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INTRODUCCION

INTRODUCCION:

Existen numerosas situaciones fisiopatoldgicas en la actividad clinica en las que el
higado se somete a una situacion de isquemia transitoria, total o parcial
(hepatectomias parciales, trasplante hepatico, donantes en asistolia, estados de
choque, situaciones de paro cardiorrespiratorio reversibles), puede desarrollarse la
lesién por la isquemia-reperfusién, que no se ha evitado sus complicaciones aun con
el advenimiento cientifico de nuestra era.

Por tanto, es importante investigar, utilizando modelos experimentales, los
acontecimientos que estan implicados en su produccion, asi como los mecanismos que
pueden disminuir el daiio por Isquemia reperfusion (IR) y mejorar tanto la viabilidad

del érgano en cuestion como la sobrevida del sujeto que sufre estas alteraciones.

Hoy en dia sabemos sobre un fendmeno conocido como “precondicionamiento
hepatico” (PCH), se refiere a la induccion por distintos medios del aumento a la
resistencia del tejido hepatico a la lesion por IR, efecto potencialmente benéfico que
disminuye la aparicion de eventos deletéreos producidos en el higado. ***

ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL HIGADO

Anatomia:

Es la glandula de mayor tamafio del organismo, es el 6rgano mas grande del cuerpo.
En un cadaver pesa 1500 g. y en ei individuo vivo 1900g aprox., ya que tiene sangre
contenida. El higado esta localizado en la regién del hipocondrio derecho del abdomen,
normalmente no sobrepasa el limite del borde costal, justo por debajo del diafragma,
llenando el espacio de la cupula diafragmatica, en donde pUede alcanzar hasta la
quinta costilla. Esta recubierto por una capsula fibrosa, la capsula de Glisson. El
peritoneo cubre la mayor parte de la superficie del higado, con excepcién de la zona
desnuda, La capsula de Glisson se introduce en el higado y forma un soporte para los
vasos sanguineos, linfaticos y los conductos biliares. !

Macroscopicamente esta dividido en cuatro I6bulos:
1. Ldbulo derecho, el mas voluminoso.
2. Lébulo izquierdo, extendido sobre el estdmago.
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3. Lobulo cuadrado, en la base, de menor tamano que los anteriores, entre la fosa
de la vesicula biliar y el ligamento redondo.
4. Lobulo caudado, situado en la parte posterior de la base del higado, entre el

surco de la vena cava inferior y la fisura del ligamento venoso.?*

Clinicamente, y quirdrgicamente sobre todo, se emplea el concepto de segmento
hepatico, basandose en las divisiones arteriales y en el hecho de que haya pocas
anastomosis entre segmentos. Si miramos por la cara antero-superior el higado
podemos distinguir de derecha a izquierda un segmento posterior, en el borde del lado
derecho, seguido de un segmento anterior, un segmento medial y un segmento lateral
que forma el limite izquierdo.

Cara superior del higado: El higado se relaciona principalmente con estructuras
situadas al lado derecho del abdomen, muchas de las cuales dejan una impresion en la
cara inferior del Iébulo derecho del higado. Asi tenemos de atras a adelante la
impresion cdlica, la impresién duodenal, pegada a la fosa cistica, y la impresion renal,
menos marcada. En la cara inferior del I6bulo izquierdo estan la impresion gastrica y la
escotadura del esofago en el borde posterior. Las relaciones con el diafragma y con el
corazon completan los érganos vecinos al higado. La base del higado da entrada al
hilio hepatico, que no es sino la zona de entrada del omento (epiplén) menor con la
vena porta, la arteria hepatica y la salida del conducto hepatico. El omento (epiplon)
menor (fijado en una prominencia de la cara inferior denominada tubérculo omental)
reviste el fondo de los surcos de la base del higado (surco del ligamento venoso, surco
del ligamento redondo) y alcanza el borde posterior de la cara inferior, en donde el
peritoneo que lo recubre pasa a revestir el diafragma y la pared posterior formando el
ligamento hepatorrenal. Por delante el peritoneo reviste la cara diafragmatica hasta su
Ifmite superior, en donde salta a revestir la cara abdominal del diafragma. Entre los dos
repliegues de peritoneo que saftan de la superficie del higado al diafragma queda
comprendida la cara desnuda del higado, zona en la que el peritoneo no recubre la
capsula hepética. Por esta zona la cava inferior se relaciona con el higado y recibe las
venas hepaticas.>*

Cara inferior del higado: En la cara diafragmatica se encuentra el ligamento falciforme,
el cual se extiende hasta alcanzar la zona umbilical. Por su borde libre corre el
ligamento redondo del higado (restos de la vena umbilical embrionaria). Este resto de
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la vena umbilical se unen a las venas subcutaneas periumbilicales que irradian desde el

ombligo, las cuales drenan en la vena ilfaca externa y finalmente en la cava inferior. En
casos patoldgicos con hipertension portal estas venas se dilatan formando el fendmeno
de la cabeza de medusa.

El ligamento fakiforme puede ser considerado como los restos del mesogastrio ventral
(en la porcién no desarrollada del septum transversum por la invasién embrionaria del
brote duodenal) que se extiende por el mesogastrio ventral y que contribuye a la
formacion del higado. Este ligamento, al llegar a la parte posterior de la cara
diafragmatica del higado se divide en dos hojas, dando lugar al ligamento coronario
(limite superior del area desnuda del higado). Cada una de estas hojas se dirige hacia
cada uno de los bordes derecho e izquierdo del higado, en donde se une a la hoja
peritoneal de la cara visceral del higado que se refleja sobre el diafragma, formando
los ligamentos triangulares derecho e izquierdo (éste Ultimo mas definido que el
derecho). La estructura del higado va a seguir estrechamente las divisiones de la vena
porta. Tras la division en ramos segmentarics, las ramas de la vena porta,
acompaiiadas de las de la arteria hepatica y de las divisiones de los conductos
hepaticos, se encuentran juntos en el espacio porta (vena interlobulillar, arteria
interlobulillar y conductillos interlobulillares).!

Circulacién sanguinea del higado

La circulacion hepética es de caracter centripeto y doble, estd formada por el sistema
porta y la arteria hepética. El sistema porta constituye el 70-75% del flujo sanguineo
(15 ml/min) y contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes proveniente del
tracto gastrointestinal y bazo. La circulacion general depende de la arteria hepatica,
rama del tronco celiaco, que contiene la sangre oxigenada es la irrigacién nutricia.
Ambos vasos entran a través del hilio, la sangre sale del higado por las venas
hepéticas, 1as que drenan a la vena cava inferior. Cada espacio porta se encuentra en
la confluencia de los lobulillos hepaticos, que son formaciones mas o menos
hexagonales de células hepaticas y que posee en el centro la vena centrolobulillar. La '
confluencia de venas centrolobulillares da lugar a las venas hepaticas, que finalmente -
drenan en la vena cava inferior. Por lo tanto, la sangre rica en nutrientes de la
absorcién intestinal (vena porta) y en oxigeno (arteria hepatica) se mezclan en los
sinusoides hepdticos (espacios entre hepatocitos), para elaborar los metabolitos y

sinterizar las sales biliares. El higado ocupa una posicidn central en el metabolismo,
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todos los nutrientes excepto los quilomicrones, que se absorben por el tubo digestivo

se transportan hacia el érgano por la vena porta. La sangre del bazo rica en hierro se
transporta por la vena porta al higado.'®

La bilis deja al hilio por los conductos hepaticos derecho e izquierdo, que se descarga
en la vesicula biliar para su concentracion y almacenamiento

Drenaje linfatico del higado

El drenaje linfético del higado corre a cargo de vasos que desembocan hacia la cava
inferior o hacia los ganglios hepaticos que siguen el recorrido inverso de la arteria
hepética.’

Inervacion del higado
El aporte nervioso también le proviene del plexo celiaco que inerva al hepatico, mezcla

de fibras simpaticas y parasimpaticos. Estos nervios llegan al higado junto a la arteria
hepatica.?,?

Histologia:

Los tipos celulares residentes en el higado (hepatocitos, células de Kupffer,
células estrelladas y células endoteliales) interactian entre si y con la matriz
extracelular. Esta interaccion permite mantener la estructura hepdtica normal y el
funcionamiento arménico de las células.?

Las células de Kupffer son los macréfagos residentes y se cree que son migratorias ya

que no establecen uniones intercelulares con las células vecinas. Se relacionan con las

células de revestimiento sinusoidal. Son macrdfagos fijos pertenecientes al sistema

fagocitico mononuclear que se encuentran adheridos al endotelio y emiten sus

prolongaciones hacia el espacio de Disse. Su funcion es fagocitar eritrocitos

envejecidos y otros antigenos, Ademas actan como células presentadoras de antigeno.
Las células estrelladas (células de Ito) estan alrededor del sinusoide y constituyen un .
tercio de las células no parenquimatosas del higado. Almacenan la Vitamina A. En el

higado normal no son proliferativas,**

Las células endoteliales poseen receptores que permiten la endocitosis de sustancias

como el LDL y acido hialurdnico. También producen mediadores vasoactivos

(endotelina-1) y citocinas.
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Los hepatocitos constituyen airededor del 80% de la poblacion celular del tejido
hepatico. Son células poliédricas o poligonales de 20-30pm de didmetro, con 1 6 2
nicleos esféricos y nucléolo prominente. Presentan el citoplasma acidéfilo con cuerpos
basdfilos y son muy ricos en organelos. Ademas en su citoplasma contienen inclusiones
de glucégeno y grasa. Se dice que el plasmalema o membrana del hepatocito tiene
dominios laterales y sinusoidales. La membrana plasmatica de los hepatocitos presenta
un dominio sinusoidal con microvellosidades que mira hacia el espacio de Disse y un
dominio lateral que mira hacia el hepatocito vecino. Las membranas plasmaticas de
dos hepatocitos contiguos delimitan un canaliculo donde sera secretada la bilis. La
presencia de mltiples organelos en el hepatocito se relaciona con sus mdltiples
funciones, como son la sintesis de proteinas (albumina, fibrindgeno y lipoproteinas del
plasma), el metabolismo de hidratos de carbono, la formacion de bilis, el catabolismo
de farmacos y toxicos y el metabolismo de lipidos, purinas y gluconeogénesis. Las
células hepdticas se disponen laminarmente, de una o dos células de espesor (Figura
1). Segln su localizacion dentro del lobulillo, manifiestan diferentes propiedades
estructurales, histoquimicas y bioquimicas. Ademas, no solo hacen contacto entre ellas,
sino que bordean un espacio (Espacio de Disse) y por esto se dice que el mismo
hepatocito tiene distintos dominios dentro de su citoplasma. >

Figura 1. Esquema de la disposicién de los hepatocitos y otros componentes del higado.

