4°C, separando el sobrenadante para su
procesamiento.

El procesamiento de las muestras se llevaba a cabo segin el protecolo
indicado en el kit diagnéstico segin el siguiente fundamento del método descrito
por Adams en 1963.
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Fundamento

Las concentraciones de ATP se determinan usando las enzimas fosfoglicerato
quinasa (PGK), y gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPD), como
catalizadores de las siguientes reacciones:

ATP + 3-Fosfoglicerato + PGK ------- > ADP + 1,3-Difosfoglicerato
1,3-Difosfoglicerato + NADH + GADP ---> Gliceraldehido-3-P + NAD*+ Pi

Se determina la disminucién de absorbancia a 340 nm que se produce como
resultado de la oxidacién del NADH a NAD*, como medida del ATP presente en la
muestra.

3.3.4. VERIFICACION DE LA REPERFUSION EFECTIVA DEL
HIGADO ISQUEMICO.

Para verificar que el higado era realmente revascularizado despues del
periodo de isquemia se ulilizé la técnica de Silverman D.G. (1981) modificada. Se
inyecté a los animales fluoresceina sédica (Fluoresceina oculos 20%. Frumtost
zyma S.A)) , a través de la vena yugular, diez minutos antes de la reperfusién. La
dosis de fluoresceina inyectada fue de 400 mg / kg.

Una vez revascularizados los I6bulos isquémicos, la efectividad de la
reperfusion, se verificé, por exposicion directa de los l6bulos hepéticos a una
fuente de luz ultravioleta, en lugar de utilizar el fluorémetro de perfusion
descrito en el método de Silverman (1981).

También se realizaron cortes de los I6bulos hepéticos, de aproximadamente
3 mm de espesor. que se sumergieron en una caja de "Petri" con glicerol,
exponiéndolos después a fuz ultravioleta con el fin de observar la distribucién de
la fiuoresceina y constatar de esta manera las zonas reperfundidas.
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3.3.5. VALORACION DEL CONTENIDO DE AGUA EN TEJIDO
HEPATICO.

Para la valoracién del contenido de agua en el tejido hepatico se
extrajeron los I6bulos hepéticos por abordaje quirirgico y se pesé una muestra
de 5 g de tejido himedo.

Para determinar et contenido en agua, se procedié a eliminar el agua del
tejido hepatico por homogenizacién en dcido percidrico al 10% (p/v). Este
homogenizado se cenirifugé para eliminar el sobrenadante. E! precipitado
obtenido, se deshidraté en estufa a 80°C durante 24 horas.

El contenido en agua se estimé por la diferencia en peso entre el tejido
hamedo y el tejido seco, y se expresd en |. de HoO/kg de tejido seco.

3.4. ESTUDIO ESTADISTICO

En la comparacién de variables discretas, hemos empleado el test Chi-
cuadrado con 1a correcidén de Yates (Siegel S. .1978).

Previamente a 1a comparacién de medias, en las variables cuantitativas se
comprobdé la hipétesis de homogenidad de varianzas mediante el test de Barlett, y
de normalidad de las distribuciones mediante el test de Kolmogorov.

Dependiendo del resultado anterior, las distintas variables se compararon
mediante el test de 1a "t de Student (paramétrico} o mediante el test U de Mann-
Whitney (no paramétrico).

Se realizd también un estudio de regresion lineal y correlacién, con el fin de
observar la relacién entre parametros que cambian a lo largo del tiempo, y en
distintas situaciones.

Por dltimo se realiza un ANOVA para datos emparejados, para valorar los
cambios observados en los distintos parametros. A continuacién utilizamos un
test de comparaciones multiples que valora la significacién de las medias dentro
de cada grupo.
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Como grado de significacién estadistica hemos considerado un error o < 0.05
{D.E. Matthews and V.T. Farewell. 1988).

Los datos fueron procesados mediante un soporte "softwate” de disefio
propio en un ordenador MICROVAX-II (Digital).
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1.MODELO QUIRURGICO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA REPERFUSION
EN HIGADO DE RATA: COMPARACION DE LOS MODELOS DE ISQUEMIA
COMPLETA, Y DE ISQUEMIA PARCIAL.

Se compararon los modelos de isquemia completa (Modelo 1) por pinzamiento
oclusivo de todas las ramas vasculares del hilio hepético, y de isquemia parcial
(Modelo 1), por medio del pinzamiento oclusivo de las ramas vascuiares de los
I6bulos izquierde y medio del hilio hepéatico, conservando el flujo sanguineo a
través de los I6bulos derechos, como derivacién interna, y siguiendo el protocolo
experimental correspondiente (Figs. 8 A y B). La finalidad del trabajo fue
determinar, entre ios dos modelos ensayados, cual se adaptaba mejor a nuestros
objetivos, valorando una serie de requisitos minimos que deben cumplirse para el
estudio de la isquemia-reperfusion hepatica, como especificidad de 6rgano,
induccién minima de otros factores de riesgo (i.e. aiteraciones hemodinamicas),
reproductibilidad, etc.

Para ellc, se tomaron muestras de sangre de todos los animales, a través de
la aorta abdominal, tanto al final del periodo de isquemia (30 min.), como al final
del periodo de revascularizacion (30 min. de isquemia +15 min. de reperfusion).

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

4.1.1. Resultados de la gasomelria de sangre arterial.
MODELO 1. ISQUEMIA COMPLETA.

Los valores de pH sanguineo {Fig. 9A), disminuyeron en relacién a los
valores fisiolégicos ({7.35-7.45) , observandose también una acusada
disminucién en la pCOg (Fig. 9B} respecto a los limites normales (35-45
mEq/l), hallazgos indicativos de una acidosis metabdlica en los animales con
isquemia compieta, que se mantiene durante la reperfusién, segin los valores
observados en las determinaciones de HCO3™ (Fig. 9C) y Bases estandar (Beb)
que indicaron una deficiencia de bicarbonato y bases (Fig. 9D).
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Fig. 8 Modelos experimentales de induccién de la isquemia hepatica.
lsquemia caliente completa (A) mediante torniquete con lazo de seda del tronco portal,
que interrumpe el flujo de sangre a través del higado (— ). Isquemia caliente parcial (B)
de los l6bulos medio e izquierdo por torniquete selectivo de sus ramas vasculares (— );
el flujo sanguineo se deriva por los I6bulos derechos para evitar el éstasis de la sangre
y la hipertension portal.
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Resuitados

MODELO Il. ISQUEMIA PARCIAL.

En este modelo, se observd también, una disminucion de los valores de pH
(Fig. 9A) durante la isquemia parcial . Sin embargo, la elevacién, por encima de
los valores normales, de la pCOp (Fig. 9B) durante ia reperfusion de los
i6bulos isquémicos, y los valores de HCO3™ (Fig. 9C) y Beb (Fig. 8D) , similares
a los observados en los controles, indican un predominio de acidosis respiratoria
aguda .
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Fig. 9 Modelo quirurgico experimental. Resultados de la gasometria
de sangre arterial: Diferencias en los valores de pH (A), pCO2 (B),

HCO-3 (C) y defecto de bases Beb (D).

En ambos modelos el tiempo de isquemia fue de 30 min., y el de reperfusiéon, de 15 min.
después de cada uno de los tiempos de isquemia referidos.

Todos los grupos mostraron diferencias significativas frente al grupo con operacién
ficticla (OP. FIC.). En el margen derecho inferior de cada tabla se expresa el porcentaie
maximo de desviacién estandar (S.D.) respecto de la media.

*p < 0.01

n.s. no significativo
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4.1.2. Bioquimica sérica.

En ambos modelos de isquemia, completa y parcial, se constrasté el
desarrolio de necrosis hepdtica, obsevada histolégicamente, y por el el
incremento en las concentraciones séricas de GPT y GOT (Fig.10A y 10B) .

Los valores de Fosfatasa alcalina {Fig. 10C), indicaron en ambos modelos

colestasis durante el periodo de isquemia, con tendencia a regresar a los valores

normales durante la revascularizacién. En este caso las diferencias entre ambos

modelos no fueron significativas.
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Fig. 10 Modelo quirdrgico experimental. Valoracién de enzimas
séricas: GPT (A), GOT (B), LDH (C) y Fosfatasa alcalina (D).

En ambos modelos el tiempo de isquemia fue de 30 min., y el de reperfusién, de 15 min.
después de cada uno de los tiempos de isquemia referidos.

Todos [os grupos mostraron diferencias significativas frente al grupo con operacién
ficticia (OP. FIC.). En el margen deracho inferior de cada tabla se expresa el porcentaje
méximo de desviacién estandar (S.D.) respecto de la media.

** p < 0.01
n.s. no significativo
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También se observéd una importante disminucién en la funcién hepética,
relacionada con un incremento del metabolismo anaerobio, durante la isquemia,
valorable por el incremento en las concentraciones séricas de LOH (Fig. 100).

Estos incrementos, en los valores de enzimas hepaticas, fueron superiorgs
en los animales con isquemia parcial (Modelo Il) respecto a los obtenidos en el
modelo de isquemia hepatica completa (Modelo 1), excepto en el caso, ya
mencionado, de los valores de fosfatasa alcalina.

4.1.3. Observaciones macroscopicas.

Se realizé una valoracién macroscopica de los animales sometidos a sendos
modelos de isquemia, completa y parcial, observandose los siguientes hallazgos:

MODELO I. ISQUEMIA COMPLETA (Fig. 11A).

Se observd una intensa cianosis de los ldbulos hepaticos isquémicos, debida a
la interrupcién del flujo sanguineo.

La oclusién completa de fa vena porta, junto con la libre circulacion del
flujo de las ramas mesentérica, hepatica y esplénica, de la aorta abdominal,
originaron congestién intensa de los lechos vasculares mesentérico, esplénico e
intestinal, por interrupcién del flujo venoso portal de drenaje, produciendo
hipertensién portal.

Durante la revascularizacién del higado isquémico, se observé abundante
pérdida liquida por transudado en higado, intestino y mesentéreo, y desarrollc de
coagulacién intravascular diseminada (C.l.D.), que se manifestd mediante la
formacién de petequias, en mesentéreo e intestino.

También se observaron durante las primeras fases de la revascularizacion
alteraciones del ritmo respiratorio, posiblemente, por efecto de la anestésia.

MODELO . ISQUEMIA PARCIAL (Fig. 11B).
En el modelo de isquemia parcial, al igual que en el anterior, se observd

intensa cianosis en los I6bulos izquierdo y medio, pero, no se observaron signos
de congestion vascular, ni de hipertension portal, durante la isquemia parcial, ya
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que el flujo sanguineo, se derivaba a través de los Iébulos derechos, que
utilizamos como puente de derivacion interna, ni evidencias de coagulacién
intravascular diseminada.

Las alteraciones en el ritmo respiratorio después de la revascularizacién de
los I6bulos isquémicos fueron menores a las que observamos en la isquemia

hepatica completa.

Fig. 11 Observaciones macroscépicas.

En el modelo de isquemia completa (A) observamos hipertension portal (— )y
congestion intestinal (—» ). Estos fenémenos limitan la supervivencia para tiempos de
isquemia superiores a 60 min.. Con el modelo de isquemia parcial (B), utilizando las
ramas de los I6bulos derechos como puente interno (— ), eliminamos estos efectos
negativos y conseguimos una isquemia hepéatica més selectiva.
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Hesultados

4.2. DURACION DE LA ISQUEMIA Y DANO HEPATICO.

4.2.1. Alteraciones bioquimicas y duracion de la isquemia.

Con el fin de valorar el dafio hepéatico producido por isquemia caliente
parcial, en relacién a su duracién, sometimos a los animales a perfodos crecientes
de isquemia: 15, 30, 60 y 120 minutos, manteniendo fijo el tiempo de

revascularizacion, después de cada periodo de isquemia, en 15 minutos.

Se tomaron muestras de sangre al término del periodo de isquemia, y después
del periodo de reperfusion, valorandose los siguientes pardmetros séricos:

- Séricas: Acido drico; GPT y GOT; Fosfatasa alcalina; LDH; MDA.

- Concentracion de ATP en tejido hepatico a fin de valorar la pérdida de
carga energética.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Fig. 12 Efecto de la duracion de [a isquemia. Concentraciones séricas
de dcido urico.

I = Control. Opseracidn ficticia {15 seg. de isquemia)

Il =15 min. de isquemia

[/ = 30 min. de isquemia

IV = 60 min. de isquemia

V = 120 min. de isquemia

a = muestra obtenida al tdrmino de cada periodo de isquemia

b = musstra obtenida después de 15 min. de reperfusién para cada tiempo de isquemia

La correlacion entre los niveles de enzima observados al t4rmino de cada uno de los tiempos de
isquemia y al término de la reperfusién fue muy signifivativa (p< 0.001) con un cosficiente de
ragresion lineal R= 0.825

Ei porcentaje maximo de desviacidn estandar fus menor dsl 5% respacto de la media
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El Acido drico, producto final del catabolismo de bases puricas, (Fig. 12)
aumenté su concentracion en sangre, con el tiempo de isquemia. Sin embargo,
después de 15 minutos de reperfusion para cada tiempo de isquemia {15, 30, 80 y
120 min) las diferencias no fueron tan acusadas.

Los valores de GPT y de GOT (Fig. 13) determinados tras la reperfusion
guardaron una correlacion lineal con los obtenidos al término de los distintos
periodos de isquemia caliente, y a mayor duracién de ia isquemia, obteniamos
incrementos mayores en las concentraciones de GOT y GPT.
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Fig. 13 Efecto de la duracion de la isquemia. Concentraciones séricas
de GPT y GOT.

} = Control. Operacidn ficticia: 15 seg. de isquemia.

I = 15 min. de isquemia.

Hi = 30 min. de isquemia.

IV = 80 min. de isquemia.

V = 120 min. de isquemia.

a = muestra obtenida al final de cada periodo de isquemia.

b = muestra obtenida después de 15 min. de reperfusién para cada uno de los
tiempos de isquemia correspondiente,

La corretaciéon entre los nivelss de enzima observados al 1érmino de cada uno da los tiempos de
isquemia y al término de la reperfusién fue signifivativa (p< 0.001)

El coeficiente de regresién lineal (R) entre los valores de concentracién observados al término de la
isquémia, y de la reperfusidn fueron: R= 0829 (A} v R= 0960 (B). Los porcentajes maximos de
desviacién estandar fueron: 8% (A) y 6% (B). respectivamente.
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Las determinaciones de fosfatasa alcalina (Fig. 14) para tiempos crecientes
de isquemia y las realizadas después de 15 minutos de reperfusién, mostraron
también una correlacién flineal significativa, indicando colestasis creciente en
relacién a la duracién de la isquemia, probablemente atribuible, a la obliteracion
del conducto biliar durante la maniobra quirdrgica inductora de la isquemia. Este
aumento de ia colestasis fue mas patente cuando ia duracion de la isquemia era de
60 y 120 minutos, respecto a tiempos de isquemia mas cortos.

