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Viendo, de hecho, que el hígado es no sólo útil, sino una parte necesaria y vical en 

IOdos los animales que tienen sangre, no es sino razonable que de sus caraclerfsticas 

deba depender la longitud o la brevedad de la vida. 

Arislóleles, De las partes de los anitr1ales. 

Y el alado cazador de Zeus, la curtida águila, vendrá a tf todos los días, convidado 

importuno, y voraz caerá sobre la carne y la hará jirones, y se cebará con el negro 

manjar de tus hígados. 

Esquilo, Prometeo encadenado. 
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RESUMEN 

El hfgado de m1mfferos es capaz de recuperarse de pérdi~ importantes de rejido debido a 

su capacidad de regeneración. El fenómeno de regeneración hepática, por su relevancia 

f1Siológica, posee imponantes implicaciones médicas, y resulla de gran interés en el estudio 

de procesos biológicos como proliferación y diferenciación. La regeneración hepática se 

estudia experimentalmente con el modelo de hepatectomCa pan:ial en rata, en el que la 

recuperación de la masa hepática original se logra enlre los 7 y los 14 días y el máltimo de 

replicación de DNA en hepatocitos ocurre a las 24 h post-hepatectomla. Esta respuesta 

proliferativa sincniniuda y dramática requiere de una pérdida de más del 40% de ma."'1 

hepática para desencadenarse. 

En este trabajo se describen los cambios en lipopcroxidación que ocurren en el hígado 

regenerante. La lipopcroxidación es el proceso de degradación de ácidos grasos 

poliinsaturados por la reacción con radicales libres de oxígeno. L;i medición de 

lipopcroxidación se realizó mediante la cuantificación de dialdehído malónico y dicnos 

conjugados durante las primeras 48 h post-hepatectomía, en homogenado total y en 

fracciones subcelulares obtenidas por centrifugación diferencial. 

Enconlramos un aumenui en la lipopcroxidación hepática, que alcan1.a un mállimo a las 24 h 

post-hepatectomía en el homogenado, y regresa a valores normales para las 48 h. El 

incremento se locali1.a específicamente en las fracciones de citosol y membrana plasmática. 

El incremento localizado de lipoperoxidación no se observa en otros órganos del animal 

heparectomizado y ocurre solamente como consecuencia de hcpatcctomías de más del 40%. 

El aumento en lipopcroxidación comparte coincide con la regencr.tción hepática en su 

especificidad en el organismo, en el curso temporal y en el umbral de pérdida de rejido 

necesario para su aparición. 

Estas coincidencias sugieren que ambos fenómenos pudieran estar relacionados. 
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Antecedentes 

EL FENÓMENO DE REGENERACIÓN HEPÁTICA 

El hl¡:ado .. s un órgano esencial para el sostenimiento de la vida en los animales superiores, 

que aparece en la evolución desde los protocordados, como pane del hepatopáncreas. Tiene 

a su cargo muchas furx:lones, desde el metabolismo general de proteínas, carbohidratns y 

grasas, el almacenamiento de glucógeno, cobre, fierro y vitamina B 12• el metabolismo de la 

llemoglobina, la detoxifiCiCión de fánnacos y la fonnación de bilis, hasta la producción de 

calor corporal, la destrucción de los erillocitos viejos, la regulación del volumen sanguíneo y 

la síntesis de factores de coagulación y proteínas del complemento. 

Debido a su locali1.ación entre el tracto digestivo y el corazón, el hígado recibe sangre 

ancrial por una rama de la aorta abdominal. la arteria hepática, y sangre venosa pnr la vena 

porta, en donde convergen la.• rama.< circulatorias que trwispnrtan los metaholitos 

ahsomidos a lo largo del tracto digestivo. El circuito de retorno venoso lo establece la vena 

hepática, que converge en el tronco de la vena cava inferior. 

El hígado puede definirse como una masa continua de células cpitclialc..•, los hepatncitns, 

que se encuentra vascularil.ada por capilares fenestrados, llamados sinusoides, y al mismo 

tiempo. penneada por un sistema de cwiales secretores: los canalículos biliares. 

Los hepatocitos constituyen el 90% de la ma.'ia hepática total, pero su contribución al 

n11rnero de mlcleos sólo alcanu el 60%, debido a su mayor tamaño en proporción con los 

otros tipos celulares. La población de c~lulas litorales o accesorias representa un 35% del 

n~mero de nacleos y se compone principalmente de células endoteliales y macrófagos 

hepáticos (rélulas de Kupffer), con una menor proporción de célula.~ almacenadora.~ de grasa 

(células de llo ). La.~ células que forman los canallculos biliares constituyen el 5% restante 

(Alisan, 1986). 

Además de su importancia metabólica y su complejidad estructural, el hígado posee una 

característica que lo hace particulannentc interesan!:!: su capacidad de regenr.ración. A 

diferencia de la mayoría de los órganos y estructuras de los vertehrados superiores, el hígado 
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es capaz de volver a fonnar panes de su esrruciura que hayan sido removida.• o dañadas, 

recuperando la función y la arqui1ee1ura tisular adecuada. 

El estudio de la regeneración hcp41ica, entonces, apona infonnación importante acerca de 

los meanismos de proliferación normal y su relación con el estado difcrenciad11 en animales 

adullos, uf como para el entcndimien10 de procesos moñogen~ticos e inleracciones entre 

distinlas poblaciones celulares. 

La función hepilica puede verse allerada por hepatitis infe<:ciosa, abscesos hepálicos 

amibianos, sflllis hepática, hidalidosis, cirrosis, i.'Kjucmia, neoplasias o inloxicación con 

diversas susWK:ias, entre las que se encuentran el tctracloruro de carbono, el etanol. druga.• 

ciloldxicas, allatoxinas, fósforo, aneslésico• como el haJ .. rano, tctraciclinas y clor.infenicol 

en dosis altas. Sin embargo, estas alteraciones en general no causan daño permanente, 

debido a la capacidad de regeneración del hígado. Esto pone de manifiesto la.• imponanics 

implicllciones médicas del fenómeno. 

La capacidad de regeneración, sin embargo, sólo se mantiene mientras la organi1.ación del 

órgano permanece intacla, y se ve imponanlemenle disminuída en patologías en las que se 

pierde Ja organi1.ación normal de la mauiz exlr'Jcelular, como la cirrosis y la fibrosis. 

Resultados en animales experimentales y observaciones en el campo de. transplantcs 

muestran que la masa hepática conserva una proporción perfectamenlC exacta con respecto 

a la masa corporal. Los hígados transplantados que son pequeños para un detenninado 

pacienle crecen hasta alcanzar la proporción adecuada (Francavilia et al, 1993) y por el 

contrario, hígados que son mayores que el tamaño óptimo para detenninado individuo, no 

crecen y pueden incluso disminuir de tamaño. En casos en los que el hígado del pucir.ntc no 

es removido durante el transplanle, y ambos hfgadus continúan funcionando, sólo uno de los 

órganos sobrevive, mientras que el otro se atrofia. 
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Estas fascinanies observaciones muesiran que el IX¡Uilibrio entre ma...a hepática y !amaño 

corporal es din4mico. y que es capaz de recuperarse rápid11D1en1e en los casos en los que se 

ve alterado. La proliferación clonal de unos pocos hepatocitos es capaz de reslaurar la ma...a 

llepjllca ori¡inal aún en pérdidas de hasta el 90%. La pérdida de función hepática 

aparentemente crea una gran prcsi1~n selectiva para los hepatocitos intactos, cuya 

proliferación eventualmente corrige el déficit funcional. 

El fenómeno de regeneración hepática ha sido estudiado principalmente con el modelo de 

bepatectom{a parcial en rata, en el que el c.~tímulo rcgenerativo es la resección quirúrgica de 

una fracción de la masa hepática. 

El hígado de la rata esul organiudo anatómicamente en varios lóbulos independiente,~. con 

irrigación sanguínea propia, lo que permite la remoción independiente de cada uno sin 

consecuencias para las otra.~ 7.0na~. La operación u.~ual involucra la remoción de los dos 

lóbulos anteriores. que constituyen aproximadamente el 70% del peso del hígado. La 

respuesta proliferativa no se desarrolla en la zona adyacente al sitio de corte sino en los 

relativamente lejanos lóbulos posteriores. 

Lit cinética de proliferación durante la regeneración hepática, inducida por hepatectomfa del 

70%, ha sido extensamente estudiada y caracterizada en cuanto a Jos tiempos de inicio de la.~ 

fases del ciclo celular (Alison, 1986; Lcffcrt et al, 1988). Esta información se resume en el 

cuadro l. 

Cuadro 1. Fa.ws del ciclo celular en la regeneración hepática 
en rala después de hepatectomía del 70% 

(12 a 16 hl (8 h) (4-6 h) (1 h) (6-8 h) (8 h) 
Go---t G¡--+ S--t G2--> M---t 01---t s---t ... 

J. -24 h -32 h --48 h 
Inicio (tiempo post-hepatcctomfa) 
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En la fase S de la primera ronda de proliferación se afc¡¡nzan was de incorporación de 

limlc1in1de entre el 30 yel 40%, y se observan valon:s de mi1osis de enlre 3.6 y4.H%. En el 

hfg1do regeneranre la mayoña de los hepa1oci1os se han dividido cUlllldo menos una vez para 

el periodo de enue 24 y 3S h post-hepa1ec1omía, y algunos pasan por una segunda y rercera 

ronda de prolüeración. 

Conviene nolir que csla cilll!úca de proliferación corresponde a la población de hepalocilos 

o a!lulas del parénquima, y es debido a su aira proporción en el órgano. que se manitiesla 

como la respuesta global. Sin embargo, la.i cl!lula.s no parenquimatosas del hígado proliferan 

lalllbk!n, pero el proceso se inicia aproximadamente 24 h después. Las Cl!lulas de los duetos 

bilian:s presenran valores de incorporación de limidina de -20% alrededor de las 48 h post

heparecromía .• y el pico de actividad milótica en células de Kupffer y endoteliales se 

presenta a las 48 y 96 h respectivamente (Alison, 1986). Debido a este desfusamicnlO, 

durante los primeros 4 días de la regeneración el !ejido formado no posee lodavía la 

intrincada arquiteclura caracrcríslica de un hígado nnnnal. De hecho, los cúmul<l~ de nuevos 

hepatocilos intervienen en la correcra formación de las redes capilares, al desencadenar Ja 

diferenciación de los capilares fencslrados conocidos como sinusoides (Antonio Martfncz

Hemández, FASEB Conference, 1994). 

Dado que el hlgado responde tan notablemente a una reducción en su masa. quit.á no es 

sorprendente que la intensidad de la respuesta prolifcraliva esté conlrolada con mucha 

precisión por la proporción de la pérdida. 

Con remociones moderadas de masa hepática (-30%) se induce una tasa baju pero conslante 

de sínlesis de DNA durante un periodo prolongado. mienlras que con las pérdidas más 

severas se induce un marcado pico de síntesis de DNA seguido por una disminución má.~ o 

menos constante (Bucher y Swaffield, 1964). 

Por olro lado, la respuesta a hepalCctomía subtotal (90%) se carac1Cri1.a por una extensión 

de 12 h en la duración del periodo prerrcplicativo, pero con Jos mismos valores de síntesis 

de DNA y actividad mitótica que en la hepatec1omla del 70% (Afüon, 1986). 
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Se ha visto que la cinética de la regeneración hepática puede verse afectada por vario.• 

fenómenos, .:orno el envejecimiento, que tiene como consecuencia una respuesta más lenta 

en donde probablemele una porción de hasta 23% de las células se vuelve incapaz de 

prollfenr (Alisan, 1986). Tambi~n existen cambios debidos a factores ambientales como 

hábitos de alimentación y luz. Aunque no se reconoce universalmente que existen 

vari111:iones circ4dicas en el proceso de regencrnción hepática, éstas están bien c.~tabtecidas 

en otros modelos de tejidos prolifcrativos. Cuando se pone el cuidado suficicnlc para ht 

11Climatación al horario de luz-oscuridad los resultados son impresionanlcs: la.• 

hepatectomfas realizadas en la mañana producen una serie de picos de mitosis con una 

periodicidad de 24 h (Chcsscman et al, 1986). Se ha descubierto también que en el hfgado 

normal de roedores la sfntesis de DNA ocurre cerca de la media noche y la mitosis cerca del 

mediodfa (Alison, 1986). Por esta razón, se ha propuesto un fenómeno de sincronización del 

fenc\meno de regeneracic\n hepática debido al componemc circádico, tanto para el modelo de 

hepatectomfa parcial como el de intoxicación con tetracloruro de carbono (Paulsen, 1990). 

En el modelo experimenlal de regeneracic\n hepática inducida con tctracloruro de carbono, 

la.~ dosis comúnmente utilizada• del tóxico (de O.S a 1 mi por kg de peso) causan ha.~ta un 

~0% de desuucción de los hepatocilos, y 72 h después todos los mlcleos sobrevivientes ha.n 

sintetizado DNA. 

Sin embargo, la fase pre-replicativa en esle modelo experimental es mayor que en el modelo 

de hepalcctomfa parcial, y la sfntesis de DNA se inicia entre 24 y 26 h después de la 

administración del tóxico, llegando al máximo entre las 36 y las 42 h. La mitosis ocurre entre 

las 48 y 54 h (Alison, 1986). 

En general. el fenómeno de regeneración compensatorio a hepatoxicidad por tetracloruro de 

carbono presenta un retraso en su cinética en comparación con la regeneración por 

hepateclomfa parcial, incluso en la induccic\n de protooncogenes (Coni el a1; 1993). Este 

retraso qui1.á se deba a que en este caso se presentan procesos toxicológicos, de necrosis y 

de inflamación aumentada. 
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Desde los primeros es1udios de regeneración hepática ha existido inlCn!s en la uctividad 

meiabólica del hlgado regeneranle, que dadas las condiciones en que funciona, rcsulla 

sustancialmenle distinlo al hígado nonnal. En primer lugar, ha quedado bien eslablecido que 

el or¡uiiuno de la rala no cllperimenla una disminución en las funciones hcpálica.' cuando se 

le somele a hepa1ec1omfa del 70% {Michalopoulos, 1990; Lorenzi el al, 1993). Como la 

función hep4tica en esic caso esl4 siendo cubicrla por el 30% de la masa original del órgano, 

es de suponer que el tejido remilllcnre se encuentra realiz:ando cuando menos el lriple del 

lrllbajo melabólico al que es~ sometido normalrncnle, sin considerar las actividades de 

súilesis necesarias para la proliferación. 

Se ha descrito un aumcnlO en el poiencial de membrana milocondriai y la sfnlesis de A TP a 

las 24 h post-hepa1ec1omla (Nishihira, 1986) que podría eslar relacionado con e.•le 

incremento en la ac1ividad melabólica. También se ha descri10 un aumento 1emprano en la 

actividad de las vlas de glucogenóiisis y gluconcogénesis, mienlras que la glucólisis se ve 

disminuída. (Rebecca Taub, FASEB Conference, 1994). 01rns camhiik< incluyen una 

acumulación imporlanle y lransiioria de biglicéridos, incrcmemos en isoiimas fütalcs 

(Curtin, 1983), aclivación de transportadores de aminoácidos (Fowler el al, 1992), ele. 

El estudio de la regeneración hcpálica ha generado mucha información acerca de lo que 

ocurre en el hígado duranie el proceso. En especial se hun caructcri1.ado scilales moleculares 

especificas, como faclores de crccimien10 y pa1rones de expresión gené1ica, aunque se sabe 

que el eslado hormonal, el con1rol nervioso y los efectos nulricionales tienen iambién efec1os 

importanlCs. Enlrc Jos genes que aumentan su expresión debido al eslímulo de la 

hepatcclomía se encuen1ran fac1ores 1ranscripcionales (Tewari el al, 1992), sugiricnilo que 

una cascada de aclivaci6n de genes puede ser responsable de la proliferación. Tambi~n se 

han identificado una gran can1idad lle faclores solubles con efectos hepa101róficos (ver 

apéndice 1 ), que pueden activarse por protcasas, entre los cuales el factor de crecimien10 de 

hepalocilos, HGF, (larece ser el más impor1aJ1le. Este factor de crecimienln se sinte1i1.a en 
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iespueSla a una moh!cula. llamada "injurina", liberada por el hlgado durante episodios de 

dallo ldxico o quln!rgico (Maisumolo el al, 1992). 

Los eventos caractcriz.ados en el modelo de regeneración por hepatcciomCa del 70% se 

mueslrlln en el cuadro 2 (basado en Alison, 1986; Lc!fert el al, 1988; Michalopoulos, 1990; 

Fausto y Weber, 1993; Horimolo, 1994 y uabajos expuestos en la FASEB Conference, ver 

ieferencwJ. 