Dominios del hepatocito:
-Dominios  Laterales: Estos forman los canaliculos biliares, que son espacios
intercelulares laberinticos (1-2um de didmetro), llamados canaliculos biliares. En esta

zona se secreta la bilis, cuya produccion se ve aumentada por la presencia de
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microvellosidaes laterales. Se previene la fuga de bilis al formarse uniones ocluyentes

entre células hepdticas vecinas, lo que aisla a los canaliculos biliares del espacio
extracelular restante, Se proyectan microvellosidades cortas y ciegas del hepatocito a
los canaliculos biliares, lo que incrementa las areas de superficie por las que se secreta
la bilis, misma que es conducida hacia la periferia de los lobulillos. Esta zona de la
membrana plasmatica tiene altas concentraciones de Na-K ATPasa y adenilciclasa.*®
-Dominios sinusoidales: Es la cara que da hacia el espacio de Disse, tienen
microvellosidades que se proyectan hacia este espacio, lo que facilita el intercambio de
materiales entre el hepatocito y el plasma en el espacio perisinusoidal, aqui es donde
se descargan las secreciones endocrinas del hepatocito y entra el material que
proviene de la sangre. También tiene microvellosidades y es rica en receptores manosa
6-P, Na-K ATPasa y adenilciclasa, ya que es aqui en donde el hepatocito hace su
descarga endocrina, **

Organelos e inclusiones de los hepatocitos: Cerca del 75% de los hepatocitos tienen un
solo nicleo, 25% tienen dos. Contienen un reticulo endoplasmico rugoso y aparato de
Golgi abundantes para la sintesis de albimina y fibrinégeno. Posee 2,000 mitocondrias,
las células cercanas a la vena central contienen casi el doble de las mitocondrias.
Tienen ademas endosomas, lisosomas y peroxisomas. En el reticulo endoplasmico liso
ocurre la destoxificacion de ciertos farmacos y toxinas. El hepatocito contiene
inclusiones principalmente lipoproteinas de muy baja densidad sobre todo después del
consumo de comidas grasosas. Al glucégeno acumulado se le conoce como particulas
B. En la vecindad de la vena central los hepatocitos manifiestan depdsitos de
glucdgeno y varian segin el estado dietético del individuo, son abundantes después de

una comida y disminuyen después de ayunar.*®

Organizacién de los hepatocitos: los hepatocitos estan distribuidos en lobulilios de
forma hexagonal de unos 2 mm de longitud y 0.7 mm de didmetro con limites muy
escasos de tejido conectivo ( lobulillo cldsico ). En los sitios en que tres lobulillos hacen
contacto se incrementa el tejido conectivo en donde encontramos los espacios porta
que consiste en una arteriola, rama de la arteria, hepética; vénula, rama de la vena
porta; conductos biliares y vasos linfaticos. El eje longitudinal de cada lobulillo esta
ocupado por una 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 separadas entre si por grandes espacios vasculares
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llamados sinusoides hepaticos. Arteriolas de entrada, venulas de entrada y ramas del
plexo capilar peribiliar que perforan la placa limitante para unirse a los sinusoides
hepaticos. Conforme entra sangre en los sinusoides su flujo se vuelvé lento en grado
considerable y pasa con esta lentitud hacia la vena central. Varias venas centrales se
unen para formar las venas sublobulillares, éstas se unen entre si para formar las

venas colectoras, estas se unen para formar las venas hepaticas derecha e izquierda.

Lobulillo hepatico clasico: organizado en torno a una vena central. Son subunidades
irregularmente hexagonales formadas por ldminas fenestradas de hepatocitos que se
disponen en forma radiada en torno a una vena central o vena centrolobulillar, ubicada
en el centro del lobulillo. Desde las ramas de la vena porta y arteria hepatica ubicadas

en la periferia la sangre va a los sinusoides.*®

El acino hepatico es la unidad estructural y funcional del higado (Figura 2). Es un
conjunto de células que rodean un ductulo y pequefias ramas terminales de la vena
porta y de la arteria hepatica. Es la base para diferenciar las distintas zonas dentro del
higado:

e La zona uno, representa el area de tejido hepatico que rodea en forma
inmediata al dlctulo biliar y a las ramas terminales de la vena porta y la arteria
hepatica. Es la que cuenta con mas abundancia de oxigeno.

¢ La zona dos, estd formada por el tejido hepatico ubicado entre la zona 1y 3.

* La zona tres, es la capa mds externa y es la region que rodea a la vena central.
Es la mas deficiente en oxigeno

Arsa Portal (AP)!
~Yena Porta

| ~Tonducto Bilier
Lobulttie s Arteris Hopdtica
Clbsico, 9 2

fLobuiilio portol

Acino Hepitico

Figura 2: Acino hepatico
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Espacios porta o trfadas: Son areas triangulares situados en los angulos de los
lobulillos hepéticos, constituidas por un estroma conjuntivo laxo, que contienen en su
interior una rama de la arteria hepatica, una rama de la vena porta, un capilar linfatico
y un conductillo biliar. La bilis producida por los hepatocitos se vierte en una red de
canaliculos dentro de las laminas de hepatocitos y fluye en forma centripeta al lobuliilo
hacia los conductillos biliares de los espacios porta. >

Sinusoides hepaticos: Son unos canaliculos que se disponen entre las ldminas de
hepatocitos y donde confluyen desde la periferia de los lobulillos las ramas de la arteria
hepética y vena porta. La sangre fluye desde las triadas a la vena central, circulando
en forma centripeta. La pared de los sinusoides esta formada por una capa discontinua
de células endoteliales fenestradas que carecen de membrana basal. En los sinusoides
confluyen la circulacién hepatica y porta. Estos drenan su contenido a la vena hepatica
central, de ésta a las venas hepaticas derecha e izquierda y finalmente a la vena cava
inferior, *5

Espacio de Disse: Es un estrecho espacio perisinusoidal que se encuentra entre la
pared de los sinusoides y las laminas de hepatocitos, ocupado por una red de fibras
reticulares y plasma sanguineo que baiia libremente la superficie de los hepatocitos. En
el espacio de Disse se produce el intercambio metabdlico entre los hepatocitos y el
plasma donde se forma la abundante linfa hepdtica. En este espacio también se
encuentran células almacenadoras de grasa o células de Ito, de forma estrellada y
funcion poco conocida.

Conductos hepaticos: Los canaliculos biliares se anastomosan entre si y forman tineles
laberinticos entre los hepatocitos. No tienen pared propia, conforme estos canaliculos
llegan a la periferia de los lobulillos clasicos se funciona en colangiolos que es una
combinacion de hepatocitos y células cuboideas bajas. La bilis entra a los colangiolos a
los conductos de Herring formado por epitelio cibico simple, estos se unen para
formar los conductos biliares interlobulillares con epitelio dlindrico simple, los cuales se
fusionan para formar conductos cada vez mas grandes que por ultimo se une al
conducto hepatico derecho e izquierdo. Las células epiteliales de los colangiolos, los
conductos de Herring y los conductos biliares interlobulillares secretan bicarbonato a
semejanza de los conductos del pancreas. La secrecion es regulada por la secretina del
duodeno.?,®




INTRODUCCION

Funcién basica del higado

El higado es un érgano muy versdtil. El hepatocito tiene 100 diferentes
funciones: Elabora bilis, almacena glucégeno, hierro, cobre, vitamina A, muchas de las
vitaminas del complejo vitaminico B, y vitamina D. Produce albumina y otras proteinas,
muchas de éstas son esenciales para la coagulacién normal de la sangre (protrombina
y fibrindgeno) y una sustancia anticoagulante que es la heparina, sintesis de factores
de coagulacion III, V, VII, IX, y XI, neutraliza toxinas, elimina insulina y otras
hormonas, transforma amonio en urea. Las células de Kupffer fagocitan las particulas

extrafias transportadas por la sangre y a los eritrocitos muertos o envejecidos.’