{uifl)
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Fig. 14 Efecto de la duraciéon de la isquemia. Concentraciones séricas
de Fosfatasa alcalina.

! = Control. Operacidn ficticia: 15 seg. de isquemia.

I = 15 min. de isquemia

Hl = 30 min. de isquemia

IV = 80 min. de isquemia

V = 120 min. de isquemia

a = muestra obtenida al término de cada periodo de isquemia

b = muestra obtenida después de 15 min. de reperifusiébn para cada tiempo de tsquemia

La correlaclén entre los niveles de enzima observados al término de cada uno de los fiempos de
isquemia y al término de la reperfusién fue muy signifivativa (p< 0.001} con un coeficiente de
regresién lineal R= 0.924

E! porcentaje maximo de desviacién estandar lue menor del 7% respecto de la media

E! incremento en las concentraciones de LDH (Fig. 15) fue directamente
proporciohal al término de la reperfusién, con respecto a la duracién de la
isquemia, indicando una disminucién progresiva de la funcién hepética con la
duracién de la isquemia, al mismo tiempo que, un aumento en el metabolismo
anaerobio.
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Fig. 15 Efecto de la duracién de la isquemia. Concentraciones séricas
de LDH.

} = Control. Operacién ficticia (15 seg. de isquemia)

Il = 15 min. de isquemia

Il = 30 min. de isquemia

IV = 60 min, de isquemia

V =120 min. de isquemia

a = muestra obtenida al término de cada pericdo de isquemia

b = muestra obtenida después de 15 min. de reperfusién para cada tiempo de isquemia

l.a correlacidn entre los niveles de enzima observados al término de cada uno de los tiempos de
isquemia y al término de fa reperfusion fue muy signifivativa (p< 0.001) con un coeficlente de
regresion lineal R= 0.823

El porcentaje maximo de desviacidn astandar fue menor del 3% raspecto de la media

Los valores de MDA (Fig. 16) no aumentaron al incrementar el tiempo de
isquemia, indicando que en condiciones de anoxia de los I6bulos hepéticos, no se
producen posiblemente fendomenos de peroxidacion lipidica, o6 no se expresan en
sangre. Sin embargo, se observé que después de la resperfusién, las
concentraciones sericas de MDA, se ingrementaban con el tiempo de isquemia,
indicando que cuanto mas prolongada era la isquemia, mayor era la peroxidacion
lipidica producida en la reperfusién (R= 0,933).

Las concentraciones de ATP en tejido hepatico (Fig. 17) mostraron una
drastica disminucién al término de la isquemia, sin que se observen diferencias
significativas al aumentar la duraciéon de la misma, para tiempos de isquemia
caliente iguales, o superiores, a 30 minutos. Por otro lado, pudo comprobarse que
para un periodo de isquemia de 120 minutos, a recuperacién de los niveles de ATP
al término de la reperfusién, era practicamente nula, comparada con tiempos de
isquemia mas reducidos (30 y 60 minutas).
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Fig. 16 Efecto de la duracién de la isquemia. Concentraciones séricas
de MDA.

! = Control. Operacibn ficticia (15 seg. de isquemia)

I = 15 min. de isquemia

Nl = 30 min. de isquemia

IV = 60 min. de isquemia

V = 120 min. de isquemia

a = muestra obtenida al término de cada periodo de isquemia

b = muestra obtenida después de 15 min. de reperfusién para cada tiempo de isquemia
Las concentraciones de MDA no aumentaron con el tiempo de isquemia, al término de cad periodo.
Sin embargo las concentraciones obtenidas al término de la reperfusién aumentaban con el tiempo
de isquemia (p< 0.0-1). Coeficiente de regresién lineal R= 0.995. El porcentaje méximo de
desviacién estandar fue menor dei 7% respecto de la media.
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—&—— 120 min. isquemia

Fig. 17 Efecto de la duraciéon de la isquemia. Concentraciones de ATP
en tejido hepatico homogeinizado.

Las diferencias observadas enire los tres grupos, durante la reperfusién, fueron muy
significativas (p< 0.01). El porcentaje méaximo de desviaciébn estandar respecto de la
media no fue suparior al 14% respecto de la media.
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4.2.2. Estudio "in vitro” de la sensibilidad del higado al estrés
oxidativo producido por isquemia-reperfusion: higado
isquemico Vs higado sano.

Homogenizados de biopsias hepaticas obtenidas en distintos tiempos de
isquemia-reperfusion de los I6bulos izquierdo y medio, y de los no afectados por la
isquemia {l6bulos derechos), fueron incubadas a 37°C en una disolucidén oxidante
de sulfato férrico/acido ascérbico durante 0, 30 y 60 minutos, valorando después
la concentracién tisular de MDA, como indicador de peroxidacién lipidica y
extension de la necrosis hepética, mediante la prueba del TBA; asi como la
susceptibilidad de los distintos homogenizados al estrés oxidativo. A mayor
suceptibilidad al estrés oxidativo, mayores concentraciones de MDA se observaran
durante la incubacién.

Se observaron diferencias significativas en las concentraciones de MDA
entre los higados isquémicos y sanos, para todos los tiempo de isquemia, y de
reperfusién estudiados (Fig. 18).
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Fig. 18 Concentraciones de MDA en homogeneizado de tejido hepatico
durante la isquemia-repertusién.

Las muestras se obtuvieron a los 0, 5, 60 y 70 min. de isquemia, y a los 5, 15 y 60
min., y a las 24 h. después de la reperfusién. Los valores de MDA se determinaron
mediante el método del TBA. Las diferencias observadas entre las concentraciones de
MDA de los l6bulos sometidos a isquemia-feperfusién y los lébulos no afectados fue
significativa en todos ios puntos (p« 0.01). El porcentaje maximo de desviacién estandar
respecto de la media no superb el 19%.

Estas diferencias se hicieron mas notables durante el periodo de reperfusién,
siendo mayores las concentraciones de los I6bulos post-isquémicos, y de forma
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directamente proporcional al tiempo de incubacidon de los homogenizados en el
medio oxidante (Fig. 19A). Los Iébulos isquémicos demostraron mayor
sensibilidad al estrés oxidativo que los I6bulos sanos durante los quince primeros
minutos de reperfusion (Fig. 19B).
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Fig. 19 Concentraciones en homogenisado de tejide hepdtico durante
la isquemia reperfusion. Valoracién de la sensibilidad del higado con
isquemia-reperfusién al estrés oxidativo frente al higado sin
afectar.

Las muestras se obtuvieron a los Q, 5, 60 y 70 min. de isquamia, y a los 5, 15 y 60
min,, y a las 24 h. despuds de la reperfusién. Los valores de MDA se determinaron
usando el método del TBA, incubando las muestras homogeneizadas durante 30 min. (A)

y 60 min. (B) en euna disolucién oxidante de sulfato férrico/dcido ascérbico.

Las diferencias entre las concentraciones de MDA entre los I6bulos con isquemia-
reperfusién, y los no alfectados fue significativa en todos los puntos (p< 0.01). El
porcentaje méximo de desviacidén estandar no superd el 13% (A) vy el 8% {B) respectfo

de la media.

4.2.3. Verificacion de la reperfusion hepdtica.

Inyectando fluoresceina después de la instauracion de ia isquemia parcial, se
comprobo, que después de la reperfusién de los I6bulos isquémicos pueden
observarse zonas en el parénquima con una reperfusion deficiente, o incluso,
zonas no reperfundidas, fenémeno que era contrastable tanto “in vivo", como "in
vitro" (Figs. 20 y 21). Estas zonas no reperfundidas, eran mds intensas cuanto
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mayor era la duraciéon de la isquémia, siendo su localizacién, preferentemente

perivenular.

Fig. 20 Comprobacién de la reperfusién hepatica.

Mediante la inyeccién de fluoresceina (i.v.) después de la induccién de la isquemia
caliente (A) podemos visualizar, bajo luz ultravioleta, las zonas con flujo sanguineo (—
) y las zonas donde el flujo ha sido interrumpido (= ). Una vez que el flujo es
reestablecido en los lébulos isquémicos (B) podremos valorar su reperfusion
observando la distribucién del colorante en la superficie del tejido hepatico (= ).
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Fig. 21 Comprobacion de la reperfusion del higado post-isquemico.
(A) La fluoresceina presenta una distribucion uniforme en la superficie del higado a los
20 min. de revascularizacién (la duracién de la isquemia caliente fue de 70 min.). Las
zonas no reperfundidas son aisladas (— ). (B) En cortes del mismo higado observamos
zonas no reperfundidas (— ), preferentemente, alrededor de las venas centrales.
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4.3. EFECTO DE LA I[ISQUEMIA HEPATICA EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR LA
ADMINISTRACION CRONICA DE ETANOL.

El objeto de este estudio fue valorar la peroxidacion lipidica inducida por dos
situaciones diferentes de estrés oxidativo hepético: la producida por la ingestion
crénica de etanol (un proceso dependiente de la dosis y el tiempo de tratamiento),
y la producida durante la isquemia y posterior revascularizacién del higado (un
proceso de dependencia multifactorial poco conocida).

Se estudid también el efecto terapeutico del a-tocoferol, potente
antioxidante fisioldgico, que intervendria como protrector frente la peroxidacién
lipidica de los acidos grasos poliendicos de las membranas celulares.

También se valoré la mortalidad de los animales sometidos a las distintas
situaciones de estres oxidativo. Esta valoracion se realiz6 durante los primeros
treinta dias de tratamiento con etanol, a fin de que las frecuentes extracciones de
sangre no interfiriesen en éste parametro.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

En los animales control {Grupo A), tratados con agua, ho se observaron
variaciones en las concentraciones séricas de MDA durante el experimento.

La administracién crénica de etanol (grupo B) no dié lugar a un incremento
de las concentraciones en suero de MDA en la dosis utilizada (2.4 g / Kg. / dia.)
respecto a las observadas en los controles (Grupo A). Sin embargo, cuando la
administracion de etanol iba precedida de un proceso de isquemia-reperfusion
hepatica (grupo C), las concentraciones séricas de MDA se elevaban. Este
incremento en la concentracion de MDA, era muy significativo a partir de la
séptima semana de comenzado ¢l tratamiento con etanol, manteniéndose después en
niveles tres veces superiores a los basales a partir de la octava semana, y
volviendo a las concentraciones iniciales, una vez interrumpida la administracion
de etanol (Fig. 22).
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MDA pumol/l

3 4 5 6 7 8 910111213 14151617 18 19 20 2%
nt de semanas de tratamiento

—8— GRUPO A 1 ml H20/d,

——— GRUPOB 2.4 g ETANOL/Kg./d.

-—&— GRUPO Clsq. 10 min.+2.4 g ETANOL/Kg./d.
—o—— GRUPO D 100 mg. alfa-tocoferol/d.+ D
~—#— GRUPO E 100 mg. alfa-tocoferol/d.+ C

Q Final det tratamiento con etanol

Fig. 22 Concentraciones séricas de MDA, frente al tiempo en
semanas de tratamiento, en un modelo de intoxicacién crénica por
Etanol. Influencia de la isquemia-reperfusion del higado.

En los grupos G y D el a-tocoferol se suministré diariaments {i.p.) a las dosis indicadas
desde los cinco dias anteriores a la administracién de Etanol y hasta que concluyé el
experimento. El Etanol, y el agua, se suministraron mediante una cdnula (v.o.).

Durante las siete primeras semanas de tratamiento con Etanol (v.0.} las diterencias
entre of grupo E y e! grupo control A no fueron significativas. En el resto de casos las
diferencias tuvieron siempre significacién estadfstica (p< 0.001}). Nétese que la
administracién de a-tocoferol a los animales sometidos a isquemia y administracién de
etanol (grupo E) produce una significativa disminucién del MDA sérico y un considerable
retarde temporal en la elevacién de dichas concentragiones, respecto a los no tratados
con a-tocoferol.

El porcentaje maximo de desviacidn estandar no superé el 13% respecto de la media.

La administracién de o-tocoferol a los animales con isquemia-reperfusion
hepética y posterior administracién diaria de etanol (Grupo E) resulté en una
disminucion significativa de los valores séricos de concentracién de MDA, respecto
al grupo C, no tratado (Fig. 22). El tratamiento con a-tocoferol también supuso
un retardo temporal de 21 dias en la aparicién del incremento de las
concentraciones de MDA. La mortalidad también disminuyé significativamente en
el grupo E, tratado con a-tocoferol, respecto al grupo C, no tratado (39% Vs
66%) (Fig. 23).
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MORTALIDAD (%)

GRUPOA GRUPOB GRUPOC GRUPOD GRUPOE

GRUPO A 1 ml. H20/d.

GRUPO B 24 g ETANOL/Kg./d.

GRUPO C isg. 10 min_.+2.4 g ETANOL/Kg./Ad.
GRUPO D 100 mg. alfa-tocoferol/d.+ B
GRUPO E 100 my. alfa-tocoferol/d.+ C

Fig. 23 Mortalidad después de 30 dias de tratamiento con Etanol en
los grupos sometidos a diversas condiciones de estrés oxidativo.

En los grupes C y D al a-tocoferol se suministré diartamenta (i.p.) a las dosis indicadas
desde los cinco dias anteriores a la administracion de Etanol y hasta que concluyd el
expsrimento.

Excepto en sl caso sefialade en la figura las diferencias entre grupecs fueron
significativas (p< 0.01).

El porcentaje maximo de desviacidn estandar frente a la media fue del 12%.

