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Viendo, de hecho, que el hfgado es no s6lo util, sino una parte necesaria y vital en
todos los animales que tienen sangre, no es sino razonable que de sus caracteristicas
deba depender la longitud o la brevedad de la vida.

Aristiteles, De las partes de los animales.

Y el alado cazador de Zeus, 1a curtida 4guila, vendr4 a tf todos los dfas, convidado
importuno, y voraz caerd sobre la carne y la hard jirones, y se cebard con el negro
manjar de tus hfgados.

Esquilo, Prometeo encadenado.



RESUMEN

El higado de mamfferos es capaz de recuperarse de pérdidas importantes de tejido debido a
su capacidad de regeneracién. El fendmeno de regeneracion hepdtica, por su relevancia
fisiolégica, posce imponantes implicaciones médicas, y resulta de gran interés en el estudio
de procesos biolégicos como proliferacion y diferenciacién. La regeneracién hepdtica se
estudia experimentalmente con el modelo de hepatectomfa parcial en rata, en el que I

recuperacion de la masa hepdtica original se logra entre fos 7 y los 14 dfas y el maximo de

replicacién de DNA en hepatocitos ocurre a las 24 h post-hef ymfa. Esta resy
proliferativa sincronizada y dramética requicre de una pérdida de mds del 40% de masa
hepdtica para desencadenarse.

En este trabajo se describen los cambios en lipoperoxidacién que ocurren en ¢l higado
regenerante. La lipoperoxidacion es ¢l proceso de degradacion de dcidos  grasos
poliinsaturados por la reaccién con radicales libres de oxfgeno. La medicion de
lipoperoxidacién s¢ realizé mediante la cuantificacion de dialdehfdo maldnico y dicnos
conjugados durante las primeras 48 h post-hepatectomfa, en homogenado total y en
fracciones subcelulares obtenidas por centrifugacion diferencial.

Encontramos un aumento en la lipoperoxidacion hepética, que alcanza un maximo a las 24 h
post-hepatectomfa en el homogenado, y regresa a valores normales para fas 48 h. El
incremento se localiza especfficamente en las fracciones de citosol y membrana plasmaética,
El incremento localizado de lipoperoxidacidn no se observa en otros érganos del animal
hepatectomizado y ocurre solamente como consecuencia de hepatectomfas de més del 40%.
El aumento en lipoperoxidacitn comparte coincide con la regencracién hepética en su
especificidad en ¢l organismo, en el curso temporal y en el umbral de pérdida de tejido
necesario para su aparicion,

Estas coincidencias sugieren que ambos fenémenos pudieran estar relacionados.



Antecedentes

EL FENOMENO DE REGENERACION HEPATICA

E! higado ..s un 6rgano csencial para cl sostenimicnto de la vida en los animales superiores,
que aparece en la ¢volucién desde los protocordados, como parte del hepatopdncreas. Tiene
2 su cargo muchas funciones, desde el metabolismo general de protefnas, carbohidratos y
grasas, el almacenamiento de glucégeno, cobre, fierro y vitamina By, cl metabolismo de la
hemoglobina, la detoxificacion de formacos y la formacidn de bilis, hasta la produccidn de
calor corporal, la destruccién de los eritrocitos viejos, la regulacion del volumen sangufnco y
Ia sfntesis de factores de coagulaci6n y protefnas del complemento.

Debido a su localizacién entre el tracto digestivo y el corazén, el higado recibe sangre
arterial por una rama de la aorta abdominal, la arteria hepédtica, y sangre venosa por la vena
porta, en donde convergen las ramas circulatorias que transporian los metabolitos
absorbidos a lo largo del tracto digestivo. El circuito de retorno venoso lo establece la vena
hepdtica, que converge en el tronco de 13 vena cava inferior.

El hfgudo puede definirse como una masa continua de células epiteliales, los hepatocitos,
que s¢ encueatra vascularizada por capilares fenestrados, llamados sinusoides, y al mismo
tiempo, permeada por un sistema de canales secretores: los canalfculos biliares,

Los hepatocitos constitoyen el 90% de s masa hepdtica total, pero su contribucién al
nimero de nicleos s6lo alcanza ¢l 60%, debido a su mayor tamafio en propuorcién con Jos
otros tipos celulares. La poblacién de células litorales o accesorias representa un 35% del
nimero de nicleos y sc compone principalmente de células endoteliales y macréfagos
hepdticos (células de Kupffer), con una menor proporcién de células almacenadoras de grasa
(células de Ito). Las células que forman los canalfculos biliares constituyen el 5% restante
{Alison, 1986).

Ademés de su importancia metabélica y su complejidad estructural, el higado posee una
caracterfstica que Jo hace particularmente interesante: su capacidad de rcgencfncién. A

diferencia de la mayorfa de los 6rganos y estructuras de los vertebrados supgﬁoms,’el higado



es capaz de volver a formar partes de su estructura que hayan sido removidas o dafiadas,
recuperando la funcion y la arquitectura tisular adecuada,

El estudio de la regeneracion hepdtica, entonces, aporta informacién importante acerca de
los mecanismos de proliferacion normal y su relacién con el estado diferenciado en animales
adultos, asf como para el entendimiento de procesos morfogenéticos e interacciones entre

distintas poblaciones celutares.

La funcidn hepftica puede verse alterada por hepatitis infecciosa, abscesos hepdticos
amibianos, sffilis hepdtica, hidatidosis, cirrosis, isquemia, ncoplasias o intoxicacidn con
diversas sustancias, entre las que se encuentran el tetracloruro de carbono, el etanol, drogas
citotdxicas, aflatoxinas, fésforo, anestésicos como el hal. tano, tetraciclinas y cloranfenicol

en dosis altas. Sin embargo, estas alteraciones en general no causan dafio permancnie,

debido a la capacidad de regeneracidn del higado. Esto pone de manificsto las impc

implicaciones médicas del fendmeno.
La capacidad de regeneracion, sin embargo, sélo se manticne mientras la organizacién del
drgano permanece intacta, y sc ve importantemente disminufda ¢n patologfas cn las que sc

picrde la organizacién normal de ta matriz extracelular, como la cirrosis y la fibrosis.

Resultados en animales expcrimentales y observaciones en el campo de transplantes
muestran que la masa hep4tica conserva una proporcidn perfectamente exacta con respecto
a la masa corporal. Los hfgados transplantados que son pequciios para un determinado
paciente crecen hasta alcanzar la proporcién adecuada (Francavilla et al, 1993) y por ¢l
contrario, hfgados que son mayores que el tamafio 6ptimo para determinado individuo, no
crecen y pucden incluso disminuir de tamafio. En casos en los que el hfgado del paciente no
es removido durante el transplante, y ambos hfgados contindan funcionando, s6lo uno de lqs

érganos sobrevive, mientras que ¢l otro se atrofia.



Estas fascinantes observaciones muestran que el equilibrio entre masa hepilica y tamaiio
corporal es dindmico, y que es capaz de recuperarse rdpidamente en los casos en los que se
ve alterado. La proliferacion clonal de unos pocos hepatocitos es capaz de restaurar la masa
hepltica original adn en pérdidas de hasta el 90%. La pérdida de funcidn hepdtica
aparentemente crea una gran presidn selecliva para los hepatocitos intaclos, cuya

proliferacién eventualmente corrige ¢! déficit funcional.

El fendmeno de regeneracion hepdtica ha sido estudiado principalmente con el modelo de
hepatectomfa parcial en rata, en el que cl estimulo regencrativo es la reseceién quintirgica de
una fraccitn de la masa hepdtica.

El hfgado de la rata estd organizado unatémicamente en varios 16bulos independientes, con
imigacion sangufnea propia, lo que permite la remocién independiente de cada uno sin
consecuencias para las otras zonas. La operacién usual involucra la remocién de los dos
Ibulos anteriores, que constituyen aproximadamente el 70% del peso del hfgado. La
respuesta proliferativa no se desarrolla en la zona adyacente al sitio de corte sino cn los
‘relativamente Iejanus 16bulos posteriores.

La cinética de protiferacion durante 1a regencracion hepdtica, inducida por hepatectomia del
70%, ha sido extensamente estudiada y caracterizada cn cuanto a los tiempos de inicio de las
fases del ciclo celular (Alison, 1986; Leffert et al, 1988). Esta informaci6n se resume en el

cuadro 1.

Cuadro 1. Fases del ciclo celular en Ja regeneracién hepética
en rata después de hepatectomia del 70%

(12 a l6 b 8h) (4-6 h) (1h) 6-8h)  (8h)

Go » Gy S » Gy »M » Gy S - ..
4 ~24h ~32h ~48h

inicio (tiempo post-hepatectomf{a)




En la fase S de la primera ronda de proliferacion se alcanzan tasas de incorporacion de
timidina de entre el 30 y el 40%, y se observan valores de mitasis de entre 3.6 y 4.8%. En el
higado regenerante la mayorfa de los hepatocilos se han dividido cuando menos una vez para
¢l perfodo de entre 24 y 35 h post-hepatectomfa, y alg pasan por una segunda y tercera
ronda de proliferacion.

Conviene notar que csta cindlica de proliferacion commesponde a la poblaci6n de hepatocitos

o células del parénguima, y es debido a su alta proporcion en el érgano, que se manificsta
como la respuesta global, Sin embasgo, las células no parenquimatosas del higado proliferan

también, pero ¢l proceso se inicia aproximadamente 24 h después. Las células de los ductos

biliares presentan valores de incotporacion de timidina de ~20% alrededor de las 48 h post-
hepatectomfa,, y el pico de actividad mitStica en células de Kupffer y endoteliales se
presenta a las 48 y 96 h respectivamente (Alison, 1986). Debido a este desfusamiento,
durante los primeros 4 dfas de la regencracion el jido formado no posce todavia la

intrincada arquitectura caracterfstica de un hfgado notmal. De hecho, los cdmulos de nuevos

hepatocitos intervienen en la correcta formacion de las redes capil al desencadenar la
diferenciacion de los capilares fenestrados conocidos como sinusoides (Antonio Martfnez-
Hemidndez, FASEB Conference, 1994).

Dado que el hfgado responde tan notablemente a una reduccién en su masa, quizd no es

sorprendente que la § idad de la resy a proliferativa esté controlada con mucha

precisién por la proporcién de la pérdida.

Con remociones moderadas de masa hepética (~30%) s¢ induce una tasa baju pero constante
de sfntesis de DNA durante un periodo prolongado, mientras que con las pérdidas mds
severas se induce un marcado pico de sfntesis de DNA seguido por una disminucion mas o
menos constante (Bucher y Swaffield, 1964).

Por otro lado, la respucsta a hepatectomfa subtotal (90%) se caracteriza por una exlensién
de 12 h en la duracién del periodo prerreplicativo, pero con los mismos valores de sfntesis

de DNA y actividad mit6tica que en la hepatectomfa del 70% (Alison, 1986).
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Se ha visto que la cindtica de la regeneracién hepdtica puede verse afcctada por varios
fenémenos, como el envejecimiento, que tiene como consecuencia una respuesta mis lenta
en donde probablemete una porcién de hasta 23% de las células se vuelve incapaz de
proliferar (Alison, 1986). También existen cambios debidos a factores ambicntales como

hibitos de alimentacién y luz. Aunque no se reconoce universalmente que existen

£

variaciones ci

icas en ¢l p ) de reg i6n hepdtica, éstas estdn bicn establecidas
en otros modelos de tejidos proliferativos. Cuando se pone el cuidado suficiente para ki
limatacion al horario de luz-oscuridad los resultados son  impresionanies:  las
hepatectomfas realizadas en la mafiana producen una seric de picos de mitosis con una
periodicidad de 24 h (Chesseman ct al, 1986). Se ha descubierto también que en el higado
normal de roedores la sfatesis de DNA ocurre cerca de la media noche y la mitosis cerca del
mediodfa (Alison, 1986). Por esta razén, se ha propuesto un fenémeno de sincronizacién del
fendmeno de regeneracién hepdtica debido al componente circddico, tanto para el modelo de
hepatectomfa parcial como el de intoxicacién con tetractoruro de carbono (Pauisen, 1990).
En el modelo experimental de regeneracidn hepdtica inducida con tetracloruro de carbono,
las dosis comdnmente utilizadas del téxico (de 0.5 a 1 ml por kg de peso) causan hasta un
50% de destruccion de los hepatocitos, y 72 h después todos los nicleos sobrevivientes han
sintetizado DNA. ' ‘

Sin embargo, la fase pre-replicativa en este modelo experimental es mayor que en el modelo
de hepatectomfa parcial, y la sfntesis de DNA se ihicin entre 24 y 26 h después de Ia
administracion del t6xico, tlegando al maximo entre ias 36y las 42 h. La mitosis ocurve entre
las 48 y 54 h (Alison, 1986).

En general, el fendmeno de regeneracién compensatorio a hepatoxicidad por tetracloruro de
carbono presenta un retraso en su Cintica en comparacién con la regenérncién por
hepatectomfa parcial, incluso en la induccién de protooncogenes (Coni et al, 1993). Este
retraso quizs se deba a que cn este caso se presentan procesos toxicolégicos, de necrosis y

de inflamaci6n aumentada.
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Desde los primeros estudios de regeneracion hepdtica ha existido intends en la actividad
metabdlica del higado regenerante, que dadas las condiciones en que funciona, resulta
sustancialmente distinto al hfgado normal. En primer lugar, ha quedado bicn establecido que
¢l organismo de la rata no experimenta una disminucion en las funciones hepéticas cuando se
ke somete a hepatectomfa del 70% (Michalopoulos, 1990; Lorenzi et al, 1993). Como la
funcién hepdtica en este caso estd siendo cubicrta por ¢l 30% de Ja masa original del érgano,
es de suponer que ¢l tejido remanente se encuentra realizando cuando menos el triple del
trabajo metabdlico al que estf sometido normalmente, sin considerar las actividades de
siniesis necesarias para la proliferacion.

Sc ha descrito un aumento en el potencial de membrana mitocondrial y la sfntesis de ATP a
las 24 h post-hepatectomfa (Nishihira, 1986) que podrfa estar relacionado con este
incremento en la actividad metabélica. También se ha descrito un aumento temprano en la
actividad de las vlas de glucogendlisis y gluconeogénesis, micntras que la glucélisis sc ve
disminufda, (Rebecca Taub, FASEB Conference, 1994). Otros cambios incluyen una
acumulacién importante y transitoria de tiglicridos, incrementos en isozimas fetales

(Curtin, 1983), activacidn de transportadores de aminoscidos (Fowler et al, 1992), etc,

El estudio de la regeneracion hepdtica ha generado mucha informacion acerca de lo gue
ocurre en el higado durante el proceso. En especial s¢ han caracterizado seiales moleculares

especificas, como factores de crecimiento y patrones de expresion genéti que se sabe

que el estado hormonal, ¢l control nervioso y los efectos nutricionales tienen también efectos
importantcs. Entre los genes que aumentan su expresi6n debido al estfmulo de la
hepatectomfa se encuentran factores transcripcionales (Tewar et al, 1992), sugiricndo que
una cascada de activacin de genes puede ser responsable de la proliferacién. También s¢
han identificado una gran cantidad de factores solubles con efcctos hepatotréficos (ver
apéndice 1), que pucden activarse por proteasas, entre los cuales el factor de crecimiento de

hepatocitos, HGF, parece ser el més importante, Este fuctor de crecimiento se sintetiza en

T



respuesta a una molécula, lamada “injurina”, liberada por el higado durante episodios de
dafio tdxico o quinirgico (Matsumolto et al, 1992).