Debido a la multiplicidad y variabilidad de funciones hepaticas, la medicidn de
estas actividades es complicada. Las pruebas de funcidn hepatica mas usadas son la
determinacion de la bilirrubina, albdmina y el tiempo de protrombina. El nivel sérico de
bilirrubina mide la conjugacién y excrecion hepatica, en cambio el nivel de albimina y
el tiempo de protrombina se relacionan con la sintesis de proteinas. La integridad del
hepatocito se evalla a través de la medicidn de la Aspartato Aminotransferasa (AST) y
Alanino Aminotransferasa (ALT), y es por esto que se elevan en la necrosis de las
células hepdticas. La disfuncion hepdtica es la alteracién de cualquiera de estos
patrones.®

Elaboracion de la Bilis: Produce entre 600 y 1200 ml por dia. Se constituye
principalmente por agua, pero ademds contiene sales biliares (acidos biliares),
glucuronato de bilirrubina, fosfolipidos, lecitina, electrolitos (Na+ y HCO3), colesterol e
IgA. La bilis es una secrecidn exocrina; se compone principalmente de acidos biliares y
bilirrubina. El 90 % de los acidos biliares proviene de la reabsorcion intestinal, llegando
al higado por la vena porta, pasando por los hepatocitos hasta los canaliculos biliares.
El 10 % restante se sintetiza en el hepatocito, por la conjugacién de acido célico con
glicina y taurina.%’

La bilis tiene circulacién enterohepatica. Esta consiste en que la bilis se vierte en el
duodeno mediante la contraccion vesicular. En el intestino delgado lleva a cabo su
accién emulsificadora de grasas. En el ileon terminal, una parte de los acidos biliares
es eliminada por las heces (10%) y otra porcion de los acidos es reabsorbida. Los que

regresan al higado lo hacen por la sangre de la vena porta y son captados avidamente
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por los hepatocitos volviendo a ser secretados al canaliculo biliar, formando parte de la
bilis. Las sales biliares son resintetizadas en el reticulo endoplasmico liso (REL) de los
hepatocitos. '

Produccion de bilirrubina: La biliverdina proviene de la digestién de la hemoglobina en
el bazo y el higado (células de Kupffer). Esta es insoluble en agua, al captarla el
hepatocito la transforma en glucuronato de bilirrubina, elemento hidrosoluble, que lo
pasa al canaliculo biliar. La bilirrubina es un producto téxico proveniente de la
degradacién de los eritrocitos lo que sucede en el bazo y por las células de Kupffer, la
bilirubina se descarga a la sangre y se fija la albimina llamada bilirrubina libre o no
conjugada. El hepatocito la transforma en glucuronato que es hidrosoluble, se excreta
por el canaliculo biliar y se descarga por el excremento.’

Degradacién de hormonas: Los hepatocitos endocitan y degradan las hormonas v,
posteriormente sin ser modificadas, las trasladan al canaliculo biliar. Luego llegan hasta
la luz del tubo digestivo y son digeridas. También pueden ser descargadas en
endosomas tardios para ser degradadas por enzimas lisosémicas. La degradacién de
hormonas y destoxificacién de farmaco y toxinas ocurre en el reticulo endopldsmico
liso del hepatocito, por mutilacién, conjugacién u oxidacién. En ocasiones esto ocurre
en los peroxisomas, mas que en el reticulo endoplasmico liso.%’

Destoxificacion de toxinas y farmacos: El higado también depura muchos farmacos y
segrega bilirrubina (producto de la degradacion de la hemoglobina), y muchas otras
sustancias, incluyendo enzimas. El endotelio que tapiza los sinusoides esta provisto de
poros o fenestraciones que permiten el pasaje de la mayor parte de las proteinas del
plasma hacia el espacio de Disse. De esta forma las moléculas se ponen en contacto
directo con la membrana hepatocitica y pueden difundir o ser transportadas
activamente al interior del hepatocito.

En el reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos existe una enzima ilamada oxidasa
de accién mixta. Esta metila, conjuga u oxida distintos farmacos y toxinas, y de esta
forma los inactivan. Cuando se consume por tiempo prolongado distintos farmacos, el
REL se hipertrofia, aumentando sus enzimas oxidantes. Muchas veces también son los
peroxisomas los que detoxifican.
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Almacenamiento de vitaminas: En los seres humanos el higado actUa como €l principay

depdsito de vitamina A, tanto que podria prevenir su deficiencia por 10 meses. El
retinol (vitamina A preformada) se transporta del higado a otros sitios del cuerpo
mediante una proteina especifica, la proteina fijadora de retinol (PFR). La carencia de
ésta proteina puede influir en el estado de vitamina A y reducir la sintesis de la PFR.

También almacena (aunque en cantidades menores) vitamina B12 y vitamina D,

pudiendo prevenir su deficiencia por 12 y 4 meses r&spectivamente.""7

Metabolismo de carbohidratos: Los hepatocitos, a diferencia de las células musculares
y adipocitos, son permeables a la glucosa, lo cual facilita sus tareas y por tanto la
insulina no tiene efecto en la incorporacion de glucosa en este organo. Estos pueden
transportar glucosa desde la sangre a su interior y alli almacenarlo como glucégeno.
Este proceso permite al organismo mantener niveles normales de glucosa en la sangre
(euglicemia). El glucdgeno es hidrolizado (glicogendlisis) por los hepatocitos en el caso
que los niveles de glucosa disminuyan por debajo de lo normail (hipoglicemia),
transportando la glucosa al espacio de Disse. Otro proceso que pueden realizar los
hepatocitos es la gluconeogénesis. Esta consiste en sintetizar glucosa a partir de otras
fuentes (como aminoacidos) u otros azlcares. Este proceso mediado por la propia
concentracién de glucosa y por hormonas (glucagon, epinefrina e insulina), consiste en
almacenar la glucosa excedente o bien liberarla. Ambos procesos se llevan a cabo
mediante la interconversion al metabolito de encrucijada de los carbohidratos, que es
la glucosa-6-fosfato (G6P). Cuando los niveles de glucosa en sangre son elevados el
higado la incorpora y transforma el G6P para almacenarla posteriormente en forma de
glucigeno (una de las reservas energéticas de los animales). La cantidad de glucdgeno
almacenada, solo puede mantener las necesidades de glucosa por alrededor de 6 h. %7

Metabolismo de proteinas: El higado también degrada aminoacidos (AA), a variados
intermediarios metabdlicos. Los glucogénicos son transformados a piruvato o
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, por ejemplo oxaloacetato (OAA) vy |
por tanto son precursores glucogénicos. Por el contrario, los AA cetogénicos, muchos
de los cuales también son giucogénicos, son transformados a cuerpos cetonicos.

En el higado también se lleva a cabo el ciclo de la urea, en el cual el cuerpo desecha el
excedente de nitrégeno que viene de los AA y el lactato, producto del metabolismo
anaerobio de la glucosa en musculo, es utilizado en el higado para la gluconeogénesis,
lipogénesis y fosforilacion oxidativa.
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El amoniaco es téxico para el organismo. Este es producto de la accion bacteriana en
el tubo digestivo y de la deaminacién de aminoacidos realizada por los hepatocitos. El
hepatocito es capaz de convertir este amoniaco en urea.

Metabolismo de lipidos: En condiciones de requerimientos energéticos elevados. Los
triglicéridos (TG) son degradados a Ac-CoA que posteriormente es transformado en
cuerpos cetdnicos; o bien, en la situacién contraria, los acidos grasos se utilizan para
sintetizar TG, que son finalmente almacenados en el tejido adiposo como reserva
energética.®’

Fosfolipidos, colesterol y cuerpos cetdnicos son almacenados en los hepatocitos hasta
que estos los descargan. Este proceso se inicia cuando llegan al higado los
quilomicrones. Los hepatocitos se encargan de degradarlos en acidos grasos y glicerol.
Los acidos grasos se usan para sintetizar fosfolipidos y colesterol. El higado también

produce lipoproteinas de muy baja densidad, que se descargan en el espacio de Disse.

Inmunolégica: Los hepatocitos no elaboran IgA, ya que estas son sintetizadas en la
mucosa digestiva y desde ahi son transportadas al higado. ta IgA forma un complejo
con un componente secretor elaborado por el higado, que permite que la IgA sea
secretada a la bilis y llegue al duodeno. tas células de Kupffer retiran de la sangre
detritus (desechos celulares) y eritrocitos viejos o en mal estado. Ademas retiran
microorganismos provenientes del tubo digestivo a través de la vena porta, ya que los
opsonizan. ’

PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO HEPATICO (PFH):®

Hay dos categorias generales de PFH. El primer grupo incluye la aminotransferasa del
alanina (ALT) y aminotransferasa del aspartato (AST), designadas antes el SGPT y el .
SGOT respectivamente. Estas enzimas indican daﬁo celular hepatico. El segundo grupo
incluye a la fosfatasa alkalina y la gamma glutamiltranspeptidasa (GGT) que indica
obstruccién del sistema biliar, intra y extrahepdtico.

12
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La ALT y la AST son enzimas intracelulares y hay fuga hacia la circulacién general
cuando se dafian las células del higado. La ALT es un indicador mas especifico de
inflamacién hepdtica, puesto que la AST se puede elevar en enfermedades de otros
érganos tales como el corazén o el misculo. En lesién hepatica aguda, tal como
hepatitis viral aguda, la ALT y la AST se pueden elevar tan alto como 1.000 U/ml. En
hepatitis o cirrosis crénica, la elevacidn de estas enzimas puede ser minima (de 2-3
veces) o moderada (100-300 U/ml). Las elevaciones moderadas de ALT o de AST son
no especificas y su causa puede ser por una amplia gama de enfermedades hepaticas.
La ALT y AST se utilizan a menudo para analizar el curso de la hepatitis cronica y de la
respuesta a los tratamientos, tales como prednisona e interferén.®

La fosfatasa alcalina y la GGT se elevan cuando se afecta el drenaje de bilis, en
circunstancias como litiasis biliar o neoplasia que bloguea el conducto biliar comin, o
enfermedad alcohdlica del higado o hepatitis inducida por farmacos, bloqueando el
flujo de la bilis en los pequefios conductos intrahepaticos. La fosfatasa alcalina también
se produce en otros érganos, tales como hueso, placenta e intestino. Por esta razén, la
GGT se utiliza como prueba suplementaria para determinar que la elevacién de la
fosfatasa alcalina es de origen hepatico u obstruccion biliar. En contraste con la
fosfatasa alcalina, la GGT no se eleva en las enfermedades del hueso, la placenta o el
intestino. La elevacion leve o moderada de GGT en la presencia de una fosfatasa
alcalina normal es dificil de interpretar y es causada a menudo por los cambios
enzimaticos de fa célula hepatica inducidos por el alcohol o medicamentos, pero sin
causar lesién al higado.®®

Las pruebas del funcionamiento hepatico representan una amplia gama de las
funciones normales realizadas por el higado. El diagnostico de la enfermedades
hepéticas depende del de una historia clinica completa, de una exploracién fisica
completa, y de evaluacién de las pruebas de funcionamiento hepatico y otras pruebas

invasoras y no invasoras.