4.4, EFECTO DE LA ISQUEMIA-REPERFUSION HEPATICA EN LA
SINTESIS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HIGADO (LGF)

Desde los momentos inmediatamente posteriores a la instauracion de la
isquemia hepatica, se observé un incremento progresivo de las concentraciones de
la biliproteina LGF y de sus precursores (Fig. 24) que coincidid con una
disminucién, durante el mismo periodo, de la concentracién de MDA en el tejido
hepatico (Fig. 25), respecto a ias concentraciones observadas en los animales
considerados como control.

inmediatamente antes de la revascularizacién de los 16bulos isquémicos, las
concentraciones de LGF descendian, a pesar de que sus precursores, aumentaban en
mas de dos veces su concentracién (Fig. 24}, para descender después de 5 minutos
de reperfusién. Justo en este momento, se producia una disminucién de la
concentracion del MDA hepatico alcanzandose concentraciones muy inferiores a las
observadas en los controles {Fig. 25). Este fendmeno pudo observarse desde los
diez minutos anteriores a la revascularizacion, y hasta los quince minutos
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posteriores a la revascularizacion de los lobulos isquémicos. A la hora de la
reperfusién, pudo comprobarse que tanto las concentraciones de LGF, como de MDA
se habfan incrementado considerablemente raspercto & los controles.

3~
o —@—  g-biliproteina (LGF)
® ] —/*— B+ gamma-bllirrubinas {precursores)
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Fig. 24 Efecto de la isquemia-reprfusiéon en las concentraciones
séricas de factor de regeneracién hepatica (LGF) y de sus
precursores.

Las diferencias observadas entre las concentraciones de LGF y sus precursores
hepéticos respecto al tiempo de isquemia roperfusién fueron siempre significativas
respectc a sus controles (p< 0.01).

El porcentaje maximo de desviacién estandar no superé el 12% respecto de la media.

Después de transcurridos los primeros quince minutos de revascularizacion,
las concentraciones de LGF y sus precursores aumentaban progresivamente,
fenémeno que se constaté hasta las 24 horas después de la reperfusion, mientras
que los valores de MDA recuperaban su concentracién basal alcanzando
concentraciones incluso superiores a las 24 horas de revascularizacién, segun
puede observarse en el perfil de concentraciones de MDA de los Ibulos isquémicos
y no-isquémicos a lo largo de la isquemia-reperfusién (Fig. 26).

Con el fin de estudiar cudl era el efecto de la isquemia sobre la recuperacion
de la masa hepatica, después de la reseccion quirdrgica de parte de los 6bulos
hepéticos, se realizaron hepatectomias parciales del 70%, disecando los i6bulos
izquierdo y medio, y conservando, los derechos y el [6bulo caudado. A la mitad de
las ratas operadas se les sometié a una isquemia de 70 minutos de los I6bulos
derechos antes de practicarles la hepatectomia. Los animales se sacrificaron a los
8 dias de la operacion, y sus higados pesados (Fig. 27).
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Fig. 25 Variacién durante la isquemia-reperfusién de Ilas

concentraciones séricas de LGF y de MDA en homogenizado de tejido
hepéatico.
Las diferencias entre las concentraciones de LGF y de MDA fueron significativas en
todos los puntos (p< 0.01). Nétese la relacion inversa entre las concentraciones de LGF y
MDA durante la isquemia, y en las primeras etapas de la reperfusién. El porcentaje
méaximo de desviacién estandar nunca superd el 19% respectode la media.
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Fig. 26 Variacién de las concentraciones de MDA en homogeneizados
de l|6bulos sometidos a isquemia-repertusion, y Iébulos sin afectar.
La determinacién de MDA en tejido hepatico, se realizaron en homogenseizados de higado,
aplicando el método del TBA. Las diferencias fueron significativas en todos los puntos (p
< 0.01), E| porcentaje maximo de desviacion estandar no superd el 19% respecto de la

media.
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Fig. 27 Efecto de la isquemia en la regeneracion hepatica después de

hepatectomia.

Cuando al higado normal (A) se le practica una hepatectomia quirtrgica de su
I6bulos izquierdo y medio (B) (70% del higado), los I6bulos derechos, después de
8 dias desde la intervencién, han regenerado la practica totalidad de la masa
pérdida, con un peso muy similar (87% Vs control), al que presentaba el higado
antes de la intervencion (C). Sin embargo, cuando los I6bulos regenerantes
(derechos) han sufrido una isquemia caliente (70 min.) previa a la hepatectomia,
presentan un peso muy inferior (65% Vs control) al esperado a los 8 dias de la
intervencion (D). -
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Los higados de las ratas que sélo habian sufrido hepatectomia habian
recuperado practicamente la totalidad de su masa hepatica inicial, mientras que
los que habian sufrido una isquemia previa de los I6bulos regenerantes lo habian
hecho en un porcentaje significativamente menor (87% Vs 65%) (Fig. 28).

% HIGADO (PESC SECQ)

OPERACION FICTICIA HEPATECTOMIA  ISQUEMIA+HEPATECTOMIA

Fig. 28 Porcentaje de regeneracién de la masa hepética en animales sometidos a una
operacion ficticia (laparetom(a), ratas con hepatectomia parcial (70%) y ratas
sometidas a una isquemia caliente (70 min.) previamente a la hepatectomia.

Las diferencias entre grupos fueron significativas {p< 0.05).

El porcentaje maximo de desviacién astandar no superé el 14% respecto a la media.

4.5. PROTECCION FARMACOLOGICA DEL HIGADO ISQUEMICO: EFECTO
DE LOS FARMACOS CLORPROMAZINA Y PENTOXIFILINA

Los resultados observados en los tres grupos de experimentacién, sin
tratamiento farmacolégico, tratados con pentoxifilina, y tratados con
clorpromazina, fueron los siguientes:

4.5.1. Estudio Bioquimico.

Los valores de las transaminasas GPT y GOT (Fig. 29) disminuyeron

significativamente en los grupos tratados con pentoxifilina o clorpromazina
respecto a los valores observados en los animales sin tratamiento farmacoldgico.
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A las 6 horas de reperfusién, las concentraciénes de GPT observadas en los
animales tratados con clorpromazina y los tratados con pentoxifilina, no
mostraron diferencias estadisticas, sugiriendo un efecto similar después de
transcurrido éste tiempo de reperfusién, sobre los niveles en sangre de ésta

enhzima.

Ei incremento en las concentraciones de LDH (Fig. 30) fué también
considaerablemente menor en los grupos de animales tratados farmacolégicamente.
A las 6 horas de reperfusién no se observaron diferencias significativas entre los
animales tratados con pentoxifilina y los tratados con clorpromazina .
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GOT (ui/l)

ST PT CP ST PT GP ST PT CP
| repert.= 2h. || reperi.= 6h. || reperf.= 24h. |

20000 -’ s

{ui/l)

GPT

ST PT CP ST PT CP ST PT CP

[ reperi.= 2h. || repert.= 6h. | | reperi.= 24h.|

I ST-= sin tratamiento
Bl PT=Pentoxifilina 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la revascularizacién
B CP-= Clorpromazina 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la isquemia

Fig. 29 Proteccién farmacolégica del higado con isquemia-
reperfusion. Concentraciones séricas de GOT (A) y GPT (B).

Las musestras de sangre se obtuvieron por exanguinacién a través de la cava inferior a

las 2, 6 y 24 horas de reperfusién hepalica después de un periodo de isquemia caliente

de 70 min.
Menos en el caso indicado las diferencias fueron siempre significativas (p<0.05).
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El porcentaje maximc de desviacién estandar no superd el 9% (A), y el 6% (B),
respectivaments, respecto de la media.
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B S7=sintratamiento
B PT=Pentoxifilina 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la revascularizacién
B CP= Clorpromazina 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la isquemia

Fig. 30 Proteccion farmacoldgica del higado con isquemia-
reperfusiéon. Concentraciones séricas de LDH.

Las muestras de sangre se obtuvieron por exanguinacién a través de la cava inferior a

las 2, 6 y 24 horas de reperfusion hepatica después de un periodo de isquemia calients

de 70 min.

Menos en el caso indicado las diterencias fueron siempre significativas (p<0.05).

El porcentaje maximo de desviacién estandar no superé el 14% respectio de la media.

La peroxidacion lipidica, valorada por las concentraciones hepaticas de MDA
(Fig. 31), a los 15 minutos de revascularizados los I6bulos isquemicos, no mostré
diferencias significativas entre los animales tratados y no tratados.

Sin embargo, cuando homogenizados de los Iébulos isquémicos eran incubados
(Fig. 31), durante 30 minutos, en una mezcla oxidante (sulfato férrico/acido
ascorbico), con el fin de estudiar la sensibilidad del tejido al estrés oxidativo
producido por la reperfusién de los l6bulos isquémicos, se observd, que los
animales con tratamiento farmacolégico, tenian concentraciones en tejido hepatico
de MDA significativamente inferiores, a las de los animales sin tratar.

Después de 60 minutos de incubacién, éstas concentraciones se
incrementaron en los tres grupos (Fig. 31), siendo significativamente inferiores
en los animales tratados con pentoxifilina, que las observadas en los animales
tratados con clorpromazina, y en aquellos sin tratamiento, que no mostraron
diferencias entre ellos.
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B ST=sin ratamiento
Bl PT= Pantoxifilina 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la reperfusion
Bl CP-= Clorpromazina 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la isquemia

Fig. 3t Proteccion farmacolégica del higado con isquemia-
reperfusion. Conceniraciones de MDA en homogeneizados de higado.
La peroxidacion lipidica se valoré por la concentracibn de MDA presente en
homogeneizados de los |6bulos hepéticos, mediante ol método del TBA.

Las muestras de tejido se obtuvieron a los 15 min. de revascularizar los lobulos
isquemicos, después de 70 min. de isquemia hepética calients. S6lamente en los casos
indicados {9) las diferencias fueron significativas (p < 0.01).

El porcentaje maximo de desviacié estandar no superé el 19% respecto de la media.
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—— PT= Pentoxifilina 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la reperfusién
—#— CP= Clorpromazina 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la isquemia

Fig. 32 Proteccién farmacoldgica del higado con isquemia-
reperfusion. Concentraciones de GSH en los homogeneizados del
higado.

La recuperacién de las concentraciones basales de GSH hepatico, después de la
reperfusién, fue muy significativa en los animales tratados respecto a los animales no
tratados farmacolégicamente (p< 0.05}).

El porcentaje maximo de desviacién estandar no superd el 11% respecto de la media.
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El descenso de las concentraciones en tejido hepético de GSH (Fig. 32}, fue
muy acusado durante la isquemia-reperfusién en los animales que no habian sido
tratados farmacoldgicamente, observandose diferencias significativas entre estos
y los animales que fueron tratados con pentoxifilina o clorpromazina. Los
animales tratados con pentoxifilina no mostraron tendencia a restituir los niveles
de GSH, a las 2 horas de reperfusién.

El contenido de agua (formacién de edema intersticial} en el tejido hepéatico,
de los tres grupos, al término de cada periodo de isquemia, respecto de los valores
basales (Fig. 33), disminuyendo después durante la reperfusion. Esta disminucion
fue significativa en los animales tratados con pentoxifilina respecto a los tratados
con clorpromazina y los no tratados, que no mostraron diferencias entre ellos.
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—— ST=sin tratamiento

— & PT= Pentoxifilina 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes de {a revascularizacién
——®&— CP=Clorpromazina 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la isquemia

]
REP.:- 24h.

Contenido en agua del

Fig. 33 Protecciéon farmacoldgica del higado con isquemia-
reperfusion. Contenido en agua del tejido hepatico.

E! grupe tratado con Pentoxifilina mostré una menor tendencia & desarrolllar edema
intersticial durante la isquemia que los animales sin tratar, y que aquellos que fueron
tratados con Clorpromazina (p< 0.01),

El porcentaje maximo de desviacién estandar no superé el 12% respecto de la media.
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4.5.2. Estudio anatomopatolégico.

Grupo control. Sin tratamiento.

Alas 2 horas de reperfusioén: El parénquima hepatico mostraba congestion
sinusoidal en la zona centro y mediolobulillar con pequefias areas de hemorragia
en algunos casos (Fig. 34). No se observé necrosis y la reaccidn inflamatoria era
ausente o ligera. No se identificaron figuras de mitosis.

A las 6 horas de reperfusién: Histolégicamente se observé congestién y
hemorragia difusa. El porcentaje de necrosis hepatocelular oscilaba entre un 20-
40%, preferentemente centrolobulillar. La infiltracién leucocitaria fue ligera y
no habia mitosis.

A las 24 horas de reperfusién: Extensa necrosis del parénquima hepatico que
alcanzaba el 80% del area total (Fig. 34 y 36). La reaccioén inflamatoria fue de
moderada a intensa. No se observaron mitosis (Fig. 34 y 37).

Grupo tratado con pentoxifilina.

Alas 2 horas de reperfusién: El parénquima hepético presentaba ligera
congestién sinusoidal, centrolobuliliar, sin hemorragia. No se identificé necrosis
ni reaccién inflamatoria.

A las 6 horas de reperfusign: Marcada congestién sinusocidal centro y
mediolobulillar con un 20% de necrosis parenquimatosa. Ligera infiltracidon de
polimorfonucleares neutréfilos. No se vieron figuras de mitosis.

A las 24 horas de reperfysign: Los cortes histoiégicos mostraron un
porcentaje de necrosis hepatocitaria inferior al 35% (Figs. 35 y 36). Moderada a
intensa respuesta inflamatoria (Figs. 35 y 37).

Grupo tratado con clorpromazina.

Las caracteristicas de este grupo fueron muy similares a las observadas en
los animales tratados con pentoxifilina. Sin embargo después de 24 horas de
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Resultados

~ reperfusién la necrosis valorada en este grupo presentéd un mayor porcentaje,
llegando en algan caso al 63%(Figs. 35, 36 y 37). '

Fig. 34 Alteraciones morfoléglcu en el higado por efecto de la
isquemia-reperfusién .
~ Fotomicrografia de un corte de higado normal (A) y de otro con isquemia parcial callento
de 70 min. y reperfusion de 24 horas, sin tratamiento farmacolégico (B). Tincién
- hematoxilina-eosina (Barra = 120 pm). :
- (A)-higado normal-. Visién general de un corte de higade normal en el que se aprecia un
espacio portal con todos sus componentes: (VP) vena porta, (CB) conducto biliar, (A)
arteria y (L) un linfatico.
~ (B)-isquemia hepética-. Se obseva a la derecha de la imagon intensa necrosls ;

hepatocitaria (—) y congesttén sinusoidal (*) con abundantes eritrocitos (E) en los
espacios de Disse.
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Fig. 35 Efecto en el higado post-isquémico de la administracion de
pentoxifilina (A) y clorpromazina (B) .