Los datos obtenidos hasta ahora son wuficicnles para dislinguir si Ja inicial:ión de la 

respuesta se debe a una seftal lloica o a mlllliples sellales simultánea.~. Tampoco se conoce la 

duración del evento iniciador, o si el final del proceso se debe a la desaparición del csllmulo 

positivo o a la acción de factores inhibidores. 

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

demanda funcional y la proliferación celular. 

La hepatectomfa parcial es un estimulo que desencadena varias respuestas paralela.~ en el 

organismo (cuadro 3). Por esta razón, es posible que un evemo detenninado aparezca 

durante el liempo de la iegcncración sin estar necesariamente relacionado con el fenómeno 

proliferativo. Se requiere de un análisis cuidadosn para establecer que el evento observado 

realmentc tiene relevancia en el fenómeno, y si so iníluencia es dirccla o indirecta. Esto, 

aunado a la dificultad para hacer manipulaciones in vivo, tiene como conseclll!ncia que se 

hayan reconocido muy pocos eventos cuya inhibición afecte la rcgenerdción (Koch y Lcffcn, 

1979; Lambotte et al, 1989) o que al ser inducidos la promuevan (Shiola el al, 1994). 

Al mismo tiempo, puede haber eventos que pertenezcan a varias de estas carcgor!as, y que 

constituyan enlaces entre los distintos fenómenos, n entre distintos sis1Cmas celulares y 

niveles de regulación. 
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Cuadro 2. E•mflllanctmadaldluuir la remeaend6e 
hqlMlca por ........ dd .,.~ 

Hepateaomfa ..,aaJ 
J. 

Transición G0 -+ G¡ 
Activación del reoeplor a EGF 

Cambi<l'I en l<l'I Oujos de catioa:s momvalenles (Na•, K +) 
ffiperpolarización de la memlnna 

Activación de la bomba de Na+ /ff+ 
Disminución del rH inll2Cdular 

Activación de la PLC-y 
Ac1ivacl6n de la PKC 

Aumento de ea2•ct105lllico 
Aumento de la conce001lción relativa de bormonas panadticas 

Aumento~ la COl\vertasa del HGF 
Activación de factores lr.JllScrtpcion:lles pn:senles: NFKB. PHf, srat3 

Aclividad aumemada del tr.l~ de aminoicidossislema A 
Activa..ión de receptores txl mnfrgicos por 111'.Rpinefrina 

Libetación de "injurina" 
Aumento en la (l<lleólisis y activación del HGF 

Síntesis de factores ttanscripcionales LRF-1, y el inhibidor RLJIFI 
Aumento plasnWico de HGF de origen exttaheplltico 
Aumento de la producción de citocinas por células oo 

parenquimatosas: tNF, IL-1, Ll-6 
Activación de eem temrpoos iomedialos C-70l· 

Reaplores citosólioos, IGFBP-1 
Tirosln fosfawas. PRL-1 
Prolelnas esuuaurates, ll-actina 
Factores tl2JISCripcionales, Egr-1 
Pro10-0000gcnes: e-ros, c-jun y l::llJik 
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J. 
FOMG¡ 

Aumento en la sflllesis de enzimm ~nicas 
Disminución en la síJllais de emJmas glucollticas 

AL'livación de las ca.c:adas de lnmcU:ción del HGF, TGFu y EGF 

J. 
Transici61t G 1-+ S 

AumenlO en los niveles de AMPc 
Hiper¡daril.lción de la memlnna 

Tra&locaci6n al llllcleo de potdn cinasas 
fc&f<ñladón de la hisrona HI 

Tnnsaipdón y~ del gene del HGF 
Activación de la ca.Qda de lllllsWcci6n de 9d!al del ALR 

ActiyaciOO de los C"M:S de la l'Dl!ICS• IC!Qll;W mrwda f-20!· 
Recqxorde HGF,c-met 
Recept:or de TGFtx 
~rx:oeenes. pS3. e-Ha-ras 
Prolelnas del ciclo celular, ciclina A 
Pludnas 111deaics, hiSlona ff3 
Maquinaria de duplicaci6n, ove. TK 

J. 
FastS 

Duplicación del IJNA 
AumetlO de TGFtx 

Aumento del factor de transaipción c/EBP-a 
Disminución del factor de transaipción c/EBP-11 



Cuadro J. Categorías 11 las que pueden pertenecer los eventos 

oue ocurren en el hí1>ado re1>cnerante. 

Hepatcclt>mla parcial 
J. 

Estré.• quirúrgico 
Estrés por anestesia 

Dailo tisular 
Inflamación 
Coagulación 

Cambios en el flujo sanguíneo 
Aumento en las concentraciones de metabolitos sanguíneos por gramo de hlgado 

Aumento en la demanda metabólica por hcpatocito 
J. 

Consecuencias del dailo e inflamación 
Consecuencias de los cambios en el flujo sanguíneo 

Consecuencias del cambios en la concentración de metabolitns y honnonas 
Coni;ccuencias de la suturdción de vías metabólicas 

J. 
Señales para inflamación y reparach\n 

Seilales para adaptarse al aumento de trabajo metabólico 
Scilales para proliferación celular 

J. 
Eventos desencadenados por las seilales de proliferación 

Mecanismos de ajuste metabólico 
J. 

Cambios ocasionados por la proliferación 
(p. ej. drbidos al paso por las fases del ciclo celular) 

Cambios ocasionados por el aumento de la ucli vidad mctab6lica 
J. 

Seilales para dar por terminada la respuesta proliferativa 
Consecuencia• de la refonnación de l:i.• estructura• 
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Antecedentes 

LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y LA LIPOPEROXIDACIÓN EN 

SISTEMAS BIOLÓGICOS 

El oxf¡eno empezó a volverse un elemento importante en la aunllsfcra a panir de que la 

evolución dió lugar a las clanobacterias fotosfnléticas. con lo que se desarrolló una vía 

melabólica de alla eficiencia, utilizando la energía luminosa para liberar los hidrógenos del 

a¡ua y formar poder reductor. con la formación de oxigeno molecular. El surgimiento del 

oxigeno como elemento dominante en la atmósfera le dió a la vida terresue las 

características con la que la comx:cmos actualmente, al abrir la posibilidad de que 

aparecieran organismos heterótrofos cticientc.• en el nuevo ambiente: los organismos de 

respiración aeróbica, y al formar la capa de ozono que disparó on alto nivel de cspeciación 

permitiendo la vida fuera del agua. Pero paradójicamente, al surgir esta uemenda ventaja 

para el desarrollo de la vida, surgió tambi~n un peligro inexl•tcnte hasta entonces: la.• 

especies reactivas de oxigeno como una fuente potcncial de dai!o celular. 

Como lo ha expresado Denha.m Harman: "Pareciera que la vida se originll como resultado 

de las reacciones de radicales libres, seleccionó estas reacciones para llevar a cabo papeles 

melllbólicos y luego aseguró la evolución empleándolas pa.ra permi~ir, la: mutación y la 

mucnc." (Harman, 1991). 

Esta doble naturaleu de la.• especies reactivas de oxigeno· tiene como consecuencia que 

estén presentes tanto en fenómenos de daño celular ~ . J~~Ji: .. como de funcionamiento 

biológico normal. Algunos de los efectos reponados para las cs~ci~s reactiva.• de oxígeno y 

los productos de lipopcroxidación se encuentran cnlistados en el cuadro siguiente (cuadro 

4). El tipo de efectos obtcnidos en general depende de las concentraciones de especie.• 

reactivas de oxfgeno que se alcan1.an. A concentraciones alias, los efectos que predominan 

son los de alta reactividad incspccffica y daño gcnerdl, mientra.• que n concentraciones 

moderadas puede esperarse un efecto más selcclivo y por lo tanto fisiológico. 
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Cudrn 44, Er .. 1 .. kl1k1S de b radlcal<S 
..... º''-1-tlort•adm. 
llldmaillcllill en lu basa del DNA y rup1uru de 
.,..._oenc:llla (fllllere111, 1990) 

~· Cl'OlllOl6lnical y cntreau1..unienlo 
del DNA (Cenitll, 1985) 

l-pnoMidn OlldaliYI de los fOlfolfpid<Js de 
1a mem11nna plulllAlica 1v ....... 19881 

lllllibk:k!n de 1u eozimu mlcrooomale• alucosa 
6-fOlrai- UDP-&lucurooil 11ansrerasa y 
ciloaolllo 1'450 (Youncs. 1988). 

llloai•- de la enzima 11tcmldrllldo Hosrato 
-ldroleftlll(Codl..-elll, 1988) 

4.....,.., de la 111scepllbilidoil a pm1<ó1t1i1 en la 
mayorla de lu pmCefnu (Davies, 1987) 

M....._, 1111plilicaciooe1 y ...,.eglos 
.,._,..,.,,.... Inducido> por el pro<esamiento y 
~ del DNA daftad<> oxida1ivammle 
(Ccrulll, 1985) 

Ubeniclóo de enzimas tisosomales por la 
desllllCClóo tipoperoxidativa de sus membranas 
(Younes. 1988) 

llisminucióa del 11ansporie elecuónico en 
mlloc:ondriu y lllk:rooolnu (Younes, 1988) 

lnblbición de la respiración mi1ncnndrial 
mcdlanre la lnbibiclón dirccla del complejo de la 
A1Pasa (Cochnlne el al, 1988). 

lln11ecruzamlen10 de proiernas de membrana 
(7.s.-Na1y, 1989) 

DlsminucKlll de la permeabilidad a polaSio en 
membnllas<Zi.-Nqy, 1989) 

AumenlD de la frqilidad nsmdlica (Bmedclli el 
aa, 1979) 

DisminUCÍÓll de los niveles inlrae<lularc.• do NA!> 
(Cerulll, 1985) 

Perdida de capacidad glucolftica y calda de los 
niveles de A1P debido al erccio sintrgico de la 
inlclivaclóo de la 1licerakk:hldo 3·fos!al0 
desbldro&<IWll y la disminución del NAI> 
(Cocbrane el al, 1988). 

AurnrnlD del ca2+ y Na+ inlrUcelular debido a la 
calda en los niveles de ATP, oca.<iooando 
alteraciones del ciwcsquclcto, desequilibrio 
osmdlico, 111:tivación de prol<asa.• y .,trdida de 
es11Uc1ura celular (Cochrane el al, 1988) 
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C...... 48, Alp- olee... l>iol6ck• ......,.... .. 
Activa:k!n de la ldenila!o cicW. (liaba et al, 
1981). 

1-...o de la ponneobilidld microva.<cular 
(Del Manlro. 1984) 

Quimioluis de fibmblallos y .-tlula! de 
fi""-"'- (WICll el al. 1987) 

Biollalala de prollqlandial5 y leUOOlrienos 
(Bllldlbaltoen e1 al, 1988) 

Quimlolaall de leucocilOs polimoñonucleam y 
.. ,,,p:kln plaquelaria (cooreron<.ia Davis) 

lnduc<itla de r- llanSCripcionalcs: c·fos, e· 
jun, c-myc, AP·I y Nl'·KB (Crawfonl el al, 1988; 
llevuyel al, 1991; Schrect et al. 1991, Raocl al, 
1993). 

Activa:kln de la pmteln cinasa C (0 Brian el al, 
1988). 

Aumenro en la ri1idez de la.• bicapas lipídicas 
(l.Z..-N111y. 1989). 

Acliva:idn del raclOr lr.lllScripcional Oxy R, de 
pocarionlel, que ro1ula la iransmpción de 1enes 
Inducidos por .. llft olidalivo (Slorz el al, 1990) 

Aclivai:idn de la uanscripción de ¡ene.< 
reladonados wn el cstres olidalivo en 
DllDllíeros, a 1raves de la secuenda ARE 
(1111io11dan1 rcspoose elemcnl) (Rusbmorc el al, 
1991). 

Ellimulación de la ea.,..,sidn del gen de cola¡cna 
en fibroblaslos. (Cbojk1er et al, 1989; Gee.in el 
al, l990,Gce1inelal, l991) 

Vuodilalaeión, rolajacioo de n1dsculo liso en 
pulmone• y Inicio di¡cslivo, conversión de la 
ICftal de e1ci1aei<ln seaual en la mcción del pene, 
lnhlbicldn de plaquetas. rcaulación irununc. 
llCIJroU1ln5milión en la potenciación a lar1u 
plazo. Ólidonllriro, NO. (Ko'1lland, 1992) 

Aclivación de la foslnlipa<a A2 (Goldrnw1, 1992). 

lnducdón de lllOlilidad blpcraclivada y ""'cciOo 
ai:n-w en capcrma1ozoidcs (Aill<en y Fisher, 
1994) 

AumcnlO• del pll intracelular y el Ca2+, y 
liberación de ácido araquidónico en células 
wnniólicas humana.<(lkcbuchi el al. 1991) 
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Aclivación de la poli(Al>P·ribuaa)sin1elasa, 
enzima que modifica fa.."tores lranlCripcionalcs . 
(CcruUi, 1985) 



Adem~ de reportes individuales de efec1os en sislemas biológicos, se han sugerido diversas 

bipóleaia acerca del papel biológico de la.' especies reactivas de ollfgcno (cuadro S). En 

aeneral consideran a la.' especies reaclivas de odgenu comu cnlidadcs capaces de ejercer 

efec!Os especfficos y regulados en sisicmas biológicos complejos. 

Cupdro 5 Tcoriqr rnbre el papel bjoló¡>jco de /a¡· qpccjes reactivas de 

l.al estados prooxldanles en la célul• pueden promover el credmlenlo neoplásico de 

ftlui. Iniciada. Es concebible que el mecanismo sea a través de la lnducdón de un 

lf'Upo de 1e11e11 prooxldllnt&, remlnlscenles del slslema SOS en bacterias (Ccrulli, 

1985) 

El envejedmlenlo y la muerte son evcnlos que se deben a la acumulación de daño por 

l'lldlcales Ubres en las mllocondrlllS de las c~lulas con diferenciación lermlnal CMiquel, 

1989) 

l.al l'lldlcales lipídicos pernxldados son capaces de ejercer control sobre la 

prollfend6n celular (Galcuni el al, 1989) 

Los eslados hlperoxldantes son los respon.~bles de disparar la dJrerenclaclón en 

tnlcroorsanlsmos (Hansberg y Aguirrc, 1990) 

En cflulas allamenle prollferallvas (como célula' neoplásica~ y Males) el nivel de 

_.mmos de defensa •nlloxldanle debe •umenlarse para evllar daños 1enéllcos 

durante la dupllcaclón del DNA (SlalCr el al, 1990) 

Lu especies reactivas de oxígeno podrlan ser los lnduclores lnlracelulares de la 

respuesla a stress o choque térmico ("heat·shock") (Becker el al, 1991) 

Los radlcales Ubres de oxígeno son ampliamenle ulillzados por las células corno 

R&UndDll mensajeros, en la aclivaclón de faclores transcrlpclonales (Schrcck y 

Baeuerle, 1991) 
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INTRODUCCIÓN 

El hí¡lldo en regeneración es un sistema biológico cuyas características lo hacen 

especialmenle interesante para el estudio del manejo de las especies reactivas de 

Ollígeno y sus productos de degradación. 

Por un lado, es un órgano sometido a gran demanda metabólica, la cual favorece la 

producción de una mayor proporción de especies reactivas de Ollfgeno. Y al mismo 

tiempo, es un !ejido proliferativo, en el que aumenta el riesgo de daños oxidanles al 

material gen~lico. Pero por encima de todo, es un tejido adulto, nonnal, cuya 

proliferación es fisiológicamente importanle. Esto lo coloca en un sitio privilegiado 

para probar la hipótesis de que las especies reactivas de oxígeno deben ser evitadas 

en la división celular, la cual se fundamenta principalmente en datos obtenidos de 

tejidos neoplásicos. 

La solución que tenga el órgano para esta situación puede brindar infonnación 

imponanle acerca del significado biológico de las reacciones de radicales libres de 

oxígeno y la existencia de toxicidad por lipoperoxidaci6n en un modelo en el que la 

viabilidad celular se infiere directamente de la supervivencia del sujeto 

experimental. 

Las aprollimaciones experimentales al fenómeno hasta la fecha no han dado una 

respuesta clara. Varios grupos independientes han observado un aumento de la 

lipoperoxidación en el homogenado del hígado regenerante (Ueda et al, 1983; 

Lambotte et al, 1989; Obata M .. 1992). Sin embargo, también se ha rcponado que 

durante la regeneración aumenta la eficiencia microsomal para contender con las 

especies reactivas de oxígeno (Cockerill et al, 1983; Chesseman et al, 1986; Slater 

et al, 1990). 

Debido a que los repones no son directrunenle comparables por el hecho de que las 

mediciones se realizan en muestras de distinlo origen celular, decidimos realizar un 
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estudio completo de la lipoperoxidación en el hígado regenerante, haciendo 

observaciones en el homogenado total y en cinco fracciones subcelulares: 

mitocondria. citosol. microsomas, membrana plasmática y núcleo, a varios tiempos 

durante las primeras 48 h post-hepatectomía. 