La inflamacion de las células hepaticas da lugar a la elevacion en la aminotransferasa
del alanina (ALT), la aminotransferasa del aspartato (AST) y posiblemente la bilirubina.
La inflamacién de las células biliares da lugar predominante a una elevacion de
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fosfatasa alcalina. En la patologia hepatica existen interrelaciones entre la enfermedad
puramente biiar y la enfermedad hepatocelular, 5%

Aminotransferasa de Alanina (ALT): La ALT es la enzima producida por los hepatocitos.
Poco Util en determinar la funcidén hepdtica, Los niveles de ALT se aumentan en
condiciones de nflamacién o muerte celular hepatica. Al dafiarse o morir las células,
hay liberacién de de ALT hadia la circulacion sanguinea que conduce a un incremento
de los niveles séricos. Cualquier forma de dafio celular hepatico puede dar lugar a una
elevacién de ALT. Todos los tipos de hepatitis (viral, alcohdlica, inducida por farmacos,
etc.) dafian al hepatocito y puede conducir a elevaciones de ALT del suero. El nivel de
ALT también se aumenta en casos de muerte celular hepatica como resultando de
otras causas, tales como choque o toxicidad inducida por farmacos. Esta enzima es el
marcador mds sensible de dafio celular hepatico. El nivel de ALT puede o no
correlacionarse con el grado de muerte o inflamacion hepatoceiular. Una estimacién
exacta de la adividad inflamatoria o de muerte hepatocelular se puede hacer
solamente por biopsia hepatica.

Aminotransferasa de Aspartato (AST): Esta enzima también refleja dafio a la célula
hepética. Es menos especifica que ALT en patologia hepatica ya que se produce en
misculo y puede estar elevada en otras condiciones tales como infarto del miocardio.
Aungue la AST no es especifica para el higado como la ALT, los cocientes entre ALT y
AST son dtiles en la determinacién de la etiologia de las anormalidades de estas
enzimas en el higado. En muchos casos de inflamacion hepatica, las actividades de ALT
y AST se elevan en un codente de 1:1 en hepatitis viral, higado alcohdlico y choque la
elevacién sérica de AST puede ser mayor a la de ALT.5%

Fosfatasa Alcalina: Es una enzima producida en los conductos biliares, el intestino, el
rifdn, la placenta y el hueso. Una elevacion en el nivel de esta enzima en el suero, con
niveles de AST y ALT normal o levemente aumentadas, sugiere patologia de los
conductos biliares. La actividad del esta enzima se puede elevar de manera marcada
en la obstrucdon hepatobiliar o en enfermedades hepdticas tales como cirrosis biliar
primaria o colangitis esclerosante primana. La fosfatasa alcalina también se produce en
hueso por to que su concentracién sérica se puede también elevar en patologia ésea.
Gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT): Se produce en los conductos biliares. Las
elevaciones en ef suero de GGT, especiaimente junto con elevaciones de fosfatasa
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alcalina, sugieren enfermedad hepatica. La medicion de GGT es extremadamente
sensible, sin embargo, y puede estar elevada virtuaimente en cualquier enfermedad
del higado y a veces en individuos sanos. Elevaciones de GGT también estan inducidas
por muchas drogas, incluyendo el alcohol, y su actividad del suero se puede aumentar

en bebedores pesados incluso en ausencia de dafio o inflamacién del higado.

Deshidrogenasa Lacti@ (DHL): Enzima insensible como indicador de lesién
hepatocelular, es mejor como marcador de hemdlisis, puede estar considerablemente
elevada en procesos malignos hepaticos, no de utilidad en diagnostico de enfermedad
hepatica, ya que se produce en diversas partes del cuerpo, se observa su elevacion en
hepatitis viral aguda, cirrosis, carcinoma metastatico a higado, su elevacion marcada
en asociacidn con otras elevaciones en PFH puede reflejar malignidad hematoldgica
como linfoma, ninguna elevacion tiene valor significativo en diagnostico como la
elevacién de aminotransferasas, % %

EL ESTRES OXIDATIVO

Definicién: Dafio a moléculas producido por acciones de radicales libres o de especies
reactivas de oxigeno.

El desequilibrio entre la produccién de prooxidantes y antioxidantes en las células

éDe donde provienen?

"Especies reactivas® es el término que se aplica colectivamente a las moléculas
quimicas radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente
convertidos a radicales. Las fuentes exdgenos generadoras de especies reactivas de
oxigeno en los organismos son antibiéticos, medicamentos (p.e. paracetamol)
contaminantes (p.e. didxido de nitrégeno, ozono, humo de cigarrillo), quimioterapia y
exposicion a radiadion ultravioleta e ionizante. &

Estd comprobado que algunas de las especies reactivas de oxigeno, nitrégeno, fierroy .
cobre se generan en el metabolismo. Algunas de las especies reactivas que tienen
funciones fisioldgicas, (p.e. en la respuesta inmune) y su produccién puede ser un

factor importante que desencadene una variedad de funciones celulares, °

Otras fuentes enddgenas de radicales libres son las metales de transicién como cobre y

flerro, sin embargo, la regulacion en la generacion de estas moléculas es importante
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para evitar patologias, su incremento siempre acompafia a tejidos lesionados en la
mayoria de las enfermedades humanas y puede darse por una disminucién de las
defensas antioxidativas (p.e. por accion de un xenobidtico) o incremento en la
generacién de especies reactivas (p.e. en presencia de toxinas que al metabolizarse
generen especies reactivas) *°

En algunas patologias el estrés oxidativo tiene una contribucion significativa en su
desarrollo, como en la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, artritis reumatoide y el
fendémeno llamado "paradoja del oxigeno" que se presenta posterior a un fenémeno de
isquemia, durante la reperfusion, cuando el aporte de oxigeno no disminuye el dafio
sino que lo incrementa participando en reacciones de oxidacion de proteinas y
lipoperoxidacién.'?

En la mitocondria se estima que del 2-4% del oxigeno consumido durante el transporte
de electrones no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa sino se forma el anidn
semiquinona el cual puede transferir uno o dos electrones al oxigeno molecular con ia
subsecuente formacion del anion superdxido (O,-). Este, a su vez puede generar otras
especies reactivas de oxigeno; en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas,
estas causan anormalidades conductuales, citotoxicidad y dafio mutagénico,'>*!

El Oy'- es convertido a per6xido de hidrdgeno (H,0;), mediante la reaccién Fenton con
complejos de bajo peso molecular de Fe(II) como el citrato Fe(II) o la ATPFe(II)
genera radicales hidroxilo (OH"-). A su vez los iones de cobre pueden participar en
reacciones Fenton. La re-reduccion y reciclaje de los iones fierro y cobre son
catalizadas en vivo por el O;- y el ascorbato. El proceso neto de produccién de OH - a
partir de O,- y de H,0, es la reaccion Haber-Weiss en la cual los iones metalicos
actiian como catalizadores.!!,2
Otras fuentes de O,'- y de H,0, son las enzimas oxidativas, como la xantino oxidasa, _
las NADPH/NADH oxidasas, la acil CoA oxidasa y los citocromos P-450 y pequefias
moléculas autooxidables como las catecolaminas y las quinonas.'>'?

En el sistema inmunolégico de los organismos, en especial las células fagociticas
generan una importante cantidad de H,0,, mediante NADPH oxidasa unida a
membrana. Aunque las células no fagociticas también generan H,O, mediante NADPH
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oxidasa esta es estructural y geneticamente diferente, y su tasa de generacion es

apenas el 1% del generado por las células fagociticas.'2

En el humano hay pruebas que sefialan que el plasma sanguineo y en los tejidos
oculares se estd generando H,0, continuamente a partir de la oxidacion del GSH y/o
del ascorbato. 3,1

Bajo condiciones fisiologicas cada dia el 3% de la hemoglobina total se convierte a la
forma oxidada (metahemoglobina). La autoxidacion de la hemoglobina resulta en la
generacidn de 0y'- .1*

Otra especie de oxigeno reactivo es el oxigeno en singlete que puede generarse
cuando los electrones que han sido excitados por la luz pasan su energia de excitacion
a uno de los electrones desapareados del O, cambia su giro y se aparea con el otro
electrén. También puede formarse durante la dismutacién del O;'-, en las reacciones
de Haber-Weiss y por la descomposicién H,0,. Produce dafios en las membranas

celulares, causa modificaciones en los aminoécidos y dafios al ADN.'®

MECANISMOS ANTIOXIDATIVOS

Halliwell y Gutteridge (1998), propusieron la siguiente definicién para antioxidante:
"Aquella sustancia que se encuentra en pequefias concentraciones comparada a un
sustrato oxidable e inhibe o retarda significativamente la oxidacion de dicho sustrato”.
A partir de esta definicion se considera que las defensas antioxidativas incluyen:

a) Los agentes que remueven cataliticamente las especies reactivas,

b) Las proteinas que minimizan la disponibilidad de prooxidantes como iones de fierro
o cobre,

¢) Las proteinas que protegen biomoléculas por otros mecanismos y

d) Agentes de bajo peso molecular que reducen las especies reactivas.