Los eventos caracterizados en el modelo de regeneracion por hepatectomfa del 70% se
muestran en el cuadro 2 (basado en Alison, 1986; Leffert ¢t al, 1988; Michalopoulos, 1990;
Fausto y Weber, 1993; Horimoto, 1994 y trabajos expuestos en la FASEB Conference, ver
referencias).

Los datos obtenidos hasta ahora son insuficientes para distinguir si la iniciacion de la
respuesta se debe a una seflal dnica o a miltiples sefiales simultdneas. Tampoco se conoce la
duracién del evento iniciador, o si el final del proceso se debe a la desaparicion del estimulo
positivo o a la accion de factores inhibidores,

Una pregunta importantc que sigue sin ser contestada es si existe un enlace directo entre la

demanda funcional y la proliferacion celular,

La hepatectomfa parcial es un estfmulo que desencadena varias respucstas paralelas en el
organismo {(cuadro 3). Por esta razén, es posible que un evento determinado aparezca

durante el iempo de la regencrucitn sin estar iamente relacionado con el fenémeno

proliferativo. Se requicre de un andlisis cuidadoso para establecer que el evento obscrvado
realmente ticne relevancia en el fenémeno, y si su influencia es directa o indirecta. Esto,
aunado a la dificultad para hacer manipulaciones in vivo, tiene como consecuencia que s¢
hayan reconocido muy pocos eventos cuya inhibicion afecte la regeneracion (Koch y Leffert,
1979; Lambaotte et al, 1989) o que al ser inducidos la promuevan (Shiota e al, 1994),

Al mismo tiempo, puede haber eventos que pertenczcan a varias de estas categorfas, y que
constituyan enlaces entre los distintos fendmenos, o cntre distintos sisiemas celulares y

niveles de regulacion.



Cuadro 2. Evenlos caracterizados duranie Ia regeneracida

hepética por hepatectamia ded 76%
Hepatectomfa parcial i
{ Fase Gy
Transicion Gy — G, Aumento en a sfntesis de enzimas glucomeogénicas
Activacion del receptor a EGF Disminucion en 1a sintesis de enzimas glucoliticas
Cambios en los flujos de catiomss monovalentes (Na*, K +) Activacion de las cascadas de transduccion del HGF, TGFa y EGF
Hiperpolarizacion de la membrana
Activacion de Ia bomba de Na* /H* $
Disminucién del pH intracelu} Transicion Gy— S
Activacion de la PLC-y
Activacion de 1a PKC Aumento en los niveles de AMPc
Aumento de Ca?*citostlico Hiperpolarizacita de 1a smembrana
A de la cc i6n relativa de pancresticas Transdocacion al micieo de protedn cinasas
Aumento de Ja convertasa del HGF Fosforilacion de 1a histona H1
Activaci6n de factores transcripcionales presentes: NFxB, PHF, stat3 Transcripeidn y traduccion del gene del HGF
Actividad aumentada del transportador de aminadcidos sistema A Activaciin de la cascada de transduccion de sefial del ALR
Activacion de receptores ;] adrenérgicos por norepinefrina Activacitn de los genes de 1a respuesta femprana retrasada (=201
Liberacion de "injurina” Receptor de HGF, c-met
Aumento en la protedlisis y activacia de) HGF Receptar de TGFa
Sintesis de factores transcripcionales LRF-1, y el inhibidor RL/F1 Proto-oncogenes, pS3, c-Ha-ras
Aumento plasmdtico de HGF de origen extrahepdtico Protefnas del ciclo celular, ciclina A
Aumento de 1a produccién de citocinas por células no Prote{nas nucicares, histona H3
parenquimatosas: TNF, IL-1, L1-6 Maquinaria de duplicacion, Olff ks 4
v _10)
Receplores citosolicos, IGFBP-1 Fase S
Tirosin fosfatasas, PRL-1 Duplicacion dei DNA
Protefnas estructurales, §-actina Aumento de TGFa
Factores transcripcionales, Egr-1 Aumento del factoe de transcripcion /EBP-au
Proto-oncogenes: ¢-os, ¢-jun y c-mve Disminucidn de! factor de transcripcitn CEBP-B



Cuadro 3. Categorias a las que pueden pertenecer los eventos
que ocurren en el higado regenerante,

Hepatectom{a parcial
d
Estrés quinirgico
Estrés por anestesia
Dailo tisular
Inflamaci6n
Coagulacién
Cambios en el flujo sangufneo
Aumento en las concentraciones de metabolitos sangufneos por gramo de higado
Aumento en la demanda metabdlica por hepatocito
d
Consecuencias del dafto ¢ inflamacion
Consecuencias de los cambios en el flujo sangufneo
Consecuencias del cambios en la concentracion de metabolitos y hormonas
Consccuencias de la saturacidn de vias metab6licas
$
Setales para inflamacién y reparacidn
Sefales para adaptarse al aumento de trabajo metab6lico
Seflales para proliferacién celular

Eventos desencadenados por las sefiales de proliferacion
Mecanismos de ajuste metabdlico
{
Cambios ocasionados por la proliferacion
(p. €j. debidos al paso por las fases del ciclo celular)
Cambios ocasionados por el aumento de la actividad metabdlica
d
Seilales para dar por terminada la respucsta proliferativa
Consecuencias de la reformacién de las estructuras




Antecedentes

LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO Y LA LIPOPEROXIDACION EN
SISTEMAS BIOLOGICOS

El oxfgeno empez6 a volverse un clemento importante en la atmésfera a partir de que I
evolucidn di6 lugar a las cianobacterias fotosfatéticas, con lo que se desarrollé una via
metabdlica de alta eficiencia, utilizando ta cnergfa luminosa para liberar los hidrégenos del
agua y formar poder reductor, con la formacién de oxfgeno molecular. El surgimiento del
oxfgeno como clemento dominante en la atmésfera Ie dié a la vida terrestre las
caracterfsticas con la que la conocemos actualmente, al abrir la posibilidad de que
aparecieran organismos heterétrofos cficientes cn el nuevo ambiente: los organismos de
respiracidn aerdbica, y al formar la capa de ozono que disparé un alto nivel de especiacion
permitiendo 1a vida fucra del agua. Pero paraddjicamente, al surgir esta temenda ventaja
para el desarrollo de la vida, surgié también un peligro inexistente hasta entonces: las
especies reactivas de oxfgeno como una fucnte potencial de dafio celular.

Como lo ha expresado Denham Harman: "Pareciera que la vida se origind como resultado

de las reacciones de radicales libres, selecciond estas reacciones para lh.vur a cnbo papclu.'

metabélicos y lucgo asegurd la evolucién emplesndolas para pcrmili u: muluuén yh
muerte.” (Harman, 1991).
Esta doble naturaleza de las especics reactivas de oxf;en  tiene como consecuencna que

estén presentes tanto en fenémenos de dafio cclulnr o tisular u)mn de funcionamiento

biol6gico normal. Algunos de tos efectos reponados p:u'a las Lspccncs reactivas de oxfgeno y
los productos de lipoperoxidacion se encucntran enlistados enel quadro siguiente (cuadro
4). El tipo de efectos obtenidos en general depende de lgS concentraciones de especies
reactivas de oxfgeno que se alcanzan. A concentraciones altas, los efectos que predominan
son los de alta reactividad inespecflica y dafio general, mientras que a concentraciones

moderadas puede esperarse un efecto mds selectivo y por lo tanto fisiol6gico.
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Cuadro 4A. Efectos téxkcas de los radicales
ibres de oxfgeno y sis derivadaa.

Hidroxilaciéa en las bases del DNA y rupturas de
| cadena scacills (Fasber et al, 1990)

del DNA (Cerutd, 198S)
" e iva de o
la membeana plasmatica (Younes, 1988)

Inhibicion de las enzi les glucosal
6-fosfatasa, UDP-glucuronil  transferasa  y,
citocromo P450 (Youncs, 1988).

Inactivacién d¢ la enzima gliceraldehido 3-fosfaw |
deshidrogenasa (Cochrane et al, 1988)

Aumento de la suscepribilidad a protedlisis en La
mayoria de las protefnas (Davies, 1987)

P y 1
inducidos pos ¢l i y
del DNA dafado oxilativamente
(Ceryuii, 1985)
Liberacion de " les por la
® o lipoperoxidativa de 505 Iy
(Younes, 1988)

Disminucion del transporte  elecudnico en
mitocondrias y microsomas (Younes, 1988)

Inhibicion de la piraci i ial
La inhibi directa del plejo de la
ATPasa (Cochrane et a), 1988).

E " de ¢ de "
(Zs.-Nagy, 1989)

Disminucion de la permeabilidad a potasio en
membranas (Zs -Nagy, 1989)

Aumenio de la fragilidad osindtica (Hencdetti cf
at, 1979)

Disminucion de bos niveles intracelulares de NAD
(Cerutti, 1985)

Pérdida de capacidad glucolftica y calda de los
niveles de ATP debido al efecto sinérgico de la
insctivacion de la gli 3-fosfato

y la disminion del NAD
(Cochrane et al, 1988).

Aumento del Ca2* y Na* intrucelular debido a la
calda en los niveles de ATP, ocasionando
lteraci del  citocsquel desequilibrio
dtico, activacién de y pérdida de
estructura celular (Cochrane et al, 1988)




Cuadro 4¢B. Algunm efectas  bloldgicos
reportad

Activacidn de la adenilato ciclasa (Baha et al,
1981).

I de la p bilidad mi 1
(Del Maeawso, [984)
Quimiotaxis de fib y ctlulis de
fidrosarcoma (Wach et al, 1987)
Bi de landil L
(Bruchhausen et ll. 1988)
Ouimi &b itos pol L

gacion plaquetari ferencia Davis)
Induccidn de factores c-fos, ¢

jun, c-myc, AP-§ y NI-xB (Crawford et al, 1988;
Devary et al, 1991; Schreck et al, 1991, Rao el al,
1993).

Activacion de 1a prolefn cinasa C (O Brian o ai,
1988).

Aumento en la rigidez de las bicapas lipfdicas
(1.Zs.-Nagy, 1989).

Activacién del factor Oxy R, de
i que regula la ion de genes
Imluddm por estrés oxidativo (Smn etal, 1990)

Activacidn de la  tanscripcion  de  genes
relacionados con el estrés  oxidativo en
mamllam. a tavés de la secuencia ARE
element) (Rush et al,

1991).

Estimulacidn de la expresion del gen de coldgena!
en fibroblastos. (Chojkier ct al, 1989; Geesin et
al, 1990, Geesin et al, 1991}

Vasodilatacién, relajacisn de musculo liso en
pulmones y traclo digestivo, conversion de la
seflal de excmcldn sexual en La ereccion del pene,
inhibicin de p i6n  inmune,
ision en la iacién a largo
plazo. Orido nitrico, NO, (Koshland, 1992)

Activacion de la fosfolipasa A2 (Gold; 1992).

Imﬁmﬁn de motilidad hiperactivada y reaccitn
des (Aitken y Fisher,

1994)

A dei pH intacelular y ¢ CaZ*, y
liberacién de 4cido araquidénico en células
amnidticas humanas (Ikebuchi et al, 1991)
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Activacion  de  la poh(Al)Pnhlu)smlcmsa,
enzima que modifica factoees

(Cerutli, 198%)




Ademds de reportes individuales de efectos en sistemas biol6gicos, se han sugerido diversas
hipiiesis acerca del papel bioldgico de las especies reactivas de oxfgeno (cuadro S). En
general consideran a las especics reactivas de oxfgeno como entidades capaces de ejercer

efectos espectficos y regulados en sistemas bioldgicos complejos.

exigene
Las estados prooxidantes en la célula pueden promover el crecimiento neopldsico de
oflulas inicladas. Es concebible que el mecanismo sea a través de Ia inducclén de un

grupo de genes prooxidantes, reminiscentes del sistemn SOS en bacterias (Ccrutti,
1985)

El envejecimlento y la muerte son eventos que se deben a la acumulacion de daito por
radicales libres en las mitocondrias de las células con diferenciacion terminal (Miquel,
1989)

Los radicales lipidicos peroxidados son capaces de ejercer control sobre la
proliferacién celular (Galeotti ¢t al, 1989)

Los estados hiperoxidantes son los responsables de disparar la diferenclacién en

microorganismos (Hansberg y Aguirre, 1990)

En cflulas altamente proliferativas (como célul, plisicas y fetales) el nivel de

mecanismos de def: tioxid debe se para evitar daiios genéticos
durante la duplicacién del DNA (Slater ct al, 1990)

Las especies reactivas de oxigeno podrian ser los inductores intracelulares de In
respuesta a stress o choque térmico ('heat-shock") (Becker et al, 1991)

Los radicales libres de oxigeno son ampliamente utilizados por las células como,
segundos mensajeros, en la activacién de factores transcripcionales (Schreck y
Baeuerle, 1991)




INTRODUCCION

El higado en regeneracién es un sistema bioldgico cuyas caracteristicas lo hacen
especialmente interesante para el estudio del manejo de las especies reactivas de
oxfgeno y sus productos de degradacién.

Por un lado, es un érgano sometido a gran demanda metabélica, la cual favorece lu
produccion de una mayor proporcion de especies reactivas de oxigeno. Y al mismo
tiempo, es un tejido proliferativo, en el que aumenta el riesgo de daiios oxidantes al
material genético. Pero por encima de todo, es un tejido adulto, normal, cuya
proliferacion es fisiolégicamente importante. Esto lo coloca en un sitio privilegiado
para probar la hipdtesis de que las especies reactivas de oxfgeno deben ser evitadas
en la divisién celular, la cual se fundamenta principalmente en datos obtenidos de
tejidos neopldsicos.

La solucién que tenga el érgano para esta situacién puede brindar informacién
importante acerca del significado bioldgico de las reacciones de radicales libres de
oxfgeno y la existencia de toxicidad por lipoperoxidacién en un modelo en el que la
viabilidad celular se infiere directamente de la supervivencia del sujeto

experimental.

Las aproximaciones experimentales al fenémeno hasta la fecha no han dado una
respuesta clara. Varios grupos independientes han observado un aumento de la
lipoperoxidacién en el homogenado del higado regenerante (Ueda et al, 1983;
Lambotte et al, 1989; Obata M., 1992). Sin embargo, también se ha reportado que
durante la regeneracién auvmenta la eficiencia microsomal para contender con las
especies reactivas de oxfgeno (Cockerill et al, 1983; Chesseman et al, 1986; Slater
etal, 1990). :
Debido a que los reportes no son directamente comparables por el hecho de que las

mediciones se realizan en muestras de distinto origen celular, decidimos realizar un
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estudio completo de la lipoperoxidacién en el higado regenerante, haciendo
observaciones en el homogenado total y en cinco fracciones subcelulares:
mitocondria, citosol, microsomas, membrana plasmética y nicleo, a varios tiempos

durante las primeras 48 h post-hepatectomfa,

Considerando que las especies reactivas de oxfgeno y los productos de lu
lipoperoxidacion son tanto consecuencias metabdlicas como sefiales moleculares, es
posible que puedan estar actuando como un vinculo entre los ajustes bioquimicos al
déficit funcional y los mecanismos de proliferacion.

