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PRESENTACION

El presente trabajo de tesis, fue realizado en los afios de mi residencia en la
especialidad de Cirugia General, en el Hospital General de México, tomando en cuenta
los antecedentes de nuestras lineas de investigacion, iniciadas en el Departamento de
Cirugia, de la Facultad de Medicina en la Unijversidad Nacional Autonéma de México,
durante mis estudios de pregrado. '

Con gran entusiasmo se llevd a cabo la fase experimental, en el Servicio de Cirugia
Experimental, de nuestro Hospital, después de conseguir los insumos necesarios para
poder iniciar la parte operativa, finalmente concluimos nuestra meta trazada, en 4 aflos
de actualizacion e interés, siendo una linea de investigacion original, aplicable en
innumerables dreas en la medicina.

Esperando sea un paso mas dentro de nuestra vida, estudiando ias bases fisiologicas
de la cirugia, para su aplicacion futura en los pacientes.

Tuvimos el privilegio de recibir ¢l premio Nacional en Investigacion Basica, dentro
del marco del congreso nacional de Cirugia General, en Acapulco, fecopocimiento que
nos llena de orgullo y alegria, que nos impulsa a continuar trabajando.

Gracias a Dios, por mantenernos firmes en nuestras convicciones, a pesar de las
tremendas dificultades técnicas y humanas, a las cuales tuvimos que sobreponernos para
salir adelante.

Desde el inicio de 1a vids...
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INTRODUCCION

El HIGADO.

HISTORIA

Para los babilonios (3000-2000 a C.), el higado fue el recurso principal que se usaba en
el arte de la adivinacion en astronomia y en ocasiones también para conciliar disputas
importantes. En esta practica se insertaban taquetes en modelos de arcilla de! higado, se
conservé un registro de las variaciones de anatomia normal encontrada en higados de
animales sacrificados y el prondstico general determinado por la semejanza de! higado
sacrificado con el modelo. La practica mistica que todavia persiste en nuestros dias en
regiones de Birmania, Borneo y Uganda, establecieron la base de la comprension de la
anatomia del higado, en las civilizaciones antiguas. (1)

Los babilonios también consideraron al higado coma el sitio de la residencia det alma,
esta idea fue cambiada por los egipcios que la hicieron residir en el corazén, pero los
antiguos griegos restauraron la importancia del higado al introducir el principio de la
teoria humoral en la medicina.

Hipocrates (460-377 a. C.), introdujo las cuatro sustancias basicas (fuego, agua, aire y
tierra) en la vida del hombre y, estos cuatro elementos se transformaron a través de los
alimentos, mediante el calor de la digestion, hacia cuatro humores del cuerpo: sangre,
flema, bilis negra y bilis amarilta. Propuso que et alma tenia tres partes, la parte
nutritiva residia en el higado.Galeno considerd al higado un foco de formacién de calor,
sangre y vasos sanguineos. (2)

La teoria humoral, como punto central prevalecié hasta el siglo XVIL. No hay lugar a
dudas que el respeto de los griegos hacia e! higado se baso en parte, a su conocimiento
del poder regenerativo tan prodigioso de este organo, representado en el mito de
Prometheus. (3)

Los babilonios describieron topograficamente la vesicula biliar, el ligamento
falciforme, los 16bulos cuadrado y caudado, asi como la anatomia de la vena porta y
cava,

Los griegos realizaron una descripcion mas detallada de la anatomia hepatica, a través
Galeno, quién pensd que el sistema arterial y portal, terminaba en conexiones diminutas
en tas que la sangre pasaba de manera gradual hacia las venas hepaticas y la vena cava.



Posteriormente Leonardo Da Vinci, dibuja el higado de manera sobresaliente, asi
como Vesalio en su descripcidn escrita en “De Humani Corporis Fabrica”, Fabricio
describié de manera muy precisa las venas umbilicales, portal y hepatica, y la anatomia
macroscopica de las vias biliares. (1)

A finales del siglo XVII, Malpighi, con un microscopio primitivo reconocid la
arquitectura lobulillar del higado, aunque no identificé los hepatocitos. En 1833,
Kiernan describid la unidad hepatica basica, el lobulillo hepético, cuyo centro eran las
venas hepaticas, rodeadas de 5 a 6 triadas portales, también describid las triadas
portales, las cuales estan conformadas por una rama de la arteria hepatica, una rama de
la vena porta y un conductillo hepético, posteriormente llamados “espacios de Kiemnan”,

Kupffer describio sus células en 1876 y Disse su espacio perisinusoidal en 1890. En el
siglo XIX, Rex dio una descripcién precisa de la anatomia macroscdpica del algon
higado de mamifero, seguida de una descripcion semejante efectuada por Cantlie en
1897. Dividiéndolo en dos lébulos separados por un ligamento, de manera oblicua al
lecho vesicular, hacia el surco de la vena cava inferior. Mas tarde confirmada por
MclIndoe y Counseller, en el siglo XX

Couinaud en 1954, describe al higado en 8 segmentos, conociéndose como la teoria
francesa. En el mismo afo Rappaport, desarrolld el concepto de acinos del higado
consistentes en masas romboidales de tejido hepatico, en cuyos vértices mas agudos se
sitian venas hepaticas centrales y en los vértices laterales, triadas hepaticas.

Se atribuye a Bernard, ser el iniciador de la compresion de la fisiologia hepatica,
considerando al higado, el centro del metabolismo, basado en el desarrollo de la
quimica inorganica y organica, la btoquimica y la fisiologia, asi como los
descubrimientos de la sintesis de la urea, el andlisis y la composicién de los alimentos, y
finalmente en la identificacion de ciertas deficiencias nutricionales, como la proteinica y
de la vitamina A.

Fue en el afio 1943, cuando Bernard informo, que la glandula hepitica forma parte
importante en el almacenamiento y produccién de glucosa. En la sintesis de proteinas,
vitaminas y la participacion en el mecanismo de la coagulacion. (3)



EMBRIOLOGIA

El endodermo es la hoja blastodérmica de la cual derivan la mayoria de los elementos
epiteliales de los 6rganos que constituyen el aparato digestivo, ¢l aparato respiratorio y
algunas glandulas endocrinas (tiroides, paratiroides, y timo).

Las capas musculares, las cubiertas serosas, el mesenterio y el tejido conjuntivo en
general, de los Grganos mencionados, asi como la irrigacion sanguinea y linfatica, se
originan a partir de la hoja visceral o esplacnica del mesodermo, mientras que la
inervacion y la presencia de ganglios nerviosos viscerales derivan del ectodermo. (6)

Desarrollo del Sistema Digestivo- Respiratorio:

El esbozo del sistema digestivo-respiratorio aparece muy temprano en el embridn,
Recién constituidas las dos hojas blastodérmicas, el ectodermo y endodermo que
forman el disco embrionario, se observa que la porcion del endodermo localizado en el
techo del saco vitelino, se diferencia del resto; sus células se hacen ligeramente cibicas,
mientras que las que revisten el saco vitelino permanecen aplanadas. (7)

Al aparecer €l mesodermo, éste se divide rapidamente en una hoja somitica 6 parietal
y una esplicnica o visceral, el mesodermo esplicnico queda unido intimamente al
endodermo, conociéndose a esta asociacion como esplacnopleura. Asi, el intestino
primitivo adquiere en esta etapa muy temprana de su desarrollo dos capas
blastodermicas: el componente endodérmico, que originara al revestimiento y los
componentes epiteliales de los drganos gastrorespiratorios y, la parte mesodermal se
diferenciara para formar las capas musculares y el recubrimiento conjuntivo y
mesotelial en general.

Cuando el intestino primitivo recibe su refuerzo mesodérmico, el cuerpo del embrién
(disco germinativo), empicza a ser delimitado en su forma. Se producen encorvaduras
cefalocaudales y laterales del disco germinativo, que hacen que este se separe de las
estructuras extraembrionarias, quedando por lo tanto la cavidad endodérmica dividida
en una porcion intraembrionaria; el intestino primitivo propiamente dicho y dos
porciones extraembrionarias: €l saco vitelino y el alantoides. (7)

El embrién mediante estas curvaturas, alcanza una convexidad dorsal, se forman sus
paredes laterales y adquieren su forma cilindrica, al mismo tiempn el cuerpo del
embrion crece en longitud, lo que produce un estrechamiento de la relacion del intestino
primitive y el saco vitelino, fos que se comunican mediante el pediculo vitelino.

Las curvaturas de los extremos cefalico y caudal del embrién, producen en estas
regiones 2 concavidades o depresiones revestidas externamente de ectodermo; la
cefalica se denomina estomodeum o seno bucal y la caudal llamada proctodeum o seno
anal. (6)



Figura 1.

Esquema dc cortes sagitales de embriones en diversas etapas del desarrolio para mostrar el
efecto de la flexion cefalocandal y lateral sobre la posicion de la cavidad revestida por
endodermo, Obsérvese 1a formacidén del intestino anterior, el intesting medio y el intestino
posterior.

A. Embrién periodo de presomita.

B. Embrion de 7 somitas.

C. Embrion de 14 somitas.

D. Al final del primer mes. Tomada de referencia bibliografica (3).



El embrion mediante estas curvaturas, alcanza una convexidad dorsal, se forman sus
paredes laterales y adquieren su forma cilindrica, al mismo tiempo el cuerpo del
embrion crece en longitud, lo que produce un estrechamiento de la retacidn del intestino
primitivo y el saco vitelino, los que se comunican mediante el pediculo vitelino.

Las curvaturas de los extremos cefilico y caudal del embridn, producen en estas
regiones 2 concavidades o depresiones revestidas externamente de ectodermo; la
cefalica se denomina estomodeum o seno bucal y !a caudal llamada proctodeum o seno
anal. (6)

La depresion del estomodeum se hace profunda hasta que el ectodermo de su parte
posterior toma contacto con el endodermo del intestino anterior. La membrana que se
forma por oposicion del ectodermo y el endodermo se denomina placa oral, la cudl
poco después de constituida, al iniciarse la formacion de la cara, se perfora formando la
abertura del intestino, (4ta semana).

El proctodeum sé relaciona con el intestino posterior, mediante la unidn del ectodermo
y endodermo, constituyendo la placa anal o cloacal, ésta se perfora en un estadio
mucho mas avanzado. (9na semana). (8)

El intestino primitivo queda asi constituido como un tubo con 2 extremos ciegos
(anterior y posterior), de forma tubular aplanada dorsoventralmente y una zona central
en comunicacion abierta con el saco vitelino.

Al extremo cefilico se le denomina intestino faringeo o intestino anterior que se
comunica coen el saco vitelino a través del vestibulo intestinal anterior, al extremo
caudal se le conoce como intestino posterior y su comunicacion con el saco vitelino se
realiza mediante el vestibulo intestinal posterior. Entre ambos se sitia el intestino medio
gue se incluird después en cuerpo del embrion, pero gue permanece abierto en su parte
inferior, constituyendo el techo del saco vitelino.

A medida que progresan los pliegues subcefalico y subcaudal, el intestino anterior y
posterior aumentan de tamafio a expensas del intestino medio. Este ultimo disminuye
paulatinamente hasta, que solo se comunica con el saco vitelino por un conducto, el
pediculo vitelino, (8)

Por detras de la abertura oral el intestino anterior se ensancha bastante y luego se
aplana en sentido dorsoventral para formar la faringe primitiva. A los lados de la faringe
emergen cuatro pares de evaginaciones o diverticulos en forma de bolsas a las que se les
denomina bolsas faringeas.