Considerando que las especies reactivas de ollfgeno y los productos de la 

lipoperoxidación son tanto consecuencias metabólica~ como señales moleculares, es 

posible que puedan estar actuando como un vinculo entre los ajustes bioquúnicos al 

déficit funcional y los mecanismos de proliferación. 

Este trabajo brindará una primera aproximación para observar si exisle alguna 

relación entre la concentración de especies reactivas de odgeno y el fenómeno de 

regeneración hepática, que pudiera inlerpretarse como favorable a esla hipótesis. 
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MATERIALES Y ANIMALES EXPERIMENTALES 

Animales 

Se llSU'On raras macho de la cepa Wislar de entre 230 y 280 g de peso, de aprmdmadamentc 

10-12 semana.< de edad, ubtcnidas del Biutcriu del lnstitul!l de Fisiología Celular. Tanto 

antes como después de la hcpalcctumla fueron alimentada.• ad libitum con alimento 

wmcrcial esW!dar para rata (Lah Die!, Richmond) y agua. Durante su pe1manencia en el 

llloterio se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. Fueron llevados al laboratorio 

un día antes de su tralamiento, en donde también estaban bajo el régimen diurno de luz. 

oscuridad. Se mantuvieron en jaulas limpias, con no mi< de 4 animales por jaula. Al tiempo 

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

Todos los reactivos tuvieron la.< caracterfsticas de alta pure1J1 requerida.< para su uso. El 

~cido tiobarbilúrico, sacarosa, EGTA (ácido etilenglicol·his-retracético), alMmina, Tri1mall!> 

ba.'ie, Percolli!>, tritón X-100, reactivo de fenol Folin-Ci0caltcau, el tc!ractoxipropano y el 

luminol, fueron comprados a Sigma Co (St. Loids :Missouri, E.U.A. l. El tetracloruro de 

carbono, ácido acético, metano!, cloroformo, éter etílico; acetato de amonio, ciclohexano, 

cloruro de potasio, ácido cftrico, tartrato de sodio y potasio, ácido clorhfdrico e hidróxido 

de sodio provinieron de Baker (Xalostoc, México). El pentoburbilal sódico (Ancstcsalll!>), 

fué adquirido de Smith Klinc, México. El n-butanol y la piridina fueron de Mallinckrodt 

(Paris, Kentucky, E.U.A.). 

Soludunes 

Las soluciones se prepararon en agua destilada y dcsioni7.ada, y en general fueron 

manrenidas a 4° c. 
Buffer A (solución de fraccionamiento): Sacarosa 225 mM, Tris/HCI 10 mM, pH 7 .4, 

seroalbúmina bovina al 0.2 %, EGTA 0.3 mM. 
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Buffer B (solución para oblención de membrana plasmática): Sacarosa 250 mM, TrisfHCI 10 

mM,pH7.5. 

Buffer C (solución de incubadlln de muestras para la reacción del ácido tiobarbilllrico): 

Tris-HCI ISO mM, pH 7.4 

Buffer jlara aislarnienlO de mlcleo.~: citrato-tri1ón 2.5 %-0-14%, citrato al 2.5%-sacarosa 

0.88 M, citrato 2.5%-sacuosa 0.25 M. 

Solución Kida para la re11:ción del ácido tiobarbi!úrico: 4cido acéiico al 20% v/v, pH 3.5. 

Solución para estabiliw el cromóforo en la reacción del ácido tiobarbitúrico: KCI al 1.2% 

w/v. 

Mezcla de reacción para medir quimioluminiscencia preparada al momento de usarse con: 

Acellllo de amonio 0.5 M pH !0.5, 50 mi. 

Cloruro de coballo CoCl2 .S mM, 50 µI 

Luminol (5-amino-2,3-dihidroftal31ina-l ,4-diona) .S mM en Na2C03 0.1 M pH !0.5, 1 O µI 

MÉTODOS 

M'todos quirúrgicos. 

Las cirugía.~ se realizaron bajo aneslesia de é1er, observando los cuidados necesarios en 

cuanto a asepsia y hemostasis. 

El grupo de animales control se sometió a laparolomfa, consistente en una incisión 

longitudinal del abdomen (-3 cm), exposición y manipulación del hfgado y sutura. 

La hepatectomfa parcial del 70% se realizó de acuerdo con la técnica originalmenlc descrita 

(Higgin~ y Andcrson, 1931 ), ligando primero la base del lóbulo medio, y realizando su 

remoción quinlgica. repitiendo el proccdimicnlo de ligadura hemostática y cone con el 

lóbulo lateral iu¡uierdo. 

La.~ hepatectomfas parciales de menos del 70% se reali1.aron retirando lóbulos espedficos: 

hepateclomfa del 10% : IObulo central derecho 

hepateciomfa del 30%, lóbulo laicral i1!1uierdo 
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hepalectomía del SO%, lóbulos central derecho y latcral izquierdo. 

Estos lóbulos fueron seleccionados en base al análisis de su contribución promedio a la ma.'111 

hepática lfltal y su accessibilidad quinlrgica. 

Los animales fueron sacrificados 3, 6, 12, 24 o 48 h desp~s de la cirugía, por medio de una 

50bn:dosis intraperitoneal de pemobarhilal sódico, y desangrados por decapitación. 

Admlnlltnd6n aauda de lelradoruro de carbono 

Los animales recibieron una dosis de tctracloruro de carbono de 2 mi por kilogramo de 

peso, administrada por vía intragástrica. en una dilución de 1 :4 en aceile vegetal. lo que 

equivale a un volumen -2 mi. Los animales control recibieron 2 mi del vehículo (aceite 

vegetal) por vía intragástrica. 

Fncdonamlenlo subcelul11r 

Inmediatamente después del sacrificio, el hígado se disecó y se lavó varias veces en buffer A. 

Después se corló finamente y se colocó en un volumen de 2S mi de buffer A, procesándose 

inmediatarnentc en el homogeni1.ador. Del homogcnado se tomó una alícuota para las 

determinaciones y lo demás se sometió a centrifugación diferencial para obtener las 

fracciones subcelulares. 

El protocolo de centrifugación diferencial se realizó en una Centrifuga Sorvall, rotor Sorvail 

SS34, de I08 mm de radio y una Ultrncentrffuga Sorvall. rotor Beckman SO Ti • de 80.8 nun 

de radio. 

El homogenado se centrifugó a 1,500 g durante 15 min. El precipitado de esta primera fa.o;e 

se utilizó para oblener las fracciones de membrana plasmática y nrtcleos. 

El sobrenadante se centrifugó a 7,000 g durante 15 min y a 12,000 g durante IO min. 

Los precipitados de amba.~ centrifugaciones, correspondientes a la fracción milocondrial, se 

resuspendieron nuevamcn1e en buffer A, lavándolos una vez más a 12,000g dur.inte 10 min. 

El sohrenadante libre de mitocondrias se sometió a una ultraccnlrifugación a I00,000 g 
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dur1111e 1 h, para precipitar la fracción microsomal, correspondiente a ves!cula.~ del reUculo 

endoplúmico. El sobrenadante obtenido se designó como fracción citosólica. 

La fr11:ción de membrana plasmática se preparó mediante una técnica de centrifug8"ión en 

aradiente de Percoll (Loten y Redshaw-Loten, 1986). 

El precipitado pmvenienle de la centrifugación del homogcnado ( l ,SOO g) se resuspendió en 

20 mi de buffer 8, agregándole Pcrcoll y sacarosa 2 M para alcanzar proporciones 

voluméllicas de 1 :0.13: 0.02 respectivamente. Dicha suspensión se centrifu¡ó a 3S,OOO 1 

durante 20 min. La banda fonnada cerca de la boca del tubo se colectó cuidadosamente y se 

resuspendió de nuevo en la mezcla de buffer B-pcrcoll-sacarosa agregándole además CaClz 

para alcanzar una concenlr'dción final de 1.3 M, con el fin de precipitar el DNA. 

La fr111:ción nuclear se obtuvo mediante la técnica del ácido cltrico (Reincrs y Busch, 1980). 

El precipitado de la centrifugación a 1,500 1 se resuspendió en ácido cítrico al 2.5 %-Tritón 

X-100 al 0.14%, centrifugando a l,SOO 11 durante 10 min. Este lavado se repitió una vez 

más, y el precipitado obienidn se resuspendió en sacarosa 0.25 M-ácido cítrico al 2.5 %, . 

filtrándolo después con ga.o¡¡¡ para eliminar las libras de tejido. La fracción nuclear se obtuvo 

centrifugando esta suspensión a través de un colchón de sacarosa 0.88 M'.ácid? CílJ'iC~ al . 

2.5% a l ,SOO g durante 1 O min. Los núcleos así ohicnidos se lavaron varias veces en. buffer 

A para quitar el exceso de sacarosa, que podría haber inlcrfcrido con lus dctenninacioncs. 

La identidad y pureza de las fracciones así obtenidas se comprobó mediante deicnninaciones 

de actividades enzimáticas específicas: glucosa-6-fosfatasa, para fracción microsomal; 

citocromo oxidasa para mitocondria; S'-nuclcutidusa para membrana pllL~mállca; lactato 

dcshidrogenasa para fracción citosólica. En todos los casos, la contaminación con 

actividades enzimática.~ no cspccllica.~. se mantuvo por debajo del 10%. La fracción nuclear 
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se determinó por cuantificación de DNA. Las muestras se mantuvieron en hielo durante todo 

el procedimienlO y las centrifugaciones se reali1.aron lambién a 4 ºC. 

MuesU. de otros órganos 

Para los experimentos en los que se midieron los niveles de lipopermlidación en órganos 

extrahcp4ticos se rcali;r.aron hepatectomlas del 70% o laparotnmlas y se tomaron muestras 

de hlgado, cerebro, mucosa gástrica, pulmón y riftón. 

Los ór1111101 se disectaron y homogeni1aron de la misma forma que el hígado. De los 

llomogenados se tomaron allcuutwi y el resto se centrifugó a 1,500 ti durante 10 min, 12,000 

1 durante IS min y 100,000 ti durante 60 min dcscanando los precipitados. El sohrenadante 

se designó como fracción citosólica. 

Toda~ la.~ muestras se congelaron inmediatamente después de obtenerla.~ y se mantuvieron 

congeladas hasta su uso. Dos ciclos de descongelación-congelación fueron el mállimo 

permitido al tiempo de la.~ determinaciones bioqulmicas. 

DetermlnadOn de llpoperoxldaclón 

La lipoperoxidación se determinó mediante dos técnicas independientes: la reacción del 

dcido tiobarbilúricu para cuantificación del dialdchído malónicn y la determinación 

espectrnfotomfüica de las dobles ligaduras t/picas de dicnus conjugados (ver apéndice 2, 

para la explicación de la teorla implicada en los métodos de detección). 

La cuantificación de dialdehldo malónico se rcalil.6 con la técnica del ácido tioba.rhilúrico, 

medida espectrofotométricarnente (Buegc y Aust, 1978) con algunas modificaciones al 

método original (Hcmándcz-Munoz et al, 1984). Se utiliuron 3 mg de proteína por cada 

muestra, diluidas en bu!fer C. Las muestras se incubaron a 37° C durante 30 min, después de 

lo cual se tomó una allcuoia de 0.4 mi y se agregó a un tubo que contenla 1.5 mi de ácido 

liobarbit~rico al 0.8%, l.S mi de ácido acético al 20%, pH 3.S y 0.5 mi de agua destilada y 
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se detennine! por cuantificación de ONA. Las muesllllS se mantuvieron en hielo duranlC todo 

el procedimiento y las a:nlrifugaciones se reali1aron también a 4 ºC. 

Muesln1 de olros órc11nos 

Para los uperimentos en los que se midieron Jos niveles de lipoperoxidación en órganos 

eatrahcp41icos se realiwon hepatectomfas del 70% o laparotomfa.' y se tomaron mueslra.' 

de hfgado, cerebro, mucosa ¡¡áslrica, pulmón y riilón. 

Los ór¡¡anoa se disectaron y homogeni1.aron de Ja misma fonna que el hfgadu. De los 

llomoaenados se tomaron alícuota~ y el resto se ccnlrifugó a J,SOOg durante JO min, 12,000 

1 durante "min y 100,0001 durante 60 min descartando los prccipilados. El sobrenadante 

se dcsianó como fracción citosólica. 

Todas la.' muesrras se congelaron inmediatamente después de obtenerla' y se manluvicron 

congeladas hasla su uso. Dos ciclos de descongelación-congelación fueron el máximo 

pennilido al tiempo de las determinaciones bioqufmica.,. 

DetermlMdón de llpopermddoclón 

La lipoperoxidación se determinó mediante dos técnicas independientes: la reacción del 

~ido tioharbitúrico para cuantificación del dialdehído malónico y la dctenninación 

espectrofotométrica de las dobles ligaduras lípicas de dicnos conjugados (ver apéndice 2, 

para la explicación de Ja teorfa implicada en los métodos de detección). 

La cuantificación de dialdehído malónico se realizó con Ja técnica del ácido liobarbilúrico, 

medida especlrofotomelricarnente (Bucge y Aust, 1978) con alguna.' modificaciones al 

método original (Hem4ndez-Muiloz et al, 1984). Se utilizaron 3 mg de prolCfna por cada 

muestra, diluídas en buffer C. w muestra.' se incubaron a 37° C durante 30 min, después de 

lo cual se tomó una alfcuota de 0.4 mi y se agregó a un tubo que contenfa 1.5 mJ de ácido 

tiot>arbit~rico al 0.8%, l . .S rnl de ácido acético al 20%, pH 3 . .S y 0.5 mi de agua dcslilada .Y 
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desionizada. Los tubos se sometieron a ebullición durante 45 min, se enfriaron y se les 

agregó 1 mi de KCI al 1.2% para estabili1.11r el color. El cromóforo se exllajo en piridina

butanol 1: 15 y se leyó a 532 nm contra un blanco de reactivos. 

La co""ntraclón equivalente a rur.oles de dialdehldo malónico se calculó utilit.ando un 

coefk:ienle de ntinción molllr de 1.56 x IQ·2/nmolas·cm, basado tanto en los valores 

reponados como en una curva patrón reali1.ada con un estándar de f, l ,3,3 

teuaetoxipropano. 

La detenninación de dienos conjugados se rcali1.ó conforme a un protocolo bien establecido 

(Recknagel y Glendc, 1984), exuayendo la fracción lipídica de las mueslras en 3 mi de 

solución de Folch (cloroformo-metanol 2: 1 ), evaporando bajo una corriente de nilrógeno 

para impedir la oxidación y rcsuspcndiendo en ciclohexano para leer 

espectrofotomélricamente la absorbancia a 233 nm conlla un blanco de ciclohexano. 

betermllllld6n de radlcaln; por qulnúolumlnlscenda 

La presencia de especies reactivas de oxigeno se determinó por medio de 

quimloluminiscencia con luminol, según método.~ reportados en la lilcraturJ (Cadenas y Síes, 

1984). Se usaron 100 µI de una dilución de la.~ mueslra.~ a 60 µg/ml en 4 mi de la me1.cla de 

reacci<ln (ver soluciones). La determinación se realizó en un contador de centelleo ICquido, 

cuantificando la emisión a 450 nm. Cada mucslra se leyó un promedio de 5 veces a 

intervalos regulares, para determinar en qué momento 1;e alcan1.aha el máximo de reacción. 

Los valores máximos son los que se consideran en los resultados. 

Otru determinaciones 

Las determinaciones de proteína se hicieron de acuerdo al método de Lowry (Lowry et al, 

1951) en muesuas diluidas 1 :400. Para determinar la signilicancia csladlstica se usó la 

prueba "1" de Student. 
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RESULTADOS 

Clnltlai de llpoperolddad6n y radicales llbres 

Llpoperolddacl6n en el hígado después de hcpatectomía del 70% 

Ern;ontramos que los valore~ ba.wc.• de lipoperoxidación son afectados por los 

procedimicnlOs de anestcsia y cirugía aplicados a los animales, como ya ha sido reportado 

(fsai et al, 1992). Los valores de dialdcbído malónico en el homogenado del hígado de un 

animal inw:to son de 2.95 runolas de dialdchído malónico por mg protefua, mientra• que los 

valores de un animal lap:irotomi:t.ado bajo anestesia de éter y sacrificado por sobredosis de 

pentobarbiUll 24 h después aumentan hasta 4.44. 

Por esta r~ón, en cada experimento se incluyeron animales lapurotomi1<1dos como control 

de lns que eran sometidos a hepatcctomla, y es en la comp:iración entre ambos grupns en 

donde se observllfl los cambios que nos interesan. 

Los resultados de las determinaciones de dialdchído malónico se muestran en la Tabla 1, y 

en la Figura l. en esta úhima expresados como porcentajes sobre el control. Los resultados 

de dienos conjugados aparecen en la Tahla 2 y la Figura 2. 