Fotomicrografia de secciones de higado con isquemia parcial caliente de 70 min. y
reperfusién de 24 horas. (A) Tratamiento con pentoxifilina, 40 mg/Kg i.p. 30 min. antes
de la reperfusion.(B) Tratamiento con clorpromazina, 250 mg/Kg i.p. 30 min. antes de la
inducciéon de isquemia. Tincién hematoxilina-eosina (Barra = 240 um).
(A)-pentoxifilina-. Se observan areas focales de necrosis con una distribucién
preferentemente centrolobulillar (— ).

(B)-clorpromazina-. Extrafna placa de necrosis hepatocitaria (—») con un noédulo central
de hepatocitos conservados (*). Intenso edema portal (EP).
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Resuitados
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Fig. 36  Incremento en el porcentaje de area hepético necrosada despuds de la
reperfusion de los I6bulos sometidos a isquemia caliente. La duracién de la
isguemia fue de 70 minutos.

Las diferencias fueron significativas (p < 0.01) a partir de las 6 horas de
roperfusion, tanto entre los animales tratados y sin tratar, como entre los
animales tratados con Pentoxifilina, con los que fueron tratados con
Clorpromazina. El porcentaje maximo de desviacion estandar no superd el 15%.
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Fig. 37 Intensidad de la reaccion inflamatotia valorada cualitativamente por la
mayor 0 meno abundancia de neutréfilos polinucleados: 0 = infiltrado ausente; | =
ligero; 2 = moderado; 3 = intenso. La isquemia durd 70 minutos.

No se encontraron difarencias significativas entre grupos.

La Desviacién standard D.S. no superé en ningn caso el 16% respecto a la media.
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Discusion

5. DISCUSION.

El estudio del periodo de hipoxia, o isquemia, que sufre un érgano, tejido o
célula por efecto de, un choque hemorragico, una intervencién quirirgica o por
infarto vascular, ha despertado en los Gltimos afios un interés creciente debido al
aumento de los transplantes de 6rganos como alternativa terapedltica. Sin embargo,
nos encontramos en la actualidad lejos de conocer la totalidad de mecanismos y
efectos celulares que se inducen en el érgano como causa de la isquemia (caliente o
fria), por las distintas manipulaciones y disoluciones empleadas en su preservacion
y, por la reperfusién de sangre y oxigeno en el 6rgano isquémico cuando éste es
revascularizado. Estas cuestiones necesitan de un profundo estudio multidisciplinar,
con el fin de dar soluciones a la hora de conseguir una mejor seleccién del binomio
donante-receptor, una superior calidad del 6rgano transplantado, y sobre todo, una
mayor tolerancia a la isquemia por parte del 6rgano, con la finalidad, de dar el
tiempo suficiente a la hora de tomar decisiones coherentes que aseguren un mayor
porcentaje de éxito en los transplantes, y disminuyan al mismo tiempo, el elevado
coste social que implica la prontitud con la que un 6rganc ha de ser obtenido,

preservado para su transporte, y finalmente reimplantado en el receptor adecuado.

Nuestra intencién con la realizacién del presente trabajo, y basandonos en
consideraciones descritas con anterioridad por la experiencia clinica y la
investigacion de base, ha sido dar constancia de una serie de aspectos, en su mayoria
poco estudiados, relacionados con lo que hoy se denomina "sindrome de isquemia-
reperfusion”. En nuestro trabajo hemos utilizado un modelo experimental de
isquemia hepatica caliente y sobre €& hemos estudiado, aspectos como, la
importancia de la duracién de la isquemia en la viabilidad del higado, la respuesta
del higado postisquémico al estrés oxidativo, las alteraciones en su capacidad de
regeneracion, ¢ la importancia de la proteccion farmacologica del higado isquémico.

5.1. Modelo quirargico experimental de isquemia-reperfusiébn en
higado de rata.

Ratas Wistar macho, de pesos comprendidos entre 200 y 300 g fueron
sometidas a dos modelos diferentes de isquemia-reperfusion hepatica caliente. En el
primer modelo se indujo una isquemia completa por ligadura oclusiva de las ramas
vasculares que afieren a la totalidad de los l6bulos hepéaticos (Modelo 1) (Mc Cord,
1983; Marubayashi et al., 1986). A otro grupo de animales, se les indujo, una
isquemia parcial, que afecta al 75% de la masa hepatica, mediante la ligadura
oclusiva de las ramas vasculares de los lobulos izquierdo y medios, derivando la
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circulacién sistémica a través del I6bulo caudado y los I6bulos derechos (Modelo II)
(Hayashi et al., 1986; Reilly et al., 1991).

Los resultados que observamos en las gasometrias de sangre arterial,
indicaron una acidosis metabéblica en el modelo |, sometido a isquemia completa y
posterior reperfusion del higado. Este hallazgo, coincide con la opinién de otros
autores, que valorando el aclaramiento en sangre de lactato, otro indicador de la
acidosis metabdlica, obtienen resultados comparables (Pryor, 1973; Fredmud,
1974; Bruce et al.,, 1982; Nauta et al., 1991). Sin embargo, en el modelo de
isquemia parcial, se observa un predominio de acidosis respiratoria durante la
isquemia-reperfusion, gue posiblemente, puede atribuirse a estrés y a la anestésia.
No se presentan signos de acidosis metabdlica (Hayashi et al.,, 1986), o en algunos
animales, en un grado leve durante la reperfusiéon. Este efecto se encuentra
generalmente asociado a fenémenos de -no reperfusion- (Menon et al., 1986;

Rodriguez et al., 1991), y por lo tanto de necrosis hepatica.

Con respecto a los valores de enzimas hepaticas determinadas en suero, al final
del periodo de isquemia, que fue de 30 minutos, y al final de la reperfusion (30
minutos de isquemia + 15 minutos de reperfusién) pudo observarse un incremento,
respecto a los controles, de las enzimas GOT y GPT, indicadoras de necrosis
hepaticas. Este incremento era mas acusado durante la reperfusién (Arthur et al,,
1985, 1988; Atalla et al.,, 1985; Jaesche et al.,, 1991), aunque algunos autores
sefialan que esta elevacion en las concentraciones de GOT y GPT se produce en etapas
mas tardias de la reperfusion (Nauta et al,, 1991). Hemos cobservado, que las
concentraciones séricas de las transaminasas GOT y GPT en el modelo de isquemia
completa (modelo |) alcanzan valores sensiblemente inferiores, y de forma mas
acusada, al término de la reperfusion, respecto a los valores determinados en los
animales sometidos a isquemia parcial {modelo ). Resultados similares aportan
otros autores utilizando modelos de isquemia completa (Weisigen, 1986;
Marubayashi et al., 1988, 1991; Welbourn et ai.,, 1991), y de isquemia parcial
(Mc Cord, 1985; Marotto et al., 1987; Jaesche et al., 1990).

De cualquier forma, en ambos modelos de isquemia caliente (completa y
parcial), se induce la apariciébn de necrosis hepatica, valorable por un incremento
de las concentraciones séricas de GOT y GPT, y por estudio anatomopatologico, para
el tiempo de isquemia empleado en este caso (Gove, 1981; Chaudry, 1983;
Frederiks, 1983; Bulkley, 1987; Carey et-al.,, 1991). Este incremento, tiene
mayor valor diagnéstico después de reperfundir los iébulos isquémicos, ya que
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durante la isquemia, la interrupcidon temporal del flujo sanguineo, dificulta la
deteccibn en sangre de los cambios de concentracion de enzimas hepaticas (Sagone,
1983; Chiu y Toledo-Pereira, 1987).

Los valores séricos de concentracion de la enzima fosfatasa alcalina indican en
ambos modelos un incremento de la colestasis durante la isquemia (Stocker et al,,
1987), duplicando su concentracién respecto a los controles. Esto posiblemente se
debe a que en la maniobra quirGrgica de induccién de la isquemia se liga todo el hilio
hepatico, incluido el conducto bifiar, ya que durante la reperfusion se observa una
tendencia a disminuir las concentraciones de fosfatasa alcalina en sangre (Thurman,
1988; Slater et al., 1990). En este caso no se presentaron diferencias entre ambos
modelos, ni al término de la isquemia, ni después de la reperfusién.

Las determinaciones en suero de LDH, indicaron una disminucion de la funcién
hepética, tanto al témino de la isquemia, como después del periodo de reperfusion
(Chaudry, 1983; Bulkley, 1987; Coletti, 1990). Este incremento era
considerablemente superior en el modelo de isquemia parcial. Este dato, es también
indicativo de un incremento del metabolismo anaerobio durante la isquemia-
reperfusion hepdtica en ambos modelos (Sevanian y Hochestein, 1985). El
incremento de LDH después del reestablecimiento del flujo sanguineo en los 16bulos
postisquémicos, pudiera deberse a un deterioro de la funcién hepatica (Comporti et
al., 1967; Smith et al.,, 1982; Brass, 1991), o a que ciertas zonas del higado no se
han reperfundido correctamente por lo que continuan en condiciones de hipoxia, y
por tanto, utilizando rutas anaerdbicas para su mantenimiento metabdlico (Lai y
Piette, 1977, Fredericks et al., 1982; Bulkley, 1987).

Por otro lado se pudo constatar, mediante la observacién macroscépica de los
animales operados, que cuando se producia una isquemia hepatica completa, se
producia en el animal hipertension portal, lo que induce un cuadro de hipotension
severa, y posteriormente, fallo multiorganicoc y muerte del animal (Dymock,
1975; Anderson et al.,, 1991), de forma similar a lo que ocurre en situaciones de
choque (Parks et al., 1283a; Freeman y Crapo, 1986; Waxman et al.,, 1991), La
rata, a diferencia de otros animales de experimentacién, como el conejo, no soporta
episodios prolongados de hipertension portal, lo gue disminuye sensiblemente su
supervivencia duranten periodos prolongados de isquemia caliente, y por lo tanto, ia
posibilidad de su estudio (Chien, 1977; Chaudry, 1983; Hayashi et al., 1986). Con
la isquemia parcial, en la que el flujo sanguineo se deriva a través de los l6bulos
derechos, se elimina este fendmeno limitante, y sus consecuencias; tales como, el
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éstasis sanguineo que se produce en el arbol vascular mesentérico, en el intestino y
en el bazo. E| éstasis de este importante volumen de sangre durante la isquemia
parece ser el responsable de la acidosis metabdlica observada en la reperfusién de
los l6bulos isquémicos ( Pryor, 1973; Fredmud, 1974; Bruce et al.,, 1982; Reilly,
1991).

5.2. Duraci6n de la isquemia y dafio hepético.

La duracién de la isquemia es un determinante mas en el dafio que el higado
sufre después de su reperfusion, siendo el principal factor que va a condicionar la
viabilidad del 6rgano una vez reestablecido su circulacién sanguinea normal, y por
lo tanto, un aporte adecuado de oxigeno y nutrientes (Harris et al, 1982;
Myagkaya, 1985; Navidad Novalvos et al, 1992a). Es necesario, por tanto,
conocer, en qué momento, en una situacion de isquemia hepdtica cafiente, el higado
se dafia irreversiblemente, siendo incapaz de reestablecer y mantener su integridad
estructural y funcional (Wattiaux, 1980; Rodriguez et al., 1991).

Durante los Gltimos afios, esta pregunta ha constituido un objeto preferente de
estudio, entroncado, con los miitiples criterios existentes de viabilidad celular, y
que pretenden establecer, lo gue hoy en dia se conoce, como "punto de no retorno"
(Mora et al., 1987, Carey et al., 1991), a partir del cual, el higado se considera no
viable, o incapaz de recuperar su viabilidad (D’ Alessandro et al., 1986; Rodriguez
et al., 1991). Este hecho alcanza su maxima relevancia en el transplante de érganos
donde la duracién de la isquemia caliente, y fria, del 6rgano donante es decisiva para
el éxito de la intervencién (Grudman, 1982; Menon et al., 1986; Ciardi et al,,
1991) .

Esta descrito en la literatura, que a diferencia de lo que ocurre durante la
isquema fria, en la que la actividad metabdlica se encuentra deprimida (Parks et al.,
1983a; Thurman et al., 1988), durante la isquemia caliente el consumo de ATP se
produce a la misma velocidad que en condiciones normales, mientras que su
producciéon se ve drasticamente disminuida, debido al metabolismo anaerébio
inducido por la isquemia (Santiago Delpin et al.,, 1975; Subirats Bayego, 1982;
Rodriguez, 1991). Esto conduce a una importante disminuciébn de la energia
necesaria para el mantenimiento estructural y funcional de la célula isquémica
(Scheider et al., 1986; Bisby, 1990; Carey et al., 1991).
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En nuestro trabajo, determinamos las concentraciones séricas de acido Grico
como un medio de valoracion indirecta del catabolismo de bases piricas y , por
tanto, de ATP; ya que el 4cido urico, es el producto final del catabolismo de este tipo
de bases (Atalla et al.,, 1985; Gutierrez, 1991). Otros autores determinan con el
mismo fin las concentraciones de otros metabolitos intermedios, como la xantina, y
su predecesora en esta ruta catabélica, la hipoxantina (Fridovich, 1978; Arthur,
1988; Marubayashi et al.,, 1991). También se determinan las concentraciones de
las enzimas implicadas en este paso de reaccién; la xantina deshidrogenasa durante
el metabolismo aerdbio y la xantina oxidasa durante el anaerébio o, la relacion entre
ambas (Brass et al. 1982; Gutierrez, 1991}. Durante la isquemia la xantina
deshidrogenasa, se transforma en xantina oxidasa por accién de una proteasa
dependiente de calcio (L.ambotte, 1977; Freeman y Crapo, 1986). Este proceso se
favorece por el incremento de la concentracion intracelular de calcio que tiene
{ugar durante la isquemia (Ishigami et al., 1984; Fariss, 1985; Nauta, 1991).

En nuestro estudio de las concentraciones séricas de acido Urico en relacion a
la duracidén de la isquemia, encontramos que, a mayor tiempo de isquemia caliente,
detectamos concentraciones en sangre de acido Urico progresivamente mayores. Esto
supone un catabolismo acelerado del ATP durante la isquemia, confirmando lo
descrito por otros autores, que determinan metabolitos intermedios de ésta ruta
degradativa, como los anteriormente citados, para tiempos de isquemia caliente
similares (Lambotte, 1977; Flye y Yu, 1987; Brass et al., 1991; Marubayashi et
al.,, 1991). Lo que permite pensar que el acido Orico es un buen indicador del
catabolismo de bases plricas, siendo ademas muy sencilla su determinacion, a
diferencia de la Xantina y la Hipoxantina, cuya determinacion necesita de técnicas
que generalmente no estan estandarizadas en la clinica.