La importancia antioxidante de estas biomoléculas depende de la especie reactiva
sobre la que actlan, donde y como se genera este, asi como del dafio que produce.
Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y
tener mas de un mecanismo de accién.”
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Entre los antioxidantes sintetizados en las celulas animales se encuentran enzimas y
agentes de bajo peso molecular. Entre las enzimas se cuentan:

a) La familia de las superdxido dismutasas (SOD). Esta familia estd constituida por
metaloenzimas que convierten el Oy~ a H,0,, se encuentran virtualmente en todos los
organismos aerobios. Son cuatro tipos de enzimas: CuZnSOD, CuSOD, FeSOD
y MnSOD.

b) La catalasa y las peroxidasas transforman el H,0, a agua y estan ampliamente
distribuidas en bacterias aerobias, plantas y animales. La glutation peroxidasa (GPx) y
la glutation transferasa participan en la detoxificacién de xenobidticos como herbicidas,
y usan el glutation reducido (GSH) como sustrato. Las peroxidasas no especificas se

han encontrado en plantas y bacterias y pueden usar una amplia gama de substratos.
17

En los fiuidos extracelulares no se encuentran catalasas ni peroxidasas y la SOD se
encuentra en cantidades muy pequeias, sin embargo fa lista de reductores
extracelulares es amplia e incluye a proteinas con capacidad de prevenir reacciones
catalizadas por iones metaticos, uniéndose a metales y complejos metalicos biolégicos
de hierro y cobre. **'° Entre estos se cuentan:

a) Ceruloplasmina: tiene actividad ferroxidasa, se une a cobre e inhibe reacciones tipo
Fenton

b) Transferrina y lactoferrina: se unen al hierro e inhiben reacciones tipo Haber Weiss,
) Haptoglobina y Hemopexina participan en la inhibicion de la peroxidacién lipidica
catalizada por la hemoglobina y

d) Albdmina que tiene funcion poco clara, se une al hierro y al cobre pero no inhibe
las reacciones Fenton.*?

Entre los agentes de bajo peso molecular de mayor importancia se encuentran:

a) El tripeptido glutation (GSH) en su forma reducida, es el antioxidante que se
encuentra en las mayores concentraciones intracelulares. Actia como cofactor de la
GPx para detoxificar H,0;; puede detoxificar radicales libres por vias no enzimaticas,
p.e. participa en la detoxificacion de drogas con grupos funcionales que reducen
parcialmente al oxigeno molecular, la medicién del glutation oxidado (GSSG) es uno de
los mejores medidores de la generacién de oxiradicales de forma droga-dependiente.
El GSH esta involucrado en otros procesos metabdlicos, como el mantenimiento de
comunicacion intercelular, el transporte intracelular de cobre y es cofactor de enzimas

en diversas vias. Participa en la regulacién del estado redox de los disulfuros en
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Proteinas con otras moleculas como la toredoxina y glutaredoxina entre otros tioles. El
GSH esta sujeto a control hormonal y a su vez puede modular la expresién hormonal al

regular los receptores hormonales en la membrana que contienen grupos tioles o
disulfuros p.e. el receptor NMDA (N metil D aspartato) tiene grupos sulfidrilos y esta
sujeto a control redox, 1317129

b) La bilirrubina y el 4cido Grico se han propuesto como antioxidantes al unirse a
metales e impedir reacciones tipo Fenton. El acido drico también es eficiente
protegiendo en contra del ozono y NO2*- .

¢) Los aminoacidos con capacidad para secuestrar iones metalicos y su susceptibilidad
para oxidarse en presencia de H,0, y concentraciones fisiolégicas de bicarbonato
(Stadtman y Berlett, 1991).

d) La melatonina atrapa al radical OH'- ademas de estimular enzimas antioxidativas
importantes (SOD, GPx y GR), se considera actualmente como un importante
antioxidante. En dosis farmacoldgicas es efectiva para reducir el dafo ocasionado por
agentes téxicos y paradigmas experimentales que inducen el estrés oxidativo,"®

Los antioxidantes derivados de la dieta parecen ser importantes para mantener una
buena salud complementando las funciones de las defensas celulares, entre los mas
importantes antioxidantes obtenidos a partir de la dieta estan los carotenoides, el a
tocoferol y el acido ascdrbico, los dos primeros son antioxidantes liposolubles que
disminuyen el insulto fotoquimico en la oxidacidn de lipidos en el ojo y en la piel. El
acido ascorbico es requerido como cofactor por diferentes enzimas, en diversas
enfermedades que producen estrés oxidativo hay disminucion de niveles de acido
asclrbico (p.e. artritis reumatoide)'>!>” Algunos antioxidantes tienen funciones
paraddijicas en tanto que pueden funcionar como prooxidante, p.e. el acido ascérbico
cuando estd en presencia de fierro o cobre. !>

PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS EN LA SENALIZACION CELULAR

Algunas respuestas a oxidantes pueden involucrar sobreestimulacién de vias de .
sefializacién reguladas por especies reactivas de oxigeno. Los cambios asociados con
dafio oxidativo y con reestablecimiento de la homeostasis celular frecuentemente
llevan a la activacién o inactivacién de genes de factores de transcripcion, enzimas de
defensa antioxidativa y proteinas estructurales. Algunas familias de genes son
activados por incremento del estrés oxidativo y responden aumentando las defensas
antioxidativas '
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Tas diterentes estrategias antioxidantes empleadas por las celulas, dentro de las
membranas y en los fluidos extracelulares han originado la propuesta de que estas
diferencias sean importantes para la sefializacion humoral *°

La especie sefialada como la mds importante en la sefializacion en mamiferos es
el H,0,, que puede actuar como segundo mensajero. En concentraciones de 1-50 mM
el H,0, tiene una citotoxicidad limitada y puede ser utilizado como una molécula de
sefializacion intra y extracelular. En zonas donde hay inflamacion el H;O, que generan
los fagocitos modula el proceso inflamatorio regulando la expresién de moléculas de
adhesion, controlando la proliferacion celular y la apoptosis asi como la agregacién
plaquetaria.’*

En las células eucariontes el H,0, actlia como segundo mensajero en la activacion de
las vias de sefializacion de estrés y que producen una respuesta genética comin,
Varias condiciones que inducen estrés oxidativo resuitan en la activacion de los
factores de transcripcion NFkB, (grupo de genes que parecen interactla como una red
de defensa contra condiciones patoldgicas) y del AP1 (dimero producto de los genes
jun y fos). Hay otras vias que son activadas como la protein cinasa activada por
mitégeno p389 (MAPK), el sistema de activacion p53 vy la respuesta al choque de calor.
Estas vias participan en la regulacidn de respuestas celulares ante otros tipos de estrés,
en el crecimiento normal y en el metabolismo.!!:12

Algunas bacterias exhiben respuestas diferentes ante diversas especies reactivas. Esta
capacidad sugiere la presencia de moléculas sensoriales que responden
especificamente. En E. coli se han identificado algunas moléculas con estas
caracteristicas: OxyR es una proteina que se produce en células expuestas a H;0; o
nitrosotioles, ademas regula la transcripcion de 9 diferentes enzimas, entre las que se
encuentran la glutation reductasa y la alquilhidroperoxido reductasa. La proteina soxRS
se activa ante Oxido nitrico y O,*- y la Frn solo se expresa durante el crecimiento
anaerobio.

Las especies reactivas también se han establecido como agentes mitogénicos, ademas
de que regulan numerosos pasos en la sefializacion de factores de crecimiento. Se ha
demostrado que pueden inducir sefiales idnicas similares a las mediadas por receptores
como hiperpolarizacion de la membrana y cambios en el pH intracelular.'?
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Las especies reactivas de oxigeno en la mitocondna y en el citosol determinan el
estado redox de residuos de grupos sulfidrilos cnticos para el establecimiento de
interacciones proteina-proteina. Los factores de transcripcion contienen residuos de
cisteina, por lo que el estado redox de los tioles regula Ja unidn al DNA de factores
como Fos y Jun modulando la actividad de transcripcion. 2°, 12

PRINCIPALES ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Las enzimas antioxidantes son esenciales para las células aerdbicas, puesto que
mantienen dentro de niveles aceptables las concentraciones de especies quimicas
conocidas como radicales libres, que se caracterizan por presentar un electrén
desapareado y por ser muy reactivas. De todos los radicales resuitan de gran interés
las especies reactivas de oxigeno (ERO), debido a la estructura birradicdlica de esta
molécula y al gran nimero de procesos que las generan y en los que pueden verse
involucradas, en los diversos procesos celulares. El hecho de que la célula disponga en
tanta abundancia del dispositivo defensivo constituido por las enzimas antioxidantes,
pone en evidencia el importante grado de toxicidad que poseen los radicales libres.?
Durante el metabolismo aerobio se generan pequefias cantidades de especies reactivas
de oxigeno (ERO), incluyendo radicales hidroxilo (‘OH), aniones superdxido (Oy7), ¥
perdxido de hidrdgeno (H,0,), como respuesta a estimulos externos e internos. Estas
minimas concentraciones de ROS pueden ser indispensables en muchos procesos,
como el sistema de sefiales intracelulares (que esta relacionado con otros procesos
como la proliferadon celular y la apoptosis), la inmunidad, y la defensa contra
microorganismos, 2

Sin embargo, altas dosis o una eliminacién inadecuada de ROS dan lugar a estrés
oxidativo, que puede causar graves disfunciones metabdlicas y dafio a macromoléculas
biolégicas. Va a existir, por tanto, una relacion entre los niveles de las enzimas
antioxidantes y los tres tipos de moléculas mensajeras (factores de crecimiento,
prostaglandinas y 6xido nitrico) implicadas en la homeostasis celular, es decir, un
equilibrio entre ef mantenimiento de las condiciones estaticas o constantes en el medio
interno celular y el nivel de ROS.%,%

En sintesis se le esta dando la importancia de toxicidad que conllevan los radicales
libres, durante los procesos biolégicos donde una de las consecuencias del estrés
oxidativo es la peroxidacion lipidica, cuya prevencion es esencial en todos los
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organismos aerobios, ya que los productos derivados de este proceso pueden
interactuar con el ADN y son potencialmente mutdgenos. Los epdxidos formados
pueden reaccionar espontaneamente con centros nucleofilicos en 1a célula o unirse a
los acidos nucleicos (ADN y ARN).

Esta reaccién puede dar lugar a citotoxicidad, alergia, mutagénesis o carcinogénesis,
dependiendo de las propiedades del epéxido en cuestion. En los organismos aerobios
existen una gran variedad de sistemas de defensa antioxidante tanto enzimaticos como
no enzimaticos, que se coordinan cooperativamente y protegen al organismo de los
riesgos que conlleva el estrés oxidativo. Entre ellos destacan las actividades
enzimaticas superdxido dismutasa (SOD), giutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT);
glutatidén (GSH) ademds del acido ascorbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E),),
beta-caroteno, vitamina A, flavonoides y écidos fendlicos.