Este trabajo brindard una primera aproximacidn para observar si existe alguna
relacion entre la concentracién de especies reactivas de oxfgeno y el fenémeno de

regeneracién hepética, que pudiera interpretarse como favorable a esta hipétesis.
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MATERIALES Y ANIMALES EXPERIMENTALES

Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de entre 230 y 280 g de peso, de aproximadamente
10-12 semanas de edad, obtenidas del Bioterio del Instituto de Fisiologfa Celular. Tanto
antes como después de la hepaiectomfa fueron alimentadas ad libitum con alimento
comercial estdndar para rata (Lab Diet, Richmond) y agua. Durante su pesmanencia en ¢l
bioterio se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. Fueron llevados al laboratorio
un dfa antes de su tratamiento, en donde también estaban bajo el régimen diurno de luz-
oscuridad. Se mantuvieron en jaulas limpias, con no mds de 4 animales por jaula. Al iempo

de su uso experimental los animales aparecfan en buen estado de salud.

Reactivos
Todos los reactivos tuvieron las caracterfsticas de alta pureza requeridas para su uso, El
dcido tiobarbitdrico, sacarosa, EGTA (dcido e!ilenglicol hiq-tcuncético), albimina, Trizma®

base, Percoll®, tritén X-100, reactivo de fenul Fohn—Clocnlu.au, cl tetractoxipropano y ¢l

luminol, fueron comprados a Sigma Co (St Louls Mlssoun;‘ EUA. ) El tetracloruro de
carbono, 4cido acético, metanol, cloroformo, élcr_elﬂlc_o. cgl_nlo de amonio, ciclohexano,
cloruro de potasio, 4cido cftrico, tartrato de sodib '}'Vrkpmnsi'o. deido clorhfdrico ¢ hidrdxido
de sodio provinieron de Baker (Xalostoc, México). El pentoburbital sGdico (Ancstesalm),
fué adquirido dec Smith Klinc, México. El n-butanol y Ja piridina fueron de Mallinckrodt
(Paris, Kentucky, E.U.A.). B

Soluciones :

Las soluciones se prepararon en agua destilada 'y desionizada, y en gencral fucron
mantenidas a4° C. -

Buffer A (solucidn de fraccionamicnto): Sucnrosa "25 mM Tns/HCl l() mM, pH 74,
seroalbimina bovina al 0.2 %, EGTA 0.3 mM
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Buffer B (solucién para obtencién de membrana plasmética): Sacarosa 250 mM, Tris’HC1 10
mM,pH75S.

Buffer C (soluci6n de incubacién de mucstras para la reaccién del dcido tiobarbitdrico):
Tris-HCI 150 mM, pH 7.4

Buffer para aislamiento de nucleos: citrato-tritén 2.5 %-0-14%, citrato al 2.5%-sacarosa
0.88 M, citrato 2.5%-sacarosa 0.25 M.

Solucidn fcida para la reaccion del 4cido tiobarbitirico: dcido acético al 20% v/v, pH 3.5,
Solucion para estabilizar ¢l cromdforo en la reaccidn del dcido tiobarbitiirico: KCl al 1.2%
wiv.

Mezcla de reaccién para medir quimioluminiscencia preparada al momento de usarse con:
Acetato de amonio 0.5 M pH 10.5, 50 m!.

Cloruro de cobalto CoCl; § mM, 50 !

Luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina- 1 ,4-diona) 5 mM en Na;CO3 0.1 M pH 10.5, 10 p!

METODOS

Métodos quirirgicos. I )

Las cirugfas se realizaron bajo anestesia de éter, observando los cuidados nccesarios en
cuanto a asepsia y hemostasis. :

El grupo de animales control se sometié a lup:'xrolomm,'consistenle en una incision
longitudinal del abdomen (~3 cm), exposicién y manipulacifn del higado y sutura.

La hepatectomfa parcial de! 70% se realizé de acucrdo con la técnica originalmente descrita
(Higgins y Anderson, 1931), ligando primero la base del I6bulo medio, y realizando su
remocidn quirdgica, repitiendo el procedimiento de ligadura hemostética y corte con el
I6bulo lateral izquierdo.

Las hepatectomfas parciales de menos del 70% se realizaron retirando 6bulos espectficos:
hepatectomfa del 10% : 16bulo central derecho

hepatectomfa del 30%, 16bulo lateral izquierdo
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hepatectom{a del 50%, I6bulos central derecho y lateral izquierdo.

Estos I6bulos fueron seleccionados en base al andlisis de su contribucion promedio a la masa
hepética total y su accessibilidad quinirgica.

Los animales fueron sacrificados 3, 6, 12, 24 o 48 h después de la cirugfa, por medio de una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sddico, y desangrados por decapitacion,

Administracién aguda de tetracloruro de carbono
Los animales recibicron una dosis de tetracloruro de carbono de 2 ml por kilogramo de
peso, administrada por vfa intragdstrica. en una dilucién de 1:4 en aceite vegetal, lo que

equivale a un volumen ~2 ml. Los animales control recibi 2 ml del vehfculo (aceite

vegetal) por v(a intragdstrica.

Fraccionamiento subcelul

Inmediatamente después del sacrificio, el hfgado se disec6 y se lav6 varias veces en buffer A.

Despuds se cortd finamente y se coloc6 en un volumen de 25 ml de buffer A, procesindose

inmediatamente en ¢l homogenizador. Del homogenado se tomé una alfcuota para las
determinaciones y lo demds sc sometié a centrifugacién diferencial para obtener las
fracciones subcelulares.

El protocolo de centrifugacicn diferencial se realiz6 en una Centrfuga Sorvall, rotor Sorvall
$834, de 108 mm de radiv y una Ultracentrffuga Sorvall, rotor Beckman 50 Ti , de 80.8 mm
de radio.

El homogenado sc centrifugd a 1,500 g durante 15 min. El precipitado de esta primera fase
se utiliz6 para obtener las fracciones de membrana plasmdtica y miclcos.

El sobrenadante se centrifugd a 7,000 g durante 15 min y a 12,000 g durante 10 min,

Los precipitados de ambas centrifugaciones, correspondientes a la fraccién mitocondrial, sc
resuspendieron nuevamente cn buffer A, lavdndolos una vez més a 12,000 g durante 10 min.

El sobrenadante libre de mitocondrias se someti6 a una ultracentrifugacién a 100,000 g
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durani | h, para precipitar la fraccion microsomal, comrespondiente a vesfculas del retfculo
endopltsmico. E! sobrenadante obtenido se designd como fraccién citosdlica,

La fraccién de membrana plasmdtica se preparé mediante una técnica de centrifugacion en
gradiente de Percoll (Loten y Redshaw-Loten, 1986).

El precipitado proveniente de la centrifugacion del homogenado (1,500 g) se resuspendi6 en
20 ml de buffer B, agregdndole Percoll y sacarosa 2 M para alcanzar proporciones
voluméuicas de 1:0.13: 0.02 respectivamente. Dicha suspension se centrifugé a 35,000 g
durante 20 min. La banda formada cerca de la boca del tubo se colectd cuidadosamente y se
resuspendié de nuevo en la mezcla de buffer B-percoll-sacarosa agregéndole ademds CaCly

para alcanzar una concentracién final de 1.3 M, con el fin de precipitar el DNA.

La fraccion nuclear sc obtuvo mediante la wcenica del dcido cftrico (Reiners y Busch, 1980).
El precipitado de Ia centrifugacién a 1,500 g se resuspendié en dcido cftrico al 2.5 %-Tritén
X-100 al 0.14%, centrifugando a 1,500 g durante 10 min. Este lavado se repitié una vez

mis, y el precipitado obtenido se dié en sucarosa 0.25 M-dcido cltrico al 2.5 %,

filtrdndolo después con gasa para eliminar las fibras de tejido. La fraccién nuclear se obtuv'él :

centrifugando esta suspension a través de un colchén de sacarosa 0.88 M-fci o ctri 0 al
2.5% a 1,500 g durante 10 min. Los nicleos asf obtenidos se lavaron fvarkixgs veees en buffer

A para quitar el exceso de sacarosa, que podrfa haber interferido con lus determinaciones.

La identidad y pureza de las fracciones asf obtenidas se comprobd mediante determinaciones
de actividades enzim4ticas cspecfficas: glucosa-6-fosfatasa, para fraccion microsomal;
citocromo oxidasa para mitocondra; 5°-nucleotidasa para membrana plasmdtica; lactaw
deshidrogenasa para fraccién citos6lica. En todos los casos, la contaminacién con

actividades enzim4ticas no cspecfficas, se mantuvo por debajo del 10%. La fraccién nuclear
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se determind por cuantificacion de DNA. Las muestras s¢ mantuvieron en hielo durante todo

¢! procedimiento y las centrifugaciones se realizaron también a 4 °C.

Muestras de otros 6rganos

Para los experimentos en los quc se midicron los niveles de lipoperoxidacién en 6rganos
extrahepdticos se realizaron hepatectomfas del 70% o laparotomfas y s¢ tomaron muestras
de hfgado, cerebro, mucosa gdstrica, pulmén y rifién.

Los 6rganos se disectaron y homogenizaron de la misma forma que el higado, De los
homogenados se tomaron alfcuotas y el resto se centrifugé a 1,500 g durante 10 min, 12,000
£ durante 15 min y 100,000 g durante 60 min descartando los precipitados. El sobrenadanie

s¢ designoé como fraccion citosélica.

Todas las muestras s¢ congelaron inmediatamente despuds de obtenerlas y se mantuvieron
congeladas hasta su uso. Dos ciclos de descongelaci6n-congelacién fueron ¢l méximo

permitido al tiempo de las determinaciones bioqufmicas.

Determinacitn de lipoperoxidacién

La lipoperoxidacion se determind mediante dos tcnicas independientes: la reaccion del
dcido tiobarbitirico para cuantificacién del digidehfdo malénico y la determinacién
espectrofotométrica de las dobles ligaduras tpicas de dicnos conjugados (ver apéndice 2,
para la explicacion de la teorfa implicada en los métodos de deteccién).

La cuantificacién de dialdehfdo maltnico se realiz6 con la téenica del dcido tiobarbitirico,
medida espectrofotométricamente (Buege y Aust, 1978) con algunas modificaciones al
método original (Hemdndez-Mufloz ct al, 1984). Se utilizaron 3 mg de protefaa por cada
muestra, dilufdas en buffer C. Las muestras se incubaron a 37° C durante 30 min, despuds de
To cual se tomé una alfcuota de 0.4 ml y se agregd a un tubo que cpntcnfn 1.5 ml de 4cido

tobarbitdrico al 0.8%, 1.5 i de dcido acético al 20%, pH 3.5 y 0.5 ml de agua desiilada y

2



se determind por cuantificacién de DNA. Las muestras s¢ mantuvieron en hielo durante todo

el procedimiento y las centrifugaci se reali bién a4 °C.

Muesiras de otros érganos

Para los experimentos en los que se midicron los niveles de lipoperoxidacion cn 6rganos
extrahepdlicos se realizaron hepatectomfas del 70% o laparotomfas y s¢ tomaron muestras
de higado, cerebro, mucosa gdstrica, pulmén y riftén.

Los 6rganos se disectaron y homogenizaron de la misma forma que el hfgado. De los
homogenados se tomaron alfcuotas y ¢l resto se centrifugd a 1,500 g durante 10 min, 12,000
£ durante 15 min y 100,000 g durante 60 min descartando los precipitados. El sobrenadante

s¢ designé como fraccién citosdlica.

Todas las muestras s¢ congelaron inmediatamente después de oblenerlas y se mantuvieron
congeladas hasta su uso. Dos ciclos de descongelacidn-congelacion fueron ¢! mdximo

permitido al tiempo de las determinaciones bioquimicas.

Determinacién de lipoperoxidaciin

La lipoperoxidacidn se determind mediante dos técnicas independientes: la reaccién del
4cido tiobarbitirico para cuantificacién del dialdehfdo maldnico y la determinacién
especirnfotométrica de las dobles ligaduras Upicas de dicnos conjugados (ver apéndice 2,
para la explicacién de la teorfa implicada en tos métodos de detecci6n).

La cuantificacion de dialdehfdo malénico se realizé con la téenica del dcido tiobarbitirico,
medida espectrofotométricamente (Buege y Aust, 1978) con algunas modificaciones al
método original (Hemdndez-Muiloz et al, 1984). Se utilizaron 3 mg de protefna por cuda
muestra, dilufdas en buffer C. Las muestras se incubaron a 37° C durante 30 min, despuds de
Io cual se tom6 una alfcuota de 0.4 ml y se agreg6 a un tubo gue contenfa 1.5 ml de ﬂcidn‘
tiobarbitdrico al 0.8%, 1.5 il de 4cido acético al 20%, pH 3.5 y 0.5 mt de agua destilada y
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desionizada. Los tubos sc someticron a ebullicion durante 45 min, s¢ enfriaron y se les
agregé 1 mi de KCI al 1,2% para estabilizar el color. El croméforo se extrajo en piridina-
butanol 1:15 y s¢ leyd a $32 nm conira un blanco de reactivos.

La concentracién equivalente a nmoles de dialdehfdo malénico se calcul$ utilizando un
cocficiente de extincién molar de 1.56 x 10¥/nmolascm, basado tanto en los valores
reporiados como en una curva patrén realizada con un estdndar de 1,1,3,3
tetractoxipropano.

La determinacitn de dienos conjugados se realizé conforme a un protocolo bicn establecido
(Recknagel y Glende, 1984), extrayendo la fraccion lipfdica de las muestras en 3 mi de
solucifn de Folch (cloroformo-metanol 2:1), ¢vaporando bajo una corricnte de nitrégeno

.

para impedir la oxidacién y P do en cicloh > para  leer

espectrofotométricamente la absorbancia a 233 nm contra un blanco de ciclohexano.

Determinacién de radicales por quimioluminiscencia

La presencia de especies reactivas de oxfgeno se determiné por medio de
quimioluminiscencia con luminol, segin métodos reportados en la literatura (Cadenas y Sies,
1984). Se usaron 100 pl de una dilucidn de tas muestras a 60 pg/ml en 4 ml de ba mezcla de
reaccidn (ver soluciones). La determinacién se realizd en un contador de centelieo lfquido,
cuantificando la emision a 450 nm. Cada muestra se leyé un promedio de S veces a
intervalos regulares, para determinar en qué momento s¢ alcanzaba el maximo de reaccidn.

Los valores maximos son los que se consideran ¢n los resultados

Otras determinaciones
Las determinaciones de protefna se hicieron de acuerdo al método de Lowry (Lowry et al,
1951) en muestras dilufdas 1:400. Para determinar la significancia estadfstica se usé la

prucba "1" de Student.
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RESULTADOS
Cinética de WUpoperoxidacién y radicales libres

Lipoperoxidacién en el higado después de hep fa del 70%
Encontramos  que los valores basales de lipoperoxidacién son afectados por los
procedimicntos de ia y cirugfa aplicados a los animales, como ya ha sido reportado

(Tsai et al, 1992). Los valores de dialdebfdo mai6nico en el homogenado del higado de un
animal intacto son de 2.95 nmolas de dialdehfdo mal6nico por mg protefna, mientras que los
valores de un animal laparotomizado bajo anestesia de éter y sacrificado por sobredosis de
pentobarbital 24 h después aumentan hasta 4,44,

Por esta razo6n, en cada experimento s¢ incluyeron animales laparotomizados como control
de tos que eran sometidos a hepatectomfa, y es en la comparacién entre ambos grupos en
donde se observan los cambios que nos interesan.