En el homogcnado total de Jos hígados provenientes de animales hepnteclomi:t.ados .1e 

observa un aumento en los valores de dialdehído malónlco, que se inicia a las 12 h y llega al 

milximo 24 h pos1-hepa1Cctomía (-4 veces). A las 48 h-ya no se obScrva ninguna diferencia 

con los controles. 

En las dclCrminacioncs de dienos conjugados nn se observan diferencias estadisticamentc 

significativas en el homogenado, aunque se allvicrte una tendencia hacia el cmnport.1miento 

observado en la concentración de dialdehldo malónico. 

Localización en frllltdones subcelulares 

El incremento en la lipupcroxidación se encuentra, intcrcsan1emente, distribuido 

heierogeneamente entre las fracciones subcelulares, estando restringido a la~ fracciones 

ciws<'llica y de membrana plasmática. 
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En el citOllOI, exislc un gran aumento en los valores de dialdehfdo malónicn desde las 6 h 

post-hepalectomfa, que alcanza su máximo a las 12 h con valores de hasta 25 veces los del 

control, 1 las 24 h está 5 veces por encima del control y a las 48 h la diferencia con el 

control se vuelve estadisticamcnlc no significativa. También exislC un aumenio en los 

valores de dienos conjugados a las 12 y 24 h post-hepalCctomla. 

La fracción de membrana plasmática muestra un aumento significativo en dialdehldo 

malónico a las 3 h post-hcpatectomla, que deja de apreciarse a la~ 6 h. A las 12 h existe un 

aumento considerable (-8 veces), que se mantiene a las 24 y que nuevamente desaparece 

para volverse estadisticamenic no significativo a las 48 h. Los valores de dienos conjugados 

en la fracción de membr.ina plasmática. sin embargo, no muestran diferencias significativas 

con los controles a ninguno de los tiempos observados. 

La concentración máxima de dialdehfdo mal6nico encontrada en la membrana plasmática es 

50% mayor que la del citosol. Sin embargo, dado que la membrana posee valores basales de 

lipoperoxidación más altos, el incremento con respecto al control es mayor en la fracción 

citosólica. 

En la fracción microsomal, los valores de dialdehfdo malónico disminuyen de manera 

estadisticamente significativa a las 6 h post-hepatectomfa, y a los demás tiempos no 

prescnran cambios con respecto a los controles. Los valores de dlcnos conjugados muestran 

un aumerllo estadisticamentc significativo a las 24 h. 

La fracción mitocondrial presenta valores de lipoperoxidación notablemente constantes 

durante todos los tiempos dererminados y no existen diferencia.~ con respecto al grupu 

control, tanto en las determinacione.~ de dialdehfdu malónicu como en la cuantificación de 

dlenos conjugados. 

La fracción nuclear, por el contrario, muestra una gran d_isÍ>crsÍ6n en los valores, y no se 

observan diferencia.~ estadísticas entre los animales . c~Ü~ol : y los hepatectomizados a 

rúnguno de los tiempos. 
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EIJlld• ractlYa' de oxígeno en el hígado después de hepatectonúa del 70% 

Con la t&:nica de quimiolwninisccncia del lwninol para radicales libres, se midió la 

concentración relativa de especies reactivas de oxigeno en las distintas muestras. Los 

resullados se presenlan en la Tabla 3 y en la FigurJ 3. 

La concentración de especies reactivas de oxigeno no se encuentra aumentada en el hlgado 

de los animales hcpatectomizados, sino que incluso es clara una tendencia general a la 

disminución. 

El homo¡¡enado total muestra valores significativamente menores a la.• 12 h. 

Esta disminución parece rcOejar la di.•minución en la fracción cilosólicu u la.• 3, 6 y 12 h 

rost-hepatectomla. 

La fracción micmsomal y la fracción de membrana pla.•mática presentan valores de 

quimioluminisccncia disminufd1~• a la.• 6 h pn.•t·hepalCclllmfa. 

En las fracciones nuclear y mitocondrial no se observa ·~ing~n 

En conjunto, se observa un aumento en 13 lipopcroxidaci6~ hepátic~' en las' primeras 48 h 

post-hepatectomla, a pesar de que las especies reactivas de oxigeno no se encuentran 

aumentadas e incluso están disminuidas en el citosnl. 

Llpoperoxldaclón en el modelo de regeneración hepática por intoxicación aguda con 

lelracloruro de carbono. 

En animales sometidos al modelo agudo de inloxicación con tetruclorurn de carbono se 

midió la crmcenu-ación de dialdchfdo malónicn en el homogenado total de hlgado y las 

fracciones subcelulares a tres tiempos dcspu~s del tratamiento: 24, 48 y 72 h. Los datos se 

muestran en la Tabla 4 y la Figura 4. 

Los valores de lipoperoxidación de los controles son muy similares a los observados ~n el 

modelo de hepatectomla parcial. 
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En los llRimlles lratados con CC'4 exisle wi aumento en la üpopcroxidaci6n del 

llomo¡enado que aparece desde las 24 h, alcanza un máximo a la.~ 48 (-6 veces sobre el 

conuul) y desaparece para las 72 h. 

Buena pane de este aumenlO se cncucnira localizado también en las fracciones cilosólica y 

de membrana plasnálica, aunque se observan aumentos importantes en los valores de la.~ 

fracciooes nuclear y microsomal. 

TanlO en la fn1CCión citosólica como en la de membrana plasmática se alcanza un aumento 

de aproximadamente 7 veces a las 48 h. 

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

En la fracción nuclear la lipopcroxidación alcan1.a valores de dialdchído malónico S vece.~ 

superiores al control a las 48 h y sigue aumcnlllda todavía a las 72 h. 

Aunque no podemos comparar con ccrtc1.a las cinéticas de lipoperoxidaci6n eu ambos 

modelos, es posible reconocer un palrón similar con un dcsfasamiento de 24 h. 

Los valores máximos de dialdclúdo mal6nico en el homogenado fueron similares en ambos 

modelos de regeneración (-16 nmolas de dialdehído malónico por mg proteína). 

En cambio, los valores máximos de lipopcroxidaci6n en la fracción citos61ica y membrana! 

del modelo de letracloruro de carbono fueron claramente menores a los observados en el 

modelo de hepalectomfa. 

Por el contrario, los valores de dialdehído malónico en la fracción nuclear fueron 

significalivamcnle mayores en los animales tratados con CC'4 que en los hepa1ectomi1.ados, 

a pesar de la gran dispersión de estos úllimos. 

Upoperoxldad6n en hepalectonúas parciales de dlstlnla magnitud 

Se deierminó la lipoperoxidación, por concentración de dialdehído malónico, en 

homogenado total y fracciones sut>cclulares del hígado de animales a los que se les 
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practicaron hepaleclomlas del 10, 30 y 50%. Las delenninaciones se realil.aron a las 24 h 

pust-hepalectomla. Los resullados se presenllm en la Tabla 5. 

w muestras provenientes de animales con hepalectomra del IO% muestran valores de 

dialdehldo malónico esencialmente id~nticos a los de los animales control. 

IA>s hfaados de animales que fueron sometidos a hcpalectomra del 30% muestran una 

disminución (-50%) significativa en los valores de dialdchldo mal6nico de la fracción 

ci10MS1ica. 

En el homogenado y la fra1:ción citosólica de ratas con hepatcctomla del SO%, los valores de 

dialdehldo mal6nico se incrementan en un 100% en relación a los animales control. 

No se encontraron diferencias con el control en ninguna de la.• demás fracciones subcelulares 

observada.•. 

En la Figura S se muestran los pertilcs de dialdehfdo malónico en ~I h~mogenadu, citosol y 

membrana plasmática de los hígados de animales sometidos a hep:ÍÍcctomra del .1 O, 30 y 50 y 

70%. Es notable que los aumentos en la lipoperoxidaclón reqúleren de un umbral de má.' de 

40% de pérdida de masa hepática para presentarse. Estos aumentos se manifiestan solamente 

en citosol en la hepatectomra del SO%, y en cito.~ol y membrana plasmática en la 

hepatectomla del 70%. 

Espectneldad del renómeno en el organismo 

Se midió la concentración de dialdchldo malónico en otros órganos del animal 

hepatectomi1.ado, u la.' 24 h después de hepatcctnmfa del 70%, con el fin de establecer si el 

fem\meno de lipoperoxidaci6n aumentada cru una respuesta general del organismo a la 

pérdida de una fracción de un órgano vital o una respuesta órgano-especifica. Los resultados 

se muestran en la Tabla 6 y Figura 6. 

Los valores de lipoperoxidación ba.o;al presentan variaciones entre los distintos órganos, con 

el riílón y el cerebro con valores mayores, después el pulmón y el hlgado, y la mucosa 
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1'5lrica con los valores mis bajos. Estos resulllldos de lipopcroxidación diferencial por 

lejidocoinciden con repones en oiros modelos experimenllllcs (Dillard y Tappcl, 1988). 

En el homo,genado de los órganos extrahepálicos observados los valores de lipopcroxidación 

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

awnento en el rillón, probablemente no significativo (p SO. l). 

En la fracción citosólica. se observan aumentos en lipopcroxidación debida a la 

llepateciomra, en el riílón y la mucosa gástrica, con un aumenw del HHl% en relación al 

control. Al tiempo de 24 h, el aumento de lipoperoxidación en el citosol del hígado es del 

500%. 
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Tabla l. VALORES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN FRACCIONES SUBCELULARES DVRANTI: LA llEGENEJtACIÓN 
HEPÁTICA. La HpopenWdadón f•é medida como concnb'lldóa de prudlldll5 ~de mw. cr- .........,..... 
Los dliCos se ellJlnsM tom0 equlvlllenks • nmoles de dlaldehído malónko por me de protei• 

Homogenado 

Mi tocondrias 

Citosol 

Microsomas 

Membrana 

Núcleos 

3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48hons 

e 3.63:t: o.54 (4) 
H 3.13 ± 0.59 (8) 

3.91 :!:: 0.73 (4) 3.89 :t 0.64 (10) 4.44 ± 0.37 (7) 5.32 :t:0.98 (6) 
7.33 :1: 1.38 (10). 7.73 :t l.tíO (14). 16.47 :1: 3.95 (ll)• 3.53 :t:0.45 (9) 

e 1.36 :1: 0.22 (3 > 
H 1.10 ± 0.09 (6) 

1.13 :1: 0.13 (4) 
0.90 :1: 0.09 (7) 

1.02 :1: 0.28 (10) 
0.98 :t:0.15 (18) 

1.24 :!: 0.03 (3) 
1.20 :t 0.14 (6) 

1.20 :1: 0.02 (2) 
1.33±0.14 (5) 

C 0.76 ± 0.09 (3) 0.7Ú O.Ó'J (4) 0.53:t: 0.14 (11) 1.39 :t 0.27 (6) 0.87± 0.37(6) 
H 0.76±0.18(6). ).60±0.12(5)•. 12.21~335(18)• 7.94:1::2.07(13). 2.20:1::0.81 (9) 

e 1.11 :1: 0.26 á)';,, , fa:~:¡,~ó:i:W~~/,;~>i!~5·1 ~.48 c10> 
H 2.0I ± 0.27.(6)\ ·.''2.79±0.14 (6) •'':!:2.62:t·o.;i2 (15) 

2.29 :t OJO (3) 
2.22 :!:: 0.35 (6) 

1.77± 0.10 (2) 
1.79 :1: 0.36 (5) 

- - .. '.: ., --·· ·· .. -., "·;·;.·· . ~'\~·; ~~-;:.: .:-.~·~-:·:1t~-~:=_; ... ~ .. ~-'.,~>>-:;; ~H>;·:1~-:~:~;,'._:_:; ··_.; 
e 2.51 :1;0.s5 (5)': • 2.45 ±0,45 (3) '. 2.40:t:o:s1 (9) 3.02 :1:0.47 m 2.12:1:: 1.01 (5) 
H 4.79:t:0.9!j(s)<)'' ;z:76i(Ú6(9) '.18.83~6.94.(17)• 17.47±3.61(9)• 4.66±1.78(9) 

e 5.45± 1.18 (5) . 2:64 :1: o.77(4) 
H 7 .31 :!O 2.50 (8) 5.08± 1.88 (7) 

3.93 :1: 1.69 (11) 
11.20±4.88(18) 

4.11 :1: 0.59 (2) 
4. 77 ± 0.97 (3) 

N.D. 
ND. 

Significancia estadística por prueba de "r" de Studenr, entre controles y hepatectomizadas: 

O p :5 O.JO,• p :50.05, • p :50.01. • p :5 0.005, • p :5 0.001; N.D.: no detenninado. 
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Flp,.. l. Clnitlca de la llpoperoxldacl6n, medlda por dlaldehldo malónlco, en el 
lw111111enado total y fracciones subcelulllJ'es del lllgodo de 1mlmoles sometidos 11 

llepatectonúa del 70%. Los datos están expresados como valores relativos al control, 
lomando i!ste como la unidad. El área punteada representa el rango de valores control u 
iodos los tiempos observados, considerándolo como el promedio :1: desviación estándar. 
Nótese que la.~ escala.~ varfan para cada fraccitln. 
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Tabla 2. VALORES DE LIPOPEROXIDACIÓN, MEDIDA POR DIENOS CONJUGADOS EN FRACCIO~ 
SVBCELULARF.S DURANTE LA REGENERACIÓN HEPÁTICA. Los dlenas CGftjupdos r- ........ - de..iclad 
óptica a 2J3 nm de la fiw:d6n lipídica de i. ~ Los datos se ex....- - •nidada de denlld8d 6pllca par me de 
proteína. 

3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas 

Homogenado e 0.325 :to.119 (3) 0.059 :t 0.110 (2) 0.159 (1) 0.143 :t 0.031 (3) 0.137 (1) 
H 0.163 :t0.034 (6) 0.099 :t 0.031 (5) 0.288 :t 0.082 (4) 0.176 :t 0.038 (5) 0.164 :t 0.045 (9) 

Mitocondñas e 0.113 :t 0.001 <2> 0.079 :!: 0.001 (2) 0.285 :t: 0.069 (3) 0.113 :t 0.005 (2) N.D. 
H 0.134 :t 0.020 (4) 0.078 :t 0.004 (5) 0.212 :t 0.026 (7) 0.169 :t 0.044 ( 4) N.D. 

Citosol e o. 143:t 0.011 (2) 0.032 :!: 0.008 (2) 0.078 :t: 0.018 (4) 0.085 :t 0.019 (3) 0.058 :t 0.006 (2) 
H 0.144:t0.0l7 (4) 0.047 :t:0.003 (4) 0.210 :t 0.026(8). O.ISO :t 0.029 (S)e 0.087 :t 0.018 (S) 

Micro somas e 0.264 :t 0.039 (2) 0.191 :!: 0.037 (2) 0.308 :t 0.069 (4) 0.229 :1: O.oJ2 {4) 0.226 :t 0.004 (2) 

H 0.310:!: 0.017 (4) 0.129 :t: O.OIS (5) 0.508 :!: 0.115 (5) 0.352 :t 0.040 (S)• 0.214 :t 0.030 (S) 
,.·:·Y?:···. 
'··. 

Membrana e o.448 :!: 0.012 (2) 0.447 :!: 0.083 (2) 0.096 :t 0.031 (3) 0.137 :!: 0.046 (3) 0.132 (1) 

H 0.429 :t 0.090 (3) 0.314 :!: 0.023 (4) 0.142 :t o.mo <8> 0.667 :t 0.305 (3) 0.213 :t 0.019 (S) 

Núcleos e 0.149 ± o.oos c2> 0.298 :!: 0.182 (2) 0.213 :t 0.035 (4) 0.600 :t: 0.382 (2) N.D. 
H O. 178 :t 0.024 (2) 0.221:!:0.051 (4) 0.229 :t 0.082 (5) 0.181 :t0.059(3) N.D. 

Significancia estadística por prueba de "r" de Studcnt. entre controles y hepatectomizadas: 
• p ~ 0.05. N.D.: no detenninado. 
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Figura 2. Cln~tlca de la llpoperoxldaclón, medida por dlenos conjugados, en d 
•omoeenado lollll y fracciones subcelulares del hígado de animales sometidos a 
llepateclonúa del 70%. Los datos están expresados como valores relativos al conirol. 
tomando éste como la unidad. El área punteada representa el rango de valores cnnlrnl a 
todos los tiempos observados, considerándolo como el promedio ± desviación estándar. 
Nótese que las escalas varean para cada fracción. 
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"fabla 3. VALORES DE RADICALES ENDÓGENOS EN FRACCIONES SVllCELVLAllES DVRANTE LA 
REGENERACIÓN HEPÁTICA. L111 ndlailfs ,_ medldol por •ulllllolwnlMcienda cm ...... .._ LG1 d8loS se e~ 
como qiml 10 6. 