Cada bolsa faringea esta situada frente a las hendiduras que se forman en la pared
latera! ventral de la cabeza del embrion denominada surcos branquiales o faringeos,
que quedan cerrados por oposicion del endodermo de las bolsas branquiales y el
ectodermo de los surcos branquiales.




De la parte media del piso de la faringe, aproximadamente a nivel de la union det
primer y segundo arco branquial, surge una evaginacion endodermal que formara el
esbozo de la glandula tiroides. En la region posterior a las dtas bolsas faringeas se hace
presente un surco medio ventral, que luego se convierte en un brote tubular dispuesto en
forma paralela al intestino primitivo, es el esbozo de la traquea, que en su extremo
caudal se bifurca para formar a derecha e izquierda, dos eminencias redondeadas
lamadas brotes o yemas pulmonares. (6)

Caudalmente a la faringe el intestino primitivo se estrecha para generar el esbozo del
esofago, mas atrds se experimenta una difatacion local que sefiala al esbozo del
cstomago. ’

Después de la dilatacion del estémago, se originan los esbozos del higado, vesicula
biliar y de! pancreas, en la forma de tres pequefios brotes epiteliales que emergen en
posicion ventral y en posicién dorsal, el diverticulo ventral proximal se subdivide en 2
yemas, una de ellas prolifera rapidamente para formar el blastema hepatico y otra yema
originara el esbozo de la vesicula biliar. El pancreas se formara a partir de dos brotes:
uno dorsal y el ventral distal. (9)

Al continuar el cierre del intestino medio por estrechamiento de la comunicacion con
el saco vitelino, el tubo intestinal crece con rapidez y se alarga, lo que permite que se
produzca una curvatura del intestino relacionado con el pediculo abdominal, ésta
aumenta rapidamente y forma luego un asa intestinal primitiva, que se extiende en el
interior del celoma umbilical, en el apice del asa se situa el pediculo  vitelino (delgado
y alargado), denominado también como diverticulo de Meckel, que se comunica con el
intestino.

El blastema o diverticulo hepético crece hacia delante, inmerso en €l acumulo de
tejido mesodermal esplacnico denominado septum transversum, (situado entre la
cavidad pericardica y el pediculo del saco vitelino} prolifera con rapidez originando
cordones celulares que prosiguen invadiendo el septum transversum. Del diverticulo
hepatico se desprende otro crecimiento epitelial que se dirige en direccion caudo-
ventral, crece en-volumen en su extremo distal y luego se ahueca para esbozar la futura
vesicula biliar. (7)

Al proseguir su desarrollo los cordones epiteliales hepaticos se entremezclan con las
venas onfalomesentéricas o vitelinas, dando como resultado un entrecruzamienio
mutuo, que origina la formacién de placas celulares hepaticas de recorrido tortuose que
se anastomosan entre si y los vasos sinusoides hepaticos. En la constitucion del higado
intervienen, ademas, el tejido mesenquimatoso del septum transversum y la hoja
visceral del mesodermo: mesenterio ventral que lo recubre. )

Asi los componentes celulares, se derivaran de los siguientes esbozas: El parénquima
hepético (placas hepaticas y los elementos conductores), es el resultado del crecimiento
rapido y sucesivo de los cordones epiteliales endodermales.
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Los sinusoides hepiticos a partir de porciones de las venas onfalomesentéricas o
vitelinas. El tejido conjuntive y la capsula fibrosa (estroma) se forman dei tejido
mesenquimatoso del septum transversum y del mesenterio ventral respectivamente (7).

En el tejido mesenquimatoso situado entre los cordones y sinusoides hepéticos se
modifican ciertos camulos de células para diferenciarse posteriormente en nidos
celulares con funcion hematopoyética. Los eritrocitos, los leucocitos y plaquetas
formadas en estos nidos celulares pasan al torrente circulatorio por medio de las paredes
endoteliales de los sinusoides hepaticos. Por lo tanto, el higado es considerado como un
érgano vital en la formacion de elementos sanguineos celulares.

Algunos leucocitos de la sangre (monocitos) migran y se disponen entre el endotelio
de los sinusoides y se diferencian en células con capacidad fagocitica (macréfagos del
sistema reticulo endotelial), para constituir las denominadas células de Kuppfer. De los
cordones epiteliales hepaticos que proliferan cuantitativamente, se originan, en sus
porciones distales, los elementos celulares secretores (hepatocitos), mientras que de las
porciones proximales se derivan los conductos hepaticos.

El higado aumenta de tamafio con gran velocidad y se convierte en un Organo
relativamente voluminoso, cuya manifestacion externa esta representada, en el embridn
por el relieve o prominencia hepatica. La divisién de los cordones hepiticos en
crecimiento es muy caracteristico y determina la arquitectura definitiva del higado en el
individuo adulto. De cada uno de los cordones primitivos se producen una serie de
ramas de angulo recto. Cada una de esas divisiones emite, a su vez, un sistema de ramas
menores dispuestas radialmente. Estas ramas pequefas radiadas se convierten en las
trabeculas o placas de un lobulillo secretor del higado y el corddn axial de células de
los provienen estos, se transforma en el sistema de conductos que drenan la secrecion de
este lobulilfo, hacia uno de los conductos principales gue se comunican con el conducto
comin (conducto hepatico). (6)

El plan basico de desarrollo de los lobulillos glandulares de! higado, adquiere
relaciones mutuas con una distribucion vascular igualmente caracteristica, el
ordenamiento basico puede ser considerado como una interdigitacion de conductos con
sus trabéculas o placas hepaticas con los vasos venosos hepaticos y sus tributarias.

El eshozo de la vesicula biliar (porcion cistica), prosigue su desarrollo como oOrgano
hueco, el conducto que lo une al diverticulo hepatico se alarga y forma el conducto
cistico, éste se retne con el conducto del esbozo de! higado, denominado el conducto
hepatico, constituyendo ambos el conducto colédoco, que drena en la iuz de la segunda
porcion del duodeno. (8)

En ¢l embrion de 5 mm. el intestino (asa intestinal primitiva) cuelga de la pared
abdominal dorsat sostenido, por un mesenterio corto y se comunica con el saco vitelino
por el conducto onfalomesentérico o pediculo del saco vitelino.
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Figura 2.

Relacion del esbozo hepitico con los conductos biliares, cistico, 1a vesicula biliar y el pdncrcas.

Figura 3.

Esguemas de embriones durante la cuarta (A} y quinta (B) semanas del desarrolio, para mostrar fa
formacién del aparato gastrointestinal y los diversos derivados que se originan en la hoja germinativa
endodérmica.

Figura 4.

A. Esquema de un embrién de 9 mm (36 dias aprox.). El higado crece caudalmente hacia la cavidad
abdominal, Observese la condensacién del mesénquima en la zona situada entre el higado ¥ la cavidad
pericardica, que presagia la formacion del diafragma. B. Esquema de un cmbrién algo mayor. Notése el
ligamento falciforme que va desde el higado a la pared abdominal anterior y €l epiplén menor entre ¢
higado y el intestino anterior (estbmago y duodeno). El higado estd completamente rodeado de peritoneo,
excepto en la zona de contacte con el diafragma, denominada 4readesnuda del higado.

Tomada de referencia bibliografica (8).
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En el adulto, el intestino medio comienza inmediatamente distal a la desembocadura
del conducto colédoco en el duodeno y termina en la union de los dos tercios
proximales del colén transverso con el tercio distal.

En toda su extension el intestino medio esta irrigado por la arteria mesenterica
superior. El desarrollo del intestino medio se caracteriza por el alargamiento rapido del
intestino y el crecimiento de su mesenterio, lo cual forma el asa intestinal primitiva.

En su vértice, el asa mantiene en comunicacién con el saco vitelino por medio del
conducto onfalomesentérico de escaso calibre, la rama cefalica del asa se convierte en la
porcion distal del duodeno, el yeyuno y parte del ileon.

La rama caudal se convierte en la porcion inferior del ileon, el ciego y e! apéndice, el
colon ascendente y los dos tercios proximales del colén transverso. La union de las
ramas cranea! y caudal se pueden identificarse en el adulto en caso de persistir una parte
del conducto onfalomesentérico en forma de diverticulo ileal o de Meckel. (7)

El intestino posterior da origen al tercio distal del colon transverso, el colon
descendente, sigmoides, recto y la porcion superior del conducto anal. El endodermo del
intestino posterior forma asimismo el revestimiento interno de la vejiga y de la uretra.

La porcién terminal de! intestino posterior se dilata y forma la cloaca, cavidad
revestida de endodermo que esta en contacto directo con el ectodermo superficial. En la
zona de contacto entre endodermo y ectodermo se forma la membrana o placa cloacal.

En una etapa posterior del desarrollo aparece un relieve transversal, el tabique
urorectal, en el angulo que forman el alantoides y el intestino posterior. Este tabique
desciende gradualmente en direccion caudal y divide a la cloaca en una porcion anterior,
el seno urogenital primitivo y una porcion posterior, ¢l conducto ano rectal. En el
embrion de siete semanas el tabique urorectal llega a la membrana cloacal, sitio en el
cual se forma el perneo. La membrana cloacal se divide entonces en la membrana anal
posterior y membrana urogenital anterior. (9)

Mientras tanto, la membrana anal es rodeada por abultamientos de mesénquima y en
la octava semana se advierte en el fondo de una depresién ectodérmica, llamada fosa
anal o proctodeo. En la novena semana se rompe la membrana anal y el recto se
comunica libremente con el exterior.

En consecuencia, la porcion superior del conducto anal es de origen endodérmico y
esta vascularizada por la arteria del intestino posterior, la arteria mesenterica superior.
El tercio inferior del conducto anal, sin embargo tiene origen ectodémmico y esta
irrigado por las arterias hemorroidales, ramas de la pudenda interna, la union entre las
porciones endodérmica y ectodérmica esta representada por la linea pectinea, que se
encuentra inmediatamente debajo de las columnas anales. Aproximadamente a nivel de
esta linea el epitelio cilindrico se transforma en plano estratificado. (7)
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ANATOMIA E HISTOLOGIA

El higado tiene un peso promedio de 1,500 gr, es la glandula de mayor tamario del
cuerpo. Se encuentra en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal,
justamente por debajo del diafragma. Se subdivide en cuatro lébulos, derecho,
izquierdo, cuadrado y caudado. (11,25)

De acuerdo a la division vascular descrita por e! Dr, Bismuth en 1982 (10), e! higado
se divide en 8 segmentos de acuerdo a su irrigacion, siendo el segmento [ el dorsal, el II
el posterior izquierdo, el 1l abarca el sector principal anterior izquierdo, asi mismo el
IV se denomina segmento anterior medio principal, el segmento V y VII abarcan el
sector lateral anterior derecho, el VI v VIII el sector postero lateral derecho. Fig. 1.

Figura 5,

Division funcional del Higado y los segmentos de acuerdo a la nomenclatura de Couinaud. (4)

El drenaje biliar de cada sector hepético se realiza por un conducto segmentario, al
cual confluyen las estructuras subsegmentarias, los sectores posteriores y anteriores del
l6bulo derecho drenan al conducto hepético derecho principal, siendo el drenaje de los
lobulos mediales e izquierdos al conducto hepético principal izquierdo, los cuales se
uniran para conformar el conducto hepético comin. (25)

De manera similar al pancreas, €l higado cuenta con funciones tanto endocrina como
exocrina, pero a diferencia del pincreas, la misma célula, el hepatocito, es la encargada
de la produccién exocrina del higado, la bilis y sus numerosos productos endocrinos.
Los hepatocitos convierten las sustancias nocivas, en materiales no 1dxicos que se
excretan en la bilis.
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E! higado, con excepcion de la porcién retroperitoneal, estd envuelto por peritoneo,
que forma una cubierta de epitelio escamoso simple, denominada la cépsula de la
glandula (capsula_de Glisson), que es de tejido conectivo denso de distribucion
irregular.