Los resultados de las determinaciones de dialdehfdo maldnico se muestsan ¢n la Tabla 1, y
cn la Figura 1. en esta dllima expresados como porcentajes sobre ¢l control. Los resultudos
de dienos conjugados aparccen en la Tabla 2 y 1a Figura 2.

En el homogenado total de los higados provenicnics de snimales- hepateciomizados se
observa un aumento en los valores de dialdehfdo ma)dnﬂqq, qujq‘ s 'iqiéia alas 12hyllegaal
méximo 24 h post-hepatcctomfa (-4 veces), A las 48 hyu o s nﬁiéfvn ninguna diferencia
con 1os contsoles. . '

En las determinaciones de dienos conjugados no se observar diferencias cstadisticamente
significativas en el homogenado, aunque se advierte .una tendencia hacia el comportamiento

observado en la concentracién de dialdehfdo malénico.

Localizacién en fracciones subcelulares
El incremento cn la lipoperoxidacion se cncuentra, imcresan_le_menie.’ distribuido
hewerogencamente entre las fracciones subcelulares, estando rcsv.ringidu a las fracciones

citostlica y de membrana plasmética.
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En el citosol, exist un gran aumento en los valores de dialdehfdo malénico desde las 6 h
post-hepatectom(a, que alcanza su mdximo a las 12 h von valores de hasta 25 veces los del
control, a las 24 h estd 5 veces por encima del control y a las 48 h la diferencia con el
control se vuelve estadisticamente no significativa. También existe un aumento en los
valores de dienos conjugados a las 12 y 24 h post-hepatectomfa.

La fraccin de membrana plasmilica muestra un aumento significativo en dialdehldo
malénico a fas 3 h post-hepatectomia, que deja de apreciarse a fas 6 h. A las 12 h existe un
aumento considerable (~8 veces), que se manticne a las 24 y que nuevamente desaparece
para volverse estadisticamente no significativo a las 48 h. Los valores de dicnos conjugados
en la fraccién de membrana plasmatica, sin embargo, no muestran diferencias signiticativas
con los controles a ninguno de los tiempos observados.

La concentracion méxima de dialdehfdo mal6nico encontrada en la membrana plasmdtica es
50% mayor que la del citosol. Sin embargo, dado que la membrana posee valores basales de
lipoperoxidacidn m4s altos, el incremento con respecto al control es mayor cn la fraccién
citosélica.

En la fraccidn microsomal, los valores de dialdehfdo maldnico disminuyen de maners
estadisticamente significativa a las 6 h post-hepatectomfs, y a los demds dempos no
presentan cambios con respecto a los controles. Los valores de dicnos conjugados muestran
un aumento estadisticamente significativo a las 24 h.

La fraccién mitocondrial presenta valores de lipoperoxidacién notablemente constantes
durante todos los liempos determinados y no existen diferencias con respecto al grupo
control, wnto en las determinaciones de dialdehfdo mal6nico como en fa cuantificacién de

dienos conjugados.

La fracci6n nuclear, por el contrario, muestra una gran dispersién cn los valores, y no s¢

observan diferencias estadfsticas entre los nniniélves;qbr‘ilko .y los " hepatectomizados a

ninguno de los tiempos.
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Especies reactivas de oxigeno en ¢! higado después de hepat ia del 70%

Con la técnica di: quimioluminiscencia del luminol para radicales libres, se midi6 la
concentracion relativa de especies reactivas de oxfgeno cn las distintas muestras. Los
resuitados se presentan en la Tabla 3 y en la Figura 3.

La concentracién de especies reactivas de oxfgeno no se enacuentra aumentada en el higado
de los animales hepatectomizados, sino que incluso es clara una tendencia general a la
disminucion.

E1 homogenado total muestra valores significativamente menores a Jas 12 h,

Esta disminucién parcce reflejar la disminucidn en In fraccion citosélica a las 3, 6 y 12 h
post-hepatectomfa. ;

La fraccién microsomal y la fraccién de mcmbru.na plasmética presentan’ valores. de

quimioluminiscencia disminufdos a las 6 h post-| ht,pau.cmmfa.

En las fracciones nuclear y mitocondrial no se observa I

En conjunto, s¢ observa un aumento en la hpopemxxdacxﬁn hepduca en la.s pnmeras 48 h
post-hepatectomfa, a pesar de que las especies reactivas de oxfgeno no se encuentran
aumentadas ¢ incluso estdn disminufdas en el citosol.

& (1, Py

Lipoperoxidacién en el modelo de regeneracién h por icacién aguda con

tetraclorure de carbono.

En animales sometidos al modelo agudo de intoxicacidn con lcimclorum de carbonn se
midié la concentracién de dialdehfdo mal6nico en el homogenado total de’ higado y las
fracciones subcelulares a tres tiempos despucs del tratamiento: 24, 48 'y-72 h, Los datos s¢
muestran co la Tabla 4 y Ia Figura 4. L

Los valores de lipoperoxidacién de los controles son muy similms a los observados en el

modelo de hepatectomfa parciul.
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En los animales tratados con CCly existe un aumento en la lipoperoxidacidn del
homogenado que aparece desde las 24 h, alcanza un mdximo a las 48 (~6 veces sobre el
control) y desaparece para las 72 h.

Bucna parte de cstc aumento s¢ encucntra localizado tambi¢n en las fracciones citosélica y
de membrana plasmftica, aunque se¢ observan aumentos importanics en los valores de las
fracciones nuclear y microsomal.

Tanto en la fraccion citosélica como en la de membrana plasmética se alcanza un aumento
de aproximadamente 7 veces a las 48 h.

En la fraccién microsomal hay un ligero aumento (~70%) a las 48 h.

En la fraccion nuclear la lipoperoxidacion alcanza valores de dialdehfdo malénico S veces

superiores at control 4 las 48 h y siguc aumentada todavfa a las 72 h.

Aunguc no podemos comparar con certeza las cinéticas de lipopcroxidaciﬁn en ambos

modelos, es posible reconocer un patrén similar con un desfasamicnto de 24 h,

Los valores mdximos de dialdehfdo maldnico en el homogenado fueron similares en ambos
modelos de regeneracion (~16 nmolas de dialdehfdo malénico por mg protefna).

En cambio, los valores mdximos de lipoperoxidacion cn la fraccion citosélica y membranal
del modelo de tetracloruro de carbono fueron claramente menores a los observados en el
modelo de hepatectomfa.

Por el contrario, los valores de dialdehfdo malénico en la fraccién nuclear fueron
significativamente mayores en los animales tratados con CCly que en los hepatectomizados,

a pesar de la gran dispersion de estos ltimos.

Lipoperoxidacién en hepatectomfas parciales de distinta magnitud
Se¢ determiné la lipoperoxidacién, por concentracién de dialdehfdo mal6nico, en

homogenado total y fracciones subcelulares del hfgado de animales a los que se les
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practicaron hepatectomfas det 10, 30 y 50%. Las determinaciones se realizaron a las 24 h

post-hef fa. Los st [ enlaTabla 5.

Las muestras provenientes de animales con hepatectomfa del 10% mucstran vul()rﬁs de
dialdehfdo maldnico esencialmente idénticos a los de los animales control,

Los hfgados de animales que fueron sometidos a hepatectomfa de! 30% mucstran una
disminucion (-50%) significativa en los valores de dialdehfdo mal6nico de la fraccion
citosdlica.

En el homogenado y la fracci6n citos6lica de ratas con hepatectomfa del 50%, los valores de
dialdehido malénico se incrementan en un 100% e relaci6n a los animales control,

No se encontraron diferencias con el control en ninguna de las demds fracciones subcelulares
observadas, i

En la Figura 5 sc muestran los perfiles de dialdchfdo maléniéo en cl hbmbgcnadu citosol y

membrana plasmdtica de los higados de animales sometidos a hepalcclomfa del l() 0ys50y
70%. Es notable que los aumentos en la lipoperoxidacién rcquicrcn ‘de 'un umbral de mds de
40% de pérdida de masa hepdtica para presentarse. Estos aumentos s¢ manifiestan solamente
en citosol en la hepatectomfa del $0%, y en citosol 'y membrana plasmdtica ¢n la

hepatectomfa del 70%.

Especificidad del fendmeno en el organismo
Se midid la concentracién de dialdehfdo mal6nico en otros 6rganos del animal
hepatectomizado, a fas 24 h después de hepatectomfa del 70%, con el fin de establecer si el

fenémeno de lipoperoxiducion at ia cra una resy general del organismo a la

pérdida de una fraccién de un 6rgano vital o una respuesta organo-especffica. Los resultados
se muestran en la Tabla 6 y Figura 6.
Los valores de lipoperoxidacién basal presentan variaciones entre los distintos 6rganos, con

el rifién y el cerebro con valores mayores, después el pulmén y el higado, y la mucosa
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gistrica con los valores méds bajos. Estos Itados de lipoperoxidacion diferencial por
p

wejido coinciden con reportes en otros modelos experimentales (Dillard y Tappel, 1988),
En el homogenado de los érganos extrahepdticos obscrvados los valores de lipoperoxidacion

de los animales hepatectomizados no ltaron distintos del control, excepto por un ligero

aumento en el rifién, probablemente no significativo (p <0.1).

En la fraccion citos6lica, sc observan aumentos cn lipoperoxidacion debida a lo
hepatectomfa, en el rifién y la mucosa gdstrica, con un aumento del 10% en relacién al
control. Al iempo de 24 h, el aumento de lipoperoxidacion en el citosol del higado cs del
500%.
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Tabla 1. VALORES DE LIPOPEROXIDACION EN FRACCIONES SUBCELULARES DURANTE LA REGENERACION
HEPATICA. La lipoperoxidaciin fué medida como concentracidn de productos aldehidicos de ficidos grasos poliinssturados.
Los datos se expresan como equivalentes a nmoles de dialdehido malénico por mg de proteine.

Homogenado

Mitocondrias

Citosol

Microsomas

Membrana

Niicleos

- Ao EN--N e NE--Ne

=0

--Heo bR

z=0

5452178 (5)-

3 horas 6 horas

363+054(4) 391073 @)

3.13+0.59(8) 7332 1.38(10)

1362022 (3) 1.13£0.134)
1.10+0.09 (6) 0.90+ 0.09 (4]

076009 (3) .
076+ 0.18 (6)

1772026 (3)
2.01 = 0.27 (

731£250(@8) s, 08 + 1.88 (7)

073*009(4);‘
60

12 horas

3.89+0.64 (10)
773+ 1.60(14) e

1.02£0.28 (10)

0.98 £0.15 (18)

0.5320.14(11)

©12.21 335(18) &

45 048 (10)

 393:|69(!|)

11.20+4.88(18) '

583:694(17)-'

24 horas

4442037(7)
1647 £395(11)e

1.2420.03(3)
1.20+0.14 (6)

1.39£0.27 (6)
784+207(13) ¢

229+030(3)
2.22+0.35(6)

30220477
1747361 9) &

4.112059(2)
4.77£097(3)

48 horas

5.3220.98 (6)
353£045(9)

1.20£0.02(2)
1.3320.14(5)

0.87+£0.37(6)
220+0.81(9)

1.77£0.10(2)
1.7920.36 (5)

2.12+1.01(5)
4.66 = 1.78(9)

ND.
ND.

Significancia estadfstica por prueba de "t" de Student, entre controles y hepatectomizadas:
0 p<0.10,ep<0.05, ¢ p<0.01, # p<0.005, & p<0.001;: N.D.: no determinado.

33




Figura 1. Cinética de la lipoperoxidacion, medida por dialdehido malénico, en o
homogenado total y fracciones subcelulares del higado de animales sometidos a
hepatectomia del 70%. Los datos estdn expresados como valores relativos al control,
tomando éste como la unidad. El drea punteada representa el rango de valores control a
todos los tiempos observados, considerdndolo como el promedio = desviacidn estdndar.
Nétese que las escalas varfan para cada fraccién.
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Lipoperoxdacién (veces sobre el control)

Homogenado

Microsomas

Citosol

Mitocondrias

Ntcleos: .
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Tabla 2. VALORES DE LIPOPEROX!DACIQN, MEDIDA POR DIENOS CONJUGADOS EN FRACCIONES
SUBCELULARES DURANTE LA REGENERACION HEPATICA. Los dienos conjugados fueron medidos como densidad
Gptica a 233 nm de Ia fraccién lipidica de las muestras. Los datos se expresan como wnidades de densidad Gptica por mg de

proteina.
3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 honas

Homogenado C 0325+0.119(3) 0.059:0.110(2) 0.159 (1) 0.1431£0.031 (3) 0.137(1)

H 0.163£0.034(6) 0.099+0.031(5) 0288:0082(4) 0.17620.038(5) 0.1640.045(9)
Mitocondrias C 0.173+£0007(2) 0.079+0001(2) 0.285:0069(3) 0.113+£0005(2) ND.

H 0134£0020(4) 0.078+0.004(5) 0212+£0026(7) 0.169+0044(4) ND.
Citosol C 0.143+0011(2) 0032+0008(2) 007820018(4) 0.08520019(3) 0.058+0.006(2)

H 0.14420017(4) 0047+0003(4) 0210+0026(8)e 0.18020.029(5)» 0.08720.018(5)
Microsomas C 0264 20.039(2) 0.I191=0037(2) 0308+0069(4) 0229:0012¢4) 0.226+0.004(2)

H »_0.31_0“ - O 0.129+0015(5) 0.508=0.115(5) 0.35220.040(5)» 0214:0.030(5)
Membrana C 044850012 (2) 0.44720083(2) 0096200313 0.137£0086(3) 0.132(1)

H 0429=0.090(3): 0314=0023(4) 0.142+0030(8) 0667+0305(3) 021320.019(5)
Nicleos C 0.149+0.005 (25 . 0.298+0.182(2) 0213+0035(4) 0.660+0382(2) ND.

H 0.178+0024(2) 02210051 (4) 0229:0082(5) 0.181=0059(3) ND.

Significancia estadfstica por prueba de "f" de Student, entre controles y hepatectomizadas:
e p<0.05. N.D.: no determinado.
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Figura 2. Cinética de la lpoperoxidacién, medidas por dienos conjugados, en ¢l
fhomogenado total y fracclones subcelulares dcl higndo de animales sometidos a
hepatectomia del 70%. Los datos estdn expresados como valores relativos al control,
tomando éste como la unidad. El drea punteada representa el rango de valores control a
todos los tiempos observados, considerdndolo como ¢l promedio = desviacidn estdndar.
Nétese que las escalas varfan para cada fraccién.
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Dienos conjugados (veces sobre el control)

tiempo post—hepatectomia L‘,ﬂ,(h,Or'GZS)

Homogenado Microsomas
i r. }\é\
R B .V A
- ¢
Citosol Membrana
[
4
J T >
L 1 oA @

0 12 24 38 48
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Tabla 3. VALORES DE RADICALES ENDOGENOS EN FRACCIONES SUBCELULARES DURANTE LA
REGENERAC‘K)N HEPATICA. Los radicales fueron medidos por quimioluminiscencia con luminol. Los datos se expresan
como cpnv 100,

3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
Homogenado C 133£035(3) 1.72+£0.23(2) 093 +006(2) 1.97+0.59 (3)
H 1.30x0.28(6) 1.3720.25(5) 0.5420.13(4)0 298 £0.39(5)
Mitocondrias C 052+0.11(2) 046 +0.00(2) 0.61 £0.05(2) 0.63+0.00(2)
H 055004 (4) 0.46+0.02(5) 0.58 £0.03 (5) 0.56 £ 0.04 (4)
Citosol C 127x0.15() 0.89=0.02 (2) - 1.3820.12(3) 1.48+033(3)
H 088+0.10 @0 050+005(4)s 0.712007(6)s 1.19£007(5)
Microsomas C 0.69+£004(2) 0.99 +0.05(2) 0.69+0.02(2) 1.45+0.51 (2)
H 069+0.054) 068x003(5)& 063=2005@4) 1.22+£0.19(9)
L Membrana C 0540112 1.1320.03(2) 0.83+002(3) 087+0.13(3)
B : . H 04920.02(3) 095+007@)0 056=0.14 5) 0.79+0.144)
. C ‘0‘.39;4-; 0.04 (2) 0.36+0.02 (2) 0.44 = 0.00(2) 0.63+0.01 (2)
H. 06820.19(3) 0442001 (@)e 046+004(4) 0.59+0.07(3)

Signiﬁcaﬁ§ia estadistica por pméba de " de Student, entre controles v hepatectomizadas:
0 p<0.10,# p<0.05, & p <0.005.