Homogenado 

Mitocondrias 

Cirosol 

Microsomas 

3 horas 

e l.3h o.35 (3) 
H 1.30:1:0.28 (6) 

e o.s2:1:0.11 c2> 
H 0.55 :1: 0.04 (4) 

e 1.21 :1:0.15 c2> 

H 0.88±0.10(4)0 

e o.69±0.04 <2> 
H 0.69:1:0.05(4) 

e 0.54±0.11 (2) 
H 0.49 :1: 0.02 (3) 

e 0.39 ± o.04 c2> 
H 0.68 ± 0.19 (3) 

6horas 

1.72 ±0.23 (2) 
1.37 ± 0.25 (5) 

0.46 :1: 0.00 (2) 
0.46 ± 0.02 (5) 

12 hon.s 

0.93 ± 0.06 (2) 

0.54 :1: 0.13 (4) o 
0.61 ±0.05(2) 
0.58 :t:0.03 (5) 

0.89 :!: 0.02 (2) . 1.38 :1: 0.12 (3) 

0.50±0.05 (4).. 0.71 ±0.07 (6) .. 

0.99 ± 0.05 (2) 0.69 ± 0.02 (2) 
0.68 ±0.03 (5).. 0.63 ±0.05 (4) 

1.13 ± 0.03 (2) 

0.95±0.07(4)0 

0.36 ± 0.02 (2) 
0.44 :!: 0.01 (4). 

0.83 :1: 0.02 (3) 
0.56 ± 0.14 (5) 

0.44 :!: 0.00 (2) 
0.46 ± 0.04 (4) 

Significancia estadística por prueba de "r" de Student, entre controles y hepatec!Omizadas: 

o p s 0.10,. p s 0.05, .. p s 0.005. 
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24 horas 

1.97 :t 0.59 (3) 
2.98 :t: 0.39 (5) 

0.63 :t: 0.00 (2) 
0.56 :t 0.04 (4) 

1.48 ± 0.33 (3) 
1.19 ± 0.07 (5) 

1.45 ±0.51 (2) 
1.22±0.19(4) 

0.87 ± 0.13 (3) 
0.79 ± 0.14 (4) 

0.63 :t 0.01 (2) 
0.59 :t 0.07 (3) 



ftlW'll 3. ClnfUai de los valores de radicales libres medidos por qulmlolumlnlscenda, 
en el homopnado tolal y fracciones subcelulares del hígado de arúrnales someddos a 
•epatectomla del 70~. Los datos est.in eltpresados como valores relativos al control, 
lomando ésle como la unidad. El área punteada represenia el rango de valores control a 
lodos los tiempos observados, considerándolo como el promedio ± desviación est.indar. 
Nótese que las escalas varían para cada fracción. 
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Tabla 4. VALORES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN FRACCIONES SlJllCELULARES DURANTE LA llEGENERACIÓN 
HEPÁTICA SUBSECUENTE A INTOXICACIÓN AGUDA CON C<:.'l4- La lpoperollidild6n fuf llllllldll - cwnbedán 
de productos aldellÍdiC05 de 6ddas e- polilmalundoL Lol ditas se apnsu mmo el(ldYllena • .... de dWdellído 
malónko por me de prottfnL C= ClOlltral, T= tnlada mn ca.. 

Homogcnado 

Mitocondñas 

Citosol 

Microsomas 

Membrana 

Núcleos 

24 horas 48 horas 72horas 

C 2.68::t:O.S4(4) 2.59::t:0.25(2) 4.59::t:0.42(2) 
T 10.06 ::t: 1.58 (6) • 16.79 :t 2.93 (5) • 5.93 ::t: 0.56 (3) 

e 1.11 ::t: 0.26 (4) 
T 1.70 :t 0.38 (6) 

e 1.15 :1: 0.29 (4) 
T 3.69:t0.72(5)• 

e 2.86:t0.85(4) 
T 3.36 ::t: 0.16 (6) 

2.00 :!: 0.25 (2) 
2.01 :t 0.23 (5) 

0.75 :!: 0.48 (2) 
7.17:1: 1.96(5)• 

1.55 :!: 0.49 (2) 
1.67 :1: 0.72 (5) 

224 :!: 1.44 (2) 
1.32 :!: 0.38 (5) 

2.16::t:0.36(2) 3.74:!: 1.72(2) 
3.85 ::t: o.s4'<5>-. - 3.92 ::t: o.32 <SJ 

e 2.34:1:0.30(4) _ o.71_~§1~·(2>,;:f~Y1.i6:1:_0.14<2> 
T 5.90::t:0.79 (4)• 5.46f 1.82(5):e\''.3.26~ 1.07(5) 

.;: ::~· ·.; ;· ,) · :, ..... ·i··~· ·)~::~~/f~'.-:i,{:~·~~·.::~·rJ1t:.\f~'}:'~<;~· -~_>:~:· -.. ·i. 

e 232:1:0.28(4) .- ·I.76±0.l9(2h:-)·2.62::t:fü>4(2) 
T 9.81:t3.047 (5) • 8.30 :t Í.82(5) é .-> 525 i0.94, (5)! 

Significancia estadística por prueba de "1" de Student, entre controles y hepatectomizadas: 

o p :S0.10,. p :S0.05,. p :s 0.01 •• p :S0.005,. p :s 0.001. 
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Flpn 4. Clnédca de la llpoperoxldacl6n, medida por dlaldehldo malónlro, en el 
•OfllOlenadO total y frattlones subcelulares del hígado de anlmales sometidos a 
lnloxkaclcín quda ron telracloruro de carbono. Los datos están expresados como 
valores relativos al control, tomando éste como la unidad. El área punteada representa el 
rango de valores control a todos los tiempos observados, considerándolo como el promedio 
:t desviación estándar. Nótese que las escalas varían para cada fracción. 
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Tabl8 5. VALORES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN FRACCIONES SUBCELULARES HEPÁTICAS A .U HORAS 
DESl'UES DE HEPA TECTOMÍAS DE DISTINTAS MAGNITUDES. La UpoperoslUdón fuf mtdida-mncntnldáa de 
productos alddllcllcos de 6ddaf crasos polilnsalunclaL L4JI datos se a,._ como equlfÜtltes a lllllOles de dlülehído 
malónko por mg de protrina. C= ainlrol, H= llepatectomlmla 

Homogenado 

Mitocondrias 

Citosol 

Microsomas 

Membrana 

Núcleos· 

controles 10% 30% 50% 70% 

4.82±0.33 (4) 3.75 ±0.92 (4) 5.43 ± 0.22 (4) 10.06 ± 1.79 (6). 16.47 ± 3.95 (11)• 

3.72 ± 0.77 (4) 4.13 ±0.91 (5) 2.95±0.79(5) 2.14±0.78 (6) 2.52±0.93 (5) 

1.38 ± 0.27 (4) 0.77±0.20(5). 0.66±0.12(5)• 2.92±0.68(6)0 5.84±1.25(13). 

6.73 ± OA7 (4) 5.5I± o.9() (5) 6.36.± l.~? (5) 6.10± 1.52 (5) 

3-:03 ± 0.57 (4) .. i.95 ± 0.51 (5) 
.-· ~:·~:~- \, 

2.57 ± 0.54 (5) 17 .47 ± 3.61 (9) ... 

3.52 ~ i.21(4> . 3.35 ± us <5> 2.41 ±0.64(5) 4.54 ± 1.20 (6) 4.7h 0.97 (3) 

'.,'·.··.• ... -.'"""···,"·., 

Significancia estadístl~~ Pii prueba de ."t" de Student, entre controles y hepatecromizadas: 

O ps0.10.• pso.os. ~ pso.01,;f; pso.oos. 
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F11un 5. Cinética de la llpoperoxldaclón, medida por dialdehído malónlco, en el 
llomocelllldo total, dioso! y membrana pla.•mállca del hígado de animales sometidos a 
illepateclomíu del JO, 30, 50 y 70%. Las barra• oscuras representan los valores del grupo 
de animales control, sometidos a todas la.' manipulaciones quirurgica.• y anestésicas excepto 
la remoción de masa hepática. Los datos están expresados como valores relativos al control, 
lomando éste como la unidad. 
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T11bl116. VALORES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN llOMOGENADO V 
CITOSOL DE DISTINTOS "ÓRGANOS 24 HORAS DFSPUFS DE 
HEPATECTOMÍA DEL 70%. La llpoperoxldaclón ruf medida como concentraclón 
de produclol llldehfdlCO& de 'ddos 1rasos poUIRS11turados. Los datos se expresan 
como equlnlentes 11 nmoles de dlaldehldo malónlco por m1 de prolelna. C= control, 
H= hepatectomlzada 

cerebro 

mucosa gástrica 

pulmón 

riñón 

homogenado 

e 5.76 ± 2.63 (5) 
11 11.94 :t 2.33 (8) 

e 3.38 ± 1.00 <5> 
H 5.68 :t 1.26 (8) 

e 5.13± 1.75<5> 
H 5.11 :t 1._03 (8)' 

C 6.82 :t l.Ol {s>'/ 
H · 10.30 :ti :45 (8) 0 

citosol 

1.01:t0.12 (5) 
1.26 :t 0.19 (8) 

0.68± O. JO (5) 
1.21:t0.15 (7). 

2.15 :t 0.25 <5> 
. l. 75 :t 0.22 (8) . 

.. -.~'.ú;~:ó5<s> . 
, 3.2_4 :t; 0A2 (8) • 

;'.~(.·.< '..;'_• :· ·. <~ _ .. :;. 
hígado C 4.44 :t 0.37 (7) .;._ . ; . L39 :t 0.27 (8) . 

H 16.47± 3.95'cJ l)t ' .; "5.84 :l:t25 (13)• 
""º·"·-"'' 

Significancia estadística por prueba de "t" ele StJdeilt. ~~tre ~o~tr~les y 
hepatectomizadas: · 
0 fl SO.JO,• fl S0.05, t p S0.01, • p S0.001. 
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Figura 6. ClnfUca de la llpoperoxldaclón, medida por dlaldehldo malónlco, en el 
homocenado total y fracción cllosóllca de varios órganos de los animales somelldos 11 
hep111ectomf• del 70%. Los datos están expresados como nmola.~ de dialdehfdo malórúco 
por mg de proteína. Las barras claras representan los valores del grupo de animales 
conuol. 
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DISCUSIÓN 

Hemos encon1rado que cxislc una lipopcroxidación aumcnuula duranlc la regeneración 

hep4tica, Wl fenómeno biológico en el que el órgano no sólo no está dailadn, sino que se 

mantiene funcional y proliferativo. Estos n:sullados apuntan hacia la disociadón de los 

fenómenos de lipopcroxidación y dailo celular o tisular, que lllrnbién se ha reconocido ya 

en modelos toxicológicos (Younes, 1988). 

Los cambios en lipopcroxidación observados en el hígado después de hepatectomía parcial 

se inidan desde la.• 3 h post-hepatcctomfa y alcanllln valores máximos entre las 12 y 24 h, 

desapareciendo para la.' 48 h. Estas primera.' 24 h coinciden con el periodo de la primera y 

~dramática ronda de proliferación en el hígado (Bucher y Swaffield, 1964). 

En el modelo de regenel'llCión hepática compensatoria a hcpatutoxicidad con lclracloruro 

de carbono existe un retraso en la cinética de lipoperoxidación con respecto al modelo de 

hepatectom!a parcial. Dado que en el modelo de tetracloruro de carbono el máximo de 

s!ntesls de DNA se presenta entre las 36 y las 42 h (Alison, 1986), de nuevo se observa un 

aumento en lipoperoxidación al tiempo en el que ocurre la s!ntesis de DNA. 

Esta coincidencia temporal quiz.á sugiere que ambos fenómenos pueden eslar 

relacionados. 

Si bien los datos de lipoperoxidación medida por dienos conjugados no muestran 

incrementos tan dramáticos como en las medicionci de dialdehído malónico, es indudable 

que apoyan la ohservación de que existe un incremento en la lipoperoxidación debido a la 

hcpatectomía. Dada la diferencia entre los protocolos de ambas dctenninaciones, (las 

incubaciones a distinta.• 1cmperatur.1s en la dclcnninación de dialdehfdo malónico, por 

ejemplo, que no se reali:t.an para medir dienos conjugados), es posible que los datos de 

cada protocolo nos estén dando infom1aeión acerca de distintos niveles del fenómeno. Los 

datos de dienos conjugados qui1ll están reflejando el nivel de lipoperoxidación presente in 
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vivo, mienlrlll que los valores de dialdchldo malónico pueden reflejar ademá.• un 

componenlC de aldchldos y peróxidos lipldicos generados in vitro (Glllz el al, 1993). De 

eslC modo, podemos postular que exisre una lipoperoxidación aumentada en el hígado 

regeneranlC, y que además sus llpidos son más susceptibles a la peroxidación in vitro, lo 

que amplifica las diferencias con los animales control. 

La lipoperollidación se comporta de manera independiente entre la.• distintas fracciones 

subcelulares. El aumento que se observa en el homogenado se encuentra restringido a las 

fracciones de citosol y membrana pla.•mática, 1anto en los animales sometidos a 

hepatectomla parcial como a imoxicación con CCl4• La fracción mitocondrial no 

ellperimenta diferencias con los controles en ninguno de los tiempos de los dos modelos 

de regeneración. Los n~cleos, en cambio, muestran una tendencia al aumento en el modelo 

de hepatcclomla. que se vuelve una diferencia clara en el modelo de tctracloruro de 

carbono. 

La fracción microsomal presenta una lipoperoxidación aumentada en el modelo de CCl4• 

quiú adjudicable a efectos tardlos del me1aholismo del tóxico en el rctlculo endoplásmico, 

(ver apéndice 2). Aunque se ha reconocido que la acción lipoperoxidativa de una dosis de 

CCl4 llega a un mlillimo a los 15 min de su administración y vuelve a los niveles normalc.• 

a los 30 min (Hcmándcz-Muíloz et al, 1984), dalos preliminares de quimioluminisccncia 

en este modelo mucstr-•n un claro aumenlo en el homogenado a las 24 h, adjudicable en 

buena parle a la fracción microsomal. 

En el modelo de hepalectomla no se observa aumento en los valores de dialdehldo 

malónico de microsomas, e incluso exisle una disminución a las 6 h. Es posible suponer 

que el aumemo en lipoperoxidación microsomal sea adjudicablc a características 

especificas del modelo de CCl4. 
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En los experimenlOs de hepatectomlas de distinla magnitud encontramos que la 

lipoperollidación aumenrada no se relaciona linealmente con la canlidad de tejido 

removido. como ocurre con otros parámetros, tales como la concentración plasmática de 

insulina, alucaaon y liroltina (Lcffen et al, 1975). Más bien parece existir un umbral 

alrededor del 40% de hepatectomfa para que el aumenlO se manifieste. Este umbral de 

pérdida de masa hepática coincide con el necesario para desencadenar una respuesta 

proliferativa enérgica y sincroni1.ada (Bucher y Swaffield, 1964). Esta coincidencia 

permite, de nuevo, postular una relación entre los dos fenómenos. 

En las mediciones de lipoperollidación en dislintos. órganos encontramos que el aumento 

debido a hepatectom!a se manifiesla primordialmente en hfgadu, y está ausente por 

completo de cerebro y pulmón, aunque aparecen ligeros camhios en el rirlón y la mucosa 

gll.•trica. 

Se sabe que la hepatectomfa parcial desencadena la producción de factores hormonales 

que han sido implicados en el proceso de regeneración hepática (ver apéndice 2). Sin 

embargo, estos factores muestran propiedades mitogénicas sobre muchos tipos celulares 

además de los hepatocitos (Michalopoulos y Zarnegar. 1992) y su presencia en el torrente 

sangufneo es capaz de desencadenar respuestas en otros órganos del animal. Por ejemplo, 

en el rifton de animales hepatectomizados aumenta la expresión de c·Ha-ras y c·myc, 

seguida por un ligero incremento en la sfntesis de DNA (Rocsel et al, 1989). También 

ocurre slntesis de DNA posl-hepatectomfa en la porción exocrina del páncrea• (Rao y 

Subbarao, 1986 ). 

Es posible identificar una similitud entre la localización en el organismo del fenómeno de 

lipoperolidación aumentada y la especificidad de los efectos proliferativos debidos a la 

hepatectom!a parcial. Los cambios mayores ocurren en el hfgado, y además· se observan 

aumentos en el riñón, que se sabe responde in vivo al . eitlmuio. mit~génico de la 

hepatectomfa, y en la mucosa gástrica, cuyas células han demostrado ser c.•timuladas in 
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virro por el HGF (Takllhashi el al, 1993). Sin embargo, no se ha enconlrado que la.s 

a!lulll.• de pulmón o la~ células ncrvi<~~~ respondan al es1ímulo milogénico del HGF 

(Rubin el al, 1993) a pesar de 4ue en eslus lcjido., exis1e el receptor apropiado 

(Michalopoulos y Zarnegar, 1992). 