La capsula de Glisson esta unida laxamente sobre toda la circunferencia del higado,
salvo a nivel del hilio o porta hepatis, sitio en que se introduce en el higado y forma un
conducto para los vasos sanguineos y linfaticos y conductos biliares. El higado es un
organo extraordinario, por que sus elementos de tejido conectivo son escasos, de modo
que la mayor parte del 6rgano consiste en células parenquimatosas uniformes llamadas
hepatocitos. (14)

La superficie superior del higado es convexa, en tanto que la region anterior presenta
una indentacién, el hilio, que se llama también porta hepatis. El higado tiene un riego
sanguineo doble, pues recibe sangre oxigenada de las arterias hepaticas derecha e
izquierda (25%) y sangre rica en nutrientes procedentes de vena porta {75%). El Flujo
total hepatico puede ser medido mediante la cateterizacion de la vena hepdtica, usando
el principio de Fick. Siendo el valor promedio de 1500 mL/min/1.73 m2 de la
superficie corporal. Podemos utilizar de manera practica que el flujo hepatico total es
de: 100 a 130 mL/min/Kg.(12,13,101)

Ambos vasos entran en el higado a nivel del hilio. La sangre fluye por la parte superior
del érgano a través de las venas hepaticas, que vacian su contenido en la vena cava
inferior. La bilis sale también del higado, a nivel del hilio por los conductos hepéticos
derecho e izquierdos, que se descargan en la vesicula biliar, para su concentracion y
almacenamiento.

El higado ocupa una posicién relevante en el metabolismo. Todos los nutrientes que
se absorben por el tubo digestivo son transportados directamente hacia este érgano por

la vena porta. (101)

De manera adicional, la sangre rica en hierro proveniente del bazo se dirige, por medio
de la vena porta, directamente hacia el higado para su procesamiento. Los hepatocitos
convierten una gran parte de los materiales nutritivos que llegan en productos de
almacenamiento, como glucogeno, que se secreta en este caso como glucosa cuando lo
requiera el cuerpo.

Los hepatocitos estan distribuidos en lobulillos de forma hexagonal (lobulillos
clasicos) de unos 2mm de longitud y 700 micras de diametro. Estos lobulillos se
encuentran limitados con claridad por los elementos de tejido conectivo delgados en
animales como el cerdo y el camello. Sin embargo, en el ser humano solo es posible
aproximar sus limites a causa de la escasez de tejido conectivo y de la distribucion
estrechamente apretada de los lobulilios. En el sitio en que tres lobulillos clasicos hacen
contacto entre si, incrementan los elementos de tejido conectivo y estas regiones se

conocen como areas portales (triadas).
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Figura 6.

A. Anatomia macréscopica del higado. B. Lobulillos hepiticos, en los que se observan

las arcas portales y la vena central. C. Porcién del lobulillo hepatico en la que se

observa el 4rea portal, las placas hepaticas, los sinusoides y los canaliculos biliares.
"Tomada de la referencia 23.
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Las areas portales albergan: a) ramas de la arteria hepatica, b) tributarias de la gran
vena porta, c) conductos biliares interlobulillares {reconocidos por su epitelio cuboide
simple) y d) vasos linfaticos. Estos vasos y los conductos siguen el eje longitudinal de
cada lobulillo. (11)

Las areas portales estan aisladas del parénquima hepatico, por la placa limitante, que
es un manguito de hepatocitos modificados. Hay un espacio estrecho, el espacio de
Moll, que separa a la placa limitante del tejido conectivo de area portal. El eje
longitudinal de cada tobulilla clasico esta ocupado por la vena central, rama inicial de la
vena hepatica, los hepatocitos se proyectan, al igual que los rayos de una rueda,
desde la vena central y forman placas fenestradas anastomosantes de la célula hepaticas
separadas entre si por grandes espacios vasculares, que se conocen como sinusoides
hepaticos. :

Arteriolas de entrada, vénulas de entrada y ramas del plexo capilar peribiliar, perforan
la placa limitante (de los hepatocitos modificados), para unirse a los sinusoides
hepaticos. Conforme entra la sangre en los sinusoides su flujo se vuelve lento en grado
considerable, y pasa con esta lentitud hacia la vena central. (14)

Los sinusoides hepaticos son mas anchos que los capilares, y sus paredes se adaptan a
las superficies de las trabeculas hepatocitarias de cada lado de las mismas, aunque estan
separados de las trabéculas por un estrecho espacio. Los limites de las células
endoteliales no se oscurecen con la técnica de nitrato de plata, como ocurre con los
capilares, y este hecho llevd a los investigadores a sugerir la posibilidad de que el
endotelio constituia un sincitio. En estudios posteriores de microscopia electronica, se
establecid que la pared de los sinusoides estd formada por células endoteliales
individuates.

Los estudios de tipo fisioldgico sobre el ritmo de eliminacion de solutos de la sangre a
su paso a través del higado, asi como las observaciones sobre el tamafio de las particulas
coloidales, que atraviesan la pared de los sinusoides, sugirié que existian zonas de
solucion de continuidad en la pared, que permitian el acceso directo del plasma
sanguineo a las células hepaticas. Este hecho ha sido confirmado en las micrografias
electronicas, en las que se observa, que las células endoteliaies presentan uniones
celulares superpuestas tipicas en algunas areas, mientras que en otras los delgados
bordes celulares pueden estar separados entre 0.1 y 0.5 nanometros. (14)

Ademas, las finas porciones periféricas de las células presentan perforaciones cuyo
tamafio y forma son mas variables, que de los poros del endotelio de los capilares
perforados de otras zonas del organismo. Estas perforaciones se suelen observar en
grupos que han sido denominado “placas de tamiz”. Por todo ello las paredes de los
sinusoides presenta zonas de solucion de continuidad entre las células y perforaciones
transcelulares.
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El endotelio sinusoidal muestra diferencias significativas en las especies animales. En
la oveja, la cabra y el ternero, el endotelio sinusoidal muestra una evidente lamina basal
y un namero relativo de perforaciones. En la rata no existe lamina basal y, por lo tanto,
no existe una barrera importante, para el paso de particulas marcadoras a través de la
aberturas de la pared de los sinusoides. En tan sélo 30 segundos desde la inyeccion de
dioxido de torio coloidal, las particulas elecirénicamente densas se pueden observar
entre la pared de los sinusoides y la superficie de las células hepaticas.

Como sélo hay una vena central en cada lobulillo, recibe sangre de cada sinusoide de
dicho lobulillo y su didmetro se incrementa conforme ingresa hacia esta estructura. Al
dejar la vena central, el lobulillo termina en la vena sublobulillar. Son numerosas las
venas centrales que descargan su sangre en una sola vena sublobulillar, las venas
sublobulillares se unen entre si para formar las venas colectoras, que a su vez forman las
venas hepaticas derecha e izquierda. (11)

Debemos recordar que el lobulillo hepatico clasico, fue el primero en definirse desde
el punto de vista histolégico (15), por que la distribucion del tejido conectivo en el
higado del cerdo proporcioné un concepto manifiesto.

En este concepto la sangre fluye, desde la periferia hacia el centro del lobulillo en la
vena central. La bilis, elaborada por las células hepéticas, entra en los espacios
intercelulares pequefios, 10s canaliculos biliares, localizados entre los hepatocitos y
siguiendo la bilis un flujo hacia la periferia del lobulillo, drenan en direccién a los
conductos biliares interlobulillares de las dreas portales,

El concepto de una secrecion exocrina que fluye hacia la periferia del lobulillo, no
resulté compatible con la situacion en la mayor parte de las glandulas, en que la
secrecidn entran en una luz central {como sucede en el caso de las acinos). Por lo tanto,
los histologos sugirieron que todos los hepatocitos, que descargan su bilis hacia un
conducto biliar interlobulillar en particular constituyen un lobulillo, llamado lobulillo
portal.

En los cortes histolagicos el lobulillo portal se define como la region triangular cuyo
centro es el area portal y cuya periferia esta limitada por lineas rectas imaginarias que
conectan a las tres venas centrales circundantes, que forman los tres ‘éntices del
triangulo. (16)

Una tercera conceptualizacion de los lobulillos hepaticos, se basa en «l flujo sanguineo
desde la arteriola distributiva, y en consecuencia, en ¢l orden en el cual los hepatocitos
se degeneran después de las lesiones toxicas o hipoxicas. Este lobulillo ovoide a
romboideo se conoce como acino hepatico (acino_portal _de Rappaport). Este se
considera como tres regiones concéntricas mal definidas de parénquima hepdtico que
rodean una arteria distributiva en el centro. (14,15,16}

18




La capa mas externa, la zona 3, es, de las tres zonas, la mas deficiente en oxigeno. La
region restante se divide por igual en dos zonas (1 y 2), de las cuales la zona 1 es la que
cuenta con mas abundancia de oxigeno.

Las placas anastomosantes de hepatocitos, que no tienen un espesor mayor de dos
células, salen a manera de rayos desde la vena central hacia la periferia def lobulillo
clasico. Los espacios entre las placas de hepatocitos estin ocupados por sinusoides
hepaticos y la sangre que fluye por estos amplios vasos no puede hacer contacto con los
hepatocitos por la presencia de una tinica endotelial compuesta por células de
revestimiento de los sinusoides. (14,101)
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Figura 7.

Esquema de los tres tipos de lobulillos del higado: Clasico, lobutillo portal y acino
hepatico, Tomada de referencia bibliografica 23.

Figura 8.

Esquemas de (A) acino hepatico y (B) lobulillo clisico y lobulillo porta. En A. las
lineas llenas indican tres direcciones posibles en ias que se extiende la “trama” vascular
del acino, desde los vasos de raicilla porta. En B, El acino hepético, se muestra su
relacion con los lobulillos clasico y porta. Tomada de la referencia bibliogréfica 17.
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A menudo las células de esta tinica endotelial no hacen contacto entre si y dejan
espacios de hasta 0.5 nanémetros entre ellas. Las células de revestimiento sinusoidal
tienen también fenestras, que se encuentran en camulos, y se conocen como placas de
tamiz o colador. Por lo tanto, puede dejar la luz del sinusoide con relativa facilidad,
cualquier particula que mida menos de 0.5 nanometros de didmetro.

Los macrofagos residentes, conocidos como células de Kupffer, se relacionan con las
células de revestimiento sinusoidal en los sinusoides. A menudo los fagosomas de las
células de Kupffer contienen particulas y desechos celulares endocitados, en especial
eritrocitos muertos, a los que estdn destruyendo éstas células. Las micrografias
electronicas de las células de Kupffer, ponen de manifiesto numerosas proyecciones de
manera de filopodios, mitocondrias, cierto reticulo endotelial rugoso y aparato de Golgi
pequefio, lo mismo que abundancia de lisosomas y endosomas tardios.

Estas células no establecen uniones intercelulares con las células vecinas, se ha
sugerido que pueden ser depredadores migratorios. Las células de revestimiento
sinusoidal estan separadas de los hepatocitos por un espacio perisinusoidal estrecho
(espacio_de Disse), y el plasma que escapa de los sinusoides tienen acceso libre de
espacio. Las microvellosidades de los hepatocitos ocupan gran parte del espacio de
Disse: el drea de la superficie extensa de las microvellosidades facilita el intercambio de
materiales entre la sangre y los hepatocitos. Es importante percatarse que los
hepatocitos, no entran en contacto con la sangre; més bien ¢l espacio de Disse actila
como compartimento intermediario entre ellos. (11) B
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Figura 9.