39



Figura 3. Cinética de los valores de radicales libres medidos por quiniioluminiscencia,
en ¢l homogenado total y fracciones subcelulares del higado de animales sometidos a
hepatectomia del 70%. Los datos estin expresados como valores relativos al control,
tomando éste como la unidad. El drea punteada representa el rango de valores control a
todos los tiempos obscrvados, considerdndolo como ¢l promedio + desviacién estdndar.
Notese que las cscalas varfan para cada fraccitn,
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ia (veces sobre el control)

iniscenc

.

Quimiolum

-

tiempo post—hepatectomia (horas) -

Homogenado

Microsomas

%
Y

Membrana

Citosol

Mitocondrias

s

I

R4

112
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Tabla 4. VALORES DE LIPOPEROXIDACION EN FRACCIONES SUBCELULARES DURANTE LA REGENERACION
HEPATICA SUBSECUENTE A INTOXICACION AGUDA CON CCly. La Npoperoxidaciin fué medids como concentraciin

de productos aldehidicos de fcidos grasos poliinsaturados. Los datos se expresan como equivalentes a amoles de dialdehido
maldnico por mg de proteina. C= control, T= tratada con CClg

24 horas 48 horas 72 horas
Homogenado  C 268+054(4) 25920252  4.592042(2)

T 10062 158(6)8 1679+293(5) 4 5.9320.56(3)
Mitocondrias C 1.11:026(4) 200+0.25(2) 1.5 +£0.49(2)

T 1702038(6) 2012023(5)  1672072¢5)
Citosol C 1152029(4) 075:048(2) 22421440

T 369+072(S)e 7.17:196(5)e 1.322£038(5)
Microsomas C 286+085()  2162036(2) . 3742172(2)

T 3362016(6) -385:054(5 220326)
Membrana € 234+0304) 362074Q)

© T 5902079(4) .26:107(5); 3

Niicleos C ; X : ;

T 9813047 (50 830»!82(5)- 15*094(5)-

Significancia estadistica por prucba de "1” de Student, entre contmles y hepalec(omlzadas
0p<010 ®p<0.05, ¢ p<0.01, & p<0.005, & p<0.001.
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Figura 4. Cinética de la lipoperoxidacién, medida por dialdehido malénico, en e
homogenado total y fracciones subcelulares del higado de animales sometidos a
intoxicacién aguda con tetracloruro de carbono. Los datos estin expresados como
valores relativos al control, tomando éste como la unidad. El 4rea punteada representa ¢l
rango de valores control a todos los tiempos observados, considerdndolo como el promedio
+ desviacién estdndar. Nétese que las escalas varfan para cada fraccién,

43



Homogenado Microsomas
1 vy’

Membrana

| dion ] 10

N

.

Lipoperoxidacién (veces sobre el control)

Mitocondrias

tiempo después del trdtémlento (horcs)



Tabla 5. VALORES DE LII’pPl-:ROXlDACION EN FRACCIONES SUBCELULARES HEPATICAS A 24 HORAS
DESPUES DE HEPATECTOMIAS DE DISTINTAS MAGNITUDES. La lipoperoxidacion fué medida como concentracin de
productos aldehidicos de ficidos grasos poliinsaturades. Los datos se expresan como equivaleates 8 nmoles de dialdehide
malénico por mg de proteina. C= control, H= hepatectomizada

controles 10% 30% 50% 0%

Homogenado 48220339 375+£0924) 543+0224) 1006+ 179 (6)e 1647 2£3.95(11)e

Mitocondrias 3722077 (4) 4.13+091(5) 295+0.79(5) 2.14+0.78(6) 2.52+0.93(5)

Ciﬂosol . 1.38 20.27‘(4)‘ - ‘0.77 +=0.20(5) : 2921068 (6) 1) 584+125(13)

Microsomas - 6.734047(8) - 5512090(5) 543£100(6) 6102152 (5)

Membrana - 3034057(8) 295=051(5).  257+054(5) 17472361 9) &
Niicleos”~ 3352 LI8()  2415064(5)  454s120(6) - 477097()
Significancia esﬁdiqu rpmcba de 1" de Student, entre controles y hepatectomizadas:

0 p<0.10,0 p<0.05, ¢ p<0.01, & p<0.005.
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Figura §. Cinética de la lipoperoxidacién, medida por dialdehido malénico, en ¢
homogenado total, cltosol y membrana plasmdtica del higado de animales sometidos a
hepatectomias del 10, 30, 50 y 70%. Las barras ascuras representan los valores del grupo
de animales control, sometidos a todas las manipulaciones quirdrgicas y ancstésicas excepto
la remocion de masa hepitica. Los datos estdn expresados como valores relativos al control,
tomando éste como la unidad.
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LIPOPEROXIDACION (VECES SOBRE EL CONTROL)

o L BT

Homogenado

} Citosol 7 —LT
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| Membrana
plasmética ]
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Tabla 6 . VALORES DE LIP_()PEROXIDACIGN EN HOMOGENADO Y
CITOSOL DE DISTINTOS ORGANOS 24 HORAS DESPUES DE
HEPATECTOMIA DEL 70%. La lipoperoxidacién fué medida como concentracién
de productos aldehidicos de dcidos grasos poliinsaturados. Los datos se expresan
como equivalentes a nmoles de dialdehido malénico por mg de proteina, C= control,
H= hepatectomizada

homogenado citosol
cerebro C 576+2.63(5 1.01 £0.12(5)
H 11.94£233(8) 1.26 £ 0.19 (8)
mucosa gdstrica C 3.3821.00(5) 0.68 +0.10(5) .
H 5.68126(8) 1202015 e
pulmén C 51321755 . . 215:025(5)
. H 5.112103(8)
rifién C 68
H -
hgado C . 444£037(D) 392027 (8)
H 1647395 (1 )] S 125(13)'s

Significancia estadfstica por prueba dc "r dé Student, entre controles y " [
hepatectomizadas: : ST e
0 ps0.10,0p <005, ¢ pSOOl . psOOOl _
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Figura 6. Cinética de la lipoperoxidacién, medida por dialdehido malénico, en e
homogenado total y fraccidn citosélica de varios érganos de los animales sometidos a
hepatectomia del 70%. Los datos estdn expresados como nmolas de dialdehfdo mal6nico
por mg de protefna. Las bamas claras represcntan los valores del grupo de animales
control.
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DISCUSION

Hemos encontrado gue existe una lipoperoxidacion fa durante la regeneracidn

hepdtica, un fenémeno bioldgico en el que cl 6rgano no s6lo no estd daiiado, sino que se
manticnc funcional y proliferativo. Eslos resultados apuntan hacia la disociacion de los
fenémenos de lipoperoxidacion y dafio cclular o tisular, que también se ha reconocido ya

en modelos toxicol6gicos (Younes, 1988).

Los cambios en lipoperoxiducion observados en el hfgado después de hepatectomfa parcial
se inician desde las 3 b post-hepatectomfa y alcanzan valores mdximos entre las 12y 24 b,
desapareciendo para las 48 h, Estas primeras 24 h coinciden con el periodo de la primera y

m4s dramética ronda de proliferacidn en el higado (Bucher y Swaffield, 1964).

En ¢l modelo de reg idn hepdtica comy ria a hepatotoxicidad con tetracloruro
de carbono existe un retraso en la cinélica de lipoperoxidacion con respecto al modelo de
hepatectomfa parcial. Dado que cn el modelo de tetracloruro de carbono el méximo de
sfntesis de DNA se presenta entre las 36 y las 42 h (Alison, 1986), de nucvo s¢ observa un -
aumento en lipoperoxidacidn al tiempo en ¢l que ocurre la sfntesis de DNA., :
Esta coincidencia temporal quizd sugiere que ambos fen6menos - puedeh estar

relacionados.

Si bien los datos de lipoperoxidacion medida por dienos conjugados no muesiran
incrementos tan dramdticos como en las mediciones de dialdehfdo mal6nico, cs indudable
que apoyan la observacidn de que existe un incremento en la lipoperoxidacion debido a la
hepatectomfa. Dada la difercncia entre los protocolos de ambas dclenninnciones. (las
incubaciones a distintas temperaturas en la determinacién de dialdehfdo malénico, por
ejemplo, que no se realizan para medir dienos conjugados), es' posible que los datos de
cada protocolo nos estén dando informacién acerca de distintos niveles del fenémeno, Los

datos de dienos conjugados quiz4 estdn reflejando el nivel de lipoperoxidacidn presente in
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vivo, mientras que los valores de dialdchfdo mal6nico pueden reficjar ademds un
componente de aldehidos y peréxidos lipldicos generados in vitro (Gbtz ¢t al, 1993). De
este modo, podemos postular que existe una lipoperoxidacién aumcntada en el hfgado
regencrante, y que ademds sus Ifpidos son mds susceptibles a la peroxidacion in vitro, lo

que amplifica las diferencias con los animales control,

La lipoperoxidacién se comporta de manera independicnte entre las distintas fracciones
subcelulares. El aumento que se observa en el homogenado se encuentra restringido a las
fracciones de citosol y membrana plasmdtica, wnto cn los snimales sometidos a
hepatectomfa parcial como a intoxicacién con CCly. La fraccidn mitocondrial no
experimenta diferencias con los controles en ninguno de los tiempos de los dos modelos
de regeneracidn. Los niicleos, en cambio, muestran una tendencia al aumento ¢n ¢l modelo
de hepatectomfa, que se vuelve una diferencia clara en el modelo de tetracloruro de
carbono.

La fraccién microsomal presenta una lipoperoxidacién aumentada en el modelo de CCly,
quiza adjudicable a efectos tardfos del metabolismo del t6xico en el reticulo endopldsmico,
(ver apéndice 2). Aunque sc ha reconocido que la accién tipoperoxidativa de una dosis de
CCl4 llega a un mdximo a los 15 min de su administracién y vuclive a los niveles normales

a los 30 min (Herndndez-Muiloz et al, 1984), datos preliminares de quimioluminiscencia

en esie modelo un claro en el hom do a las 24 h, adjudicable ¢n

buena parte a la fraccién microsomal.

En el modelo de hepatectomfa no se observa aumcnto en los valores de dialdehfdo
maldnico de microsomas, e incluso existe una disminucién a las 6 h. Es posible suponer
que el aumento en lipoperoxidacidn microsomal sea adjudicable a caracterfsticas

especfficas del modelo de CCly,
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En los experimentos de hepatectomfas de distinta magnitud encontramos que la
lipoperoxidacién aumentada no se relaciona linealmente con la cantidad de tejido
removido, como ocufre con otros pardmetros, tales como la concentracion plasmdtica de
insulina, glucagon y tiroxina (Leffert ¢t al, 1975). Mds bien parece existir un umbral
alrededor del 40% de hepatectomfa para que ¢l aumento se manifieste. Este umbral de
pérdida de masa hepdtica coincide con ¢l necesario para desencadenar una respuesta
proliferaiva enérgica y sincronizada (Bucher y Swaffield, 1964). Esta coincidencia

permite, de nuevo, postular una relacion entre los dos fenémenos.

En las mediciones de lipoperoxidacion en distintos 6rganos en s que ¢l

debido a hepatectomfa sc manificsta primordiaimente en hfgado, y estd ausente por
completo de cerebro y pulmon, aunque aparecen ligeros cambios en ¢l nifién y la mucosa
géstrica.

Se sabe que la hepatectomfa parcial desencadena la produccién de factores hormonales
que han sido implicados en el proceso de regeneracion hepdtica (ver apéndice 2). Sin
embargo, estos factores mucstran propicdades mitogénicas sobre muchos tipos celulares
ademds de los hepatocitos (Michalopoulos y Zarnegar, 1992) y su presencia en ¢l torrente
sangufneo es capaz de desencadenar respuestas en otros 6rganos del animal, Por ¢jemplo,
en el rifon de animale.s hepatectomizados aumenta la expresién de c-Ha-ras y c-myc,
seguida por un ligero incremento en la sintesis de DNA (Roesel et al, 1989). También
ocurre sfntesis de DNA post-hepatectomfa en la porcién exéerina del pincreas (Rao y
Subbarao, 1986).

Es posible identificar una similitud entre la localizacién en ¢l orgunismo del fendmeno de
lipoperoxidacién aumentada y la especificidad de los cf‘ccl(;s’pr't;lil‘émti'vos debidos a la

hepatectomfa parcial. Los cambios mayores ocurren en el hfgn'd' ademss se obser\)an -

aumentos en el riién, que se sabc responde in vive al, c'skfmb‘l“o_‘vmlvt(})génicd de‘la

hepatectomfa, y cn la mucosa géstrica, cuyas células han demoslrudd r estimuladas in
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vitro por €l HGF (Takahashi et al, 1993). Sin embargo, no se ha encontrado que las
células de pulmén o las células nerviosas respondan al estfmulo mitogénico del HGF
(Rubin ct al, 1993) a pesar de qgue en estos wjidos existe el receptor apropiado

(Michalopoulos y Zarnegar, 1992).

Es notable que a pesar de que existe un claro aumento en la lipoperoxidacion del hfgado,
los valores de especics reactivas de oxfgeno no reflejun un aumento y sf incluso una
disminucién. Esto quiz4 puede interpretarse como evidencia de que existen controles muy

eficientes en el higado en regencracién que impiden la pessistencia de moléculas

potencialmente téxicas. La lipoperoxidacion obscfva'd;x podrﬁ ep el nivel mdximo
que la célula permite sin ponerse en peligro. :

Como la técnica del luminol no permite idcrjl csmcié de oxfgeno implicada, es

ncmcMn h(.pdllcu (Ueda et ul 1983;

.llusn estd disminufda (Ueda et al,

1983; Cockerill et al, 1983) y ot (;‘vSH«aumcnla,:aunque las glutation S-transferasas
permanceen inalteradas y la auwndaﬁ dc Llumudn ;;;.r(nudd\a no cambia (Cockerill et al,
1983) o disminuye (Ucda ct al, 1983). Es pos:blc. Lmonu,s, que ¢l comportamicento de las
moléculas antioxidantes durante la regenemcnén inﬂuya de manera diferencial sobre las
concentraciones de las distintas especxcs xfeg_clnv;xs de oxfgeno.