Es notable que a pesar de que existe un claro aumento en la lipopcroxidación del hígado, 

los valores de especies reacliva• de odgeno no rellejan un aumento y sí incluso una 

disminución. Esto quil.1 puede interpretarse como evidencia de que existen conlrolcs muy 

eficientes en el hígado en regeneración que impiden la pcrsis1encia de molécula.• 

potencialmente tóxica~. La lipopcroxidación observada podría representar el nivel máximo 

que la célula permite sin ponerse en peligro. 

Como la técnica del luminol no permite idcnlifi~W- la· espccié de oxígeno implicada, es 

incluso posible que la iipopcrnxidación esté siendo' c~usada por una moMcula paniculnr, 

4ue por alguna razón se encucntrl;uÜ~~~i~~~~·~n e·;, l~ígaclo. regeneran te, aunque el 
<"'"·'··- -· ·'· .,... -· • 

contenido total de especies reaclivus de ;Ó~ígeno Sea· menor que en el hígado normal. La 

aclividad total de SOD no cambia dJiarii/ta ·~gencrncló~ hepática (Ueda et al • 1983; 

Cockerill et al, 1983; Vartanian et ~Í .. 1992), per:{1ií cntalnsa está disminuída (Ueda et al, 

1983; Cockerill et al, 1983) y el ~5;:1'.'a:inicnÍ~: ;·~unque las glutalión S-trunsferus11s 

permanecen inalterada.• y la actividad Je 'glumlión (icroxidasa no camhia (Cockerill et al, 

1983) o disminuye (Ucda et al, 1983). Es posible, entonces, que el comportamiento de la• 

moléculas antioxidantes durante la regeneración influya de manera diferencial sobre la• 

concenlraciones de la~ dl~tinta.~ especies reactivas de oxígeno. 

Sin emhargo, también es posihle que la disminución ohservada se deba a factores 

metodológicos. Quil.á las especies reactiva.• de oxígeno responsables de la 

lipopcroxidación no se manifiesllln en la quimioluminisccncia del luminol, dehido a la 

presencia en las muestras de alguna molécula que impida, por ejemplo, la formación de 
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aminoflalato. Otra posibilidad es que exista un aumento que no registramos, debido a que 

ocurre en algdn punto intennedin entre los tiempos observados. 

Nuestros resultados de lipopcroxidación en homogenado IOlal del hígado regenerante 

están de acuerdo con repones previos (Ueda el al, 1983; Lambottc et al. 1989; Obata, 

1992), con los que coincidimos en encontrar el máximo en los valores de dialdchldo 

malónico alrededor de la.< 24 h post-hcpatectomfa. 

Este aumento del dialdchldo malónico en homogenado de hígado rcgcnerante ha sido 

observado incluso por los grupos que proponen que la lipopcroxidación debe estar 

disminuida en el hígado regenerante, ya que se trata de un tejido prolifcrativo. El primer 

tr~bajo en el que se propone esta hipótesis (Woll:<on et al, 1956) reporta una disminución 

en la lipoperoxidación del homogenado hepático a la< 48 h pnst-hepatcctomfa, que. usa 

para justilicar su teoría, aunque también muestra un aumento significativo en Jos _valimis 

de dialdchldo malónico a la< 1 O h: . Nosotros observamos ·una · 1eñderiéia hacia la 

disminución en los valores del homogenado a 48 h, pero que ni si.quiera es compar~blé con 

el aumento presente durante las primeras 24 ·.':.\·/ 
. :. ,·, .. 

Las mediciones de Jipopcroxidación en microsomus también 'son congruentes con Jos 

hallazgos de otros grupos (Cockerill et al, 1983; Ches.o;cman et al, 1986; Slater et al, 

11190), que han observado que la Jipoperoxidnción microsomul no aumenta debido a la 

hepatectomla e incluso disminuye. Se ha reportado que exislc una menor producción de 

radical supcróxido (Vananian et al, 1992), prohablemenlc debí.do a que la< actividades de 

NADPH-citocromo e reductasa y eltocromo P450 disminuyen (Cockerill et al; 19H3; 

Slater et al. 1990). También se ha reportado que existe un aumento en la ·cantidad de · 

tocoferol en los microsomas (Ueda et al, 1983; Ches.o;cman et al, 19S6; SJ~Íc~'et al, "1990¡. 

Este incremento en tocoferol quiz.i pueda explicar el hecho de que se observen valores· 

disminuidos de dialdehldo mal6nico en microsomas en el modelo de hepatectoml~ piircial, 
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aunque loa dalos de dienos conjugados mues1ren una lendcncia al aumen10. Quizá el 

1ocorerol aumeniado acllla sobre la propagación del fenómeno lipopcrollidalivo, 

impidiendo la degradación de los dicnos conjugados que se han alcanzado a formar. En el 

modelo de 1c1racloruro de carbono la acción peroxidaliva del lóxico podría eslar 

sobrepasando la capacidad anlioxidanlc del 1ocoferol, permiliendo la formación de 

dialdehrdo malónico. 

La fuente de las especies rcaclivas de oxigeno responsables de la lipopermtidación 

observada, es incierla. El rclfculo endoplásmico qui1.á puede ser descanado por los 

numerosas observaciones que le adjudican una producción disminuida de especies 

reaclivas de oxigeno. 

Hay repones de aumemos en la aclividad milocondrial, 1an10 en la ac1ividad fosforilaliva 

como en el pn1cnciui de membrana, u la.' 24 h post-hepatectomfa (Yamaoka el al, 1974; 

Nishlhira et al, 1986; Tsai et al, 1992). Esle meiabolismo aeróbico aumcniado podría ser 

responsable de una mayor generación de especies reactivas de oxígeno. Sin embargo, se 

ha reponado que la producción de radical supcróxido en mitocondrias de hígado en 

regeneración esl.á disminuida (Vananian el al, 1992) y que la.' uc1ividadcs de la.' SOD 

milocondriales eslán aumeniada.~ (Tsai el al, 1992). 

Por olro lado, la cinética de lipopcroxidación en distinlas fracciones subcelulares parece 

sugerir que el aumento se inicia en la membrana plasmática. Datos histológicos del 

laboratorio han mosirado que el infiltrado de células inflamatoria.' en el hígado de anímale.~ 

hepalectomiudos es ligeramente mayor que el de los animales control (Guliérrc>.-Salinas 

et al, 1994), por lo que es posible 4ue la lipopcroxidación aumemada se produzca por 

especies reactivas de oxígeno generadas en el proceso inflamatorio. Sin embargo, esta 

posibilidad se debilita por la ausencia de lipnpcroxidación mcmbranal u la.~ 24 h en 
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hepa1ee1omlas del 10, 30 y 50%, las cuales segu111J11enlc constiauycn un estimulo 

inl1ama1orio comparable. 

El flujo sangulneo aumenaado como consecuencia de la resección quirúrgica, produce la 

enlrada de una concenaración mayor de oxigeno por hepatocito (Yamaoka et al, 1974). 

Esaa tensión de oxigeno aumentada aambi~n podrla esaar relacionada con la 

lipoperoddación de la membrana plasmática. '/?Y si esla fuera la fuenre se an1oja pensar 

que podría ser una buena manera de explicar el umbral. 

Adem'5, lu especies reactiva.~ de oxigeno pueden ser producidas por la.~ NADPH 

oxida.sas de membrana. Se han reportado fonnas del citocromo P4SO en la membrana 

plasm4tica de los hepa!Ocilos de rala (Defeng y Cederbaum, 1992; Rubio el al, 191J4). Una 

en particular, la P4SOUE I, parece no estar 1an bien acoplada como otras isozimas y tiene 

una elevada actividad de NADPH oxidasa, consume mucho oxígeno y produce superóxido 

y peróxido de hidrógeno (Defeng y Cederbaum, 1992). Tal vez esta enzima pudiera 

activarse durante la regeneración y ser la responsable de la lipopcroxidación aumentada. 

En la secuencia remporal existe un aumento inicilll de dillldehldo malónico en la membrma 

pla.mi41ica, que desaparece rápidamente y precede lll del citosol. En las hepatcctomlas de 

magnitud creciente aparece primero el aumento en citusol. Esto podrla indicar que los 

productos de lipoperoxidación de Jos fl~~folípidos de membrana son removidos y liberados 

hacia el citosol. donde se acumulan, y sólo se manificslan loclllizados en Ja membrana 

cuando el mecanismo de remoción se sobrepasa. La fosfolipasa A2 puede catalizar la 

remoción de ácidos grasos peroxidados hacia el cilosol (Van Kuijk et al, l 987), por lo que 

quiz4 tcnga relevancia en el fenómeno. 

Los par4mearos de fluidez de Ja membrana pla.<málica del hígado regenerantc a las 24 h no 

pueden explicarse por la relación colestcrol/fosfollpidos existente a ese tiempo, por lo que 

se ha propuesto que deben existir otros componente.~ membranales que estén actuando 
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p11a rigldlr.ar la membrana (Bruscalupi el al, 1980). l..a lipoperoxidación aumenlada que 

hemos cnconuado podría ser la responsable de este efeclo. 

Ya duranle la elaboración de este manuscri10, mvimos acceso a un reporte en donde se 

establece que eitisten influencias circadiana.~ sohre la regeneración hepática (Darba.mn, 

1976). Específicamente, que las cinética.~ de regeneración son distiotas si la.~ 

hepateclomla.~ se realilJlll en la noche o en la mailana. Este halla7.go influye direciamenle 

sobre nuestros resullados en el punlo de 12 h, en el cual los animales fueron opcrados en 

la noche y sacrificados a la mañana siguiente. 

Barbason muestra que la síntesis de DNA ocurre a la medianoche en los hcpatocilos, lu 

que tiene como resultado que en la.~ ratas operadas en la noche exista una exlensión de la 

fase pre-replicativa, con el máximo de síntesis de DNA ocurriendo a las 36 h post· 

hepatectomfa en lugar de a las 24. 

De este modo, nuestros resullados de 12 h se refieren 11 un pun10 de la secuencia de 

proliferación que no es directamente comparable con los otros tiempos. Sin embargo, 

aunque esta situación 11fec111 un punto interesanle de la cinética, no descalifica el palrón 

general del aumento en lipoperoxidación descriln. 

La comparaciÓ!I entre las cinéticas de proliferación hepática entre ratas hepalectomizadas 

en la mañana y en la noche se resume en el cuadro 6. Lo.~ ciclos de luz-oscuridad se 

muestran en la !>arra superior. El tiempo post-hepalectomla está o;cñaludo en la escala 

inferior. 

A pesar de que nuestros animales no fueron mantenidos en las condiciones estrictas de 

luz-oscuridad que utiliza Barbason para sus hallazgos, es posible que en lo general reflejen 

el mismo comportamiento. Además. no encontramos influencias circadianas en la 

lipopcroxidación ba.o;al de los animales (los valores de los controles de 12 h son 

esencialmente idénticos a los de los demás tiempos), lo que nos permite suponer que las 
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difen:ncw encontrada.sen lipoperoxidnción sólo pueden ser atribuidas a la hcpaleclomfa, 

la n:generadcln hep.11ica o am~. Consideraremos eslas premisas para la discusión 

siguiente. 

01 s 02 01 s GJ 

11 1 1 11 
M M 

01 s 02 Gl s 02 

1 11 
•· 

1 1 11 
', 
., 

'M ;-:o, ... .,I~ : "': ~ ' ' '.M/ 

llllltlllllllllllfllllllllllfltlllllllllli1111111111111'1111-1111111111111i1111111 o 12 24 36 48 . 60 72 

Cudro 6. lnftuenclas drcadlarw sobre la regeneración hepl\tlra. 

En el punlo de 12 h u11ll1.ado, cnlonccs, el hígado ha permanecido en G0 y se encuentra en 

la clllpa G1 lcmprana al Ucmpo que lomamos la muestra. En cuanlo a elapa del ciclo 

celular, los resollados de 12 h serfan mll.1 o meno.• equivalenles a los de 3 h. Si 

comparamos ambos grupos en relación a los resullados de dialdehfdo malónico, es claro 

que ellislen diferencias importanles entre ambos grupos; aunque a las 3 h exisle un 

aumcnio significativo en la lipopcroxidación de la membrana plasmáUca, las demll.1 

fracciones mantienen valores similares a los con1roles, mien1ra.1 que en el grupo de 12 h, se 
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manifiesla un aumento desde el homogenado, y la.• fracciones de membra11a plasmática y 

citosol alcanlillll valores máximos con respecto a Jos controles. 

Esla falla de identidad entre muestras tomadas en puntos aproximadamenle equivalentes 

del ciclo celular podrfa eslar indicando que la lipoperoxidación hcpdlica se ve influida por 

la pcnnanencia en Go que ocurre cuando la hepatectomla se reali1a en la noche. Quizd Jos 

valores aumenlados de dialdelúdo malónico en el punto de 12 h )Jlldrfan estar indicando 

que la lipoperoxidación es el producto del metaboli~mo aumenlado del hlgado, o es una 

sella) necesaria pero no suficiente para desencadenar la regeneración, y que en cualquiera 

de los casos se acumula debido al tiempo que la.' célula.' pa.~n en G0. 

Algunos de Jos grupos que han observado el aumento de Jipoperoxidación durante la 

regeneración hepática han tralado de dilucidar mediante manipulacione.~ farmacológicas si 

elliSlll una relación entre ambos fenómenos. Con esla estrategia, .o;c han administrado 

antloxidanres a los animales. encontrando que inhibir la lipopcroxidación mejora las 

capacidades prolifcralivas (Obala, 1992). Sin embargo, debido a razones metodológica.,, 

estos resultados no resultan confiables, ya que las condiciones de administrución del 

antloxidanre (J h antes de Ja hepatectomfa) no son adecuadas para su correcta 

incorporación a membranas. 

En otro estudio con mir.i.• a dilucidar Ja relación entre lipoperoxidación y regeneración 

hepática, se observó que Ja adminis1ración de SOD inhibe Ja regeneración, aunque no 

alrera los valores de diadehldo malónico del homogenado, mientra.• que Ja indometacina 

disminuye los valores de ambos parámetros, lo que sugiere una relación entre los 

fenómenos, aunque la lipoperoxidación parece no ser sulicicnle para desencadenar la 

regeneración (Lambouc et al, 1989). Los autores proponen que el nivel al que pueden 

eslar actuando Ja SOD y Ja indomeiacina es en la inhibición de la slntcsis de 

prostaglandinas, ya que la ciclooxigenasa se activa por radicales libres e hidroperóxidos y 
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se inhibe i:on lndomeiacina. Esle llabajo resulta ln1eresan1e porque plan1ea a la 

lipopemxlclaclón como un fac1or causal en el proceso regenerativo. 

Nueslros resullados muestran lalllbi~n evidencia de que el aumenro en la lipoperuxidación 

en cirosol y membrana plasmática puede esllll' relacionado con el fenómeno de 

regeneración hepá1ica. Considerando la probada función de la.< especies reactivas de 

oxigeno como mensajeros celulares, y la lógica evolutiva de cslC papel, nuestro punlo de 

visia tambil!n se illclina a considerarla.< una seiilll en el proceso de regeneración hepática. 

La seftal por especies reactivas de oxígeno podría esiar actuando en este caso a través de 

li)lO)lCroxidación en la membrana plasmálica y cilosol. aunque lai vez también a otros 

niveles, como ac1ivación de faclores transcripcionales, por ejemplo. 

Encontrar una relación entre la lipoperoxidación y la regeneración hepática permite 

iambi~n. sin embargo, que la lipoperoxidación sea la consecuencia y no la causa. En este 

caso, podrfa estar relacionada con fenómenos como la disociación celular y la reformación 

de estrucluras. Se han reponado cambios en las uniones lnien:elulares ("gap 

junctions")Cfraub el al, 1983), que podrfan facilirarsc con la lipopcroxidación de la 

membrana plasmática. 

La lipoperoxidación aumeniada en los n~cleos, notoria en el modelo de tetracloruro de 

carbono, resulta un hallazgo interesante, que podría tener relevancia con respecto al papel 

de las especies reactivas de oxígeno como moduladora.< . de la expresión genética, y 

eventualmenle, como potencialmente canccrCgenas (Ceruui; 198S) . 

. : .•. ·:.::::,'· .:,:-

Se ha descubicno muy recicntemenle que el proces~ ~;;\egeneración hepática tiene dos 
:."_":··,· ··~:: · .. -

etapas, una de iniciación (o "priming") y otra: de·, rifogresiÓn. E~ la de Iniciación se 
·, __ 

desencadenan fenómenos que vuelven a .1_cis ii'ép~íQéito~ susceptibles al eslfmulo 

mltogénico de los faclorcs séricos (Webbcr ~1''~iY )994)>La Scftal .de iniciación se 

desencadena en el hlgado incluso con sólo J:IÍ_d~I ~s;tmu;ode hepatectomla del 70%. Esto 
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ha penniddo disenar un modelo experimental en el que puede inducir.e la iniciación 

quinlraicamente, e interrumpir la señal 3 horas después para deiener el pmceso 1111tes de 

que se inicie la progresión (modelo de hepatectom(a parcial temporal, Lambouc y 

Taaliafeni, 1993), lo que pennicc disociar limpiamente ambas fases, y de este mudo 

disecar con cu41 de ellas se relaciona un evenio panicular. 