Después de la reperfusion de los l6bulos isquémicos, la concentracion de acido
urico continda elevandose para tiempos de isquemia caliente de 15 y 30 minutos
respectivamente. Cuando la isquemia es de 60 minutos se mantiene en los mismos
valores que al término de la isquemia, y cuando es de 120 minutos las
concentraciones de acido Grico disminuyen después de la reperfusion (Hayashi et
al., 1986; Ohkohchi et al., 1991).

Con el fin de contrastar estos resultados, realizamos también determinaciones
en tejido hepatico de concentraciones de ATP, tanto al final de cada uno de los
periodos de isquemia (30, 60 y 120 min.) como al término de ia reperfusién (15
min.). No se hicieron determinaciones en tiempos de isquemia inferiores por
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existir documentacion bibliografica suficiente en la que se demuestra que, tiempos
de isquemia hepética caliente inferiores a 30 minutos son totalmente reversibles, y

por lo tanto, de poco interés desde el punto de vista patoldgico.

Comprobamos, que para los tiempos de isquemia estudiados, se produce una
drastica caida en los niveles tisulares de ATP debido a que en situaciones de
anaerobiosis se produce dos moléculas de ATP por molécula de Glucosa consumida,
frente a las 38 que se producen durante el metabolismo aerébio. No se observaron
diferencias al término de la isquemia para los tiempos indicados, io que hace pensar,
coincidiendo con la opinidén de otros autores (Mittnacht y Farber, 1981; Gutierrez,
1991), que el ATP se consume durante las primeras etapas de la isquemia caliente,
ya que a temperatura fisiolégica, la actividad metabélica no se encuentra deprimida.
Durante la reperfusion se produce una progresiva recuperacién de las
concentraciones basales de ATP debido a un incremento de la sintesis al
reestablecerse las condiciones aerbbias. Esta recuperacion fue mas rapida cuanto
menor era el tiempo de la isquemia. Cuando la isquemia fue de 120 minutos, no
habia recuperacion de las concentraciones de ATP, io gue nos hace pensar gue cuando
{a duracion de la isquemia caliente es de 120 minutos, o mas, se producen profundas
alteraciones en la fosforilacidén oxidativa (Castillo-Olivares et al.,, 1972), dafios
irreversibles en las ATP-adenosina-5°-difosfato-translocasas (Comporti et al.,
1967) o falta de los sustratos metabélicos necesarios para la sintesis de novo de
ATP (Castillo-Olivares et al., 1972; Naqui y Chance, 1986).

En cuanto a la necrosis hepatocelular producida como consecuencia de la
isquemia-reperfusion, y valorada, mediante el analisis de las concentraciones
séricas de GPT y GOT, pudimos observar un incremento significativo, y
directamente proporcional, de los valores de estas transaminasas en relacion al
tiempo de duracion de la isquemia. Otros autores han observado incrementos
parecidos para tiempos de isquemia similares a los estudiados en nuestro trabajo
{Gove, 1981; Fredericks, 1983; Schneider y Gorschboth, 1983).

Se ha observado también que estos incrementos en los titulos séricos de estas
transaminasas estéan intimamente relacionados con la masa y el volumen del higado.
De manera que cuanto mas grande es el higado, como en el cerdo o el perro (Ueda et
al., 1987; Nauta et al.,, 1991), mas se suaviza el incremento en las
concentraciones séricas de GOT y GPT respecto a lo observado en animales de menor
tamafio, como {a rata, en la que los incrementos son méas acusados, debido a su
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metabolismo, mas acelerado (Baraona et al., 1977; Arthur et al., 1985; Brass et
al., 1991).

Estas elevaciones en las concentraciones séricas de GPT y GOT, como expresién
dei dafio hepatico, se hace mucho méas patente después de la reperfusion del higado
(Wattiaux, 1980; Bulkley, 1987; Nauta, 1991), guardando una clara relacion
lineal, con los valores observados al término de cada uno de los periodos de
isquemia. Esta correlacion entre los valores obtenidos durante un periodo
determinado de isquemia y los valorados después de la reperfusion, nos permite
predecir, de forma bastante aproximada, como sera el estado del higado después de
sufrir un periodo de isquemia caliente,

Esta descrito en la literatura, que cuanto mas prolongada es la isquemia
sufrida por el higado, mas frecuentes son después de la revascularizacion los
fendbmenos de -no reperfusién- (Santiago Delpin et al.,1972; Mora et al,, 1986)
posiblemente, debido a alteraciones en la permeabilidad vascular (Nordtrém,
1985; Bisby, 1990; Jaesche et al., 1990) por una vasoconstriccion inducida por
agentes vasoactivos (Lai y Piette, 1977; Ueda et al., 1987; Anderson et al., 1991)
y, sobre todo, por la acumulacién sobre el endotelio vascular de numerosos
neutréfilos polimorfonucleados que, obliterando ramas capilares impedirian el paso
de la circulaciéon sanguinea, induciendo necrosis en la masa hepatica circundante
(Starke y Farber, 1985; Carey et al,, 1991). Estas alteraciones generadoras de
necrosis hepatica, serian la causa principal, del progresivo aumento de la necrosis
hepatocelular expresada como concentraciones de GPT y GOT en relacion a la

duracion de la isquemia (Gove, 1981; Navidad Novalvos et al., 1992a).

Otro tanto podemos decir de las concentraciones de LDH y fosfatasa alcalina,
también relacionadas linealmente con la duracién de la isquemia. La LDH, como
indicador de disfuncion hepatica, y de actividad metabdlica en condiciones de
anaerobiosis, se incrementa durante el periodo de isquemia, de manera que cuanto
mas prolongada es la isquemia, mayores son las concentraciones séricas de LDH
(Mittnacht y Farber, 1981; Parks et al., 1983a; Gutierrez, 1991). Este
fenémeno, como en el caso anterior, es mucho més patente después de la reperfusion
de los I6bulos isquémicos, y se correlaciona con los valores obtenidos al término de
cada uno de los periodos de isquemia, lo que nuevamente, nos permite utilizarlo
como un valor predictivo de la integridad de la funcionalidad hepatica.
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Los valores de fosfatasa alcalina, también se incrementan con la duracion de la
isquemia caliente, si bien, éste aumento es mas patente para tiempos de isquemia
superiores a 30 minutos respecto a los obtenidos en los animales control (Mora et
al., 1987, Navidad Novalvos et al.,, 1992a). Los valores obtenidos después de la
reperfusién, son nuevamente, reflejo de lo que ocurre al prolongar el tiempo de
isquemia, guardando también en este caso, una relacién lineal entre ambos valores.
Este perfil de concentraciones sugiere, que es a partir de tiempos superiores a los
30 minutos de isquemia caliente cuando es valorable la colestasis hepatica producida
por la obliteracién del conducto biliar durante la induccion de la isquemia
(Frederiks, 1983; Marubayashi et al.,, 1987). Nuevamente, podremos predecir al
término de la isquemia hepética el indice de colestasis que sufrira el higado después
de la reperfusién de los l6bulos isquémicos.

Es necesario aclarar que esta correlacibn matematica, de posible valor
predictivo, entre los valores de enzimas hepéticas valorados al término de la
isquemia, y después de la reperfusién se han realizado, en el presente trabajo, para
tiempos variables de isquemia caliente, y para un tiempo fijo (15 minutos) de
reperfusién para cada periodo de isquemia. Por lo tanto, no podemos asegurar que
ésta relacion matematica se mantenga para tiempos de reperfusion distintos al
estudiado, por lo que limitaremos su posible valor predictivo a las primeras etapas
de la reperfusién; etapas que se consideran decisivas en cuanto a la futura viabilidad
del higado sometido a isquemia-reperfusion (Bulkley, 1987; Ferrero et al,
1980,1990). Un claro exponente de este concepto son las intervenciones de
transplante hepatico ( Belcher, 1961; Castillo-Olivares et al.,, 1972; Mora et al.,
1986; Cardenas et al., 1989; Ciardi et al., 1991).

El higado, durante la isquemia-reperfusién de la totalidad, o de parte de sus
I6bulos, sufre numerosas alteraciones, estructurales y funcionales, que en dltimo
término, resultan en la irreversibilidad del proceso de deteriotro celular, y en
muerte de las células afectadas (Bruce et al., 1982; Buechter, 1988, Bisby, 1990;
Carey, 1991). Una de los principales cambios inducidos por anoxia, es la aiteracion
del sistema de reduccién-oxidacion de la célula, por causa del estrés oxidativo que,
en menor o mayor grado, sufren las células hepaticas durante la isquemia-
reperfusiébn (Mittnacht y Farber, 1981; Rosen et al, 1982; Naqui y Chance,
1986).

De la capacidad de respuesta al estrés oxidativo, va a depender, en buena parte,
la futura viabilidad del higado reperfundido tras la isquemia (Kappas, 1985; Sies,
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1985; Halliwell, 1988). Estad demostrado, que la continua deplecion, durante la
isquemia-reperfusion, de antioxidantes celulares, como el a-tocoferol o el glutation
{Sumimoto et al.,, 1987; Lenz et al., 1989; Sharma et al., 1990; Slater et al.,,
1990; Wu T.-W. et al., 1991a), y de sistemas enzimaticos come la SOD y la
Catalasa (Fridowvich, 1978; Atalla et al., 1985; Cardenas, 1989; Brass et al,,
1991), asi como, una sintesis de los mismos, drasticamente disminuida por la
hipoxia (Nordstrom et al., 1985; Marubayashi et al., 1986; Sumimoto et al,
1987), son los principales responsables de un progresivo aumento de la
susceptibilidad del higado a la isquemia, directamente relacionado con la duracién de
ta misma (Casini et al., 1985; Cotgrave et al.,, 1988; Barja de Quiroga et al.,
1990).

En nuestro estudio, relizamos un perfil de las concentraciones de MDA en
tejido hepético, tanto de los l6bulos sometidos a isquemia-reperfusion, como de
aquellos no afectados, y que fueron utilizados como puente para el mantenimiento del
flujo sanguineo (Hayashi et al., 1986; Reilly et al.,, 1991). La susceptibilidad al
estrés oxidativo se valoré mediante la incubacion de sus homogeneizados a 37°C en
una mezcla oxidante {Esterbauer et al., 19382; Flye y Yu, 1987; Barja de Quiroga et
al., 1990). Pudo comprobarse, que durante los primeros 60 minutos de isquemia
no hay una alteracion apreciable en las concentraciones de MDA respecto a los
valores observados antes de la induccién de la isquemia, si bien, los l6bulos
isquémicos tenian valores ligeramente superiores, que aquellos considerados
“sanos", o control. Esta observacion, coincide con lo observado en otra experiencia,
en la que se valoraron dienos conjugados, como indicador de peroxidacion lipidica
(Wu T.-W. et al., 1991a). Sin embargo, tanto estos datos, como los nuestros son
dificiles de contrastar bibliograficamente, debido a que generalmente, suelen
tomarse determinaciones puntuales y no, perfiles de concentracion en el tiempo
(Halliwell y Guteridge, 1984b; Borowitz y Montgomery, 1989; Gutteridge y
Halliwell, 1990).

Curiosamente, al término de los 70 minutos de isquemia caliente, y hasta los
15 minutos de reperfusion, las concentraciones de MDA, sufrian un considerable
descenso, alcanzando valores, incluso inferiores a los considerados basales. Este

fendmeno no habia sido descrito anteriormente.

Cuando los homogeneizados hepaticos, eran incubados durante 30 y 60 minutos
en la mezcla oxidante, los valores obtenidos respecto a los homogeneizados sin
incubar se muitiplicaban sensiblemente, indicando un aumento progresivo de la
peroxidacion lipidica respecto al tiempo de incubacion (Barja de Quiroga et al.,
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1990). Sin embargo, el perfil obtenido no variaba, salvo, en las determinaciones
realizadas a los 15 minutos de reperfusion, observandose un drastico incremento en
las concentraciones de MDA en los l6bulos sometidos a isquemia-reperfusion
respecto a los valorados en los higados "sanos”, o que indica una mayor sensibilidad
al estrés oxidativo de los lobulos postisquémicos en éste momento de la reperfusién.
Este dato, coincide con las observaciones descritas en numerosos trabajos, en los
que se cita, que la maxima induccion de peroxidacién lipidica, tiene lugar entre los
10 y 20 minutos después de restituir €l flujo sanguineo en los l6bulos isquémicos
(Slater, 1984b; Mc Cord, 1985; Wu T.-W. et al, 1991a). Esta diferencia entre
los valores de MDA observados en los I6bulos postisquémicos, respecto a los "sanos"
desaparece posteriormente, como causa posiblemente, de la sintesis "de novo",
tanto de antioxidantes celulares, como de captadores de radicales libres (Halliwell y
Guteridge, 1984b; Casini et al., 1985; Kappas, 1985; Hasselgren, 1987; Cotgrave
et al., 1988).

Por otro lado, los valores de MDA obtenidos a las 24 horas de la reperfusion,
sensiblemente elevados, frente a los valores basales, podrian indicar un aporte
exogeno de radicales libres por parte de neutréfilos adheridos al endotelio sinusoide,
que inducirian fenomenos de peroxidacion lipidica valorables en las determinaciones
realizadas (Jaesche et al., 1990; Welbourn et al., 1991).

Por lo tanto, parece ser que la isquemia induce , durante las primeras etapas
de la reprfusion, un incremento significativo de susceptibilidad al estrés oxidativo
por parte del tejido hepatico (Sies, 1985; Slater, 1990).