Sin embargo, también es posible Que I dismiﬁucidn observada sc deba a factores
metodolégicos. Quizd  las  especies reactivas - de  oxfgeno responsables - de la
lipoperoxidacion no se manificstan en la quimioluminiscencia del luminol, c_lébido ala
presencia en las muestras de alguna molécula que impida, por ejemplo, la formacién dc
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aminoftalato. Otra posibilidad es que exista un aumento que no registramos, debido a que
ocure en algin punto intermedio entre los tiempos observados,

N resultad
estdn de acuerdo con reportes previos (Ueda et al , 1983; Lambotte et al. 1989; Obaty,

de lipoperoxidacion en homogenado total del higado regencrante

1992), con los que coincidimos en cncontrar ¢l mdximo en los valores de dialdehfdo
malénico alrededor de las 24 h post-hepatectomfa,

Este aumento del dialdchfdo malénico en homogenado de hfgado regenerante ha sido
observado incluso por los grupos que proponen que la lipoperoxidacién debe estar
disminufda ¢n el hfgado regenerante, ya que se trata de un wejido proliferativo. El primer
trahajo en el que se propone esta hipstesis (Wolfson et al, 1956) reporta una disminucitn
en la lipoperoxidacién del homogenado hepdtico a lus 48 h post-hepatectomfa, que V'usu

para justificar su teorfa, aunque umblén mucslm un avmento stgml'cuuvo en lov'vnlon.s'

de dialdehfdo malbnico a las 10 h Nusolrus obwrvamos una u.ndunu

disminucidn en los valores del h()mogenado a 48 h, pero que ni anunera es compa bh. con' i

¢l aumento presente duranlc las prlmcras 24l

Las mediciones de lipoperoxidacion ¢n mi(;'msmi;u& t}ln{hiéq 'son éongru&ucs con los
hallazgos de otros grupos (Cockerill ct al, ‘1983‘»Ci|¢$§emxin ct al, 1986; Slater ct al,
1990), que han observado que la hpopemxldacxén mwrosomul no aumenta debido a ta
hepatectomfa e incluso disminuye, Se ha reporlndo QUL exnsu ung menor produccnén de
radical superéxido (Vartanian et al, 1992), prohnblcm(.nu, dcbldo aque las acnvndades dc
NADPH-citocromo ¢ reductasa y citocromo P450 dnsmmuyen (Cockmll c.l nl 198'! ¥

Slater et al, 1990). También sc ha reportado que cxiste un’ aumenlo enla umudad de”

tocoferol en los microsomas (Ueda et al, 1983; Chesseman et al, 1986 Slau.r(, al, il990)'

Este incremento en tocoferol quizd pueda explicar el hecho de qut. se' observcn valoms“

disminuidos de dialdehfdo malénico en microsomas en ¢} modelo de hepmecmmfa pa;cml, '
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aunque los datos de dienos conjugados muestren una tendencia al aumento. Quizd el
tocofero! aumentado actia sobre la propagacién del fenémeno lipoperoxidativo,

impidicndo la degradacién de los dienos conjugados que se han al do a formar. En ci

modelo de tetracloruro de carbono la accidn peroxidativa del téxico podrfa estar
sobrepasando la capacidad antioxidante del tocoferol, permitiendo la formacién de

dialdehfdo mal6nico.

La fuente de las especies reactivas de oxfgeno responsables de la lipoperoxidacion
observada, es incierta. El retfculo endopldsmico quizd puede ser descartado por los
numerosas observaciones que le adjudican una produccién disminuida de especies
reactivas de oxfgeno.

Hay reportes de aumentos en la actividad mitocondrial, tanto en la actividad fosforilativa
como en el potencial de membrana, a las 24 h post-hepatectomfa (Yamaoka ct al, 1974;
Nishihira et al, 1986; Tsai ct al, 1992), Esle metabolismo aerébico aumentado podrfa ser
responsable de una mayor gencracion de especies reactivas de oxfgeno. Sin cmbargo, sc
ha reportado que la produccidn de radical super6xido en mitocondrias de hfgado cn
regeneracion estd disminufda (Vananian et al, 1992) y que las actividades de las SOD
mitocondriales estdn aumentadas (Tsai et al, 1992).

Por otro lado, la cinética de lipoperoxidacion en distintas fracciones subcelulares parece
sugerit que ¢l aumento s¢ inici:i en la membrana plasmdtica. Datos histol6gicos del
laboratorio han mostrado que el infiltrado de células inflamatorias en el higado de animales
hepatectomizados es ligeramente mayor que el de los animales control (Gutiérrez-Satinas
ct al, 1994), por lo que es posible que la lipoperoxidacién aumentada se produzca por
especies reactivas dc oxfgeno gencradas en ¢l proceso inflamatorio. Sin embargo, esta

posibilidad se debilita por la ausencia de lipoperoxidacién membranal a las 24 h en
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hepatectomfas del 10, 30 y 50%, las cuales seguramente constituyen un estimulo
inflamatorio comparable,

El flujo sangufneo aumentado como consecuencia de la reseccién quinirgica, produce la
entrada de una concentracién mayor de ox{geno por hepatocito (Yamaoka et al, 1974).
Esta tensidn de oxfgeno aumentada también podrfa estar relacionada con Ia
lipoperoxidacién de la membrana plasmatica. 7?Y si esta fuera la fuente se antoja pensar
que podrfa ser una buena mancra de explicar el umbral.

Ademds, las especies reactivas de oxfgeno pueden ser producidas por las NADPH
oxidasas de membrana. S¢ han reportado formas del citocromo P450 en la membrana
plasmdtica de los hepatocitos de rata (Defeng y Cederbaum, 1992; Robin et al, 1994). Una
en particular, la P450IIE1, parece no estar tan bien acopluda como otras isozimas y ticne
una clevada actividad de NADPH oxidasa, consume mucho oxfgeno y produce superéxido
y perdxido de hidrégeno (Defeng y Cederbaum, 1992). Tal vez esta enzima pudicra

activarse durante la regeneracidn y ser la responsable de la lipoperoxidacion aumentada.

En la secuencia lemporal existe un aumento inicial de dialdehfdo mal6nico en la membrana

plasmética, que desaparcce rdpidamente y precede al del citosol. En las hepatectomias de

gnitud creciente aparece pritero el aumento en citosol, Esto podrfa indicar que los
productos de lipoperoxidacidn de los fosfolfpidos de membrana son removidos y liberados
hacia el citosol, donde s¢ acumulan, y s6lo s¢ manificstan localizados en la membrana
cuando el mecanismo de remocién se sobrepasa. La fosfolipasa Ay puede catalizar la
remocién de dcidos grasos peroxidados hacia el citosol (Van Kuijk et al, 1987), por 1o que
quiz4 tenga relevancia en el fenémeno,

Los pardmetros de fluidez de la membrana plasmética del higado regenerante a las 24 h no
pueden explicarse por la relacidn colesterol/fosfolfpidos existente a ese tiempo, por lo qué

se ha propuesto que deben existir otros componentes membranales que estén actuando
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para rigidizar la membrana (Bruscalupi et al, 1980). La lipoperoxidacién aumentada que

hemos encontrado podrfa ser la responsable de este efecto.

Ya durante la elaboracion de este manuscrito, tuvimos acceso a un reporte en donde se

establece que existen influencias circadianas sobre 12 reg acién hepdtica (Barb

1976). Especfficamente, que las cindticas de reg iGn  son intas s las

hepatectomias se realizan en la noche 0 en la madana. Este hallazgo influye dirctamente
sobre nuestros resultados en el punto de 12 h, en el cuad los animales fueron operados en
la noche y sacrificados a la mafiana siguiente.

Barbason muestra que 1a sfatesis de DNA ocurre a lu medianoche en los hepatocitos, to
que ticne como resultado que en tas ratas operadas ¢n la noche exista una extension de la
fase pre-replicativa, con ¢l maximo de sfntesis de DNA ocurriendo a las 36 h posi-
hepatectomfa en lugar de a las 24.

De este modo, nuestros resultados de 12 h se refieren a un punto de la secuencia de
proliferacidn que no es directamente comparable con los otros tiempos, Sin embargo, '
aunque esta situacion afecta un punto interesante de la cindtica, no descalifica el patrén

general del aumento en lipoperoxidacién descrito,

La comparacién entre las cinéticas de proliferacidn hepdtica entre ratas hepatectomizadas
en Ja maflana y en la noche se resume en el cuadro 6. Los ciclos de luz-oscuridad se
muestran en la barra superior. El tiempo post-hepatectomfa estd sefialado en la escala
inferior.

A pesar de que nucstros animales no fueron mantenidos en las condiciones estrictas de
iuz-oscuridad que utiliza Barbason para sus hallazgos, es posible que en lo general reflejen
el mismo comportamicnto. Ademds, no encontramos influencias circadianas en la
lipoperoxidacion basal de los animales (los valores de los controles de 12 h son

esencialmente idénticos a los de los demds tiempos), lo que nos permite suponer que las
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difercncias encontradas en lipopesoxidacion s6lo pueden ser atribuidas a la hepatectomfa,

la regeneracion hepitica o ambas. Consid 08 estas premisas para la discusion

siguiente.

[N N

Gl N

-+

T -

Hll”lll”“lllllllllllllll“'“lI“l!lllll“l“llll'llll“llHllllllllllllllll ¥

1277247 36 48_ 60 727

Cuadro 6. Influencias circadianas sobre la regeneracién hepéitica.

En el punto de 12 h utilizado, entonces, el higado ha permanecido en G y se encuentra en
Iz ctapa G; temprana al tiempo que tomamos la muestra. En cuanto a etapa del ciclo
celular, los resultados de 12 h serfan mds o menos equivalentes a fos de 3 h. Si
comparamos ambos grupos en relacién a los resultados de dialdehfdo mat6nico, es claro
que existen diferencias importantes entre ambos grupos; aunque a fas 3 h existe un
aumento significativo ¢n la lipoperoxidacién dc la membrana plasmética, las demds

fracciones manticnen valores similares a los controles, mientras que en el grupo de 12 b, se
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manifiesta un aumento desde el homogenado, y las fracciones de membrana plasmdtica y
citosol alcanzan valores mdximos con respecto a los controjes.

Esta falta de identidad entre muestras tomadas cn puntos aproximadamente equivalentes
del ciclo celular podrfa estar indicando que la lipoperoxidacidn hepdtica se ve influfda por
11 permanencia en Gy que ocurre cuando la hepatectomia sc realiza en la noche. Quizd los
valores sumentados de dialdehfdo malénico en el punto de 12 h podrfan estar indicando

que la lipoperoridacion es el producto del metabolismo aumentado del hfgado, o ¢s una

sehal necesaria pero no suficiente para desencadenar la ion, y que en cualquicra

de los casos s¢ acumula debido al tiempo que las células pasan en G,

Algunos de los grupos que han observado el aumento de lipoperoxidacién durante la
regeneracién hepdtica han tratado de dilucidar mediante manipulaciones farmacolégicas si
exisie una relacién entre ambos fendmenos. Con esta estrategia, se han administrado
antioxidantes a los animales, encontrando que inhibir ta lipoperoxidacién mejora las
capacidades proliferativas (Obata, 1992). Sin embargo, debido a razones metodoldgicas,
estos resultados no resultan confiables, ya que las condiciones de administracidn del
antioxidante (1 h antes de la hepatectomfa) no son adecuadas para su commecta

incorporacién a membranas.

En otro estudio con miras a dilucidar Ia relacién entre lipoperoxidacién y regeneracion
hepdtica, se observé que la administracién de SOD inhibe la regeneracidn, aunqgue no
altera los valores de diadehfdo malénico del homogenado, mientras que la indometacina
disminuye los valores de ambos parmetros, lo que sugiere una relacién entre los
fen6menos, aunque la lipoperoxidacién parcce no ser suficicnic para desencadenar la
regeneracién (Lambotte et al, 1989). Los autores proponen que ¢l nivel al que pueden
estar actuando la SOD y la indometacina es en la inhibicidn de la sfntesis de

prostaglandinas, ya que la ciclooxigenasa se activa por radicales libres e hidroperéxidos y
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se inhibe con indometacina, Este trabajo resulta i le porque | a la
lipoperoxidacion como un factor causal en el proceso regenerativo.

Nuestros resultados muestran también evidencia de que el aumento en la lipoperoxidacién
en citosol y membrana plasmdtica puede estar relacionado con ¢l fendmeno de
regencracion hepdtica. Considerando la probada funcién de las especies reactivas de
oxfgeno como mensajeros celulares, y la I6gica evolutiva de este papel, nuestro punto de
vista también se inclina a considerarlas una sefia! en ¢l proceso de regeneracion hepatica.
La sefial por especies reactivas de oxfgeno podrfa estar actuando ¢n esie caso a través de
lipoperoxidacidn en la membrana plasmdtica y citosol, aunque tal vez tambic¢n a ouos
niveles, como activaci6n de factores transcripcionales, por ejemplo.

Encontrar una relacion cntre la lipoperoxidacidn y la regeneracion hepdlica permite
también, sin embargo, que la lipoperoxidacion sea la consecuencia y no la causa. En este
caso, padrfa estas relacionada con fenémenos como la disociacién cejular y la refosmacion
de estructuras. Se han rcportado cambios en las uniones intercelulares ("gap
junctions")(Traub ct al, 1983), que podrfan facilirse con Ja lipoperoxidacion de la

membrana plasmadtica.

La lipoperoxidacion aumentada en los nicleos, notoria en el modelo de tetracloruro de
carbono, resulta un hallazgo interesante, que podrfa tener relevancia con respecto al papel
de las especies reactivas de oxfgeno come moduladorus :dc a expresidn gendtica, y

eventualmente, como potencialmente cancerfgenas (Ccr‘ul'li,’b 19875)} ‘

Se ha descubierto muy recicntemente que el proceéo gcnehéién hepética tiene dos

etapas, una de iniciacién (o "priming") y ot(ﬁidg gresi'bri.AEhlla de iniciacion se

desencadenan fendmenos que vuelven a los- hepatocitos - susceptibles al cstfmulo

mitogénico de los factores séricos (Webber: ¢t a 19?_4), L}n;écﬂal _de- iniciacién se

desencadena en el hfgado incluso con sélo 3h del esytkfmukl('),lde‘ hép#tectdmfn del 70%. Esto
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ha permitido disefiar un modelo cxperimental en el que puede inducirse la iniciacion
quirdrgicamente, e intecrumpir a sefial 3 horas después para detener el proceso gates de
que se inicie la progresién (modelo de hepatectomfa parcial temporal, Lambotie y
Tagliafessi, 1993), lo que permite disociar limpiamente ambas fases, y de este modo
disecar con cugl de ellas se relaciona un evento particular.

Podrfa ser revelador analizar el aumento en lipoperoxidacién con ¢l modelo de
hepatectomfa parcial temporal, para establecer si su participacién ocurre en la fase de
iniciacion o de progresion de la reg ién hepdtica, Se ha svgerido que el fendmeno de

iniciacion de los hepatocitos puede ser similar a la activacidn de genes observada en
respuesta a estfmulos como choque trmico ("heat-shock™), desequilibrios idnicos y
cambios en potenciales redox (Fausto y Webber, 1993). Nuestra hiptesis de que existe
una seflal por especies reactivas de ox{geno en la regeneracidn hepdtica se relaciona bicn

con esta idca.
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CONCLUSIONES

Existe una lipoperoxidaci6n aumentada durante la regeneracién hepitica inducida
por dos estimulos distintos: hepatectomfa parcial e intoxicacién con tetracloruro de
carbono, En ambos modelos de regeneracién existe una coincidencia temporal
entre los tiempos de lipoperoxidacién maxima y las etapas de sintesis de DNA de
los hepatocitos.