A, Esquema de una porcién de un lobulillo que denota la direccion de la corriente de sangre y bilis, en
relacion con el 4rea porta que se sciiala a la izquicrda. B. Esquema de la disposicién espacial del
endotelio de sinusoides hepiticos, hepaltocitos y espacio de Disse. Tomado de la referencia
bibliografica 17.
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Aunque el espacio perisinusoidal contiene fibras de coligena del tipo II (fibras
reticulares), que brindan sostén a los sinusoides, no se encuentra ldmina basal En
ocasiones se observan en este espacio fibras nerviosas amielinicas y células
almacenadoras de grasa, de forma estrellada (células de Itg), se cree que las células de
Tto almacenan vitamina A. Se han observado en e! espacio perisinusoidal del raton y de
la rata células foveolares, que manifiestan seudopodos comos y granulos
citoplasmaticos.

Los canaliculos biliares se anastomosan entre si y forman tineles laberinticos entre
tos hepatocitos. Conforme estos canaliculos biliares legan a la periferia de los lobulitlos
clasicos, se fusionan con los colangiolos, que son tibulos cortos compuestos por una
combinacién de hepatocitos y células cuboideas bajas. La bilis de los colangiolos entra
en los conductos de Herring, ramas delgadas de los conductos biliares interlobulillares,
que salen paralelos a las arteriolas y a las vénulas de entrada. Los conductos biliares
interlobulillares se fusionan para formar conductos, cada vez mas grandes, que por

ultimo se unen con los conductos hepaticos derecho e izguierdo. (14)

Las células epiteliales de los colangiolos, los conductos de Herring y los conductos
biliares interlobulillares secretan un liquido rico en bicarbonato semejante al preducido
en los conducto del pancreas. La formacion y la descarga de este amortiguador alcalino
se encuentran bajo el control de la hormona secretina, producida por las cé€lulas
enteroendocrinas del duodeno. Este liquido actGa, con el liquido proveniente del
pancreas, en la neutralizacton del quimo acido que entra en el duodeno.

Los hepatocitos son células poligonales, de 20 a 30 micrometros de diametro, que
estan muy unidas entre si, para formar placas anastomosantes de células hepaticas, de
una a dos céluias de espesor.

Los hepatocitos estan distribuidos de manera que cada célula no solo hace contacto
con otras células, sino que, ademas, bordean a un espacio de Disse. Por lo tanto, se dice
que el plasmalema de los hepatocitos tiene dominios laterales y dominios sinusoidales.

Las porciones laterales de la membrana del hepatocito forman espacios intercelulares
laberinticos de 100 a 200 nanometros de diimetro, llamados canaliculos biliares, que
conducen a la bilis entre los hepatocitos hacia la periferia de los lobulillos clasicos, se
previene la fuga al formarse fascias ocluyentes ente células hepaticas vecinas, le que
aisla a los canaliculos biliares del espacio extracelular restante.

Se proyectan microvellosidades cortas y ciegas desde el plasmalema del hepatocito
hacia los canaliculos biliares, lo que incrementan las areas de superficie por lo que se
secreta la bilis. Los centros de actina de estas microvellosidades se entrelazan con la red
engrosada de actina y filamentos intermedios, que refuerzan la region del plasmalema
del hepatocito y que participan en la formacion de los canaliculos biliares.
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Las membranas celulares que forman las paredes de los canaliculos biliares ponen de
manifiesto concentraciones elevadas de ATPasa de Na y K y adenilatocilasa. Los
dominios laterales tienen también uniones comunicantes o de intersticio aisladas, por
medio de las cuales los hepatocitos se comunican entre si. (17)

Las porciones sinusoidales, de las membranas plasmaticas del hepatocito tienen
microvellosidades, que se proyectan hacia el espacio de Disse.

Se ha calculado que estas microvetlosidades, incrementan el area de superficie del
dominio sinusoidal por un factor de 6, lo que facilita el intercambio de materiales entre
el hepatocito y et plasma en el espacio perisinusoidal. Esta membrana plasmatica es rica
en receptores de glucosa 6 fosfato, ATPasa y de Nay Ky de adenilatocilasa, por que es
aqui donde se descargan las secreciones endocrinas del hepatocito que entran en la
sangre sinusoidal y el material que se encuentra en la sangre se transporta hacia el
citoplasma del hepatocito en la vecindad de los canaliculos biliares.

A causa de las grandes necesidades energéticas de los hepatocitos, cada célula contiene
hasta 2000 mitocondrias. Las células cercanas a vena central (zona 3 del acino
hepatico) tienen casi el doble de mitocondrias, aunque considerablemente menores, que
los hepatocitos del area periportal (zona 1 del acino hepatico). Las células hepaticas
tienen también un complemento rico en endosomas, lisosomas y peroxisomas.

El reticulo endoplasmico liso (REL) de los hepatocitos, varia no solo en la region,
sino también en la funcion. Las células de la zona 3 del acino hepdtico tienen una
dotacién mucho mas rica de REL que las del area periportal. Mas adn, la presencia de
ciertos farmacos y toxinas en la sangre induce e incrementa el contenido de REL de las
células hepaticas, por que ocurre desintoxicacién dentro de las cisternas de este
organito.

Los hepatocitos contienen cantidades variables de inclusiones en forma de gotitas de
lipidos y glucogeno. Las gotitas de lipidos son principalmente de lipoproteinas de muy
baja densidad, y son especialmente prominentes después del consumo de comida
grasosa. Se encuentran depésitos de glucdgeno, como acumulaciones de granulos
electrodensos de 20 a 30 nanometros, conocidos como particulas B, en la vecindad del
REL. La distribucion del glucogeno varia segin la localizacion del hepatocito. Las
células hepaticas situadas en la vecindad del area portal (zona 3 del acino hepatico),
ponen de manifiesto grandes ciimulos de particulas B rodeadas de REL, en tanto que los
hepatocitos pericentrales (zona | del acino hepitico), manifiestan depositos difusos de
glucogeno. (14,17)

El nimero de estas particulas varia segin el estado dietético del individuo. Son
abundantes después de tomar una comida y en menor cantidad después del ayuno.
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Se han descrito mas de 100 funciones diferentes del higado, efectuadas en su mayor
parte por el hepatocito, cada una de ellos no solo produce la secrecion exocrina llamada
bilis, sino también diversas secreciones endocrinas.

Los hepatocitos metabolizan a los productos terminales de la absorcion por el tubo
digestivo, los almacenan en productos de inclusidn y los descargan como reaccion a las
sefiales hormonales y nerviosas. Estas células desintoxican a los farmacos y a las
toxinas (y protegen al cuerpo contra sus efectos dafinos) y transfieren la [gA secretora
desde el espacio de Disse hacia la bilis.

Las células de Kupffer fagocitan a las particulas extrafias transportadas por la sangre y
a los eritrocitos muertos o envejecidos.

La elaboracion de la bilis es de 600 a 1200 ml diarios; este liquido, constituido
principalmente por agua, contiene sales biliares (dcidos biliares), gluconato de
bitirrubina, fosfolipidos, lecitina, colesterol, electrolitos plasmaticos (en especial sodio y
bicarbonato) e inmunoglobulina A (IgA) (26). Absorbe grasa, elimina cerca del 80 %
del colesterol, lo sintetiza y excreta los productos de desecho transportados por la
sangre, como la bilirrubina. (12}

La mayor parte de las sales biliares se reabsorben desde la luz del intestino delgado,
entran en el higado por la vena porta y se someten a endocitosis por los hepatocitos,
tras lo cual se transportan hacia los canaliculos para la descarga repetida de nuevo hacia
el duodeno (reciclaje enterohepatico de las sales biliares).

La proporcién restante de 10 % de las sales biliares se elabora como material nuevo
en el REL de los hepatocitos mediante conjugacion del acido colico, producto del
metabolismo del colesterol, con taurina (4cido taurocélico 6 glicina (acido glicocdlico).

En el metabolismo de los lipidos, los quilomicrones descargados por las células
superficiales de absorcion del intestino delgado entran en el sistema linfatico y llegan al
higado por medio de ramas de la arteria hepatica. Dentro de los hepatocitos se degradan
en acidos grasos y glicerol, los dcidos grasos sé desaturan de manera subsecuente y se
emplean par sintetizar fosfolipidos y colesterol, o se degradan hasta acetilcoenzima A
{acetil-CoA). Se combinan dos moléculas de acetil-CoA para formar acido acetoacético,
gran parte de éste acido se convierte en acido Beta hidroxibutirico y algo mas en cetona.
Fosfolipidos, colesterol y cuerpos cetdnicos se almacenan en los hepatocitos hasta que
éstos los descargan en el espacio de Disse. El higado elabora lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), se liberan igualmente en el espacio de Disse, en gotitas de 30 a 10
nandmetros de diametro. (18,77)

Asi mismo el higado participa en el metabolismo de los carbohidratos y las proteinas,
y mantiene concentraciones normales de glucosa en la sangre.
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Efectua esta funcion al transportar glucosa desde la sangre hacia los hepatocitos y
almacenarlz en forma de glucogeno. Si las concentraciones sanguineas de glucosa
disminuyen por debajo de lo normal, los hepatocitos hidrolizan al glucogeno
(glucogendlisis) hasta glucosa y transportan a ésta hacia el espacio de Disse.

Los hepatocitos pueden sintetizar también glucosa a partir de otros azucares (como
fructosa y galactosa) o a partir de otras fuentes que no son carbohidratos (como
aminoacidos), proceso que se denomina gluconeogénesis.

Una de las funciones mas esenciales del higado es al eliminar el amoniaco contenida
en la sangre, al convertirlo en urea. Existen dos fuentes principales de amoniaco en el
cuerpo, la desaminacion de los aminoacidos por los hepatocitos y la sintesis de
amoniaco por la accién bacteriana en el tubo digestivo.

El almacenamiento de vitaminas, como la vitamina A, en su mayor parte s¢ lieva a
cabo en el higado, pero también se encuentran en cantidades importantes de Vitamina D
y B12. Se ha estimado que el higado contiene reservas vitaminicas suficientes para
prevenir la deficiencia de vitamina A durante 10 meses, de vitamina D, durante cuatro
meses y de la Vitamina B12 por cerca de 12 meses. (19,90)

El higado se encarga de !a degradacion de hormonas y desintoxicacion de farmacos y
toxinas, sometiendo a endocitosis y degradacion a las hormonas de las glandulas

endocrinas. Las hormonas que se han sometido a e endocitosis se transportan hacia los
canaliculos biliares en su forma nativa, para que se digieran en la luz del tubo digestivo,
o se descargan en endosomas tardios para su degradacion por las enzimas lisosomicas.

Diversos farmacos, como barbituricos y antibiétices, lo mismo que las toxinas en
general se inactivan por accion de oxidasas microsdmicas de funcion mixta, contenidas
en los hepatocitos.

Estos farmacos y estas toxinas suelen inactivarse en el REL por metilacion,
conjugacion u oxidacion. En ocasiones, ocurre desintoxicacion en los peroxisomas, mas
que en el reticulo endoplasmico liso.