También pudo comprobarse, mediante la inyeccion intravenosa de fluoresceina
sbdica, y la posterior exposicion de los lébulos a luz ultravioleta (prueba "in
vivo"), o de secciones de los mismos (prueba "in vitro") que, después de 30
minutos de isquemia, en algunas ocasiones, se observaban zonas no reperfundidas, o
con una reperfusién deficiente, después del restablecimiento del flujo sanguineo.
Estas observaciones han sido publicadas anteriormente por otros autores utilizando
técnicas similares a ésta, como la valoracién de la reperfusion con fluorimetro de
flujos (Silverman et al., 1981), u otras técnicas, generalmente de microscopia
{Chevrel y Gatt, 1979; Marotto et al.,, 1988; Carey et al,, 1921), Este fenémeno de -
-no reperfusion- parece ser consecuencia de la generacién de radicales libres
durante los primeros minutos de la revascularizacion de los lébulos isquémicos
(Stocker et al., 1987, Rodriguez, 1991), ¥y a fendmenos de vasoconstriccion,
posteriores a la revascularizacién, posiblemente inducidos por la liberacion de
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sustancias vasoactivas durante éste periodo (Bulkley, 1897; Ueda et al., 1987).
Estos radicales libres, actuarian en el endotelio vascular como sefales
quimiotacticas que atraerian sobre la superficie del endotelio a neutréfilos
polimorfonucieados (Gabig y Babior, 1981; Jaesche et al.,, 1990), los cuales a su
vez, generatian mas radicales libres, de manera similar a como acthan durante la
fagocitosis en los procesos inflamatorios, dafiando la estructura y funcién del
endotelio y generando edema intersticial al alterarse la permeabilidad de Ia
membrana endotelial. Esta acumulacion de neutréfilos sobre el endotelio puede
llegar a imterrumpir la circulaciéon sanguinea, produciéndo necrosis, por falta de
aporte adecuado de oxigeno y nutrientes a las células afectadas (Mc Cord y
Roy,1982; Lucchesy, 1986).

5.3. Efecto de la isquemia hepética en un modelo experimental de
estrés oxidativo inducido por la administracién cronica de etanol.

E! consumo crénico de etanol produce en el higado numerosas alteraciones,
tales como, acidosis celular, cetosis, acumulacién de triglicéridos y acidos grasos,
hipoglucemia, etc. (Lieber et al., 1965; Kappas, 1985). Estas alteraciones,
deterioran tanto la estructura, como la funcion de la célula hepatica (Ejea Arguillué
et al., 1988), siendo muy similares, a las que se procucen por efecto de la
isquemia-reperfusion del higado (Park et al., 1983b; Sevanian y Hochstein,
1985).

En nuestro trabajo hemos comparado estas dos circustancias, inductoras de
estrés oxidativo celular, valorando, concentraciones séricas de MDA, como indicador
de peroxidacion lipidica. Se estudiaron tanto, el efecto de cada situacién por
separado, como lo que ocurre cuando ambas circustancias tienen lugar a un mismo
tiempo. De ésta forma valoramos su posible efecto aditivo, o su sinergismo. Se
ensay6 también, en cada una de las situaciones, la accién del antioxidante fisiologico
a-tocoferol determinando, de ésta manera, su accion terapeiitica como captador de
radicales libres en éstas situaciones de elevado estrés oxidativo.

Tanto el consumo cronico de etanol, como la revascularizacion del higado
sometido a isquemia, inducen en el higado, una situacién de estrés oxidativo, que se
caracteriza en Ultimo término por, la destruccion peroxidativa, de los lipidos que
forman parte de las membranas celulares (von Ruecker et al.,, 1989, Bisby,
1990).
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La oxidacién del etanol, produce acetaldehido (Schuckit, 1979; Sies, 1985).
El acetaldehido, induce una depresion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, que
se traduce, en una menor produccién de ATP, y acumulacién de equivalentes
reducidos que inducen acidosis metabdlica (Sies et al.,, 1982; Reilly, 1991).

Durante la isquemia hepatica caliente, la producién de ATP en condiciones de
anoxia, es 18 veces menor, que la que tiene lugar durante el metabolismo aerébio,
mientras que el consumo celular de ATP no se modifica; produciéndose también
acidosis metabdlica, de forma similar, a lo que ocurre durante el consumo cronico
de etanol (Fehér et al,, 1987; Gutierrez, 1991).

Por otro lado, el acetaldehido producido durante la oxidacién del etanol, puede
unirse a la cisteina, uno de los aminoacidos que forman parte del glutation,
disminuyendo de ésta manera su disponibilidad para Ja sintesis de este importante
antioxidante; lo que favorece la formacién de radicales libres y de peréxidos
lipidicos (Lieber, 1980, 1981; Halliwell, 1988). El acetaldehido incrementa
también la actividad de la NADPH-oxidasa, induciendo la formacién de peréxido de
hidrégenc (H202), y por lo tanto, una produccion afadida de perdxidos lipidicos
(Gove, 1981, Comporti, 1985).

Durante la isquemia, las condiciones de anoxia, o de hipoxia, y un icremento de
calcio intracelular, inducen la transformacién proteolitica de la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa, enzimas que catalizan la conversién de
hipoxantina en xantina durante el catabolismo del ATP. La xantina oxidasa, durante
la reperfusion transforma el oxigeno molecular en anion superéxido (027) que
inicia numerosas reacciones mediadas por radicales libres, que en dltimo término
produciran entre otros efectos perjudiciales, la peroxidacion de los lipidos de
membrana (Fariss, 1985; von Ruecker et al., 1989).

Como podemos ver, tanto el consumo cronico de etanol, como la isquemia
caliente, inducen en el higado una situacién de estrés oxidativo, de consecuencias
celulares, cualitativamente similares (Bulkley, 1987; Arthur, 1988).

Durante el tratamiento crénico de etanol, con dosis diarias de 2.4 g de
etanol/kg, no se produjo incremento en las concentraciones séricas de MDA.
lgualmente, no esta descrito, que se induzca un incremento de MDA en suero cuando
la duracién de la isquemia hepatica caliente es inferior a 30 minutos (Hayashi,
1986; Halliwell, 1988; Gutierrez, 1991). Ei tiempo de isquemia utilizado en
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nuestro ensayo fue de 10 minutos. Sin embargo, hemos observado, que cuando
concurren ambas circustancias (isquemia seguida de consumo cronico de etanol),
los niveles en sangre de MDA se incrementan, llegando a alcanzar a las 9 semanas de
comenazado el ensayo concentraciones, 3 veces superiores a las determinadas antes
de comenzar la administracion de etanol. Las posibles explicaciones que podrian
darse sobre este hecho serian, que ambos procesos inductores de estrés oxidativo
tubiesen efecto aditivo, de amplificacién cuando tienen lugar a la vez (Kappas,
1985; Bulkley, 1987); o que la isquemia previa a la administracion de etanol,
aunque de poca duracidn, sea suficiente para alterar el metabolismo oxidativo del
etanol (MEQS) (Fariss, 1985; Brunt, 1988; Buechter, 1988), induciendo la
produccion de radicales libres y perdxidos lipidicos. Es necesario tener en cuenta,
que aunque dosis diarias de etanol inferiores a 3-6 g/Kg no incrementan por si
misma los niveles séricos de MDA (Lieber, 1980; Fehér et al., 1987), después de
una exposicion prolongada al etanol, son suficientes dosis muchos menores, para
incrementar la presencia en sangre de sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbiturico {Kawase et al., 1989). Esto puede deberse a trastornos nutricionales
asociadas al alcoholismo (Lieber et al., 1965; Bonjour, 1979; Chow, 1987), entre
otros, alteraciones en las concentraciones celulares de sistemas de defensa como el
acido ascérbico , glutation, selenio y vitamina E; todos ellos intimamente
relacionados. Estas alteraciones en los sistemas de defensa son muy similares a las
que tienen lugar por deplecion durante la isquemia caliente, en la que se produce un
gasto aumentado por la generacion de radicales libres y una sintesis, drasticamente
disminuida, por efecto de la hipoxia/anoxia (Santiago Delpin et al.,, 1975; Baraona
et al., 1980; Nordstrém et al., 1990). Por lo gue, en cierto modo, la isquemia
previa a la intoxicacidon con etanol amplificaria la produccion de radicales libres y ,
por lo tanto, sus consecuencias. De hecho, cuando en nuestro trabajo tratabamos a
las ratas que habian sufrido una isquemia previa, a la administracion de etanol, con
a-tocoferol, las concentraciones elevadas de MDA en suero se reducian a menos de la
mitad. Ademas, la elevacion en los niveles de MDA debida al efecto sinergistico de la
isquemia y el etanol, se producia mas tarde en los animales tratados con o-tocoferol
que , en los animales no tratados, concretamente, tres semanas mas tarde. Este
efecto positivo de la complementacién exdgena de a-tocoferol parece evidenciar fa
produccion de perbxidos lipidicos durante el estrés oxidativo generado por efecto de
fa isquemia y el tratamiento crénico con etanol (Kawase et al., 1989; Bisby,
1990). Cuando se trataba con a-tocoferol a animales a los que se les administraba
etanol, pero que no habian sufrido una isquemia previa, no se observaba ningin
efecto sobre las concentraciones séricas de MDA. Segln ésto, podemos pensar que la
isquemia-reperfusion hepatica limita de alguna forma la capacidad del higado para
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metabolizar etanol, posiblemente por alteraciones en los sistemas responsables de
la detoxificacion celular (Sies et al., 1982; Sevanian y Hochestein, 1985).

25.4. Efecto del factor de crecimiento de higado (LGF) en el
estrés oxidativo producido durante la isquemia-reperfusién hepética.

El factor de crecimiento de higado (LGF), fue caracterizado en plasma, a partir
de sangre de ratas parcialmente hepatectomizadas {70%)(Diaz-Gil et al., 1986a;
Slater et al., 1990). En un principio fue denominado Promotor Hepatico (HP) y
corresponde a un aducto de albamina-bilirrubina, conocido como §-bilirrubina, o
biliatbamina, con un peso molecular de 65 kilodaltons aproximadamente (Diaz-Gil
et al., 1987b; Stocker et al.,, 1987a). La bilirrubina, por accién de la UDP-
glucuronil-transferasa se transforma en monoglucurénido de bilirrubina (B-
bilirrubina) y en diglucurénido de bilirrubina (y-bilirrubina). Tebricamente,
cualquiera de estas dos especies, puede unirse a la albdmina para formar la
bilialbimina, denominada &-bilirrubina. Sin embargo el mecanismo de formacién,
y el lugar en el que se produce la unién, son hasta ahora desconocidos. Junto a éste,
se han descrito hasta la actualidad otros posibles factores de crecimiento hepatico
como, la hepatopoyetina A (Michalopoulos y Thaler, 1985), o el HGF (Nakamura et
al., 1986). A las 24 horas de realizada la hepatectomia parcial, el LGF presenta un
pico de concentracion (Diaz-Gil et al.,, 1987a). Dicho pico, coincide con un maximo
de captacion de 3H-timidina en higado (maximo de sintesis de DNA) (Diaz-Gil et al.,
1987b; Slater et al.,, 1990). Estudios recientes, realizados en nuestro laboratorio,
sefialan, que el LGF es detectable en plasma a los pocos minutos de sufrir el higado
una agresién isquémica (Navidad Novalvos et al., 1993. En prensa).

Por otro lado, varios autores atribuyen al LGF capacidad como antioxidante,
inclusc superior a la del a-tocoferol (Stocker et al., 1987a; Wu T.-W. et al,
1991a,b), o su analogo hidrosoluble de origen sintético (Trolox-C) (Wu T.-W.et
al., 1991a). Esta accion como antioxidante, ha sido atribuida en trabajos anteriores
a la bilirrubina en experimentos realizados "in vitro", sobre cultivos de
hepatocitos y liposomas (Stocker et al,, 1987h). También se ha descrito a la
bilirrubina como un potencial captador de radicales peroxilo (Marubayashi et al.,
1987).En otros trabajos mas recientes, se ha demostrado que el | GF actia como un
potente captador de radicales libres en cultivos de miocitos de ventriculo cardiaco
humano (W T.-W. et al., 1991b). Estas capacidades fisiologicas como antioxidante y
captador de radicales libres, no han sido descritas en el HGF, ni en la hepatopoyetina
A.
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En nuestro trabajo realizamos los primeros estudios sobre la implicacion del
LGF en la generacion de peréxidos lipidicos inducida por isquemia-reperfusion
hepética en condiciones de normotermia. Se realizaron para ello isquemias parciales
(70%) en higado de rata, con una duracién de 70 minutos, a las que posteriocrmente
reperfundiamos. Tomabamos muestras de sangre y de tejido hepatico a varios
tiempos de isquemia y de reperfusion, segin el protocolo descrito en el apartado
correspondiente de material y métodos.

Los resultados obtenidos nos indicaron un progresivo incremento de las
concentraciones séricas de |.GF y de sus precursores (p y y-bilirrubinas) desde los
primero momentos de instaurada la isquemia hepatica caliente, incrementandose su
concentracion hasta cuatro veces, respecto a la concentracion basal, al término de
los 70 minutos de isquemia. Respecto a este estudio comparativo no existen
antecedentes bibliograficos.

Las concentraciones de MDA, como indicador de peroxidacion lipidica
(Uchiyama y Mihara, 1978; Smith et al., 1982; Sevanian y Hochestein, 1285;
Comporti, 1985) aumentaron durante los primeros minutos de la isquemia,
disminuyéndo después progresivamente, y de forma drastica, a lo 60 minutos desde
que se interrumpié el flujo sanguineo, alcanzando incluso valores menores que los
basales a los gquince minutos de la reperfusion de los i6bulos isquémicos. Este
minimo en las concentraciones en tejido de MDA coincidia en el tiempo con el pico en
las concentraciones de LGF anteriormente citado (Siater et al., 1990). Al
producirse este descenso en las concentraciones de MDA durante los momentos
inmediatamentemente anteriores a {a reperfusion, no podemos atribuir el fenémeno

al reestablecimiento del flujo sanguineo normal.

Esta recientemente descrito en la bibliografia, que después de una
hepatectomia parcial en la rata, se producen incrementos periddicos de MDA en el
tejido hepatico. Estos incrementos coinciden con una disminucién en los niveles de
a-tocoferol, y con una reduccién en la incorporacion de 3H-timidina en DNA de
higado. Cuando vuelven a normalizarse las concentraciones de a-tocoferol, la
incorporacion de 3H-timidina se incrementa y las concentraciones de MDA
disminuyen. Cuando aumenta la proliferacion celular (24, 48 y 72 horas),
disminuye la peroxidacion lipidica. De hecho, los higados regenerantes, tienen
menores concentraciones de MDA que los higados de ratas sometidas a una operacién

ficticia. Sin embargo, este fenbmeno periddico no se observa en ratas intoxicadas
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con CCls (Recknagel y Goshal, 1966; Mc Cay et al,, 1984; Fehér et al,, 1987).

Este trabajo constituye ef Gnico antecedente que existe al respecto en la literatura.