Los niveles de lipoperoxidacién se comportan de manera completamente
independiente en las distintas fracciones subcelulares. El aumento se manifiesta

primordialinente en las fracciones de citosol y membrana plasmitica.

Los datos de lipoperoxidacién disminufda en los microsomas, y quizd también los
de quimioluminiscencia, apoyan la idea de que en el higado en regencracion se
activan mecanismos de control para evitar el dafio por especies reactivas de

oxfgeno.

El aumento en la lipoperoxidacisn hepética no se debe al daiio quinirgico ni estd

linealmente relacionado con la pérdida de tejido.

Los cambios lipoperoxidativos debidos a hepatectomfa parcial s6lo se manifiestan
de manera dramitica en el higado de los animales, aunque existen modestos
aumentos en la lipoperoxidacién del rifién y la mucosa géstrica. Hay evidencias
reportadas de que estos tejidos pueden responder a estimulos proliferativos

desencadenados por la hepatectomia parcial.
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El aumento en la lipoperoxidacitn hepética sélo se manificsta en hepatectom{as de
mis del 40% de masa hepdtica. Este umbral de pérdida de tejido es el que se
requiere también para que la respuesta proliferativa del hfgado sea dramdtica y
sincronizada (Bucher y Swaffield, 1964)

La coincidencia temporal, la especificidad en el organismo y la necesidad del
mismo umbral de pérdida de tejido para la lipoperoxidacién aumentada y la
regeneracién hepética cldsica sugieren que ambos fenémenos pueden estar

relacionados.
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PERSPECTIVAS

Medir la lipoperoxidacidn con métodos no invasivos en ¢l animal hepatectomizado

fntegro para corroborar su existencia in vivo.

Identificar el origen celular y la especie reactiva responsable de la

lipoperoxidacién aumentada.

Realizar manipulaciones farmacoldgicas de la lipoperoxidacién y de la
regeneracién hepdtica, para establecer si existe una relacién causal entre ambos
fenémenos, tanto en el modelo de hepatectomia del 70% como en el de

intoxicacion aguda con tetracloruro de carbono.

Caracterizar la relacién de la lipoperoxidacidn aumentada con las dos etapas
identificadas en la regeneracién hepitica (iniciacién o "priming” y progresién)

mediante el uso del modelo de hepatectomfa parcial temporal.

Caracterizar mds ampliamente la lipoperoxidacién hepitica con respecto a las
etapas del ciclo celular, utilizando la influencia del ritmo circadiano en la
regeneracion, y establecer el modo en el que Ia permanencia en G ejerce efecto

sobre Ia lipoperoxidacién.

Definir si los aumentos en la lipoperoxidacién membranal son responsables de las
alteraciones reportadas e¢n la fluidez de la bicapa lipfdica, las actividades de
protefnas transmembranales y la disociacién intercelular durante la regeneracién

hepética.



Identificar si ¢l aumento de lipoperoxidacién en drganos extrahepdlicos se
relaciona con los efectos mitogénicos del HGF liberado en respucsta a la

hepatectomfa.

Explorar més detalladamente los cambios en lipoperoxidacién nuclear en los
distintos modelos de regeneracidn hepética, para eventualmente definir si los
cambios por especies reactivas de oxfgeno tienen efectos directos sobre la

proliferacién o, incluso, sobre la carcinogénesis.

Identificar si existen efectos de especies reactivas de oxigeno en otras moléculas
durante la regeneracién hepética. y caracterizar su influencia en ¢l proceso. Se
propone estudiar la activacién de factores transcripcionales por especies reactivas
de oxfgeno. Especificamente, la activacidn del factor transcripcional NF-xB, que
parece jugar un papel importante en las etapas iniciales de la reécncracién hepitica
(Rebecca Taub, FASEB Conference, 1994) y en el que ha sido bien caracterizada

la activacién por especies reactivas de oxfgeno (Schreck et al, 1991).
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APENDICE 1
FACTORES SERICOS EN LA REGENERACION HEPATICA
Desde los afios 50 muchas hipdtesis de la homeostasis de los tejidos se basan en la
propuesta de p ia de estimuladores ¢ inhibidores de la proliferacién celutar, En el
estudio del fend de reg ién hepdtica Weiss y Kavanau propusicron un modelo
en donde las células hep4ticas producfan un inhibidor de fa proliferacidn, que actuaba
como regulador del proceso. Como la concentracion del inhibidor era proporcional al
numero de células, la hepatectomfa parcial producfa una disminucin en la concentracion y
las células eran liberadas de la inhibicién y empezaban a proliferar, Conforme la
regeneracion iba incrementando la masa funcional, la concentracién del inhibidor
aumentaba nuevamente y la proliferacién volvfa a detenerse (Alison, 1986).
Despuds vino la obscrvacitn de que la sangre de animales hepatectomizados mostraba
propiedades hepatotréficas bajo ciertas condiciones.
Impulsada por estos antcced: se inauguré con jasmo la bdsqueda y
caracterizacion de los estimuladores ¢ inhibidores responsables de la regencraciGn
heptica. Se identificaron una cantidad considerable de estimuladores de la proliferacién
producidos por el ejido hepético, y se proburon y demostraron propicdades hepatotréficas
en muchos de los factores de crecimiento caracterizados en otros tejidos,
Los frutos de esta biisqueda hasta nucstros dfas han resultado indudablemente notables
(cuadro 7). Se han identificado factores de origen hepdltico, y extrahepdtico. Denuro de los
" de origen hepético se encuentran moléeulus producidas por los hepatocitos (ALR), asf
como por otros tipos celulares (TNF ¢ intcrleucinas, por las células de Kupffer; HGF por
fas células de Ito).
En el estudio de la regencracion hepidtica se ha asumido que el control del crecimiento
hepdtico ocurre solameate en érminos de disponibilidad y mecanismos de accién de los
fi de crecimiento y la ma c6mo estos factores se wvuelven accesibles al
hepatocito.
Pero a pesar de toda esta informaci6n todavfa no ha sido posible explicar cémo se alcanza
la masa dptima de higado y como se mantiene. Esto quiz4 indique que fo que parecfa una
manera l6gica de abordar 1a cuestion estd todavia lejos de dar respuestas concretas,
Dejando aparte la posibilidad de que cn ¢l proceso inicrvengan eventos que no se
relacionen con las moléculas mitogénicas (cambios metabélicos, por ejemplo), estd claro
que la codificacion y decodificaci6n de las sedales moleculares constituye todavia una
indescifrable red de eventos paralelos, con cfectos debidos a concentracion, sinergismos y
antagonismos.
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Cuadro 7. Mitégenos y comitégenos hepéticos.

HGF (factor de crecimicnto de hepatocitos) 3 6.7
ALR (aumentador de la regeneraci6n hepdtica) ¥7
EGF (factor de crecimiento epidérmico)2 *1.7 (en ratén)
Insulina 2 *1.7

Glucagon 2 *}

HPTB (hepatopoyetina B) 3

TGF-a (factor de crecimiento transformante alfa)3 * 7
IGF2 (factor de crecimiento parecido a lu insulina, tipo 2) 2 # 7
aFGF (factor 4cido de crecimicnto de fibroblastos)?
TNF (factor de necrosis tumoral)*3

Estrégenos 3.3

Hormonas tiroideas *1.7

Vasopresina 3

Norcpinefrina 2.3

Angiotensina Il y I1I 3

Somatomedina-C 2

Lactato y piruvato a altas concentraciones 2

Inhibidores

TGF-P (factor de crecimicnto transformante beta)3 7

HPI (inhibidor de la proliferacion de hepatocitos)3

IL.-1B (intericucina 1-beta)?

Glucocerticoides *!

*con cfccto in vive sobre fa regeneracién, probado uno o varios de cstos mclodos uso de

anticuerpos espectficos, desarrollo de ratones transgénicos o istracién duecu\ al
higado intacto (modelo de ffstula de Eck).

Referencias: !Alison, 1986; 2Leffert et al, 1988; 3Michalopoulos, 1990; "Akermnn etal,
1993; 5Niy Yager, 1994; 6Shiota, 1994: TFrancavilla et al, 1994,
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APENDICE 11

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Carscteristicas quimicas de formacién e interconversién

Los términos "especies reactivas de oxfgeno” y "radicales libres de oxigeno” designan a las
formas del oxfgeno que son m4s reactivas que cl oxfgeno molecular en su estado basal,

A esta calegorfa pertenceen el oxfgeno molecular en su estado de oxfgeno singulete 10, y
las formas parcialmente reducidas de oxfgeno: idn superéxido Oy, hidroperoxilo HOy',
hidroxilo OH' y peréxido de hidrdgeno Hy0,.

El oxfgeno molecular, O;, posee un clectrén desepareado en cada uno de sus orbitales
externos. Esto, aunado a su alta electronegatividad, lo hace notablemente reactivo. Sin
embargo, presenta lo que se llama “restriccién de spin”, debido a que sus electrones
externos ticnen direcciones de spin panalelas, lo que disminuye su capacidad para
combinarse con un par de electrones con el arreglo normal de giro en direcciones
opuestas.

La reactividad del oxfgeno molecular puede i arsc d ciertas reacciones en
las que se invierte cl spin de uno de los electrones externos. Este proceso produce ¢l
oxfgeno singulete (10;), que es altamente reactivo en virtud de que carece de restricciones
de spin. Un mecanismo para la formaci6n de oxfgeno singulete es la accién de luz en
presencia de un fotosensibilizador. ’

La restriccidn de spin del oxfgeno tambi¢n desaparcce si se abstrae un electrén individual
de otra molécula, en lugar de un par, ya que en este caso la inversién de spin no cs
necesaria. Esta caracterfstica es la que hace posnblc,lav n.duccndn umvnlunle del oxfgeno,
que tiene como consecuencia la formacidn de rudncul :
Un radical libre cs una molécula que conuene uno | mds elcclrones dcsapatcddos cn su
orbital mds externo.
Un compuesto se vuelve radical libre por gnnancm de’un clectron : 5

0, + e

al pcrdci' un ¢electrén, :
AHy- = AH -&— A

o durante la ruptura homolftica dé‘un enlace covalente
AB— A +B"
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La reducci6n secuencial univalente del oxfgeno molecular produce radicales libres
< <+ 2H* e +H* c+Ht

0; — 0y"—— Hy0p — OH' —— H0

El radical super6xido (O5™) s¢ produce por la transferencia de un electrén al oxfgeno
molecular,
-

0y — Oy

La formacién de superéxido también se puede iniciar al exponer el oxfgeno molecular a
electrones de suficiente energfa, como la radiacion jonizante y otras fuentes (Southorn y
Powis, 1988)

El i6n superéxido puede sufrir una reaccién de dismutacién en donde dos moléculas de
superéxido reaccionan para producir peréxido de hidrégeno (H,04).

0 +0y + 2HY —— H,0,

La reaccién de dismutacién involucra un primer paso en donde se protona el superéxido,
dando lugar al radical hidroperoxilo (HOy')

O+ H"‘—fﬂ HOy'
HOz' +02"+ H"'f—) H: 02":4-7027‘7 :

Cuando se transfiere un electrén al peréxndo de hidrégeno se forma el allamente reactivo

radical hidroxilo (OH").

Hy0; —=3 20H

Con la adicidn de otro electron; el radical hxdmxllo se convxerle en Agua
e e H’ : PR

bH -——D HzO‘
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El radical hidroxilo (OH') también s¢ forma en la lamada reaccién de Fenton, donde el
peréxido de hidrégeno interacciona con iones ferrosos o cupricos.
Fe2* + Hy0;—— FeX* + OH' + OH"

y en la reaccién de tipo Haber-Weiss, catalizada por fierro, en donde el peréxido de
hidrégeno y el radical superdxido interaccionan entre sf en presencia de trazas de iones de
metales de transicidn, formando radical hidroxilo, ion hidroxilo y oxfgeno.
sal de fierro
0y + Hy0;—> 0, + OH" + OH”
(Southor y Powis, 1988)

La radiacion ionizante causa la ruptura heterolftica del agua a dlomos de hidrégeno,
electrones hidratados y radicales hidroxilo; en presencia de oxfgeno, lambién se produce ¢l
radical superdxido y peréxido de hidrégeno. Cientas longitudes de onda de la luz pueden
causar fotdlisis de los enlaces qufmicos y generar radicales libres. Contaminantes
atmosféricos como el ozono o los di6xidos de nitrégeno pueden reaccionar con moléculas
biolégicas para formar radicales libres reactivos. También s¢ producen radicales libres en
ta combustitn de materia orgdnica, como el humo de fogatas y de cigarro.

Formacitn de especies reactlvas de oxigeno en sistemas bioldgicos

Las reacciones anteriores pueden llevarse a cabo en cualquier ambiente qufmico que posea
los componentes necesarios, y de este modo tanto ¢l interior de las células como el
ambicnte extracclular resultan ser adecuados para que ocurran, Por esta razén, las
reacciones de formacion e interconversitn detalladas en la seccién anterior son fuentes
potenciales de especies reactivas de oxigeno dentro de los sistemas biolGgicos, y
constituyen la mancra en la que los cambios ambicntales afectan la exposicidn de la
materia viva a radicales libres. '

Sin embargo, aunque estas causas cxternas modulan la exposicitn a especies reactivas de
oxfgeno, la fuente mds importante de especics reactivas de oxfgeno para los organismos
vivos es la produccion continua dentro del organismo por reacciones de oxido-reduccion.
Los radicales libres de oxfgeno s¢ forman durante ¢l metabolismo aerébico normal. Las
reacciones redox que ocurren durante el transporte de electrones ¢n los organclos
subcelulares o sistemas membranales son responsables de la generacion de i6n superéxido,
peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo. En los cucarionies, de este modo, las
mitocondrias, peroxisomas, niicleos, retfculo endoplismico y membrana plasmdtica son
sitios de formacidn de especies reactivas de ox{geno bajo condiciones fisioldgicas.
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Los dos sitios mds importantes de formacién de radicales superdxido en mitocondrias son
1a regidn de la ubiquinona-citocromo b y la flavoprotefna NADH deshidrogenasa. Una
fuente importante de radical superéxido es fa "fuga univalente” en la cadena mitocondrial
de transporte de clectrones. Durante la fosforilacidn oxidativa, la citocromo oxidasa
mitocondrial acopla la fosforilacién del ADP a la reduccién tetravalente controlada del
oxfgeno para formar agua. En este proceso, los intermediarios parcialmente reducidos
normalmente estdn unidos fuertemente a los sitios activos del sistema enzimdtico, pero se
pueden liberar en concentraciones moderadas bajo condiciones fisioldgicas, y en
cantidades considerables cuando las enzimas son perturbadas con inhibidores,
desacoplantes, inductores y seudosustratos,

Lo mismo sucede en la cadena microsomal de transporte de electrones. Asf, otra fuente
intracelular de especies reactivas de oxfgeno s ¢l retfeulo endopldsmico, que produce
superdxido, radical hidroxilo y peréxido de hidrégeno. La NADPH-citocromo ¢
(P450)reduciasa y ¢l citocromo P450 han sido propuestos como los sitios de generacitn
de Oy y Hy0,.

Los peroxisomas producen peréxido de hidrégeno durante ¢l metabolismo de los deidos
grasos, yen la formacion de ghicolato a glioxilato, a través de la enzima glicolato
oxidasa.