La mayor parte de los anticuerpos IgA formados por las células plasmaticas, en la
mucosa del tubo digestivo entran en el sistema circulatorio y se transportan hacia el
higado. Los hepatocitos elaboran compiejos de IgA y componente sectetorio y
descargan al complejo en la bilis, que a continuacion entra a la luz del duodeno. Por
tanto, una gran parte de IgA luminal entra en el intestino por €l colédoco como
acompafiante de la bilis. Las células superficiales de absorcién transportan restos de la
IgA tuminal desde la mucosa intestinal hacia la sangre. (17)

Las células de Kupffer, que se derivan de monocitos precursores, cuentan con
receptores Fc, lo mismo que con receptores para el complemento. y por lo tanto pueden

fagocitar a las particulas de material extrafio.
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Es apreciable la importancia de éstas células, porque la sangre de la vena porta
contiene un nimero considerable de microorganismos, que entran en la sangre desde la
luz del wbo digestivo. Las células de Kupffer reconocen y someten a endocitosis a por
lo menos 99 % de estos microorganismos. Las células de Kupffer retiran también los
desechos celulares y los eritrocitos muertos de ta sangre. (14,26)

Los hepatocitos son células de vida media prolongada, que duran unos 150 dias, por la
tanto, es poco frecuente encontrar figuras mitoticas. Sin embargo, si se administran
farmacos hepatotéxicos 6 se reseca una parte del higado, los hepatocitos proliferan y el
higado regenera su estructura normal y su tamaiio previo.

La capacidad de regeneracidn del higado de los roedores es tan grande que, si se les
reseca 75 % del organo, éste se regenerard por si mismo hasta su tamafio normal, en
plazo de cuatro semanas. La capacidad de regeneracion del higado humano es mucho
menor, que el de los roedores. Se ha demostrado que ¢l mecanismo de regeneracion se
encuentra bajo 1a regulacidn del factor Alfa de transformacion del crecimiento, el factor
Beta de transformacion del crecimiento, la insulina y la hematopoyetina. (12)
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RADICALES LIBRES DE OXIGENO.

Generalidades

Los radicales libres de oxigeno, son atomos o moléculas (elementos 6 compuestos) de
alta reactividad, que pueden afectar negativamente a moléculas biolégicamente
importantes, con un electron impar en su Gltima érbita. (20)

El dafio producido por estos radicales es quimicamente equivatente al producido por
una radiacion ionizante. Asi, durante los Qltimos afios se ha reconocido a las lesiones
tisulares debido a los radicales libres, como el mecanismo comin de dafio, en una
amplia gama de procesos fisiopatologicos. (21,78)

Una gran variedad de procesos metabolicos derivan en la produccion de radicales
libres y en compuestos reactivos de oxigeno. Estos compuestos incluyen al anién
superoxido (02-), al peroxido de hidrégeno (H202), al radical hidroxilo (OH)
particularmente dafiino y al oxigeno monovalente.

0- Anidn radical superdxido.
OH2  Radical hidréxilo.

ROO- Radical peroxilo.

02 Oxigeno monovalente. (*)
H202 Peroxido de Hidrdgeno. (*)

(*) Ni el oxigeno monovalente, ni el Peroxido de hidrogeno son estrictamente radicales libres.

Al disipar su energia, los radicales libres causan reacciones quimicas en cadena y
durante este proceso, los componentes vitales de la célula pueden quedar
irreversiblemente alterados O destruidos. (77,78)

Los cien billones (10-11), de células del cuerpo humano estan constantemenie
expuestas, al ataque de radicales libres de distintos origenes. Hay una generacion
endogena de RLO provenientes del metabolismo normal (2.5% del oxigeno
consumido). Ademas, distintos contaminantes ambientales y nutricionales son capaces,
per se o por su interaccion con los tejidos, de generar RLO. (22)

Sitios de accion de los RLO.

Intracelulay Extracelular.

- Membranas - Arquitectura de los tejidos.

- Aparato Genético. - Moléculas inmunolégicas.

- Procesos enzimaticos. - Mediadores de interaccion entre
células.

28




Las macromoléculas, tales como los acidos nucleicos, las proteinas y los fosfolipidos
poliinsaturados, constituyen blancos particularmente sensibles al ataque de los RLO.
(37.38)

Peroxidacidn lipidica.

R-00 Perdxidos lipidicos. R-OOH Hidropero6xidos lipidicos.

R-O Radicales Alcoxilo. R-O0 Radicales Peroxilo.

Reaccidon en cadena

— v v S,

Malonaldehido / alquenos / alquelantes/ alcanos / alcanales.

—

Carcindgenesis, Modificaciones vasculares.

Como ejemplo de contaminantes toxicos, hay gases tales como el dioxido de nitrégeno
(NO2), que pueden reaccionar con los acidos grasos poliinsaturados in vivo
modificando, asi sus caracteristicas fisiologicas. Ademas, el monoxido de nitrogeno
(NO) y el diéxido de nitrogeno (NO2), pueden reaccionar con el peréxido de hidrogeno
para producir radicales hidréxilos. (22,32,33)

Como resultado, se piensa que los radicales libres estin implicados en una serie de
trastornos, que incluyen a una variedad de enfermedades cardiovasculares, varios tipos
de cancer, enfermedades inflamatorias, artritis reumatoidea, alcoholismo, lesiones
hepaticas por origen toxico, fenomenos de isquemia reperfusion, envejecimiento, etc.
(18,20)

Dentro de las lesiones producidas en el organismo, se encuentran alteraciones en la
fagocitosis (defensas inmunologicas), metabolismo del oxigeno celular, enzimas
oxidasas, sistema P-450, hemoproteinas, peroxisomas, lesiones producidas por causas
externas como herbicidas, humo de tabaco, xenobidticos, dieta, radiaciones de luz
ultravioleta, contaminacién ambiental, ozono, produciendo una serie de trastornos desde
procesos inflamatorios, envejecimiento, lesion traumética tisular, dafios por reperfusion,
hipoxia, enfermedades cardiovasculares. (78)
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Fuentes exogenas incluyen a los efectos de la radiacién ionizante sobre las moléculas
organicas y la degradacion térmica de ja materia organica (como la combustién del
tabaco). La energia proveniente de estas fuentes puede romper uniones quimicas para
formar radicales. Los radicales, también producirse por reacciones redox (reduccion-
oxidacién), que influyen la transferencia de un electron catalizado por medio de iones
metalicos o por enzimas. (23)

El Oxigeno presenta un singular problema para los organisrnos aerobicos, desempeiia
un rol vital como el receptor terminal de electrones durante la respiracion, sin embargo,
debido a su naturaleza quimica, e} oxigeno y sus metabolitos son potencialmente
toxicos. (32)

El radical hidréxilo, tiene una alta carga energética y dafa a los sistemas vitales al
extraer un electron de casi todas las moléculas organicas cercanas. Desde hace mucho
tiempo se conoce que el radical hidréxilo tiene la capacidad de romper la estructura del
ADN y que gran parte del daiio mutagénico, a esta molécula causado por la radiacion
ionizante se debe a radicales hidréxilo producidos por la interaccion de fotones, con el
agua de las células. (26)

Los principales procesos que lievan a la produccion endégena de RLO, son la
peroxidacion lipidica, por su capacidad multiplicadora y a la explosion respiratoria de
los macrofagos. (38)

Los lipidos de las membranas son particularmente vulnerables a la_peroxidacion
mediada por RLO, que se produce por reaccion quimica en cadena, llevando a extensas
lesiones de la membrana celular causadas por relativamente pocos RLO
desencadenantes, esto puede conducir a un incremento en la permeabilidad celular y ain
a ia lisis celular.

El sistema de oxidasa altamente especializado NADPH (fosfato de dinucledtido de
adenina y nicotinamida), de la superficie de la membrana de los macrofagos, cataliza la
repentina reduccion del oxigeno a peroxido de hidrogeno y al ion superoxido. (79) A
este fenomeno, denominado “explosion respiratoria”, responde al 90% del consumo de
oxigeno por los neutrofilos estimulados y constituye uno de los principales mecanismo
de destruccidon de microorganismos por parte de los fagocitos, esto permite a la célula,
aportar los agentes oxidantes necesarios para la destruccion de la celular. (23,24)

La eliminacion normal de los radicales libres oxigeno reactivo de la célula es
conirolada, por una serie de procesos fisiologicos protectores. Las defensas primarias
incluyen una serie de enzimas, tales como superoxido-dismutasa (SOD), la catalasa y
glutation-peroxidasa, que eliminan a los radicales superoxido y al peroxido de
hidrogeno. (27)
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Los aniones superoxido son normalmente eliminados mediante SOD, que cataliza una
reaccion, que lleva a la formacion de 02 mas H202. Este Gltimo puede ser destruido por
accion de la catalasa y de fa glutation-peroxidasa.

Sin embargo, aunque el 02 y el H202, pueden ser particularmente daiiinos per se, en
solucién acuosa a pH fisioldgico, su accion combinada lleva a la formacion del radical
hidroxilo de alta reactividad (OH) (92), de acuerdo a la siguiente reaccion:

02 + H202 OH +OH+02

La actividad neutralizante que ejercen los antioxidantes sobre los radicales libres,

depende de su capacidad para absorber la energia de los radicales sin desencadenar
efectos nocivos para los tejidos circundantes.

Existe gran cantidad de secuestradores no enziméticos de RI.O, tales como: Beta
carotenos, Vitamina E, Vitamina C, Oligoelementos, Glutatién, Uratos, proteinas
plasmaticas, Flavonoides, Ubiguinoles. (25,26,42,43,91), asi como algunos
antiinflamatorios no esteroideos. (80)

FENOMENO DE 1SQUEMIA REPERFUSION

La lesion por isquemia-reperfusion hepética (IRH), se produce cuando el higado es
despojado de oxigeno y otros nutrientes. Si la célula sobrevive a esta fase, el
restablecimiento del aporte de oxigeno y del flujo sanguineo pueden llegar a producir
daiio celular de diferentes grados y ocasionar la muerte celular. (28).

En trabajos previamente publicados, se demostré la accién benéfica del Piroxicam al
ser administrado de manera aislada durante el fendmeno de isquemia reperfusion
hepatica (29), y del mismo modo, se observo efecto benéfico con Naloxona durante la
isquemia-reperfusion del intestino delgado, por lo que decidimos probar la
administracion conjunta de ambos firmacos esperando observar un efecto sinérgico
entre ambos farmacos protectores (56).

Durante la lesion por isquemia reperfusion, se desencadenan una serie de eventos que
pueden condicionar muerte celular (30). En la fase isquémica, ia cual se caracteriza por
la hipoxia y la consecuencia que la misma condiciona en la formacion de ATP y la
disfuncion celular que produce (31). Sin embargo de sobrevivir la célula al periodo
isquémico, puede sufrir dafio durante la reperfusion, de tejido previamente hipoxico, al
activarse polimorfonucleares (PMN) y otras mediadores, que producen y liberan gran
cantidad de elementos como los radicales libres de oxigeno (RLO) (32), eicosanoides
(33,37), proteasas (34), citoquinas (35,36), etc., los cuales pueden producir mas dafio,
que el proceso isquémico por si mismo.
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Los aniones superéxido son normalmente eliminados mediante SOD, que cataliza una
reaccion, que lleva a la formacion de 02 mas H202. Este ultimo puede ser destruido por
accion de la catalasa y de 1a glutation-peroxidasa.

Sin embargo, aunque el 02 y el H202, pueden ser particularmente dafiinos per se, en
solucion acuosa a pH fisioldgico, su accion combinada lleva a la formacion del radical
hidréxilo de alta reactividad (OH}) (92), de acuerdo a la siguiente reaccion:

02 + H202 —-v+=-= OH +OH+0O2

La actividad neutralizante que ejercen los antioxidantes sobre los radicales libres,
depende de su capacidad para absorber la energia de los radicales sin desencadenar
efectos nocivos para los tejidos circundantes.