Debido al papel antioxidante del {LGF, cabe pensar, aunque de momento sélo
constituya una hipbtesis, que de forma similar a lo que ocurre con el a-tocoferol,
después de la reperfusion de los l6bulos isquémicos, momento en el cual, el estrés
oxidativo es maximo (Mc Cord, 1988, WU T.-W. et al,, 1991a), y debido a que los
mecanismos celulares captadores de radicales libres, como el a-tocoferol o el
glutation, se hallan disminuidos por la deplecion que de ellos sufre el hepatocito
durante la isquemia caliente (Casini et al.,, 1985; Halliwell, 1988; Slater et al.,
1990), el LGF actuase durante los primeros momentos de la reperfusién como
antioxidante ceiular captando radicales libres , mas que como regenerador hepatico.

Esto podria justificar que el aumento de LGF observado, coincidiese con una
drastica disminucién de MDA. En este sentido, hay que recordar, que durante la
isquemia caliente, se produce una importante colestasis, que en principio,
favoreceria la formacion de LGF y de sus precursores. También se ha observado que
en embriones de ratas, el maximo desarrollo del higado, coincide con un periodo de
colestasis (Wolf-Peters, 1971).

A los 60 minutos de reperfusién, las concentraciones de MDA eran similares a
las observadas antes de la induccién de la isquemia (animales control). Sin
embargo, las concentraciones de LGF presentaban valores cuatro veces superiores a
los observados en los controles. Curiosamente, observamos que los Iébulos derechos,
no sometidos a isquemia, sufrian un brusco incremento, similar a la observada en
los I6bulos postisquémicos, de la concentracion hepéatica de MDA a las 24 horas de la
reperfusion. Es posible que este incremento sea debido a la presencia de neutrofilos

polimerfonucleados sobre el endotelio vascular hepatico {Lucchesy, 1986; Jaesche
et al.,, 1990).

Por otro lado, en la experiencia piloto donde se contrasté el efecto de la
isquemia, inducida sobre los |ébulos regenerantes, de ratas parcialmente
hepatectomizadas, se constatd una menor recuperacién en el tiempo, de la masa
hepatica de ratas que habian sufrido una isquemia-reperfusion previa a la
hepatectomia (aproximadamnete un 20 % menos), respecto aquellas que solamente
se les practicd una hepatectomia parcial, sin isguemia. Sin embargo, existen otros

factores, conocidos y desconocidos, que también pueden influir en la recuperacién de
la masa hepatica.
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Estas dos circustancias, parecen indicar, que es posible que el LGF, consumido
como antioxidante durante la isquemia-reperfusién, y no como mitégeno, induciria
un retraso en la regeneracion de la masa hepatica.

Después de la revascularizacion del los l6bulos isquémicos (regenerantes), Ia
sintesis de novo, tanto de antioxidantes, como de sistemas enzimaticos captadores de
radicales libres, que se habian consumido durante la isquemia, permitirian que el
LGF ejerciese su principal funcién fisiolégica, la regeneracion hepatica. En este
sentido, es importante hacer notar, que la union de la albamina con la bilirrubina
para formar LGF es posiblemente extrahepatica, por lo que su sintesis, no debe
impedirse, en principio, por la isquemia hepatica parcial; incluso, podria ser
favorecida debido a la colestasis que se induce durante la isquemia (Wolf-Peters,
197 1; Diaz-Gil et al.,1986b).

5.5. Proteccién farmacolégica del higado isqémico: efecto de los
farmacos Pentoxifilina y Clorpromazina.

La meodulacién farmacologica del dafio isquémico es una practica clinica
habitual (Chaudry, 1983; Hayashi et al., 1986; Chiu y Toledo-Pereira, 1987;
Fiye y Yu, 1387; Ferrero et al., 1990; Anderson et al.,, 1991). Como ejempios
significativos de ésta realidad, podemos citar entre otros, la utilizacién de
soluciones hiperosmolares en circustancias de hemorragia masiva (Reilly et al.,,
1991; Waxman et al., 1991); y las disoluciones empleadas en la preservaciéon de
6rganos destinados a transplante (Grudman, 1982; Menon et al., 1986; Welbourn
et al, 1991). Junto a éstas manipulaciones terapedticas, existen aquellas, dirigidas
a evitar las alteracicnes inducidas por la reperfusion del organo isquémico
(Bulkley, 1987; Hasselgren, 1987), tales como, la utilizacion de bloqueantes de
calcio (Chien et al., 1977; Ishigami et al., 1984; Nauta et al., 1991), con el fin de
reducir la acumulacién intracelular de caicio durante ia isquemia y la activacién de
proteasas calcio-dependientes {Fredericks, 1983; Fariss, 1985; Brass et al,,
1991); el uso de corticosteroides y antioxidantes, como estabilizadores de
membrana; vasodilatadores, que reducen el vasoespasmo producido por la
reperfusion; e inhibidores de proteasas, principalmente.

Se hace por tanto evidente, que el estudio de nuevas estrategias, encaminadas al

mantenimiento estructural y funcional de la'célula isquémica, debe constituir, un
objetivo prioritario de estudio.
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En nuestro trabajo, hemos contrastado el efecto de los farmacos clorpromazina
y pentoxifilina, sobre un modelo experimental de isquemia parcial en higado de
rata, comparando su efecto, con un grupo de animales, sometidos al mismo modelo de
isquemia pero, sin proteccion farmacologica.

La clorpromazina, es una fenotiacina, utilizada clinicamente como depresor del
sistema nervioso central y como antitusigeno (Wattiaux, 1980). Sin embargo, ,
debido a sus caracteristicas farmacolégicas, ha sido ensayada con éxito, en modelos
experimentales de isquemia-reperfusién hepética; principalmente, como
bloqueante de canales de calcio, potencial inhibidor de algunas fosfolipasas,
vasodilatador y estabilizante de membranas celulares. Sucesos, todos ellos
inplicados con fenémenos dafinos inducidos por la isquemia-reperfusion hepatica
(Harris et al., 1982; Ontell et al., 1989; Colletti et al., 1990).

Por lo tanto, creimos conveniente utilizar clorpromazina, como patron de
referencia, para evaluar, el posible potencial terapeitico de la pentoxifilina, una
metilxantina, no ensayada en modelos de isquemia hepatica.

La pentoxifilina, posee ciertas indicaciones farmacolégicas, que justifican el
interés de su estudio experimental en modelos de isquemia-reperfusion hepatica.
Las indicaciones terapelticas de este farmaco, se refieren principalmente, a
transtornos de la circulacidn periférica, cerebrovasculares, y compromisos
vasculares que cursan con cuadros de claudicacion intermitente. Sus propiedades
farmacolé6gicas, se atribuyen a su capacidad de disminuir ia viscosidad de la sangre
posiblemente, incrementando la deformabilidad de los eritrocitos y, disminuyendo
la adhesibilidad y agregabilidad plaquetaria. Ademas de éstas, posee otras
caracteristicas intimamente ligadas a los fenémenos deletéreos inducidos por la
isquemia-reperfusién hepatica, tales como, su capacidad para aumentar el
transporte de oxigeno; disminuir la adhesibilidad de neutréfilos sobre el endotelio
vascular, posiblemente por inhibicion de la fosfolipasa-A2. o su potencial para
inhibir el factor de necrosis tumoral (TNF), presente en casos de isquemia
(Myagkaya et al., 1984; Lucchesy, 1986; Jaesche et al., 1990; Welbourn et al,,
1991).

Una ventaja notable de la pentoxifilina es, que presenta efectos vasculares

positivos, tanto en procesos agudos como cronicos (Wattiaux, 1980; Welbourn et
al.,, 1990); mientras que la clorpromazina debe ser administrada antes de Ia
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instauracién de la isquemia para hacer notar sus efectos terape(ticos sobre esta
patologia (Blackwell y Flower, 1983; Ishigami et al., 1984; Reilly et al., 1991),
por lo que su aplicacién clinica, suele restringirse a sus propiedades como depresor
del sistema nervioso central, y como antitusigeno. Sin embargo, la pentoxifilina
tiene en su contra, que sus posibles efectos terapeiticos sobre los dafios por
isquemia, dependen de la dosis, ya que se han observados efectos contrarios a los
deseados cuando la dosis se sobrepasa; generalmente hemorragias, posiblemente
debidas a alteraciones en la sintesis hepatica de factores de coagulacion durante la
isquemia.

Las determinaciones séricas de GPT y GOT indicaron un aumento de la necrosis
hepatocelular después de la revascularizacion de los I6bulos isquémicos en los
animales que no fueron tratados farmacolégicamente, valores que alcanzaron un
maximo después de 6 horas de reperfusién para disminuir después,
progresivamente, aunque estos valores seguian siendo elevados a las 24 horas
después de la reperfusion. Estos valores eran significativamente menores en los
animales tratados farmacolégicamente, sobre todo, los tratados con pentoxifilina,
con valores aproximadamente 30 veces inferiores a los observados en los animales
sin tratar. Otros autores, han obtenido valores similares a los obtenidos en los
animales sin tratar, para tiempos de isquemia caliente comprendidos entre 60 y 80
minutos utilizando, el mismo modelo experimental. Para tiempos, mas cortos de
isquemia caliente (30 min.), el retorno a las concentraciones fisiolégicas de GOT y
GPT puede observarse a las 24 horas de reperfusién, no evidenciandose después de
transcurrido éste tiempo, signos séricos o histologicos de necrosis hepatica. El
mejor resultado, observado en los animales tratados con pentoxifilina puede
deberse, al menos en parte, a sus efectos hemodinamicos. La disminucién de la
viscosidad sanguinea y la inhibicién de la adhesibilidad sobre el endotelio vascular
de neutréfilos y plaquetas (Gabig y Babior,1981; Jaesche et al.,, 1990; Anderson et
al.,, 1991), contribuyen a facilitar una buena revascularizacién hepética, evitando
los frecuentes fendmenos de -no reperfusion- inductores de necrosis y muerte
celular (Fredericks et al., 1982; Diaz-Gil et al., 1987a; Carey et al., 1991). Por
otro lado, los valores de LDH observados a lo largo de la reperfusion, indican
también, mejores resultados en ios animales tratados con pentoxifilina, con una
mejor funcién hepatica de estos animales y menor metabolismo anaerobio,
valorable por menores concentarciones de LDH respecto a los otros grupos.

Respecto al efecto de ia clorpromazina y la pentoxifilina en la peroxidacién
lipidica, valorada por las concentraciones de MDA en homogeneizados de higado a las
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2, 6 y 24 horas de reperfusion, se pudo observar, que a las 2 horas de reperfusion
no existian diferencias estadisticas entre los grupos tratados y no tratados. Sin
embargo, a las © horas los grupos tratados farmacolégicamente mostraban
concentraciones de MDA significativamente menores que el grupo que no habian
recibido tratamiento farmacolégico. Tanto la clorpromazina, como la pentoxifilina,
tuvieron un efecto positivo sobre la disminucion de la peroxidacion lipidica inducida
por la revascularizacién de los lébulos isquémicos. A las 24 horas de la
revascularizacion, solamente la pentoxifilina mantenia un efecto estadisticamente
positivo respecto a los animales sin tratar.

A la vista de los resultados obtenidos podemos pensar, que las concentraciones
de MDA, menores en los grupos tratados respecto al grupo sin tratamiento
farmacoldgico, sobre todo, después de seis horas de reperfusion, podria explicarse
como una mejor recuperacion de las funciones de sintesis de los sistemas celulares
de proteccion frente a radicales libres (enzimaticos y de caracter antioxidante)
(Atalla et al., 1985; Cotgrave et al., 1988; Barja de Quiroga et al., 1990). Este
efecto, se debe posiblemente, a una protecciéon de las estructuras celulares
implicadas en dicha sintesis, y por tanto, de su funcién {(Borowitz y Montgomery,
1980; Bisby, 1990). Esta proteccion es evidente para el caso de la pentoxifilina,
incluso después de 24 horas de reperfusion, momento en el cual, la generacion de
radicales libre es principalmente exdégena por la acumulacién de neutréfilos sobre
el endotelio vascular hepatico {Lucchesy, 1986; Gutteridge y Halliwell, 1990).
Uno de los efectos hemodinamicos de la pentoxifilina, utilizados terapeiticamente en
clinica, es disminuir, ademas de la viscosidad de la sangre, la adherencia de dichos
neutréfilos sobre el endotelic (Lemaster y Thurman, 1985; Ortiz-Lacorzana et al,,
1990), evitando de ésta manera sus efectos degenerativos sobre el mismo,
proporcionando una mejor reperfusion de los l6bulos sometidos a isquemia, y
disminuyendo, de ésta manera, |a necrosis hepatica. Respecto a éste punto, hay que
tener en cuenta, que las concentraciones en higado de MDA, como indicador de
peroxidacién lipidica, se toman frecuentemente como indicador de extension de
necrosis en el tejido afectado (Bulkley, 1983; Comporti, 1985; Wu T.-W. et al,,
1991a).

Ha sido mas estudiado, que en el caso de la pentoxifilina, el efecto de la
clorpromazina en fa disminucién de la peroxidacion lipidica después de la
reperfusion hepdtica. Este efecto, parece deberse, entre otras causas, a su capacidad
como bloqueante de canales de calcio, impidiendo la activacion de proteasas
dependientes de éste cation (Fariss, 1985; Brass et al., 1991), como por ejempilo,
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la implicada en la conversion de xantina-deshidrogenasa en xantina-oxidasa durante
la reperfusiéon (Chien et al., 1977; Marubayashi et al., 1991). Esta es una de las
reacciones mas directamente implicadas en la generacion del radical superoxido,
iniciador de multiples reacciones mediadas por radicales libres durante la
revascularizacion hepatica (Atalla et al., 1985; Gutteridge y Halliwell, 1990). Por
otro lado, su capacidad para reducir la activacion de las fosfolipasas durante la
isquemia (Blackwell y Flower 1983; Borowitz y Montgomery, 1989), también
contribuiria a disminuir la peroxidacion de los fipidos de membranas celulares, y
por tanto, a una mejor conservacion de su integridad fisica y funcional.