Por otro lado, también existe una relacion entre los niveles de ROS celulares y el
incremento ¢ descenso de las actividades de las enzimas antioxidantes. La adicion de
H,0; causa un incremento, dosis dependiente, del ARNm de CAT en células que se
encuentran en crecimiento exponencial. Ademas, también se detecta un incremento de
los niveles estacionarios del ARNm de GPX y SOD, cuando hay una sobreexpresion de
alguna de las enzimas antioxidantes da lugar a un menor dafio oxidativo. Cuando el
ADN resulta dafiado por radicales hidroxilo se produce fa especie 8-oxo-2'-
desoxiguanosina. La sobreexpresion de CufZn-SOD y CAT causa un retardo en la
acumulacion de esta especie durante el crecimiento. El descontrol de todas estas
especies reactivas de oxigeno puede, por tanto, afectar a diferentes procesos
esenciales del organismo, siendo una de las piedras angulares en la génesis de
distintas patologfas. %7

FUNCIONES ENZIMATICAS

Superdxido Dismutasa ( SOD)

Descubierta por McCord y Fridovich (1969), constituye la primera fase de defensa
antioxidante, cataliza la reaccion de destruccion de los radicales superéxido (O;)
mediante su transformacion en perdxido de hidrogeno, el cual puede ser destruido a su
vez por las actividades catalasa o glutatién peroxidasa. 2

07+ 07+ 2H* -> H0,+ 0,

Se han identificado cuatro clases de SOD: una de ellas contiene un cofactor con dos
atomos metdlicos, unoc de Cu y otro de Zn. Las demas presentan cofactores
mononucleares de Fe, Mn o Ni. FeSODs y MnSODs presentan homologias en cuanto a
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Sus secuencias y estructura tridimensional. Ademas poseen residuos quelantes
idénticos en el sitio activo. En humanos existen tres tipos de SOD: la Mn-SOD
mitocondrial, la CufZn-SOD citosdlica y la SOD extracelular (EC-SOD).
Mn-SOD
Es un homotetramero de 96 kDa que contiene un atomo de Mn en cada subunidad. El
atomo metalico cambia su estado de oxidacién desde Mn(III) a Mn(Il), volviendo de
nuevo a Mn(l1l), durante los dos pasos que constituyen la reaccion de dismutacion del
0. La importancia bioldgica de la Mn-SOD se ha demostrado entre otros hechos por
los siguientes:
1) La inactivacion de los genes de Mn-SOD en £. cof/i aumenta la frecuencia de
mutaciones cuando las bacterias crecen bajo condiciones aerobias.
2) La eliminacién del gen en Saccharomyces cerevisiae aumenta su sensibilidad
al oxigeno.
3) La falta de expresién de la enzima en ratones transgénicos da lugar a
miocardiopatias y elevada mortalidad neonatal.
4) Hl factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) induce selectivamente el ARNm
de Mn-SOD, pero no el de Cu/Zn-SOD, CAT o GPX en tejidos de raton y en
células cultivadas.
5) La transfeccion de ADNc de Mn-SOD en células cultivadas les confiere
resistencia a la citotoxicidad inducida por paraquat (una sustancia que induce la
generacion intracelular de 0;7), TNF-alfa y adriamicina.
6) La expresion de genes humanos de Mn-SOD en ratones transgénicos los
protege de lesiones pulmonares inducidas por oxigeno y toxicidad cardiaca
inducida por adriamicina.
Asi pues, aunque el contenido de Mn-SOD en tejidos humanos es aproximadamente la
mitad del contenido de Cu/Zn-SOD, la expresion de Mn-SOD es esencial para la
supervivencia de la vida aerobia y el desarrollo de resistencia celular a la toxicidad
inducida por las sustancias reactivas de oxigeno.”
Cu/Zn-SOD (SOD-1)
Posee dos subunidades idénticas de unos 32 kDa, aunque a elevadas concentraciones
de proteina en £, cofi se encontré una estructura monomérica. Cada subunidad
contiene un cluster metalico, el sitio activo, constituido por un atomo de Cu y otro de
Zn. Mientras que la Mn-SOD existe en todos los tumores, y la relacién de actividades
CufZn-SOD/Mn-SOD no difiere de la encontrada en tejidos normales, los tumores

poseen menos Cu/Zn-SOD que los tejidos metabdlicamente mas activos. Por otro lado,
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la Mn-SOD es esencial para la vida, mientras que la CufZn-SOD no lo es: los ratones
con el gen Cu/Zn-SOD truncado aparentan ser normales y sélo muestran anomalias
después de un dafio traumdatico, mientras que los que tenian truncado el gen Mn-SOD
no sobreviven mas de tres semanas. Por otra parte, la supervivencia de ratones
expuestos al 100% de oxigeno aumentd cuando se les inyectaron intravenosamente
liposomas conteniendo SOD y CAT antes y durante la exposicion.

EC-SOD
Es una glucoproteina tetramérica, que contiene Cu y Zn. Se ha encontrado en los
espacios intersticiales de tejidos y también en fluidos extracelulares. La EC-SOD no es
inducida por su sustrato u otros oxidantes, y su regulacion en tejidos de mamiferos
ocurre en primer lugar de un modo coordinado por citocinas, en vez de como
respuesta de las células individuales a los oxidantes.

Catalasa (CAT)
Es una enzima tetramérica, con cuatro subunidades idénticas de 60 kDa dispuestas
tetraédricamente y contiene cuatro grupos de ferro-protoporfirina por molécula. Es una
de las enzimas conocidas mas eficientes, tanto que no puede ser saturada por H;0; a
ninguna concentracion, catalizando su conversion en H,0 y O,, para proteger a las
células del H,0, que se genera en su interior. Con dadores de H (metanol, etanol,
acido férmico, fenoles...) presenta actividad peroxidasa.
2H;0;, -> 2H,0 + O,
ROOH + AH; -> H,0 + ROH + A
Por lo tanto, el H,0, es catabolizado enzimaticamente en organismos aerobios por la
catalasa y obras peroxidasas. En animales, el perdxido de hidrogeno sé destoxiflca
mediante las actividades de la catalasa y la glutation peroxidasa. Aunque la catalasa no
es esencial para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un importante
papel en la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de
las células. La catalasa captura el H,0, antes de que pueda escapar de la célula y lo
convierte en oxigeno molecular.

Glutatién peroxidasa (GPX)
Estd formada por cuatro subunidades idénticas, y cada una de ellas contiene un ‘
residuo de selenocisteina, que es esencial para su actividad enzimatica. La GPX
comparte su sustrato con la catalasa, pero ademas puede reaccionar de manera
efectiva con lipidos y otros hidroperéxidos organicos, catalizando la reduccion de
diferentes hidroperéxidos (ROCH y H,0;) usando glutatién reducido (GSH) que es
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transformado en glutation oxidado (GSSG) y asi contnibuye a la proteccion de las
células de mamiferos contra el dafio oxidativo.

ROOH + 2GSH -> ROH + GSSG + H,0

Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GPX en mamiferos. Aunque su
expresion es ubicua, el nivel de cada isoforma varia dependiendo del tipo de tejido. La
GPX citosdlica 6 mitocondrial (GPX1) reduce los hidroperdxidos de acidos grasos vy el
H,0, a expensas del glutation. La GPX1 y la GPX4 (PHGPX o fosfolipido hidroperéxido
GPX) se encuentran en mas tejidos. La GPX4 se localiza tanto en la fraccion citosdlica
como en la membrana. PHGPX puede reducir directamente los hidroperdxidos de los
fosfolipidos, perdxidos de &cidos grasos y hidroperdxidos de colesterol, que se
producen en las membranas peroxidadas y en las lipoproteinas oxidadas.

La GPX1 se encuentra predominantemente en eritrocitos, rifién e higado, y la GPX4 se
expresa mayoritariamente en células del epitelio renal y en los testiculos. La GPX2
citosdlica (0 GPX-G1) y la GPX3 extracelular (0 GPX-P) se detectan escasamente en la
mayoria de los tejidos, excepto en el tracto intestinal y el rifidn, respectivamente.
Recientemente se ha encontrado un nuevo miembro, la GPX5, que es independiente de
selenio y se expresa especificamente en el epididimo de ratén.

El ciclo rédox del glutation es la mayor fuente de proteccién contra bajos niveles de
estrés oxidativo, pero la catalasa es mas importante a la hora de proteger contra el
estrés oxidativo severo. En células animales, y especialmente en eritrocitos humanos,
la principal enzima antioxidante para la destoxificacion de H,0, es la GPX, ya que la
CAT presenta mucha menos afinidad por el H,0,.'8

RADICALES LIBRES EN PATOLOGIA HUMANA
SU IMPORTANCIA Y SUS IMPLICACIONES CLINICAS

QUE ES UN RADICAL LIBRE ?

Es cualquier especie quimica capaz de existencia independiente y que contiene uno o mas
electrones no pareados. Esto corllleva a propiedades de atraccién paramagnética y hace ademds
que estas especies sean muy reactivas, comportandose como verdaderos misiles biologicos, ya
que no requieren receptores especificos para cumplir su accidn, sino que atacan o inestabilizan
todo lo que encuentren al frente, no solo moléculas sino estructuras (&cidos nucleicos,
membranas etc.). Sin embargo, estas acciones pueden ser reversibles.>**
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COMO SE FORMA UN RADICAL LIBRE?

Se puede formar por la pérdida o ganancia de un electrén a partir de un no radical. Lo anterior
puede suceder cuando se rompe un enlace covalente, quedandose un electrén compartido en
cada atomo (fision homolitica).Este proceso consume energia la cual puede ser aportada

mediante radiacidn electromagnética, calor o substancias quimicas. **

CONCEPTO DE OXIDACION Y REDUCCION

Oxidacién consiste en un proceso de pérdida de electrones por un dtomo o molécula.
Reduccién: ganancia de electrones por un atomo o molécula.