Existe gran cantidad de secuestradores no enzimaticos de RLO, tales como: Beta
carotenos, Vitamina E, Vitamina C, Oligoelementos, Glutation, Uratos, proteinas
plasmaticas, Flavonoides, Ubiquinoles. (25,26,42,43,91), asi como algunos
antiinflamatorios no esteroideos. (80)

FENOMENO DE ISQUEMIA REPERFUSION

La lesion por isquemia—reperfusion hepatica (IRH}, se produce cuando ¢l higado es
despojado de oxigeno y otros nutrientes. Si la célula sobrevive a esta fase, el
restablecimiento del aporte de oxigeno y del flujo sanguineo pueden llegar a producir
dafio celular de diferentes grados y ocasionar la muerte celular. (28).

En trabajos previamente publicados, se demostrd la accion benéfica del Piroxicam al
ser administrado de manera aislada durante el fenomeno de isquemia reperfusion
hepatica (29), y del mismo modo, se observd efecto benéfico con Naloxona durante la
isquemia-reperfusion del intestino delgado, por lo que decidimos probar la
administracidn conjunta de ambos farmacos esperando observar un efecto sinérgico
entre ambos farmacos protectores (56).

Durante la lesion por isquemia reperfusion, se desencadenan una serie de eventos que
pueden condicionar muerte celular (30). En la fase isquémica, la cual se caracteriza por
la hipoxia y la consecuencia que la misma condiciona en la formacién de ATP y la
disfuncién celular que produce (31). Sin embargo de sobrevivir la célula al periodo
isquémico, puede sufrir dafio durante la reperfusion, de tejido previamente hipoxico, al
activarse polimorfonucleares (PMN) y otras mediadores, que producen y liberan gran
cantidad de elementos como los radicales libres de oxigeno (RLO} (32), eicosanoides
(33,37), proteasas (34), citoquinas (35,36), etc., los cuales pueden producir mas dailo.
que el proceso isquémico por si mismo.
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En la mayor parte de los estudios indican que contribuyen, a la muerte celular el
agotamiento de sus reservas energéticas, y el acumulamiento de metabolitos toxicos en
su interior. Es innegable, que es necesario restablecer ¢l flujo sanguinco para rescatar a
los tejidos isquémicos, puesto que esto, permite tanto regeneracion de la carga celular
como la eliminacion de los metabolitos toxicos. (20,54)

Sin embargo, la reperfusion a los tejidos isquémicos produce también una sucesion de
acontecimientos que, de manera paradojica, los lesionan. (55)

E1 concepto de que, por si misma, la reperfusion es la principal causante de la lesion,
que se observa en varios Organos, es Cierto también que las intervenciones,
proporcionadas en el momento de la reperfusion son tan eficaces, para atenuar el dafo,
como los agentes que se administran antes de la isquermnia. (38)

Es necesario conocer que, aunque la reperfusion de los tejidos isquémicos, parece
exacerbar la lesion microvascular parenquimatosa durante las fesiones isquémicas, este
fenomeno ocurre solo después de un periodo relativamente breve de isquemia. Al
prolongarse el periodo isquémico, el efecto dafiino de la privacion del oxigeno sobre los
tejidos supera el efecto al efecto de la reperfusion, lo que da por resultado necrosis
tisular v muerte celular final. La observacion de que la reperfusion (reoxigenacion) de
los tejidos isquémicos, los dio origen al concepto de que la lesion por reperfusion puede
encontrarse mediada, al menos en parte, por formacién de metabolitos reactivos del
oxigeno. El oxigeno molecular puede aceprar en total cuatro electrones para formar
agua; sin embargo, se pucde reducir en pasos univalentes para generar tres especies
oxidantes. {39)

La reduccion univalente del oxigeno produce el anion superoxido (02), la toxicidad
celular que acompaiia al superoxido puede atnibuirse a su funcién como precursor de
especies mas reactivas de oxigeno. El peroxido de hidrogeno (H202), se produce como
resultado de la reduccién bivalente de 02 6 de su dismutacion. La dismutacion
espontanea del O2, prosigue con rapidez en solucion acuosa, por 1a tanto, la produccion
de O2 en vivo se acompafia de manera inalterable de produccion de H202. La tercera
especie de radical, que se deriva del oxigeno motecular es el radical hidroxilo (OH), que
se forma por interaccion del 02 y el H2O2 (reaccion de Haber- Weiss), y €5 un agente
oxidante potente. {40,92)

El resultado de la formacién del radical del oxigeno es dafiino para una serie completa
de biomoléculas, que se encuentran en los tejidos, entre ellas los acidos nucleicos.
liquidos de las membranas celulares, enzimas y receptores. Los acidos grasos
poliinsaturados que se encuentran en la membrana son muy labiles, a! ataque del OH en
un proceso gue da por resultado peroxidacion de los lipidos.

La peroxidacion de los lipidos de la membrana puede alterar la fluidez de la misma y
1a distribucion celular en los compartimentos, que daré por resultado la lisis c.. .-
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Por lo tanto la peroxidacién de los lipidos y la lesién de las proteinas iniciadas por el
radical de oxigeno puede contribuir ai trastorno de la funcion, ya la necrosis celulares
gue acompaiian a la reperfusion de los tejidos isquémicos. {41,81)

Existen una serie de estudios que respaldan el uso de agentes en la reduccién de
oxidantes en el fendmeno de isquemia reperfusion, tal es asi: dismutasa del superdxido,
la catalasa, que es la enzima que cataliza la desproporcion entre H202 y H20 y 02, asi
como depredadores no enzimaticos como dimetilsulfoxido , dimetilurea y manitol,
vitaminas, antiitnflamatorios no esteroideos, etc, {45}

La xantina-oxidasa, ¢s la enzima limitadora de la magnitud de la degradacion del
acido nucleico, por medio de la cual todas las purinas se destinan a la oxidacion
terminal. La xantina-oxtdasa (XQ), tiene capacidad para generar H202 y 02, durante la
oxidacion de hipoxantina a xantina:

Hipoxantina + 202+ H20 ....X..... Xantina + Oz + H202.

Xantina +202 + H20....... XO...... Acido arico Oz + H20a.

En condiciones normales, la xantina-oxidasa se encuenira en las células sanas no
isquémicas, sobre todo en forma de deshidrogenasa de la xantina dependiente del NAD
+ (XDH). Esta forma de la enzima e¢mplea NAD++, en vez de 02 como aceptor de
electrones durante la oxidacion de las purinas y no produce 02, ni H202.(38,39,48)

Hipoxantina + H20 + NAD....XDH.... Xantina + NADH + H

La xantina deshidrogenasa se convierte en forma productora de oxidantes llamada
xantina-oxidasa durante la isquemia. La conversion de xantino-deshidrogenasa en
xantino-oxidasa (conversion de D en O), puede producirse por dos mecanismo:

1) Conversion reversible por oxidacién.
2) Conversion irreversible por protedlisis.

La conversion desde D hasta O, durante la isquemia parece producirse a ritmos
diferentes en diversos tejidos, sin embargo, el grado de conversion es proporcional a o
que dura la 1squemia.

Existen dos oOrganos con gran capacidad para oxidar a la hipoxantina por via de
xantino-oxidasa, en el ser humano, como son la que tiene el higado y el intestino

delgado. (44)
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Funcién de {os leucocitos polimorfonucleares en la lesidn por reperfusién.

Otro producto potencial de metabolitos reactivos del oxigeno, en los tejidos pos-
isquémicos es el leucocito polimorfonuclear (neutrofilo}(46). Los neutrofilos contienen
una NADPH oxidaba que reduce al oxigeno molecular hasta el anién superdxido
(77.93). Los neutrofilos activados secretan también la enzima mieloperoxidasa
(MPO)(82), que cataliza la formacién de acido hipocloroso (HOCL), a partir del
peréxido de hidrogeno y de los iones cloruro:

H202 + Cl + H........ e MPO.....HOC1 + H20

E! peréxido de hidrogeno que se necesita para formar acido hipocloroso se deriva de
la dismutacian espontanea del superoxido derivado de NADPH. El acido hipocloroso es
un agente oxidante y clorante potente, aproximadamente 100 veces tan reactivo como el
H202. Reacciona con rapidez con las aminas primarias (RNH2), para producir
derivados N-clorados (RNHCI), que tienen equivalencias oxidantes del H20 y del
HOCL. Las N-cloraminas lipofilicas son causas probables de la lesion tisular que se
acompaia a la produccién de HOCI. La citotoxicidad que se observa cuando hay HOCL
y N cloraminas puede ser mediada por oxidacion de los sulfidrilo, inactivacion de la
proteina hem y el citocromo y la degradacion de los aminoacidos y las proteinas.
(46,47)

Los neutrofilos activados pueden descargar también diversas enzimas como elastasas,
colagenasas y gelatinasas, que producen dafio a la célula parenquimatosa y a la
microvasculatura del érganc. (37,77)

Un asunto importante que s¢ origina en estas observaciones acerca del neutréfilo
consiste en saber si la acumulacién y la activacion de estas células, es una causa ¢ un
efecto de la lesién por reperfusion, se han recurrido a dos criterios, para definir la
funcion de los neutréfilos en la lesién por reperfusion: deficiencia de neutrofilos, por
medio de suero anti-neutrofilo y prevencién de 1a adherencia de estos leucocitos con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas de adherencia leucocitaria.
(82,83,87)

8é ha demostrado que la administracion de suero anti-neutrofilo de gato, que agota
los neutrofilos circulantes a menos del 5% de la cifra control, atenia de manera
importante ¢l incremento de la permeabilidad microvascular inducido por la reperfusion
del intestino isquémico, asi su utilizacién en tejido hepatico. Estos resultados indican
que los neutréfilos son los mediadores primarios de los incrementos de fa permeabilidad
microvascular inducidos por reperfusion. (27,84) Asi mismo, también se ha demostrado
que la glucoproteina de la membrana del neutrofilo CD18, desempeiia una funcion de
gran importancia en la mediacion de la adherencia de los neutréfilos al endotelio
microvascular. (26)
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Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el epitopo funcional comiun CDEI1S,
inhiben quimiotaxis, agregacién y adherencia a las monocapas endoteliales de
neutréfilos, estos anticuerpo monoclonales (60.3, IB4) (89), se han empleado para
examinar 1a funcion de adherencia de los leucocitos en la lesion microvascular y de las
células parenquimatosas inducidas por fa veperfusion de los tejidos isquémicos,
(83,84,85)

El 6xido nitrico es una sustancia bioldgicamente activa que producen las células
endoteliales, y a la cual inactiva el superdxido, impide la adherencia de las plaquetas a
las monocapas endoteliales, ademas, inhibe la agregacion de neutrofiles in vitro, efecto
potencializado por una afiadidura de dismutasa del superoxido. (88) La disminucion de
la produccién de 6xido nitrico 6 el aumento de la inactivacidén del mismo fomentaria a
la adherencia leucocitaria, como el superdxido inactiva al 6xido nitrico, cabria esperar
que las situaciones relacionadas con el incremento de la produccién de superdxido
(dafio por reperfusion), fomentaran la adherencia de los leucocitos y que la dismutasa
del superéxido antiadherente. (49,50,51,52)

Otra actividad planteada para los radicales derivados del oxigeno, es la activacion de
fosfolipasa A2 y producciéon quimioatrayentes leucociticos poderosos como, el
leucotrieno B4 (LTB4) y al factor activador de plaquetas (PAF). (36,53)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion por isquemia-reperfusion es un evento que se presenta en los tejidos
sometidos a la isquemia, los cuales posteriormente son reoxigenados, condicionando la
formacién de RLO y otros elementos nocivos para la célula. (44,60)

Este fenomeno es uno de los problemas clinicos a resolver de mayor relevancia, que se
relaciona con la procuracién y conservacion de érganos en los procedimientos de
trasplante (61), con lesiones isquémicas producidos durante intervenciones quirirgicas,
como la hepatectomia parcial, cirugia de revascularizacion y entidades nosologicas de
frecuente presentacion en fa practica médica como las dlceras de estrés, trombosis del
mesenterio, infarto agudo al miocardio, procesos de envejecimiento, por mencionar
algunos. (62,63,64,65,66)

Dada la importancia de estos eventos en la clinica, es necesario encontrar terapéuticas
atiles, tanto en el periodo isquémico como en la fase de reperfusion, que permitan
proteger a los tejidos afectados en estas patologias, de la produccion de una lesion que
condicione muerte celular o disfuncion organica.