La membrana nuclear es otra fuente de especics reactivas de oxfgeno en la célula, Las
especics detectadas son también O~ y HyO,. Existe un pigmento autooxidable (con picos’
a 559, 531 y 428 nm) que estd involucrado como un aceptor de elcctrones ¢n la oxidacion
de NADPH y puede ser la fuente de radicales super6xido. La NADPH-cilocromo ¢
reductasa es supucstamente el segundo generador de superdxido.

El sistema de la NADPH oxidusa presente en la membrana plasmética de células
inflamatorias genera radical superéxido durante ¢l Hamado "estailido respiratorio”, que es
un componente importante en la actividad microbicida de las células inmunes. El complejo
enzimdtico de la NADPH oxidasa ha sido identificado también en otros tipus celulares.
(Aitken y Fisher, 1994).

Una gran variedad de enzimas catalizan la reduccitn univalente de oxfgeno molecular a
radical superéxido, entre las que se encuentran la xantina oxidasa, aldchfdo oxidasa,
deshidrogenasa dihidroor6tica, deshidrogenasas de flavina y peroxidasas,

La reduccién univalente de! oxfgeno también ocurre in vivo en reacciones de ¢éxido-
reduccién no enzimdticas (por ejemplo, hidroquinons + O —— semiquinona + Oy~ +
H* ) y durante reacciones de autooxidacién de catecolaminas, flavinus y ferredoxinas
reducidas.
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Las reacciones que se han propuesto como formadoras de oxfgeno singulete in vivo son la
reaccion de Haber-Weiss catalizada por fierro, la dismutacién espontdnea de radical
superdxido y la oxidacién de sales halogenadas por peréxido de hidrégeno como parte de
la actividad antimicrobiana de las células inflamatorias.

Efectos sobre moléculas blolbgicas

Todos los componentes celulares pucden ser blancos potenciales para el ataque por
radicales libres: carbohidratos, protefnas, lfpidos y &cidos nucleicos, Las reacciones
principales incluyen la iniciacion de procesos de autooxidacin en cadena, reacciones de
ramificacin, adicion de radicales a dobles ligaduras, abstracci6n de hidrégenos de
carbonos alflicos y oxidacién de grupos sulfhidrilo, tioéter y amino (Cerutti, 1985).

De este modo, el aumento en fa concentracién de especies reactivas de oxfgeno puede
producir peroxidacién de los dcidos grasos poliinsaturados en los organclos y la membrana
plasmdtica, oxidacién de enzimas que conticnen grupos sulfhidrilo, carbonilacién y
polimerizacitn de protefnas, despolimerizacion de polisacdridos, hidroxilacién de purinas
o pirimidinas, y cortes de cadena scacilla o doble del DNA (Southorn y Powis, 1988).

En las protefnas s¢ han identificado los residuos de aminodcidos que son madificados por
reacciones oxidativas: metionina, histidina, cistefna, prolina, triptofano, lisina y tirosina.
Sus modificaciones qufmicas pueden dar Jugar a modificacioncs estructurales que a su vez
desencadenen alteraciones funcionales (Galeotti et al, 1989).

Sin embargo, por mucho el dafo mayor, que también ha sido el mds extensamente
investigado, es a los lfpidos de membrana. Como consecucacia de las reacciones de
radicales libres, los fosfolfpidos y el colesterol sufren cambios guimicos que alteran
profundamente las propiedades estdticas y dindmicas de la bicapa lipfdica. Como la
membrana es una unidad en donde todos los componentes estdn estrictamente
interrelacionados y donde los lfpidos no s6lo juegan un papel de soporte, el daiio
lipoperoxidativo resulta de importancia biolGgica (Galeotti et al, 1989). El mecanismo de
lipoperoxidacidn estd esquematizado en ¢l cuadro 8 (basado en Buege y Aust, 1978;
Southom y Powis, 1988).

La lipoperoxidacion de 4cidos grasos poliinsaturados es un ejemplo del tipo de reacciones
en cadena que pueden ocasionar los radicales libres. Cuando dos radicales libres
reaccionan entre sf, puede formarse una molccula estable. Este hecho permite explicar las
reacciones de terminacién de la cadena. (Southom y Powis, 1988).

Aunque ¢l radical inicial produce sélo cfectos locales, 1os rudicales sccundarios producidos
y los productos de degradacién pueden tener cfectos biolégicos en sitios distantes de
donde se inicid el proceso.
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Cuadro 8. Proceso de li

La lipoperoxidacién usualmente se inicia con el ataque de un mdncal a‘un 6cnd0 graso o
poliinsaturado (1). El radical inicial, que puede ser hidroxilo, hndropcroxnlo y: qum ‘el

" oxfgeno singulete, remueve un dtomo de hidrégeno de uno de los carbonos secundarios de
1a cadena, lo que deja un electrén desaparcado en ¢l carbono y crea un radical lipfdico (2).
Este experimenta un rdpido rearreglo molecular, formdndose un dieno conjugado (3), que
reacciona con el oxfgeno molecular para formar un radical hidroperoxilo (4), que puede
tomar un hidrégeno de otra molécula, volviéndola un nuevo radical, y convertirse en un
hidroperdxido lipfdico (5). Cada nuevo radical es capaz de reaccionar también con ¢l
oxfgeno molecular y continuar la reaccién en cadena. El hidroperéxido lipfdico es un
compuesto estable hasta que entra en contacto con iones de metales de transicién, con los
que reacciona produciendo més radicales libres que a su vez inician y propagan otras
reacciones en cadena. El radical hidroperoxilo puede también extraer un 4tomo de
hidrogeno det grupo CHy adyacente y formar un endoperdxido lipfdico (6). La formacién
de endoperdxidos lip{dicos en dcidos grasos insaturados que contienen cuando menos 3
dobles ligaduras altemnadas con grupos metileno (CHj) puede dar lugar a la formacién de
dialdehfdo mal6nico (7) como producto de degradacién.



Los efectos de las especies reactivas de oxfgeno dependen fuerntemente de la densidad del
sistema en el que la reaccidn tiene lugar. Por ejemplo, la misma tasa de formacién de
radicales serf mds eficiente en polimerizar los compc membranales en un grado
mayor gue componentes citosdlicos (Zs-Nagy, 1989).

Métodos de deteccién

Tradicionalmente, las reacciones bioldgicas de radicales libres se han inferido con la
identificacion de los productos finales de la lipoperoxidacién, como aldehfdos o
hidrocarburos gaseosos. La cuantificacién de dialdehfdo malénico ha sido particularmente
usado.(MDA, por sus siglas en inglés). El dialdchfdo maldnico de materiales bioldgicos
puede existir en forma libre y formando complejos con varios constituyentes del tejido. La
peroxidacién de 4dcidos grasos con tres o més dobles ligaduras (principalmente dcido
araquid6nico) se considera su fuente mayoritaria. E! método mds ampliamente utilizado
para su determinacién cstd basado cn su reaccién con el dcido tiobarbitirico, TBA. Una
molécula de MDA reacciona con dos moléeulas de TBA eliminando dos moléculas de
agua para dar un pigmento cristalino de color rosa con un mdiximo de absorbancia
espectrofotométrica entre los 532 y los 535 nm,

Como las condiciones de calentamiento dcido de esta prueba ocasionan la descomposicion
de Jos perdxidos lipiicos y los complejos del MDA presentes en la muestra (Bird y
Draper, 1984), el método del TBA refleja no s6lo la concentracion de MDA formado in
vivo, sino también lu degradacién de los hidroperéxidos lipfdicos formados in vivo y la
susceptibilidad para la formacién de hidroperdxidos lipfdicos in vitro (Gotz ct al, 1993).

La medicién, mediante cromatograffa de gases, de trazas de hidrocarburos voldtiles
exhalados por los animales experimentales, resulta Gtil para estimar la lipoperoxidacién en
el animal vivo. Sus caracterfsticas de no invasividad hacen a este método cspccialmcnld
util para seguir ¢l curso temporal en el afimal fntegro. Puede medirse etano, qué'se .
produce en la peroxidacion de los dcidos grasos poliinsaturados @-3, o pentano, quc se
deriva de 4cidos grasos poliinsaturados w-6 (Dillard y Tappel, 1988). ond
Los dienos conjugados sc forman en proporcion directa a la formacion de hldropu()xldu.s
lipldicos, y su coeficiente de ¢xtincién a 232-233 nm ¢s alto. Su medicién cs mds precisa
en fracciones subcelulares aisladas y en membranas que contengan mvelee ullm de dcndus '
grasos poliinsaturados (Dillard y Tappel, 1988). L

La propiedad de algunas moléculas conocida como quimxoluminisccnc:a rcsulta una’
herramienta Gtil en la deteccién de radicales fibres. El luminol’: (S-umlnu 2.3-
dihidroftalazina-1,4-diona) ¢s una de cstas moléculas quumolummmcemcs'que al ‘ser
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oxidado por especies reactivas de oxfgeno, y se transforma en el anion clectrénicamente
excitado aminoftalato, ¢l cual al relajarse al cstado basal, emite fotones. La
quimioluminiscencia del luminol carece de especificidad para identificar a la especie de
oxfgeno implicada, ya que sc se desencadena por radical superéxido, peréxido de
hidrégeno, radical hidroxilo y oxfgeno singulete. Sin embarsgo, el método es ulil para
detectar produccidn celular y presencia de especies reactivas de oxfgeno e¢n general, 1o que
lo hace adecuado para una primera aproximacién experimental. Como la emitancia es
alrededor de los 450 nm, es posible utilizas un contador de centelleo Ifquido para la
deteccion. (Cadenas y Sies, 1984).

En general, es recomendable ¢l uso de varios métodos para confirmar la existencia de
lipoperoxidacion in vivo.

Mecanismos antioxidantes

Debido al hecho que los radicales libres estén sicndo producidos continvamente en
pequefias cantidades por procesos metabdlicos normales, todas las células aerobias poseen
mecanismos para evitar los efectos de las especies reactivas de oxfgeno, que se denominan
defensas antioxidantes.

La organizacion estructural de la célula es un importante medio para dificultar las
reacciones oxidativas, ya que permite separar los moléculas cuya reaccién facilita la
produccion de radicales libres, como los depdsitos de Fe2* y el oxfgeno. ’
De hecho, las concentraciones intracelulares de moléculas potencialmente formadoras de
radicales se manticncn al mfnimo, ya que la citocromo oxidasa mitocondrial consume la
mayorfa del oxfgeno molecular disponible.

Las células conticncn también mecanismos enzimdticos espectficos para remover radicales
libres de oxfgeno y sus productos, asf como sustancias que actidan como "atrapadores” de
radicales, .
Las distintas formas de superéxido dismutasa en cucariontes (citosélica, que contiene Cu y
Zn, y de matriz mitocondrial, que contiene Mg) aceleran en 104 veces la dismutacién
espontdnea del radical superdxido a pH fisioldgico. El metal del sitio activo es reducido
por un radical superéxido y reoxidado por un segundo radical superdxido.
sop

02" + 02" +2Ht —y HzOz + 02
La aceleraci6n de esta reaccion asegura que no haya radical superéxido disponible para
formar radicales hidroxilo por catdlisis de Haber-Weiss.
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Existen dos sistemas enzimdticos para contender con ¢l peréxido de hidsdgeno.

A bajas concentraciones la mayor parte del perdxido de hidrégeno es transformada en
agua por las distintas glutatién peroxidasas (la selenoenzima y 1a que no posce grupo
prostético méudlico), mediante la conversién de glutatién reducido (GSH) a oxidado

(GSSG). La enzima glutati6n reductasa cataliza la reg idn del glutatid ducido
usando NADPH proveniente del ciclo de las pentosas.
glutatitn peroxidasa
2GSH + H0p —— GSSG + 2H,0
glutatito reductans

GSSG + 2NADPH ~—— 2GSH + 2NADP*

La glutatién peroxidass cataliza también la reduccion de los peréxidos lipfdicos, con lo
que previene Ia propagacitn de la lipoperoxidacion.

A concentraciones altas de perdxido de bidrégeno, la catalasa se vuelve la principal
responsable de su eliminacion.
catalasa

2H30; —— 0y +2H0

Los tejidos poscen ademds una gran varicdad de antioxidanles no enzimdticos para
prevenir dafio por radicales libres. La vitamina E (formada por varios isémeros del
tocoferol) es un antioxidante de fase lipfdica que se incorpora a las membranas y convierte
al radical superéxido, hidroxilo, y radicales lipoperoxilo a formas menos reactivas. Ejerce
su accion donando un hidrégeno al radical con la consecuente formacion de un radical de
vitamina E que es particularmente estable debido al fendmeno de resonancia entre sus
dobles enl Otros comg s actian de manera similar. Por ejemplo, 1a cislefna y la
cisteamina (beta-mercaptoetilamina) son capaces de apagar la reactividad de los radicales
libres debido a que donan electrones de sus grupos sulfhidrilo. La vitmina C (4cido
ascorbico) es un antioxidante de fase acuosa (Southom y Powis, 1988).

La ceruloplasmina, lactoferrina, ransferrina, dcido trico y albimina son capaces de unir
metales pesados, impidiendo su participacion en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss.
Existen varios nutrientes naturales que pucden actuar como antioxidantes, como los
carotenoides y los flavonoides, cuya funcién en las plantas parece ser la de protegerias de
los radicales libres formados durante la fotosfntesis por la cadena de transporte de
electrones del cloroplasto. Moléculas pequedas y protefnas localizadas en el citosol y las
membeanas o presentes en los fluidos extracclulares (glutatiGn, ascorbato, vitamina E, §-
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caroteno, ubiquinona, 4cido drico, ceruloplasmina y transferrina) actdan como
"apagadores” de las especics reactivas de oxfgeno. Incluso ta glucosa se ha visto que es
capaz. de eliminar el radical hidroxilo con eficiencia considerable. Mds proteccion celular
se logra con olros sistemas enzimdlicos que involucran reacciones de dxido-reduccion
(DT-diaf NADH idehidroascorbato  reductasa, metionfn-sulféxido reductasy,
glutatién reductasa) y procesos de reparacion (enzimas de reparacion del DNA).

Efectos peroxidativos del tetracloruro de carbono

El ejemplo cl4sico de un compuesto hepatotdxico que actda en virtud de su capacidad
lipoperoxidativa es el tetracloruro de carbono, CClg. Con la ruptura del enlace carbono-
haldgeno tiene lugar la generacidn de radicales libres, y éstos son los responsables de la
toxicidad, ya que se impide con antioxidantes. El radical libre implicado es el radical
triclorometilo ‘CCl3, cuya formacion es catalizada por el sistema de oxidasas
microsomales. De hecho, cxistc una forma especflica de citocromo P450 que es la
responsable de la bioactivacién del CCly y es rdpidamente destrufda durante este proceso.
El rmadical triclorometilo es allamente reactivo y puede iniciar directamente la
lipoperoxidacidn. Sin embargo, es mds probable que reaccione con el oxfgeno molecular,
formando un radical triclorometilperoxilo

*CCl3 + 0y ———"00CCl4

El CCly induce lipoperoxidacién in vive ¢ in viro. La intoxicaci6n de animales
experimentales con CCly resulta en un aumento en la tasa de lipoperoxidacion, medida
tanto por aumento en las concentraciones de dienos conjugados, dialdchido malénico,
etano y pentano exhalados por los les y una disminuci6n en los niveles de dcido
araquidénico en los fosfolfpidos microsomales. Ademds, se ha detectado el radical
triclorometilo formado in vivo, utilizando resonancia paramagnética clectrénica
(EPR)(Youncs, 1988).
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