Podría ser revelador analizar el aumemo en lipopcro.ddación con el modelo de 

hcpatectomfa parcial temporal, para establecer si su participación ocurre en la fase de 

inkiaci6n o de progresión de la regeneración hepática. Se ha sugerido que el fenómeno de 

iniciación de los hepatochos puede ser similar a la activación de genes observada en 

rcspuesta a estímulos como choque térmico ("heat-shock"), desequilibrio.~ iónicos y 

cambios en potenciales rcdox (Fausto y Webbcr, 1993). Nuestra hipótesis de que existe 

una senaJ por especies reactivas de oxígeno en la regeneración hepática se relaciona bien 

con esta idea. 
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CONCLUSIONES 

EJ1iste una lipoperoxidación aumentada durante la regeneración hepática inducida 

por dos estímulos distintos: hepalCclOmía parcial e in10J1icación con telracloruro de 

carbono. En ambos modelos de regeneración existe una coincidencia temporal 

entre los tiempos de lipoperoxidación máxima y las etapas de síntesis de ONA de 

los hcpalOCilOs. 

Los niveles de lipoperoxidación se componan de manera completamente 

independiente en las distintas fracciones subcelulares. El aumento se manifiesta 

primordialmenie en las fracciones de citosol y membrana plasmática. 

Los datos de lipoperoxidación disminuída en los microsomas, y quizá también los 

de quimioluminiscencia, apoyan la idea de que en el hígado en regeneración se 

activan mecanismos de conlrol para evitar el daño por especies reactivas de 

oxfgeno. 

El aumento en la lipoperollidación hepática no se debe al daño quirúrgico ni está 

lincabnenie relacionado con la pérdida de tejido. 

Los cambios lipoperoxidativos debidos a hepatectomía parcial sólo se manifiestan 

de manera dramática en el hígado de los animales, aunque existen modestos 

aumentos en la lipoperoxidación del riñón y la mucosa gástrica. llay evidencias 

reponadas de que estos tejidos pueden responder a estímulos proliferativos 

desencadenados por la hepatectomía parcial. 
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El aumenro en la lipoperoxidación hepática sólo se manifiesta en hepalectomías de 

mú del 4°'1 de masa hepática. Este umbral de ~rdida de tejido es el que se 

requiere tambi~n para que la respuesta proliferativa del hígado sea dramática y 

sincronizada (Bucher y Swaffield, 1964) 

La coincidencia temporal, la especificidad en el organismo y la necesidad del 

mismo umbral de ~rdida de tejido para la lipoperoxidación aumentada y la 

regeneración hepática clásica sugieren que ambos fenómenos pueden estar 

relacionados. 
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PERSPECTIVAS 

Medir la lipoperoxidación con métodos no invasivos en el animal hepateclomizado 

íntegro para corroborar su existencia in vivo. 

Identificar el origen celular y la especie reactiva responsable de la 

llpopero:xidación aumentada. 

Realizar manipuh1ciones farmacológicas de la lipoperoxidación y de Ja 

regeneración hepática, para establecer si existe una relación causal entre ambos 

fenómenos, tanlo en el modelo de hepatectomía del 70% como en el de 

in1o11icación aguda con tetracloruro de carbono. 

Caracterizar la relación de la lipoperoxidnción aumentada con las dos etapa.~ 

identificadas en la regeneración hepática (iniciación o "priming" y progresión) 

mediante el uso del modelo de hepatectomía parcial temporal. 

Caracterizar más ampliamente la lipoperoxidación hepática con respecto a las 

etapas del ciclo celular. utilizando In influencia del ritmo circadiano en la 

regeneración, y establecer el modo en el que la permanencia en G0 ejerce efecto 

sobre la lipoperoxidación. 

Definir si los aumentos en la lipoperoxidación membrana! son responsables de las 

alteraciones reportadas en la fluidez de la bicapa lipídica, las actividades de 

proteínas transmembranales y la disociación intercelular durante la regeneración 

hepática. 
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Identificar si el awnenlo de lipoperollidación en órganos exlrahcp4ticos se 

relaciona co.1 los efecios mirogénicos del HGF liberado en respuesta a la 

hcpateclOmla. 

Ellplorar m'5 detalladamente los cwnbios en Jipoperollidación nuclear en los 

distinlOs modelos de regeneración hepática, para even1ualmen1e definir si los 

cambios por especies reac1ivas de odgeno lienen efectos direclos sobre la 

proliferación o, incluso, sobre la carcinogénesis. 

Identificar si ellislen efeclos de especies reaclivas de oxígeno en olras moléculas 

durante la regeneración hepálica. y caraclerizar su influencia en el proceso. Se 

propone estudiar la activación de faclores lranscripcionales por especies reactivas 

de olllgeno. Específicamenle, la activación del factor lranscripcional NF-ICB, que 

parece jugar un papel importanle en las clapas iniciales de la regeneración hepática 

(Rebei;ca Taub, FASEB Conference, 1994) y en el que ha sido bien caracterizada 

la activación por especies reactivas de oxígeno (Schreclc el al, 1991 ). 
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APÉNDICE 1 
FACTORES SÉRICOS EN LA REGENERACIÓN HEPÁTICA 
Desde los allos SO muchas hipótesis de la homeosiasis de los tejidos se ba.""'1 en la 

propuesta de presencia de estimuladores e inhibidores de la proliferación celular. En el 

estudio del fenómeno de regeneración hepática Weis.• y Kavanau propusieron un modelo 

en donde w Cl!lulas hepáticas producían un inhibidor de la proliferaci1\n, que actuaba 

como regulador del proceso. Como la concentración del inhibidor era proporcional al 

nllrnero de c~lulas. la hepatcctomfa parcial produda una disminución en la concentración y 

w Cl!lulas eran liberadas de la inhibición y empeuban a proliferar. Conforme la 

regeneración iba incrementando la masa funcional, la concentración del inhibidor 

aumentaba nuevamente y la proliferación volvfa a detenerse (Alison, 1986). 

Despu~s vino la observación de que la sangre de animales hepatccuimizados mostraba 

propiedades hepatotróficas bajo cienas condiciones. 

Impulsada por estos anlccedentcs, se inauguró con entusiasmo la b~S<¡ucda y 

ClllllCleriza¡:ion de los estimuladores e inhibidnre.• responsables de la regeneración 

hep4tica. Se identificaron una cantidad considerable de estimuladores de la proliferación 

producidos por el tejido hepático, y se probaron y demostraron propiedades hepatotróficas 

en muchos de los factores de crecimiento caracterizados en otros tejidos. 

Los frutos de esta bllsqueda hasta nuestros dlas han resultado indudablemente notables 

(cuadro 7). Se han identificado factores de origen hepático, y extrahepático. Dentro de los 

de origen hepático se encuentran moh!culus producidas por los hepatocitos (ALR), asl 

como por otros tipos celulares ffNF e interleucinas, por la.~ ~lulas de Kupffer; HGF por 

las Cl!lula.~ dello). 

En el estudio de la regeneración hepática se ha asumido que el control del crecimiento 

hcp4tico ocurre solamente en lérminos de disponibilidad y mecanismos de acción de los 

factores de crecimiento y la manera cómo eslos factores se vuelven accesibles al 

hepatocito. 

Pero a pesar de toda esta infonnaci!ln todavla no ha sido posible cKplicar cómo se alcani.a 

la masa óptima de hígado y como se mantiene. Esto quizá indique que lo que parecía una 

manera lógica de abordar la cuestión es!JI todavla lejos de dar respuestas concretas. 

Dejando aparte la posibilidad de que en el proceso intervengan eventos que nn se 

relacionen con la~ moléculas milog~nica~ (cambios metabólicos, por ejemplo), es!JI claro 

que la codificación y decodificación de las scnalcs moleculares constituye lodavfa una 

indescifrable red de eventos paralelos, con efectos debidos a concentración, sinergismos y 

antagonismos. 
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Cuadro 7. Mltógenos y comltóeenos hep4tlcos. 

HGF (faclOr de crecimiento de hepatocitos) 3 •6,7 

ALR (aumentador de la regeneración hep:ltical •7 
EGF (factor de crecimiento epidt!rmico¡2 •t,7 (en ra1ónJ 

Insulina 2 •l. 1 

Glucagon 2 • 1 

HP'l'B (hepatopoyetina B) 3 
TGF-a (factor de crecimienlO transfnnnantc alfa)l • 7 

IGF2 (factor de crecimiento parecido a la insulina, tipo 2) 2 • 7 
aRJF (factor 4cidn de crecimiento de fibroblastos)l 
1NF (factor de necrosis tumoral)•4 
Estrógenos 3,5 

Hormonas tiroideas •1,7 
Vasopresina 3 
Norcpincfrina 2,3 

Angiotensina 11 y 111 3 
Somatomedina-C 2 
Lactato y piruvato a alias concentraciones 2 

lnblbldores 
TGF·P (factor de crecimiento transfonnante beta)l •7 

HPI (inhibidor de la proliferación de hepatocilos)l 
IL·IP (interleucina 1-beta)l 

Glucoconicoides • t 

•con efecto in viYo sobre la regeneración, probado uno o varios de estos métodos: uso de 
anticuerpos espccrlicos, desarrollo de ratones transgénicos o administración directa al 
hígado intacto (modelo de fistula de Eck). 

Referencias: tAlison, 1986; 2Lcffen et al, 1988; lMichalopoulos, 1990; 4Atcennan et al, 
1993; 5Ni y Ya~er. 1994; 6Shiota, 1994; 7Francavillaetal, 1994. 
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APÉNDICE 11 
ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 
Candcrfstlcas qufmlcu de formación e lnterconvcrslón 
Los U!nnlnos "especies reactivas de oxigeno" y "radicales libres de oxigeno" designan a las 

fonnas del oxígeno que son más reactivas que el oxigeno molecular en su es1ado basal. 
A esca calegolfa pertenecen el oxigeno molecular en su eslado de oxigeno singulele 102, y 

las fonnas pan:ialmenie reducidas de oxigeno: ión supcróxido 0 2"', hidropcroxilo HOf, 

hidroxilo OH· y peróxido de hidrógeno H202. 

El oxl1eno molecular, o2, posee un electrón desapareado en cada uno de sus orbilales 
exremos. Es10, aunado a su alla electronegatividad, lo hace nolablemenlc reactivo. Sin 
embargo, pres.mla lo que se llama "reslricción de spin", debido a que sus elec1rones 
externos tienen direcciones de spin paralelas, In que disminuye su capacidad para 
combinarse con un par de electrones con el arreglo normal de giro en direcciones 
opueslas. 
La reactividad del oxigeno molecular puede incremenlarsc duranlC cierta.• reacciones en 
las que se invierte el spin de uno de los elcclrones cx1ernos. Es1e proceso produce el 
oxlgenn singulete ¡102), que es al lamen re reactivo en virtud de que carece de restricciones 
de spin. Un mecanismo para la formación de oxigeno singulele es la acción de luz en 
presencia de un fotoscnsibili1.ador. 

La restricción de spin del oxigeno también desaparece si se ubslrae un electrón individual 
de otra molécula, en lugar de un par, ya que en es1e caso la inversión de spin no es 
necesaria. Es1a caraclerlstica es la que hace posible la reducción univalenle del oxigeno, 
que tiene como consecuencia la formación de radicales libres: 
Un radical libre es una molécula que con1iene uno ~·más .~l~ctrones desapareados en su 
orbilal más exlemo. • ~ · • ' 
Un compueslo se vuelve radical libre por ganancia dc'Ün elcé1rón · 

Oz +e· --f. Ó2;> :· ·· 
- ·--; ,' , .. 

al perder un c1c'c1r6~.' 
AH2 - e·--. AH' - e-~ A 

o duranlC la ruprurJ homolítica de. un enlace covalente 
AB~A'+B· 
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La reducción secuencial univalentc del oxigeno molecular produce radicales libres 

El radical supcróxido (02"") se produce por la 1ransferencia de un elec1rón al oxigeno 

molecular. .. 

La formación de superóxido también se puede iniciar al exponer el oxigeno molecular a 
electrones de suficiente energía. como la radiación iuni1.anrc y otras fuentes (Southom y 

Powis, 1988) 

El Ión superóxido puede sufrir una reacción de dismutación en donde dos molécula.~ de 
supcróxido reaccionan para producir peróxido de hidrógeno (H20z). 

La reacción de dismutación involucra un primer pa.so en donde se protona el supcróxido, 
dando lugar al radical hidroperoxilo (HOfJ 

02""+ H+--.+HOz" 

H02º +02··+ H+--+H202f02 

Cuando se transfiere un electrón al peróxido de hidrógeno Íle forma el altamente reactivo 
radical hidroxilo (OH"). 

-2e~·. 211'+_. ;, :-~:_, )~·'.· 

H20z :-:-+ 20Hº •. 

.... - ' -.:. :; :.' :, ·:,·.- .' 

Con la adición de otro elec!rón; el radical hidroxilo se convierte en agua 

OH··~·H20 
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El l'lldical hidroxilo (OH') lalllbién se fonna en la llamada reacción de Fenton, donde el 

peróxido de hidrógeno intenu:ciona con iones ferrosos o c~pricos. 
Fe2• + H202---+ Fel+ +OH' + OH" 

y en la reacción de tipo Habcr-Wciss, catali1.ada por fierro, en donde el peróxido de 

hidrógeno y el radical supcróxido inlcraccionan entre sf en presencia de trazas de iones de 
metales de transición, fonnando radical hidroxilo, ion hidroxilo y odgeno. 

&al de fierro 

02"' + H20i---+ 02 +OH'+ OH· 

(Southom y Powis, 1988) 

La radiación ionizante causa la ruptura hcterolflica del agua a átomos de hidrógeno, 
electrones hidratados y radicales hidmxiln; en presencia de oxigeno, lalllbién se produce el 

radical superóxido y peróxido de hidrógeno. Cienas longitudes de onda de la luz pueden 
causar fotólisis de los enlaces qulmicos y generar r.idicales libres. Conlalllinantes 
almosféricos como el ozono o los dióxidos de nitrógeno pueden reaccionar con moléculas 
biológicu para fonnar radicales libres reactivos. También se producen radicales libres en 
la combustión de materia orgánica. como el humo de fogatas y de cigarro. 

FOl'llUldón de especies reactivas de oxigeno en sistemas biológicos 
Las reacciones anteriores pueden llevarse a cabo en cualquier ambiente qulmico que posca 
tos componentes necesarios, y de este modo tanto el interior de la.~ célula.~ como el 

ambiente extracelular resultan ser adecuados para que ocurran. Por esta razón, las 

reacciones de fonnación e interconversión detallada.~ en la sección anterior son fuentes 
potenciales de especies reactivas de oxigeno dentro de los sistemas biológicos, y 

constituyen la manera en la que los cambios ambientales afectan la exposición de la 

materia viva a radicales libres. 
Sin embargo, aunque estas causas externas modulan la exposición a especies reactivas de 

oxigeno, la fuente más importante de especies reactivas de oxigeno para los organismos 
vivos es la producción continua dentro del organismo por reacciones de oxido-reducción. 
Los radicales libres de oxigeno se fonnan durante el metabolismo aeróbico nonnal. Las 

reacciones redox que ocurren durante el transpone de electrones en los organclos 
subcelulares o si.~tema.• membranales son responsables de la generación de ión supcróxido, 
peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo. En los cucariontcs, de este modo, la~ 

mitocondrias, pcroxisomas, núcleos, retículo cndoplásmico y membrana plasmática son 
sitiM de formación de especies reactiva.~ de oxigeno bajo condiciones fisiológicas. 
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Los dos sitios mlls imporWltes de fonnación de radicales superóxido en mitocondrias son 
la región de la ubiquinona-citocromo b y la Oavoprotelna NADH deshidrogena.'ill. Una 
fuente imporWlte de radical superóxido es la "fuga univalente" en la callcna mitocondrial 
de cransporte de eleccrones. Durante la fosforilación oxidaliva, la cilocromo oxidasa 
miiocoodrial acopla la fosforilación del ADP a la reducción telravalenle conirolada del 
olllgeno para fonnar agua. En este proceso, los intennediarios parcialmente reducidos 
nonnalmente esUln unidos fuertemente a los sitios ac1ivos del sislCma enzimático, pero se 
pueden liberar en concenlraciones moderadas bajo condiciones fisiológicas, y en 
cantidades considerables cuando las enzimas son pcnurbada.• con inbibidores, 
desacoplantes, induclores y seudosuslralos. 
Lo mismo sucede en la cadena microsomal de iranspone de elccirones. Asl, olra fuente 
inlral:elular de especies reactivas de oxígeno es el re1lculo cndoplá.•mico, que produce 
super611idu, radical hidroxilo y peróxido de hidrógeno. La NADPH-citocromo e 

(P450)reducia.sa y el citocromo P450 han sido propuestos como los sitios de generación 

de~-- yH20z. 
Los pero11isomas producen peróxido de hidrógeno duranle el metabolismo de los ácidos 
arasos, y en la cransformación de glicolato a glioxilalu, a través de la enzima glicolato 

oxidasa. 
La membrana nuclear es otra fuenle de especies roac1ivas de oxigeno en la célula. Las 

especies detecladas son también oi-· y H20 2. Exisle un pigmento autooxidable (con picos 
a !559, !531 y 428 nm) que eslá involucrado como un aceptor de electrones en la oxidación 
de NADPH y puede ser la fuenle de radicales superóxldo. La NADPH-citocromo e 
reduclasa es supuestamente el segundo generador de superóxido. 
El sistema de la NADPH oxidasa presenle en la membrana plasmática de células 
inflamatorias genera radical su peróxido duran le el llamado "estallido respiralnrio". que es 
un componenlC importanle en la actividad microbicida de las células inmunes. El complejo 

enzimático de la NADPH oxidasa ha sido identificado también en olros lipos celulares. 
(Aitken y Fisher, 1994). 