JUSTIFICACION

Debido a que !a lesién por isquemia — reperfusiéon es un evento comun a una gran
cantidad de entidades nosologicas, que participan sobre la evolucion de los enfermos,
condicionando una mayor morbi-mortalidad, es indispensable identificar nuevas
alternativas terapéuticas que permitan evitar la produccion de lesion tisular durante este
evento.

En estudios previamente publicados se observé menos dafio hepatico, en un modelo
experimental de isquemia—reperfusion hepatica (28), y en isquemia intestinal
encontramos menor lesion tisular en animales tratados con Naloxona (29) y Piroxicam
(56), debido 2 que ambos farmacos actian de manera diferente durante el fenémeno de
isquemia reperfusion, es posible que se presente un efecto sinérgico entre ambos
medicamentos a! ser administrados de manera conjunta, durante este evento. (57,58,59)

HIPOTESIS

I. NULA: La administracion de Piroxicam y Naloxona, conjuntamente durante la
lesién por isquemia — reperfusion hepatica, reducira el grado de lesion producido
por dicho evento.

2. ALTERNA: La administracién conjunta de Piroxicam y Naloxona, durante la
lesion por isquemia - reperfusion hepatica, no ofrecera ninguna proteccion.
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OBJETIVOS

1. Evaluar la utilidad de Piroxicam y Najoxdna administrados conjuntamente en un
modelo experimental de isquemia reperfusion hepatica.

2. Estudiar la administracion de Piroxicam y Naloxona antes de la isquemia y posterior
a la reperfusion hepatica, para identificar el momento optimo de la administracién
de los farmacos mencionados.

METODOLOGIA

1. Poblacién y muestra:

Se utilizaron ratas cepa Wistar, de caracteristicas microbiologicas convencionales de
250 — 300 gr de peso, machos, del servicio de Bioterio y Cirugia Experimental del
Hospital General de México, se requirieron un total de 80 ratas, que fueron asignadas
aleatoriamente en cuatro grupos de estudio, con 20 ratas en cada uno de ellos
respectivamente, siendo el grupo I el contro! y los grupos IL 11, 1V los problemas.

2. Criterios:

Ratas Wistar.

- Machos.

Peso 250 - 300 gr
- Sanas.

De inclusion:

Exclusién: - Otras ratas.
- Peso menor de 250 gr 6 mayor de 300 gr

Elimjnacién: - Animales que failezcan durante él
procedimiento quinirgico.
- Animales que no sean refrigerados a su
fallecimiento.
- Animales que no se les realice estudio
postmorten dentro de las primeras 24 horas.
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3. Definicién de variables.

a) Sobrevida acumulada.

b} Congestion vascular.

c) Infiltrado inflamatorio.

d) Necrosis hepitica.

€) Determinaciones de laboratorio. (Transaminasa Glutamico Oxaloacética,
Transaminasa Glutdmico Pirdvica, Deshidrogenasa Lictica, Acido Lactico,
Bilirrubinas totales).

f)y Otros.

Procedimiento:

Después de 12 horas de ayuno, manteniendo a los animales Gnicamente con ingesta de
agua ad libitum, bajo anestesia general con Xilacina 100 mg/Kg/IM y Ketamina

100mg/kg/IM.

Se colocaron a las ratas en tabla quirirgica en posicién decabito dorsal, fijando y
separando las cuatro extremidades con tela adhesiva, con técnica aséptica se realizd
incision media longitudinal, con electrocauterio y tijera de metzembaum, hasta abordar
la cavidad peritoneal, procediendo a la diseccion e identificacion de la vena porta
izquierda v arteria hepitica izquierda, realizando una isquemia hepatica parcial, con
micropinzas vasculares, interrumpiendo el flujo de los vasos que irrigan el 16bulo
mediano v lateral izquierdo, manteniendo la circulacién de los l6bulos caudado y lateral

derecho, para evitar la estasis esplacnica.

Se mantuvo la isquemia por 60 minutos, al término de ella, se retiraron las pinzas
vasculares, para reperfundir los Idbulos isquémicos y se resecaron los [obulos caudado y
lateral derecho, para dejar al animal de investigacion dnicamente con el tejido sometido
a isquemia reperfusion, durante el procedimiento quirirgico, se mantuvo la hidratacion
del animal con solucion salina isotonica tibia 2 15 mi/kg./hora por via intraperitoneal.

Se asignaron a los animales de investigacion aleatoriamente en tres grupos de estudio,
conformados por 20 ratas cada uno. Se aplico fa misma dosis en los grupos I, 1Tl y IV,

A las siguientes dosis:

Piroxicam: 0.3 mg/Kg./1V por dosis.
Naloxona: 20 nanogramos/Kg./IV por dosis.
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Caracteristicas y distribucion de los grupos de estudio, fueron las siguientes:

Grupo I:  Sin aplicacion de farmacos, €s el grupo
CONTROL.

Grupo II: Aplicacion de Piroxicam y Naloxona, antes al
evento isqUéMICO.

Grupo IH: Aplicacion de Piroxicam y Naloxona después de
1a reperfusidn.

Grupo 1V: Aplicacion de Naloxona y Piroxicam antes de 1a
isquemia y después de la reperfusion.

Los farmacos se administraron, la primera dosis por via intravenosa, por vena cava
inferior, las subsecuentes por via intramuscular, cada 12 horas, por los siguientes 3 dias,
se mantuvieron las ratas en observacion por 8 dias, registrandose sobrevida acumulada,
se sacrificaron los animales que sobrevivieron con sobredosis anestésica. Se les realizo
estudio postmortem inmediato, enviando los lobulos hepaticos a estudio
histopatolégico, con conservacién/fijacion (Formol 10%). Cuando fallecié algin animal
antes del término del periodo de observacion, de la misma manera se le realiz6 estudio
postmortem inmediato.

Ademds, se realizaron determinaciones de laboratorio de la vena cava inferior, en 10
ratas de cada grupo de estudio, para Deshidrogenasa Lactica (DL), Acido Lactico (AL),
Bilirrubinas Totales (BT), Transaminasa Glutamico Oxaloacético (TGO}, Transaminasa
Glutamico Piravica (TGP). Previo al periodo isquémico y posterior a la reperfusion.

ESTADISTICA

Se empled la prueba estadistica de Chi cuadrada, para todas valorar si existen
diferencias entre los grupos de estudio, al identificarse que existen diferencias
estadisticas, se aplico la prueba Exacta de Fisher. Ademas, en las variables de
jaboratorio se analizaron por la prueba de T pareada, entre las determinaciones
preisquemia y posreperfusion, para identificar diferencias estadisticas, con un valer de
p menor de 0.05
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FOTOS DEL HIGADO.
REPRESENTATIVAS DE LOS HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS.

N ANy A ) A N e e — ———————————

. i

Foto_1. Parenquima hepdtico con células nmecrosadas (cn—)j infiltracién leucocitaria (neutrdfilos y
Timfocitos), vacualizacién de hepatocitos (vh) (degeneracién grasa). Hepatocitos con nicleos picndticos
(np), zona de hemomragia.

Fato 2. Congestitn evidente de capilares sinusoides (cs), varios hepatocitos con miicleos picndticos ¥y
acidofilia intensa del citoplasma (inicio de necrosis celutar) (h), infiltracién de leucocitos neutréfilos y
linfocitos (i).
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Foto 3. Las trabéculas hepaticas, se observan de aspecto normal, no se visualizan hepalocitos en proceso
de necrosis, capilares sinusoides dilatados (cd) y llenos de pigmento pardo oscuro (p).
Presencia de células fagociticas (células de Kufpper).

Foto 4. Triada hepdtica: Vena (v), arteria (a), conductillo biliar (cb), neutréfile (n1).
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Foto 5. Parénquima hepatico normal, se observa congestion que afecta a las venas
centrolofulillares {vc), escasa infiltracion linfocitaria y de neutréfilos (ut).

¢ ,.. 39 "
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Foto 6. Presencia de célula de Kpuffer,
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RESULTADOS.

Anilisis de resultados_de los estudios histopatoldgicos.

A todos los grupos se les realizo el analisis estadistico Chi cuadrada, resultando
diferencias entre los grupos por lo que se aplicd, la prueba estadistica de T pareada en
las determinaciones de TGO, TGP, DHL, AL y BT. Para establecer las diferencias, en
Jas muestras tomadas previas a 1a isquemia y postenior a la reperfusion.

Nota_(Ver Tablas): * Diferencias Estadisticas.
NS= No Significativo.

1. Se encontré en el grupo 1 (control}, una sobreyida acumulada de 1/20 ratas, en el
grupo [l 6/20 (preisquemia), en el Ti de 7/20 (posreperfusion) y en el grupo 1V
(preisquemia y posreperfusion) de 12/20, encontrandose diferencias estadisticas
significativas (DES), a favor del grupo IV, al compararse con los grupos I y 11, con
un valor de P. <0.003, no encontrandose DES con el grupo 111 (TABLA 1.)

2. Se presentd en el grupo |, necrosis en 17/20 ratas estudiadas, en el grupo 11 8/20, en
el 11 14/20 y en el IV 5/20, existiendo DES entre el grupo 1V al compararse con los
grupos I y I, con una P<0.6004, no encontrandose DES al compararse con ¢! grupo IL
(Tabla 2.)

3. En relacion al grupo 1, se present6 un infiltrado inflamatorio severo en 13/20, en el
11 3/20, en el 111 8/20 y en el 1V 0/20. Existiendo DES a favor del grupo 11y IV, al
compararse con los restantes grupos de estudio, con un valor de P<0.008. (Tabla 3.)

4. Se observé en el grupo 1, una congestion severa de 12/20 ratas, en el grupo 1l de
9/20, en ¢l grupo I 11/20 y en el grupo 1V 0120, se demostré DES a favor del grupo IV
al compararse con el grupo L, no hubo DES en los grupos 11 y I, con un valor de
P<0.003. (Tabla 4.)
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Resultados de Jas muestras de laboratorio de los grupos de estudio

A todos los grupos se les realizo el analisis estadistico Chi cuadrada, resultando
diferencias entre los grupos por lo que se aplicd, la prueba estadistica de T pareada en
las determinaciones de TGO, TGP, DHL, AL y BT. Para establecer las diferencias, en
]as muestras tomadas previas a la isquemia y posterior a la reperfusion.

*,
L4

.
Lo

Se observd DES en los valores de BT., en el grupo III presentandose una mayor
elevacion en las cifras posreperfusion al compararse con datos preisquemia, los
grupos 1, I1y 1V, aunque no alcanzaron significancia estadistica (SE). (Ver Tabla
&, Bilirrubinas).

Se evidencio DES en los valores de. DHL., en los grupos I, Il y III, con mayor
elevacion en la fase posreperfusion, en comparacion con la fase preisquemica. En
cambio, en el grupo IV, no se demostré SE. (Ver Tabla 6. Deshidrogenasa
Lactica).

En las determinaciones de AL. no se encontrd DES, en ninguno de los grupo de
estudio. (Ver Tabla 7. Acido Lictico).