Agente oxidante: es capaz de absorber electrones de la molécula a la cual oxida
Agente reductor: es un donador de electrones.

Agente antioxidante: aquel que en bajas concentraciones retarde la oxidacion del substrato,

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

Desde el punto de vista fisiopatoldgico tienen interés las siguientes:

Superoxido.-Involucrado en procesos de autoxidacion.

Perhidroxi.-Radical libre liposoluble

Peréxido de Hidrégeno.-Toxico sobre mitocondrias y el DNA. Ocasiona desbalance autondmico
entre receptores muscarinicos (constrictores) y receptores B (vasorelajadores) a favor de los
muscarinicos, especialmente a nivel del tracto respiratorio.

Hidroxilo.-Uno de los mas reactivos. Tiene una accién directa sobre DNA. Ha sido llamado el
pequefio cancerigeno. Se involucra en el proceso de peroxidacion lipidica y en la ecuacién de
Fenton (magnificacion del dafio tisular en presencia de iones metalicos).

Alcoxi y Peroxi.-Involucrados en fa peroxidacion lipidica.

Acido Hipocloroso.-Producido por la mieloperoxidasa en polimorfonucleares activados. Tiene un
gran papel en el dafio tisular directo y a distancia en el proceso de inflamacion.

Oxido nitrico. Es un gas hiporeactivo y de vida media ultracorta (5-10 segundos) Desempefia un
papel benéfico, principalmente vasodilatador, antiadherente y antiagregante plaquetario. Es
antimitégeno y ademas responsable en gran parte del tono vascular, manteniéndolo en estado
vasodilatador. Es producido constantemente en el endotelio sano. Es producido a partir de la L-
Arginina mediante una enzima no ATP dependiente: la NO sintetasa constitutiva.

El endotelio disfuncionante, como primera, manifestacién, deja de producir Oxido Nitrico lo cual
ocasiona predominio de otras moléculas producidas por el endotelio: ECA tisular, Endotelina I
(el vasoconstrictor mas potente hasta la fecha conocido y prostaglandinas, especialmente
PGH2).
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El endotelio en presencia de citocinas expresa la Isoenzima NO sintetasa inducible, la cual
produce enommes cantidades de NO, produciendo ya efectos adversos, principalmente'
vasodilatacion o plejia vascular y efecto inotrépico negativo, como sucede tipicamente en el
shock séptico.

Peroxinitrito.- Producido cuando hay un desbalance entre el NO y radical superdxido. En exceso,
es toxico e incluso letal para la propia célula alterando el DNA

Citocromo P 450.-Producido por las mitocondrias y muy importante en el papel de oxidacién de
xenobidticos. ™

RADICALES LIBRES EN PATOLOGIA HUMANA

Como ya se mencioné los radicales libres tienen la capacidad de dafar, reversible o
irreversiblemente compuestos bioquimicos tales como: acidos nucleicos, proteinas y aminoacidos
libres, lipidos, lipoproteinas, carbohidratos y macromoléculas de tejido conectivo. Ahora bien,
estas alteraciones se manifiestan como disfuncion de membrana o del metabolismo y/o en la
expresion genética. Finalmente, los radicales libres pueden - y lo hacen facilmente- amplificar o
mediar la respuesta a toxinas.

INTERACCION DE LOS RADICALES LIBRES

Es muy importante tener en mente el hecho de que los radicales libres, son hipereactivos y se
buscan entre si para formar otras moléculas. Es asi como se ha descrito en la ecuacién de
Haber-Weiss, en la cual el peréxido de hidrégeno reacciona con el oxigeno originando radical
hidroxilo. A su vez, el radical hidroxilo, en presencia de hierro produce una amplificacién del
dafio celular (ecuacién de Fenton)®'.

DANO PRIMARIO POR RADICALES LIBRES

Los radicales libres ocasionan dafio primario por diferentes mecanismos moleculares, siendo los
mas sobresalientes la deplecién de la forma reducida del dinucledtido de nicotinamida-adenina
(NADH, a partir de la NADH oxidasa) , disminucion del glutatién reducido (GSH) disminucién del
adenosina trifosfato (ATP) y ocasionando finalmente un aumento del Ca++ en el citosol (se
produce una verdadera cito-calcinosis).Este proceso de dafio primario se sucede en condiciones
de estés oxidativo (desbalance entre oxidantes y antioxidantes)*
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FUENTES DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres son producidos tanto endégena como exdgenamente.

Entra las fuentes exdgenas, las mas relevantes son las sustancias con accidn oxidacion-
reduccion  (ciclo-redox) como el paraquat, diquat, aloxano, doxorubicina etc.; oxidacion de
drogas (tetracloruro de carbono, paracetamol); tabaquismo; radiacion ionizante; luz solar; shock
de calor y las substancias que oxidan el glutation.

El organismo humano tiene enddgenamente multiples fuentes que dan origen a las especies
reactivas de oxigeno. Se producen a nivel de la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria, en la cadena de transporte de electrones microsomal y a nivel de los cloroplastos.
Son producidos principalmente por células endoteliales, leucocitos, macrdfagos, y en general, se
producen como un desecho metabolico

ANTIOXIDANTES

Se define como antioxidante a cualquier sustancia o molécula que en pequeias concentraciones
retarde o inhiba la oxidacion de un sustrato, o que disminuya la concentracion local de O,, 0 que
prevenga la formacién de radicales libres, o que ligue metales antes de que unan con el radical
hidroxilo. También a cualquier sustancia que barra radicales libres, o finalmente, cualquier

especie quimica que rompa cadenas de peroxidacidn (fenoles o aminas aromaticas).*

Para tal fin, el organismo humano esta dotado de defensas antioxidantes y otras que han sido
sintetizadas por el hombre.

DEFENSAS ANTIOXIDANTES.-De estas, las mds importantes son la superoxidodismutasa,
Coenzima Q10, B-caroteno, tocoferoles, acido urico, el alopurinol, los farmacos IECAS,
calcicantagonsitas dihidropiridinicos, los inhibidores de receptores de angiotensina, el acido
ascorbico, el Ginko Biloba (EGb 761) las substancias quelantes, el selenio y la N-acetilcisteina,
entre otros.

SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES INTRACELULARES:

El organismo estd dotado de una serie de enzimas antioxidantes que contrarregulan un eventual
exceso de especies reactivas de oxigeno, evitando el estrés oxidativo. Pero en caso de
desbordamiento de los oxidantes, o la disminucién o bloqueo de estas enzimas, generaran
estrés oxidativo y el consiguiente dafio endotelial.®

Estas son:

-Superdxidodismutasa (SOD) Dismuta al radical superdxido Previene el estrés oxidativo.
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Catalasa.- Cataliza la reaccion que convierte al radical superoxido en agua y oxigeno. tsta
reaccion se presenta basicamente a nivel de los peroxisomas)

Glutation peroxidasa.-Oxida H,0, y perdxidos organicos

Glutation (GSH).-Basica e importantemente previene la peroxidacion de membranas

Radical sulfidrilo.-Actia fundamentalmente como capturador o barredor de radicales libres.
Coenzima Q10.-Desempefia un papel preponderante en el sistema de transporte de electrones
mitocondrial (cadena respiratoria) , teniendo ademas un efecto muy favorable a nivel del
metabolismo energético -especialmente en corazon. De depleta en el miocardio enfermo,
especialmente en el tejido isquémico.

DEFENSAS ANTIOXIDANTES EXTRACELULARES

A nivel extracelular existen una serie de elementos que protegen al organismo contra el ataque
del exceso de estrés oxidativo .Entre otras, las mas importantes son:

a) Transferrinadactoferrina. Inhibe la peroxidacion lipidica b) Ceruloplasmina. Oxida Fe++ a
Fe+++ sin producir radical OH. Inhibe la fipoxidacién y es uno de los mas potentes
antioxidantes ded plasma c) Albumina.-Liga Cobre y Hierro. Se le ha llamado antioxidante de
sacrificio, ya que comparativamente entre su cantidad y su accion es

mucha la diferencia

d) Haptoglobina-homopexina. Liga hemoglobina libre y grupo heme.

e) Acido Urico. Patente antioxidante enddgeno. Inhibe la lipoxidacion.

f) Glucosa.-Es un barredor (débil) de OH-.

g) Vitamina E.-Rompe reacciones de cadena. Es un potentisimo antioxidante al igual que un
excelente barredor de radicales libres. Es el antioxidante mas importante en el organismo
(liposoluble)

y como tal preserva membranas <,

CONDICIONES QLINICAS EN LAS CUALES SE HA RELACIONADO A LOS RADICALES

LIBRES

Actualmente la ksta de procesos patoldgicos en los cuales los radicales libres se cree que estan
estrechamente refacionados, estd dfa a dia en expansién. No se pretende aqui hacer una
descripcidn  de las diferentes entidades nosoldgicas. Simplemente se  enumeraran las
enfermedades en donde se ha demostrado su relacion o asociacion con las especies reactivas
de oxigeno:
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Insulto inflamatorio/inmune
Glomerulonefritis membranosa idiopdtica Vasculitis. Hepatitis B y
hepatitis por drogas
Enfermedades autoinmunes
Estados isquemia-reperfusion
Reacciones inducidas por drogas-toxinas
Sobrecarga de Hierro
Hemocromatosis idiopatica
Dietética Talasemia. Otras anemias
Deficiencias nutricionales
Kwashiorkor. Deficiencia de vitamina E
Alcohol
Corazén y sistema cardiovascular
Cardiomiopatia alcohdlica
Enfermedad Keshian (deficiencia selenio)
Ateroesclerosis
Eclampsia
Rifién
Sindrome nefrético (anticuerpos antimembrana)
Nefrotoxicidad por aminoglucdsidos
Nefrotoxicidad por metales pesados
Rechazo transplante renat
Tubo Digestivo
Pancreatitis por Acidos Grasos Libres
Insulto hepatico por endotoxinas
Insulto hepatico por CCl4. Diabetes inducida por aloxano
Articulaciones
Artritis reumatoide
Insulto por Radiacion
Envejecimiento
Alteraciones por envejecimiento prematuro (progeria)
Deficiencia inmunologica de la vejez
Cancer
Enfermedad por amiloide