Durante la isquemia-reperfusién hepatica se produce una considerable
deplecién de antioxidantes celulares, que se consumen en proteger a la célula de la
generacién de radicales libres y sus efectos degenerativos {Santiago-Delpin et al.,
1975; Slater et al., 1990). Uno de los antioxidantes celulares de mayor
implicacién en los mecanismos hepaticos de defensa en situaciones de estrés
oxidativo es el glutation (Kupcsulik y Kokas, 1979; Lenz et al.,, 1989). Este
compuesto, cuya sintesis depende, en gran parte, del contenido celular de otro
antioxidante, el o-tocoferol (Casini et al., 1985), interviene como secuestrador de
radicales libres, captando el electron desapareado de éstos oxidando sus grupos
sulfhidrilo (-SH). La sintesis enzimatica disminuida durante la anoxia impide que
el glutation vuelva a reducirse por accion de la glutation reductasa {Kappas, 1985;
Fehér et al., 1987), lo que induce una acumulacion progresiva de especies reactivas
y de sus productos toxicos derivados, fundamentalmente, perdxidos y aldehidos
(Esterbauer et al., 1982; Cotgrave et al., 1988; Borowitz y Montgomery, 1989).
Esto produce una desestructuracion de las membranas celulares, gue junto con
alteraciones en las cadenas de ADN y proteinas, y el vertido de enzimas hidroliticas
por rotura lisosomal, determinan la muerte de la célula afectada. En nuestro
trabajo, hemos podido comprobar, la disminucién producida en el contenido hepatico
de GSH durante la isquemia caliente (Atalla et al., 1985; Barja de Quiroga et al.,
1990), al término del periodo de isquemia, que en nuestro caso fue de 70 minutos,
y cbmo, ésta disminucién no se afectaba, al menos de forma valorable, por la
utilizacion de clorpromazina o pentoxifilina; por lo que puede suponerse, que la
utilizacion de estos farmacos no reduce la deplecion de GSH producida durante la
isquemia. Después de la reperfusion de los lébulos isquémicos, momento de mayor
estrés oxidativo (Chien et al., 1977; Bulkley, 1987) por la reentrada de oxigeno al
tejido hepatico, el GSH continla consumiéndose como captador de los radicales libres
producidos durante la revascularizaciébn hepatica, mientras que, por otro lado, la
reactivacion metabdlica que supone la entrada de nutrientes y oxigeno al tejido por
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la restitucién del flujo sanguineo hepatico, permitira la sintesis de novo de
glutation y su reduccidn enzimatica, reestableciéndose después de un tiempo, sus
concentraciones fisiolégicas, siempre y cuando, los mecanismos celulares
implicados en éste proceso de resintesis no hallan sido irreversiblemente alterados
por la isquemia (Chow, 1987; Arthur, 1988, Bisby, 1990). En nuestro ensayo,
pudimos comprobar, que después de 2 horas de restaurado el flujo sanguineo a
través de los l6bulos isquémicos, los animales que no habian sido tratados
farmacologicamente, no sélo no recuperaban las concentraciones fisiolégicas de GSH,
sino que reducian a(n mas el contenido celular de este antioxidante fisiologico,
alcanzando después de éste periodo de reperfusion, concentraciones 3 veces
inferiores a las observadas en los controles. Los animales tratados con
clorpromazina tampoco mostraron una tendencia a recuperar las concentraciones
fisiologicas de GSH después de la reperfusién, sin embargo, su concentracion
después de 2 horas de reperfusion no disminuy6 respecto a la observada al término
de la isquemia. En el caso de los animales tratados con pentoxifilina, no se observo,
que las concentraciones de GSH después de las 2 horas de reperfusion, tendiesen a
recuperar sus niveles fisiolégicos.

El uso de estos farmacos, contribuye por tanto positivamente, a una mas rapida
recuperacion de las concentraciones fisiolégicas de GSH, aunque no impide su
deplecién durante la isquemia. Sin embargo, es posible, que la recuperacién de
éstas concentraciones se produzca igualmente en los animales no tratados, pero mas
lentamente (Nauta et al., 1990; Nordstron et al., 1990).

Durante la isquemia hepatica, las membranas celulares alteran su estructura,
y por tanto, sus caracteristicas fisicas y funcionales (Bisby, 1990; Carey et al.,
1991). Una de las consecuencias de la isquemia sobre las membranas, es el
incremento de la permeabilidad de las mismas. Como consecuencia del aumento en la
permeabililad, que afecta en primer lugar a las células del endotelio vascular, para
alterar mas tarde ias membranas de los hepatocitos, se incrementa el contenido en
agua de las células isquémicas, dando lugar al desarrollo de edema intersticial
{Nordstrom et al., 1985). En nuestro ensayo, valoramos el contenido en agua del
tejido hepatico en animales sometidos a 70 minutos de isquemia parcial caliente, y
posterior reperfusion, tomando muestras de tejido, al término de la isquemia y, a
las 2, 6 y 24 horas de reperfusién. El contenido en agua se determin6 por diferencia
entre el peso de tejido himedo vy, el peso de tejido seco. Al término de la isquemia,
tanto los animales sin tratamiento, como aquéllos que fueron tratados
farmacologicamente incrementaron el contenido de agua en los I6bulos isquémicos.
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Sin embargo, fos animales tratados farmacolégicamente mostraron una menor
edematizacion que los animales no tratados, aproximadamente un 45% menos en el
caso de la clorpromazina, y un 77% menos cuando eran tratadas con pentoxifilina.
Después de la reperfusion se observo, una tendencia, en todos los grupos, al
reestablecimiento del contenidc en agua previo a la instauracién de la isquemia;
pero, sélamente los animales tratados con pentoxifilina habian eliminado el edema
hepatico después de 24 horas de la revascularizacién. La prevencién del edema
ejercida por ambos farmacos se fundamenta en mecanismos diferentes para cada uno
de ellos. En el caso de la clorpromacina, su capacidad de inhibir la activacion de las
fosfolipasas ie confiere un importante papel como protector de las membranas
celulares, disminuyende los multiples efectos degenerativos inducidos sobre éstas
por efecto de la isquemia-reperfusién (Blackwell y Flower, 1983; Atalla et al,,
1985). Por su lado, ta pentoxifilina, disminuyendo la adhesibilidad de los
neutrofilos sobre el endotelio vascular, impediria la aiteracion de la permeabilidad
de dicho endotelio, causada principalmente, por el ataque de los radicales libres
liberados (Kupsulik y Kokas, 1979; Hasselgren, 1987), de manera similar a lo
que ocurre durante la inflamacion (Gabig y Babior, 1981; Ortiz-Lacorzana et al,,
1990), evitando de ésta manera el edema tisular.

Junto a las alteraciones bioquimicas inducidas por la isquemia-reperfusion
del higado, y como consecuencia de éstas, se producen toda una serie de cambios
morfoloégicos en las estructuras celulares, los cuales, en buena medida, van a
determinar la futura funcionalidad de las células afectadas (Ohkohchi et al., 1991).
Las lesiones, producidas por efecto de la isquemia, afectan en primer lugar al
endotelio sinusoide, observandose en primer iugar, engrosamiento de los espacios de
Disse, y mas tarde, una pérdida progresiva del borde sinusoidal y la aparicién de
material necrdtico en la luz del sinusoide (Ciardi et al.,1991). La aparicién
cronologica de estas lesiones depende fundamentalmente de la severidad y duracién
del dafo isquémico (Myagkaya et al., 1984; Carey et al., 1991; Navidad Novalvos et
al., 1992b). Las lesiones observadas en los hepatocitos durante la isquemia,
afectan preferentemente a la membrana citoplasmica y de los organulos celulares,
observandose en primer término un edema progresivo de las diversas estructuras
celulares, principalmente el reticulo endoplasmico y las mitocondrias, que
progresa posteriormente con desaparicion de las crestas mitocondriales y
vacuolizacién celular a expensas fundamentalmente del reticulo; mas tarde aparecen
alteraciones de la membrana nuclear y de la cromatina, y finaimente, ruptura
lisosomal con vertido de enzimas proteoliticas (Frederiks, 1983; Myagkaya et al,,
1984; Carey et al., 1991). Después de la revascularizacion del érgano, cbservamos

105



Discusio

toda una serie de hallazgos morfolégicos, que una vez estudiados, nos daran una idea
del estado final del higado afectado por la isquemia, pudiendo determinar el grado de
irreversibilidad del dafo producido (Chevrel y Gatt, 1279, Bulkley, 1987, Ciardi
et al., 1991). Las principales alteraciones morfologicas valorables después de la
revascularizacion son fundamentalmente, la desestructuracion del lobulillo hepéatico
y la necrosis hepatocitaria, principalmente rodeando a las venas centrales
(Subirats Bayego, 1982; Lemaster y Thurman, 1985; Thurman et al,, 1988); la
hemorragia parenquimatosa central o diseminada, con mayor o menor extravasacién
de hematies {Dymock, 1975; Chiu y Toledo-Pereira, 1987), y mas adelante en el
tiempo, la presencia de neutréfilos polimérfonucleares adheridos al endotelio
vascular (Marotto et al., 1988; Carey et al., 1991) que, llegan en ocasiones, a
obliterar el vaso afectado (fenébmenos de no reperfusién) (Santiago-Delpin et al.,
1975; Sagone, 1983).

En esta parte de nuestro trabajo, relizamos un estudio anatomopatolbgico
comparativo con microscopia optica y tinciobn de hematoxilina-eosina.
Determinamos morfolégicamente, el efecto sobre la estructura celular de los
farmacos clorpromazina y pentoxifilina, respecto a los animales que no recibieron
tratamiento. La duracion de la isquemia parcial fue de 70 minutos para todos ellos
y, las valoraciones morfolégicas se realizaron a las 2, 6 y 24 horas de reperfusion,
con el fin de estudiar su evolucion en el tiempo.

En los animales no tratados, se observé congestion sinusoidal (Chevrel y Gatt,
1979; Ciardi et al.,, 1991), que se hacia mas intensa con el tiempo de reperfusion,
implicando a las 24 horas, la practica totalidad del parénquima hepatico (Jaesche et
al., 1990). Sin embargo, en los animales tratados con clorpromazina y
pentoxifilina, la congestién, que presentaba una distribucién similar, alcanzaba un
maximo a las 6 horas de reperfusion para desaparecer, casi en su totalidad a las 24
horas, observandose en algunos casos, la presencia de hepatocitos hinchados en zonas
mljy aisladas. | os animales tratados farmacolégicamente no presentaron en ningin
caso hemorragia parenquimatosa, observacién que fue muy frecuente, aunque de
intensidad variable, en los animales sin tratamiento (Nordstrom et al.,, 1985). La
reaccion inflamatoria, fue ligera o ausente {Ferrero et al., 1982; Mc Cord y Roy,
1982; D’ Alessandro et al., 1986) . S6lo los animales tratados con pentoxifilina
presentaron una menor presencia de neutréfilos, aunque las diferencias respecto a
los otros grupos, no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, cuando se
valor6 la extension de necrosis, si se encontraron diferencias significativas entre

grupos. En todos los casos, la necrosis aumentaba con el tiempo de reperfusiéon
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(Parks et al., 1983a; Atalla et al., 1985; Navidad Novalvos et al.,, 1992b). En los
animales no tratados, llegaba a ocupar hasta el 80% del volumen hepatico, siendo su
distribucion centrolobulillar en un principio, y extendiéndose, més tarde, hacia
zonas perilobulillares (Fredericks et al.,, 1982; Ciardi et al., 1921). Los animales
tratados con clorpromazina presentaron un 65% de necrosis a las 24 horas de
reperfusién, mientras que los tratados con pentoxifilina no superaron el 35% de
necrosis. El efecto, notablemente positivo de la pentoxifilina lo atribuimos a su
capacidad para mejorar el reestablecimiento hemodinamico en la microcirculacion
de las zonas isquémicas (Chaudry, 1983; Waxman et al., 1991) facilitando, una
mejor reperfusion del tejido, puesto que, los fendmenos de -no reperfusion-,
debidos principalmente a la acumulacién de neutréfilos sobre el endotelio, y a
vasoespasmo, son los principales responsables de la necrosis producida después de
la revascularizacién hepatica (Ueda et al., 1987; Thurman et al., 1988; Welbourn
et al, 1991). Estos efectos hemodinamicos se deben a una disminucién en la
viscosidad de la sangre, un aumentc de la elasticidad de las membranas de los
eritrocitos, y una disminucién de la adhesibilidad de los neutréfilos al endotelio
vascular (Ortiz-Lacorzana et al.,, 1990; Reilly et al.,, 1991; Rodriguez et al,,
1991). En éste sentido, la clorpromazina, como bloqueante de canales de calcio,
ejerceria un efecto inhibidor del vasoespasmo durante la reperfusion (Blackwell y
Flower, 1983; Bulkley, 1983; Colletti et al., 1990), facilitando la continuidad del
flujo sanguineo. En cualqguier caso, parece que una reperfusién adecuada del higado
isquémico, es fundamental para el mantenimiento de ia integridad estructural del
tejido hepatico.
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6. CONCLUSIONES.

1. Hemos observado que para el estudio del sindrome de isquemia-reperfusion en
el higado de rata resulta mas adecuado utilizar un modelo experimental de
isquemia parcial caliente, que el modelo de isquemia completa, por
selectividad de 6rgano, reproductibilidad y supervivencia.

2. La duracion de la isquemia hepatica caliente es un factor decisivo en la
recuperacion funcional del higado reperfundido, existiendo, una correlacion
lineal entre la duracién de la isquemia y los valores séricos de enzimas
marcadoras de dafio hepatico, obtenidos después de un tiempo de reperfusion
fijo (15 minutos). En el caso de la rata, el punto de "no retorno” se alcanza
después de tiempos de isquemia caliente superiores al intervalo de 80-120
minutos.

3. La isquemia-reperfusion del higado, previa a la ingestién crénica de etanol,
tiene como resultado un efecto sumatorio y sinérgico de ambas situaciones de
estrés oxidativo hepitico, determinado por un incremento en suero de las
concentraciones de dialdehido malénico. El a-tocoferol reduce la peroxidacién
lipidica inducida por estas situaciones.

4. El factor de crecimiento hepético (LGF) parece desempefiar una funcion
fisiolégica como captador de radicales libres en la isquemia-reperfusion
hepatica. La isquemia-reperfusién hepatica podria limitar la capacidad de
autorregeneracion del higado.

5. La pentoxifilina ejerce un efecto hepatoprotector en la isquemia-reperfusioén
hepatica, incluso superior al descrito en el caso de la clorpromazina, por lo
que debe considerarse su ensayo experimental en esta situacion.

6. La determinacion de la peroxidacion lipidica, en términos de concentracién de

dialdehido maldnico es un buen indice de la extension del dafio hepatico y de la
sensibilidad del tejido afectado al estrés oxidativo,
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