En las muestras de laboratoric de TGO, todos los grupos de estudio, mostraron
DES, a favor de las determinaciones  posreperfusion. (Ver Tabla 8.
Transaminasa Glutdmico Oxaloacética).

Asi mismo en los valores de TGP, se encontrd una DES en todos los grupos de
estudio, con aumento en el periodo posreperfusion en comparacion con el
preisquemico. (Ver Tabla 9. Transaminasa Glutimico Pimivica).
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Para mostrar de manera integral los resultados de laboratorio, de las determinaciones
por grupo, se muestra a continuacion las tablas correspondientes:

En la Tabla 10, representa al grupo I, donde se observa que existio DES en las
muestras de TGO, TGP y DHL, no se encontrd DES en las cifras de AL y BT.

% La Tabla 11, cormesponde al grupo 11, evidenciandose DES, en las determinaciones
de TGO, TGP y DHL, no se encontro DES en las muestras de AL y BT.

.
.

En el grupo M1, se encontrd DES en los resultados de TGO, TGP, DHL y BT. No
existié DES en las de AL. (Ver Tabla 12).

% Por dltimo en el grupo IV, se muestra las grificas, donde es evidente las DES en las
determinaciones de TGO y TGP, no se encontrd DES, en las muestras de DHL, AL
y BT. (Ver Tabia 13)

54



‘SEONSIPEISa SEIouRIICl=

‘oaneauiis ou =GN NOISN143d3x “___E_—___E

v
I Oduo 01 viavl IN3NDSITUd

ORIOLVHOEVT 30 SINOIDVYNINNIALIAA

dol

005

-0001

-0051

-C00Z
£000°0=d
»

6012

F\_.Smu

OdNYO Y0Od OIdOLVYH08Y 1 3d SINCIDVNINYILIA

55




‘SBY =
HSIPEISA SEIRURIANAS NOISNA¥3d3Y | ____

‘caneajudis ou =gN

VINTNDSI3ud

II Od1YD CII vVidvl

18 OlHOLYHO9YT 30 SANOIDVYNINYI3LAA

56

OdNuo ¥0d OINOLVYH0SY 130 SINOIDVNINY313d




‘SEONISIPRISD SLIAUARIQ=

‘oaueayIudis ou =gN

III OdNYD 'T1 V14V

norsnazazy ]

645 x

ZL0°0=d

4 3]
6500'0=d

—_

*

QIHO1vy08VY1 3d SINCIOVNIAYILIA

-008

=0001

=005}

-0002

ﬁ\f-eomw

OdNYD JOd OIJOLVHOEV1 30 SANOCIOVNIWY313a

57




'SENSIPEIS SLIOUAYIA=

norsnauzazy ([l
"0ANIEOIIUELS oU =GN
VININDSITNd
Al 0dnUD €1 vidvl

OI¥OLYHOEVY1 30 SANOIDVNIWYILIA

=002
=007
~009
=008

=0004

-00vi

\
- -00Z1
\

ﬁ\\ﬁoa:

OdNYD ¥0d OlNOLvyE0dav 1 3d SANOIDVNIWYIL3a

58




Se muestran a continuacién de manera detallada los valores de laboratorio, de cada
determinacion, por grupo de estudio, con la media y desviacion estandar.

GRUPO A.
VARIABLE # MUESTRAS MEDIA DESVIACION STD
TGO PRE ISQ 10 131.30 4413
TGO POS REP 10 685.90 572.58
TGP PRE 1SQ 10 79.20 19.14
TGP POS REP 10 540.00 386.33
DHL PRE ISQ 10 482.60 210.87
DHL POS REP 10 2109.00 92913
BT PRE ISQ 10 0.7330 0.2484
BT POS REP 10 0.9950 0.2467
AL PREISQ 10 7220 8.303
AlL POS REP 10 10.780 14.901

GRUPO B.

VARIABLE # MUESTRAS MEDIA DESVIACION STD
TGO PRE 1SQ 10 141.18 26.61
TGO POS REP 10 448 45 138.39
TGP PRE ISQ 10 ' 119.54 34.69
TGP POS REP 10 367.90 163.02
DHL PRE 15Q 10 738.90 49236
DHL POS REP 10 1727.81 711.36
BT PRE 1SQ 10 0.1890 0.0622
BT POS REP 10 0.2854 0.1845
AL PREISQ 10 93827 7.2069
AL POS REP 10 11.581 7.8150
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GRUPQO C.

VARIABLE # MUESTRAS MEDIA
TGO PRE ISQ 10 104.89
TGO POS REP 10 613.00
TGP PRE ISQ 10 87.77
TGP POS REP 10 579.22
DHL PRE iSQ 10 408.11
DHL POS REP 10 2478.30
BT PRE 1SQ 10 0.1567
BT POS REP 10 0.3489
AL PREISQ 10 7.1556
AL POS REP 10 7.0778
GRUPO D.
VARIABLE # MUESTRAS MEDIA
TGO PRE ISQ 10 167.40
TGO POS REP 10 281.00
TGP PRE ISQ 10 91.80
TGP POS REP 10 157.10
DHL PRE 18Q 10 1588.80
DHL POS REP 10 1441.40
BT PRE ISQ 10 0.5780
BT POS REP 10 (.8980
AL PRE ISQ 10 13.22
AL POS REP 10 6.10
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DESVIACION STD
20.19
419.24

26.57
481.39

286.09
1632.00

0.0296
0.2303

7.6751
5.9602

DESVIACION STD

56.45
129.76

51.54
107.28

672 66
61685

0.3528
0.4239

16.39
4.70



DISCUSION,

Se observo efecto protector de Naloxona y Piroxicam, durante el fenémeno de
Isquemia-Reperfusion, cuando fueron administrados conjuntamente, previo al evento
isquémico e inmediatamente posterior a la reperfusion en el tejido hepatico, con una
notoria sobrevida mayor en los grupos problema, comparados con el control, se registrd
en el grupo IV, que 12 ratas de las 20, sobrevivieron a este fendmeno, demostrandose
una menor fesion histoldgica.

En base a nuestra experiencia, en trabajos previos, el tiempo de isquemia de 60
minutos, es €l limite tolerable para recuperar ia viabilidad del tejido hepatico hipoxico,
aunque se han planteado la posibilidad de un fenomeno de anoxia intermitente, con
mayor tiempo total de isquemia, y menor dafie histologico (67,68,73), sin embargo, la
duracién del periodo isquémico, se relaciona con el grado dé lesion que se produce,
conocemos gue la produccion de Adenosina Trifosfato, disminuye en un 36%, posterior
a 30 minutos de isquemia, retornando a valores normales en su produccién al reoxigenar
el tejido sin producirse alteraciones en la funcién o viabilidad hepitica. Cuando el
fendmeno de IRH, se prolonga por mds tiempo, el dafic histologico puede ser
irreversible (29,18). Ocasionando, ademas, dafio vascular, participando activamente é|
oxido nitrico (ON), que es un derivado de L-arginina, mediador biologico en la
respuesta inflamatoria y neuroendocrina al estrés (53), demostrando una disminucion de
ON, por los RLO, ocasicnando disfuncion del érgano, y en transplantes de corazén y
pulmén se ha detnostrado su actividad en el rechazo de los mismos. (69,70)

La Naloxona, en la clinica dentro del 4rea de anestesiologia como antagonista de los
opidceos, se conoce el mecanismo por el cual inhibe la generacion de RLO, por
inhibicion del radical 02, bloqueando las vias de su formacion como son: el sistema de
xantina oxidasa y e! oxidativo NADPH. (57,55,71,72)

Se han utilizado las scluciones, de preservacion de érganos, como la solucion de
preservacion EuroCollins y de la Universidad de Winsconsin, demostrandose menor
dafio en el fendmeno de IRH, con la solucion de Wisconsin, la cual contiene Alopurinol
(86), reconocido secuestrador de RLO, bloqueando la via de xantina oxidasa, (74)
evidenciando una disminucién del edema, disminucién de la acidosis y produccion de
RLO, al lapso de 18 horas posreperfusion del higado. (75)

De manera experimental, se han utilizado aumentar la produccidn de adenosina, con la
aplicacién de nucledtido activadores como el R75231, en modelos, de dos horas de
isquemia, sabemos que la isquemia hepatica ocasiona degradacién progresiva de ATP,
provocando la acumulacion de purinas en los tejidos isquémicos. La adenosina una de
los intermediarios de esta cascada, se ha involucrado en varias acciones biolégicas
como aumento del flujo sanguineo, vasediatacion, inhibicién de RLO, supresion de la
activacion de neutrdfilos y prevencion de la agregacion plaquetaria, sin embargo, la
adenosina es rapidamente desaminada en inosina durante la isquemia y transportada
fuera de la célula en !a fase de reperfusion. (76)
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En estudios realizados en trasplante de intestino delgado, se ha demostrado elevacion
de RLO y aumento en la infiltracion de neutrofilos dentro de las primeras 2 horas
después del evento posreperfusion, apoyando nuestro fundamento de utilizar
alternativas terapéuticas dentro de este periodo, para atenuar la lesion por IRH. (45)

Es necesario seguir canociendo las diversas funciones y actividades del neutréfilo y
células inflamatorias, asi como las citoquinas, el factor de necrosis tumoral,
interleucinas, activacién de complemento, dxido nitrico, y demas mediadores para
entender los mecanismos de interaccion en el fendmeno de IRH. (98,99, 100)

CONCLUSIONES:

1. Enel grupo IV se observo una sobrevida acumulada, diferencias estadisticamente
significativas (DES), al compararlo con el grupo control (I) y el grupo
preisquemia (1I). No existi6 DES, al compararse el grupo preisquemia -
posreperfusion (IV), con el grupo posreperfusion (111},

2. Se evidencid menor presencia de necrosis severa en el grupo IV, con DES al
compararse con el grupo [ y el grupo 111 No existio DES al compararse €t grupo 1V
con el grupo TL.

3. E! infiltrade inflamatorio severo, estuvo ausente en todos los animales de
investigacion del grupo IV con DES al compararle con ef grupo 1y el grupo [11. No
existié DES, al compararse el grupo [V, con el grupo I1.

4, La presencia de congestion severa, estuvo ausente en el grupo 1V, con DES al
compararlo con el grupo L.

5. Se observé DES en los valores de Bilirrubinas Totates, en el grupo Il
presentandose una mayor elevacién en el periodo posreperfusior, al compararse con
el preisquemia, asi mismo se evidencié una mayor elevacion en las cifras
posreperfusion en los grupos de 1, [1 y IV, aunque no tuvieron significancia
estadistica (SE).
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Il.

Se evidencio DES en los valores de DHL en los grupos I, 11 y III, con un mayor
aumento en la fase posreperfusion, no existiendo DES, en el grupo IV.

En las determinaciones de Acido Lactico no se encontrdo DES, en ninguno de los
grupo de estudio, en el periodo preisquemia y posreperfusion.

Las muestras de laboratorio de TGO, en todos los grupos de estudio mostraron
DES, se encontrd una mayor elevacion, en el periodo posreperfusion,

Asi mismo en los valores de TGP, se encontré una DES en todos los grupos de
estudio, con aumento en el periodo posreperfusion en comparacion con el
preisquemico.

. De acuerdo con los resultados obtenidos el grupo 1V, fue el que se observd mejores

resultados en sobrevida y las variables histopatologicas, se evidencia que los
farmacos administrados {Naloxona y Piroxicam), proporcionan un efecto protector
durante la lesion por IRH, cuando se aplica antes de la isquemia y después de la
reperfusion de manera simultanea.

Es necesario, continuar_trabajando _en la realizacion de protocolos _ de
investigacidn, para evaluar su posible aplicacion clinica.
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