Una gran variedad de enzimas catali1.un la n:ducción univalente de oxigeno molecular a 

radical supcróxido, enlre la' que se encuentran la xantina oxidasa, aldchldo oxidasa, 
deshidrogenasa dihidrooró1ica. deshidrogenasas de Oavina y peroxida.o;as. 
La reducción univalente del oxigeno también ocurre in vi"° en reacciones de óxido
reducción no enzimáticas (por ejemplo, hidroquinona + Oz --> scmiquinona + 0z-· + 
H+ ) y duranle reacciones de autooxidación de calecolaminas, navinas y fümdoxinas 
reducidas. 
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Las reacciones que se han propuesto como formadora.• de oxígeno singulete in vim son la 
reacción de Habcr-Wciss catalizada por fierro, la dismuiación espontánea de radical 
superóxido y la oxidación de sales halogenada.• por peróxido de hidrógeno como panc de 
la 111:tivldad antimicrobiana de las células inflamatorias. 

Eleclo8 sobre moléculas blol6gfcas 
Todos los componenlCS celulares pueden ser blancos potenciales para el ataque por 
ndicales libres: carbohidratos, proteínas, llpid"' y ácidos nucleicos. Las reacciones 
principales incluyen la iniciación de procesos de autooxidación en cadena, reacciones de 
l'lllllifica¡;ión, adición de radicales a dobles ligaduras, absuacción de hidrógenos de 
cllbonos a!Oicos y oxidación de grupos suUhidrilo, tioéter y amino (Ceruui, 1985). 

De este modo, el aumento en la concentración de especies reactivas de oxigeno puede 
producir penixidación de los ácidos gra.ms poliinsaturados en los organclos y la membrana 
plasmática, oxidación de enzimas que contienen grupos sulthidrilo, carbonilación y 
polimerización de protelna.•. dcspolimerización de polisacáridos, hidroxilación de purinas 
o pirimidinas, y eones de cadena sencilla o doble del DNA (Southorn y Powis, 1988). 

En las proteínas se han identificado los residuos de aminoácidos que son modificados por 
reacciones oxidativa.•: metionina, histidina, cistelna, prolina, triptofano, füina y timsina. 
Sus modificaciones qulmicas pueden dar lugar a modificaciones estructurales que a su vez 
desencadenen alteraciones funcionales (Galcoui et al, J 9H9). 

Sin embargo, por mucho el dafto mayor, que también ha sido el más extensamente 
investigado, es a los lfpidos de membrana. Como consecuencia de las reacciones de 
radicales libres, los fc~•folfpidc~• y el colesterol sufren cambios qulmicos que alter.in 

profundamente las propiedades estáticas y dinámicas de la bicapa lipídica. Como la 
membrana es una unidad en donde todos los componentes están estrictamente 
interrelacionados y donde los lfpid1i' nn stlln juegan un papel de soporte, el daño 
lipoperoxidativo resulta de importancia biológica (Galeotti et al, 1989). El mecanismo de 
lipoperoxidación está esquematizado en el cuadro 8 (basado en Buegc y Aust, 1978; 
Soulhorn y Powis, 1988 J. 
La lipoperoxidación de ácidos gra.•os poliinsaturados es un ejemplo del tipo de reacciones 
en cadena que pueden ocasionar los radicales libres. Cuando dos radicales libres 
reaccionan e.nue si, puede fonnarsc una molécula cswble. Este hecho permite explicar 1a., 

reacciones de terminación de la cadena. (Southom y Powis, 1988). 
Aunque el radical inicial produce sólo efectos locales, los radicales secundarios producidos 
y los productos de degradación pueden tener efectos biológicos en sitios dl•llln!Cs de 
donde se inició el proceso. 
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Cuadro 8. Proceso de 11 eroddaclón. 

1 (3) 

~ 

La Upoperoxidación usualmente se inicia con el alaque de un radical a un' ácido graso 
polllnsaturado ( 1 ). El radical inicial, que puede ser hidroxilo, hidropcroxilo y qui7A el 
oxígeno singulete, remueve un átomo de hidrógeno de uno de los carbonos secundarios de 
la cadena, lo que deja un electrón desapareado en el carbono y crea un radical lipídico (2). 
Este expcrimenla un nlpido rearregln molecular, fonnándosc un dieno conjugado (3), que 
reacciona con el oxígeno molecolar para fonnar un radical hidroperoxilo (4), que puede 
tomar un hidrógeno de otra molécula, volviéndola un nuevo radical, y convertirse en un 
hidroperóxido lipídico (5). Cada nuevo radical es capaz de reaccionar lllmbién con el 
oxígeoo molecular y continuar la reacción en cadena. El hidroperóxido lipídico es un 
compuesto estable hasta que entra en contacto con iones de metales de transición, con los 
que reacciona produciendo más radicales libres que a su vez inician y propagan 01ras 
reacciones en cadena. El radical hidroperoxilo puede también extraer un átomo de 
hidrógeno del grupo CH2 adyacente y formar un endoperóxido lipídico (6). La fonnación 
de cndopcróxidos lipídicos en ácidos grasos insalurados que con1ienen cuando menos 3 
dobles ligaduras alternadas con grupos metileno (CH2J puede dar lugar a la formación de 
dialdehído malónico (7) como producto de degradación. 
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Los efeclos de w especies reactivas de oxigeno dependen fuenemenie de la densidad del 
slstcma en el que la reacci6n liene lugar. Por ejemplo, la misma tasa de formación de 

radicales ser4 más eficienie en polimerizar los componentes membranales en un grado 
mayor que componenies citos61icos (Zs-Nagy, 1989). 

M41odos de delecd6n 
TradicionalmenlC, las reacciones biológicas de radicales libres se han inferido con la 

idenilílcación de los produclns finales de la lipopcrnxidaclón, como aldehídos o 
hidroc:arburos gaseosos. La cuantificación de dialdehfdo malónicn ha sido parlicularmenlC 
usado.(MDA, por sus siglas en inglés). El dialdchfdo malónico de maicriales biológicos 
puede existir en forma libre y formando complejos con varios constituyenles del tejido. La 
peroxidaci6n de ácidos grasos con tres o más dobles ligaduras (principalmente ácido 
araquidónico) se considera su fuenlC mayoritaria. El méwdo más ampliamente utilizado 
para su deierminación es!A basado en su reacción con el ácido liobarbilúrico, TBA. Una 
molécula de MDA reacciona con dos molécula.~ de TBA eliminando dos moléculas de 
agua para dar un pigmenlo crislalino de color rosa con un máximo de absorllancia 

espec1rofo1omélrica enlre los 532 y los 535 nm. 
Como las condiciones de calentamiento ácido de eslll prueba ocasionan la descomposición 
de los peróxidos lipídicos y los complejos del MDA presentes en la muestra (Bird y 

Drapcr, 1984), el mé1odo del TBA refleja no sólo la concentración de MDA formado in 

vivo, sino también la degradación de los hidropcróxidos lipídicos formados in vivo y la 
sosceptibilidad para la formación de hidropcróxidos lipídicos in vitro (Gt11z et al, 1993). 

La medición, mediante cromatografía de gases, de !razas de hidrocarburos volátiles 
exhalados por los animales experimentales, resulta tltil para estimar la lipoperoxidación en 
el animal vivo. Sus caracterlstica.' de no inva.•ividad hacen a este método CSJ!l.'Ciaimcntc 

tltil para seguir el curso temporal en el ariimal Integro. Puede medirse etano. que se 
produce en la pcroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados Cl>-3, o pcnlllnn, que se 
deriva de ácidos gra."is poliinsaturados Cl>-6 (Dillard y Tappel, 1988). 

Los dienos conjugados se fonnan en proporción directa a la formación de hidropcróxidú., 
lipídicos, y su coeficiente de extinción a 232-233 nm es alto. Su medición es más precisa 
en fracciones subcelulares aisladas y en membrana.• que coniengan niveles altos _de_dcidos 
grasos polilnsaturados (Dillard y Tappel, 1988). 

La propiedad de alguna.• molécula.~ conocida como qulmioluminlsccnciá resulta una 

herramienta tltil en la detección de radicale.• libres. El luminol : (5-amino-2,3-
dihidroflalazina-l ,4-diona) es una de estas moléculas quimioluminL'!CenÍcs," que al ser 
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olidado por especies reactivas de oxigeno, y se uansforma en el anión elecuónicamenre 
excitado aminoflalato, el cual al relajarse al esiado ba.W, emite fotones. La 

quimioluminisa:ncia del luminol carece de especificidad para identificar 11 la especie de 

oxt,ceno implicada. ya que se se desencadena por radical superóxido, peróxido de 
hidr61eno, l'lldical hidroailo y o.Cieno singulelc. Sin embargo, el método es Olil para 
det«W producción celular y presencia de especies reactivas de oxígeno en general, lo que 
Jo hace adecuado para una primera aproximación experimental. Como la emiiancia es 
alrededor de los 4.50 run, es posible utilizar un contador de cenrelleo líquido para la 

delccción. (Cadenas y Sies, 1984). 

En ¡eneral, es recomendable el uso de varios mélOdos para confirmar la exislcncia de 

lipoperoxidación in vivo. 

Mecanismos •nlloxldanles 
Debido al hecho que los radicales libres cslán siendo producidos conlinuamcnlc en 
pcqueftas cantidades por procesos metabólicos normales, todas las célula.~ aerobias poseen 
mecanismos para eviiar los efectos de las especies reactivas de oxígeno, que se denominan 
defensas antioxidanlcs. 
La organi:r.ación esuuctural de la célula es un importante medio para dilicullar las 
reacciones oxidativas, ya que pcrmilc separar los moléculas cuya reacción facilita la 
producción de radicales libres, como los depósitos de Fel• y el oxígeno. 

De hecho, las concenuaciones inlracelulares de moléculas potencialmenlc fom1adoras de 
radicales se mantienen al mínimo, ya que la cilocrnmo nxida.o;a mitocomlrial consume la 
mayoría del oxígeno molecular disponible. 

Las células conllenen lambién mecanismos enzimáticos c.<pcclficos para remover rJdicales 
libres de oxígeno y sus producms, a.'í como suslallcia.~ que ac1dan como "alrapadores" de 

radicales. 
Las distintas formas de supcróxido dismuiasa en eucarionrcs (citosólica, que condene Cu y 
:zn, y de matriz miwcondriol, que comicnc Mg) aceleran en 104 veces la dismutación 

esponulnea del radical supcróxido a pH fisiológico. El metal del sitio aclivo es reducido 
por un radical supcróxido y reoxidado por un segundo radical super6xldo. 

SOD 

02"' + 02"' + 2H+--+H202 +02 

La aceleración de csla reacción a.'<egura que no hoya radical supcróxido disponible para 
formar radicales hidroxilo por catálisis de Hahcr-WeiM. 
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Exislen dos sisremu enzimAticos para conicnder con el peróxido de hidrógeno. 
A bajas concenlraciones la mayor pane del peróxido de hidrógeno es lransfonnada en 
agua por las distinlaS 11lulatión pcroxidasu (la selenoenzima y la que no posee grupo 
prostético m~141ico), mediante la conversión de glulatión reducido (GSHl a ollidado 
(OSSG). La eniima glulatión reduciasa calaliza la regeneración del glulatión reduddo 
usando NADPH provenienre del ciclo de la.' pentosa.•. 

1lurati6o pm>1idou 

2GSH + ll20z __.... GSSG + 2H20 

¡lutati6Q red1M:IU11 

GSSG + 2NADPH __.... 2GSH + 2NAOp+ 

La glutatión pemxidasa catali1a también la reducción de los peróxidos lipídicos, con lo 
que previene la propagación de la lipopcroxldación. 

A concenll'leiones allaS de peróxido de hidrógeno, la catalasa se vuelve la prinl.ipal 

respo115able de su eliminación. 

c11alau 

Los tejidos poseen ademM una gran variedad de antioxidantes no enzimáticos para 
prevenir dafto por radicales libres. La viuunina E (fonnuda por varios isómeros del 
l1Xoferol) es un antioxidante de fase lipídica que se incorpora a las membrana.• y conviene 
al radical superóxido, hidroxilo, y radicales lipopcroxilo a formas menos reactivas. Ejerce 

su acción donando un hidrógeno al radical con la consecuente fonnación de un radical de 
viwnina E que es particuhumcntc cslablc debido al fenómeno de resonancia cnlrc sus 
dobles enlaces. Olros compuestos actúan de manera similar. Por ejemplo, la cistefna y la 

cisleamina lbeta-mcrcaptoctilamina) son capaces de apagar la rcactividud de los radicales 

libres debido a que donan electrones de sus grupos sulthidrilo. La vilalllina C (ácido 
ascórbico) es un antioxidante de fase acuosa (Soulhom y Powis, 1988). 
La ceruloplasmina, lacmfcrrina, transferrina, ácido úrico y albllmina son capaces de unir 
melales pesados, impidiendo su panicipación en las reacciones de Fcnton y Habcr-Weiss. 
Existen varios nutrientes naturales que pueden ai:tuar como antioxidantes, como los 
carotenoides y los llavonoides, cuya función en las planta.~ parece ser la de protegerlas de 

los radicales libres formados dur11111e la foiosfntesis por la cadena de lransportc de 
electrones del cloroplasto. Moléculas pequeilas y proteínas localizadas en el cilosol y las 
membranas o presentes en los fluidos cxtracclulares (glutalión, a.~corbato, viuunina E, Ji-

76 



caroteno, ubiquinona, dcido llrico, ceruloplasmlna y transfcrrina) actllan como 
"apa11dores" de las especies reactivas de oxigeno. Incluso la glucosa se ha visto 4ue e.~ 
capaz de eliminar el r~dical hidroxilo con eficiencia considerable. Más proiección celular 
se logra con otros sis1ema.s enlimáticos que involucran reacciones de óxido-reducción 
(DT-diafora.'ill, NADH-scmidchidroa.~orhato reductasa, metionfn-sulfóxido reductasa, 
glutatión reductasa) y procesos de reparación (enzimas de reparación del DNA). 

Electos peroxldatl\'Oli del tetrocloruro de carbono 
El ejemplo clásico de un compuesto hepatotóxico 4ue actúa en virtud de su capacidad 
Upoperoxldativa es el letracloruro de carbono, CCl4. Con la ruptura del enlace carbono
halógeno tiene lugar la generación de radicales libres, y éstos son los responsables de Ja 
IOxicidad, ya 4ue se impide con antioxidantes. El radical libre implicado es el radical 

lricloromelilo ·cc13, cuya formación es cataliuda por el sisiema de oxidasas 
microsomales. De hecho. existe una forma especUica de citocromo P4SO que es Ja 
responsable de la bioactivación del CCl4 y es rápidamenie destruida durante este proceso. 
El radical triclorometilo es allamcnte reactivo y puede iniciar directamenie la 

lipoperoxidación. Sin embargo, es más probable que reaccione con el oxigeno molecular, 
formando un radical triclorometilperoxilo 

·cc13 + 0 2 ---+ ·oocc13 

El CCl4 induce lipopcroxidación ¡,. vim e in virrn. La intoxicación de animales 

experimentales con CCl4 resulta en un aumento en la tasa de lipoperoxidación, medida 
lanto por aumento en las concentraciones de dienos conjugados, dialdchido malónico, 
etano y pentano exhalados por los animales y una disminución en los niveles de ácido 
araquidónico en los fosfollpidos microsomales. Además, se ha detectado el radical 

triclorometilo formado in vivo, utiliundo resonancia paramagn~tica electrónica 
(EPR)(Younes, 191111). 
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