Compromiso de 6rganos simples
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Entrocitos: malana. Protoporfirina. Anemia celulas falciformes.

favismo. Anemia Fanconi
Pulmdn
Tabaquismo
Enfisema
Hiperoxia Displasia broncopulmonar
Polucién de oxidantes
Sindrome dificuitad aguda respiratoria del adulto
Neumoconiosis
Toxicidad por drogas (amiodarona)
Ojos
Cataratogénesis
Hemorragia intraocular
Dafio retiniano degenerativo
Retinopatia por inmadurez
Piel
Radiacion solar
Insulto por hipertermia
Porfirias
Dermatitis de contacto
Sindrome de Bloom
Cerebro
Oxigeno hiperbarico
Neurotoxinas
Demencia senil
Enfermedad de Parkinson
Alzheimer

Potenciacién de dafio por accidente cerebro vascular y por trauma
cerebral Encéfalo mielitis alérgica. Enfermedades desmielinizantes

Sindrome ataxia-telangiectasia
Abetallpoproteinemia
Sobrecarga de aluminio.
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RADICALES LIBRES E ISQUEMIA-REPERFUSION-REOXIGENACION-

Con el advenimiento y gran auge de la revascularizacion en la cirugia de transplantes se ha
aprendido que en estos procedimientos, al reoxigenar los tejidos previamente isquémicos,
ocasionan una serie de alteraciones que estdn mediadas por los radicales libres (DANO
OXIDATIVO). El conocimiento de estos aspectos ha sugerido la posibilidad de prevenir estas
consecuencias, empleando antioxidantes antes del procedimiento, asi el estudio de los
mecanismos moleculares o de sefializacion celular.

Se ha imputado como mecanismo deletéreo de la reoxigenacién precisamente la formacién de
radicales libres a partir de un estado de hipoxia.

Los radicales libres producidos durante la reoxigenacién se forman a partir de las siguientes
fuentes biolégicas: mitocondrial, por las células endoteliales, macréfagos, polimorfonucleares
(PMN): neutrdfilos, 36

ISQUEMIA-REPERFUSION

En cirugia, existen diversos procedimientos en donde es inevitable la interrupcion del
flujo sanguineo al higado, como en el manejo de trauma hepatico, hepatectomias
parciales, trasplante hepatico, etc. Cuando el higado es sometido a una situacién de
isquemia transitoria, total o parcial, se sabe que desarrolla una lesién por la isquemia-
reperfusion, que no se ha podido prevenir aun con el advenimiento cientifico de
nuestra era.

En la isquemia-reperfusidn se desarrollan una serie de fendmenos fisiopatoldgicos
complejos en los que se implican todos los componentes celulares del parénquima
hepatico, asi como del endotelio vascular. Durante la isquemia, la hipoxia y otras
situaciones de déficit energéticos, algunas proteasas citosélicas se activan por el
aumento del caicio intracelular y catalizan la conversién de xantina deshidrogenasa
(XD) a xantina oxidasa (XO). La xantina oxidasa, utilizando la hipoxantina por un lado
y por otro el oxigeno molecular, aportado en la reperfusion, cataliza la formacion del
radical superdxido®. Los radicales libres formados, durante e! periodo de reperfusion,
atacan los enlaces insaturados de los acidos grasos libres en la bicapa fosfolipidica de
la membrana celular. Esta reaccién, denominada lipoperoxidacion, se propaga en
cadena y provoca la fragmentacidn de la membrana celular y, con ello, severas
alteraciones estructurales y funcionales de la membrana, finalizando en un dafio celular
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~TITEVETSIDIE. EN €sta reaccion se generan aldehidos, que se utilizan como indicadores

del grado de peroxidacién®

El uso de antioxidantes y scavengers o eliminadores de radicales libres (superdxido-
dismutasa, alopurinol, vitamina E, captopril, propanolol, etc.) podra disminuir la
reaccion de lipoperoxidacion y, con ello, la cadena patogénica de la isquemia-
reperfusion, con un posible efecto beneficioso sobre la funcién hepatica.

En el higado existe informacién contradictoria sobre la accion del éxido nitrico en las
situaciones de estrés oxidativo. Se ha descrito su papel oxidante, pero también se
conoce su capacidad generadora de potentes intermediarios oxidativos'.

El flujo sanguineo de los pequefios vasos (microcirculacion), durante la reperfusion
tiene un papel central en el dafio que aparece durante la reperfusion. La flujometria
mediante laser-Doppler se ha demostrado como un método Gtil para medir el flujo
tisular hepatico, demostrandose una relacion entre la mayor duracién de la isquemia,
con un menor flujo y oxigenacion tisular, durante la primera hora tras la reperfusion.
Asi pues, la isquemia-reperfusion va a generar una reaccion de lipoperoxidacion més o
menos intensa, dependiendo del tiempo de isquemia, asociada a una disminucién del
flujo sanguineo y oxigenacion tisular. Como consecuencia de estos fenémenos,
aparecera una alteracién en la funcion hepatica.®

Fundamentos patogénicos de las lesiones por isquemia-reperfusion

El conocimiento de los fendmenos de isquemia-reperfusion es de gran interés en los
trasplantes de o¢rganos, ya que estdn implicados en los acontecimientos
fisiopatoldgicos de la revascularizacién del drgano tras la isquemia fria. También
existen otras situaciones clinicas frecuentes, como los traumatismos importantes de
extremidades, para las que en su tratamiento quirirgico se precisa mantener la
extremidad sin flujo sanguineo, desencadenandose los fendmenos de isquemia-
reperfusion.

Cada 6rgano o tejido del organismo tiene una sensibilidad y resistencia distinta para la
pérdida total o parcial de su flujo sanguineo, que varia desde pocos minutos en el caso
del cerebro, a horas en el caso de las extremidades. Por otro lado, en la situaciones
patoldgicas donde se disminuye de forma aguda o crénica la perfusion sanguinea de
los érganos, aparecen lesiones no solo en el 6rgano diana, sino también sistémicas.

Por ejemplo, en el caso del shock hemorragico, se puede terminar desarrollando, si la
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volemia no se restablece adecuadamente, un faflo multiorganico. Lo mismo puede
suceder ante disminuciones del flujo sanguineo total de un érgano, como es el caso de
la embolia mesentérica, etc.

Se han descrito diferentes tipos de isquemia: la isquemia caliente, que sucede con la
interrupcion del flujo sanguineo, y en la que la temperatura del érgano se mantiene al
mismo nivel que tiene habitualmente en el organismo (fig. 2), y la isquemia fria, que
se desarrolla con el 6rgano fuera del organismo, a una temperatura de 4 °C, con la
finalidad de enlentecer el metabolismo del érgano al maximo antes de ser implantado.

2. Mbdrio ; de trquem on Mgago éa.rx,

Finalmente, con el desarrollo de los donantes a corazén parado se han desarrollado
una serie de técnicas de preservacion /in sitv de los drganos para mantenerlos hasta
que se pueda hacer la extraccién multiorganica de los mismos, donde el drgano se
mantiene a unos 12-14 °C (isquemia tibia) durante el menor tiempo posible.

Durante el proceso de abolicion del flujo sanguineo de un drgano, y su posterior
restauracién, se desarrollan cronoldgicamente una serie de lesiones, que en funcién de
su reversibilidad o no van a hacer que un 6rgano o tejido tenga o no posterior
viabilidad funcional,

La primera fase se caracteriza por la lesién isquémica, en la que se interrumpe el
aporte de oxigeno al érgano y el metabolismo celular del mismo se transforma de
aerobio en anaerobio. A partir de este hecho, si el flujo sanguineo no se restablece se
produce una secuencia de hechos bioguimicos que llevan a la disfuncién celular, al
edema intersticial y finalmente a la muerte celular. El metabolismo anaerobio existente,
junto con el aumento del &cido lactico local, provocan una acidosis metabdlica, con
disminucion del nivel energético que se asocia a alteraciones en el gradiente
transmembranal celular que impide el mantenimiento de la homeostasis celular. Con la
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disminucion del nivel energetico y degradacion de los metabolitos de alta energia
aparece una disfuncién del sistema de transporte transmembranal que genera un
incremento del Ca** citosdlico. El aumento del Ca’* activa diferentes sistemas
enzimaticos, actuando como segundo mensajero, tales como fosfolipasas y proteasas,
implicados fundamentales en la respuesta inflamatoria que posteriormente se
desarrollara. Ademas, se cambia el flujo de algunos sistemas enzimaticos mediante Ia
activacion de la enzima xantina oxidasa y secundariamente a la produccion de perdxido
de hidrégeno.

La disminucion del flujo sanguineo, durante un periodo de tiempo predeterminado,
puede realizarse de forma ininterrumpida o de forma intermitente, es decir,
intercalando entre los periodos de tiempo sin flujo sanguineo otros con recuperacion
del flujo tisular del 6rgano, comprobdndose experimentalmente gue la funcion y
vitalidad del higado es la misma al finalizar el periodo isquémico, con independencia
del método que se utilice. Es decir, provoca la misma alteracion en el higado la
interrupcién continua durante 30 min del flujo sanguineo que la interrupcién del fiujo
durante 30 min pero en periodos de 10 min®. Se ha demostrado que periodos de
tiempo de isquemia mayores de 60 min son capaces de provocar alteraciones
irreversibles en la estructura hepatica, y estas lesiones irreversibles empeoran cuando
a la isquemia se le asocia un periodo de reperfusion. Se ha observado que durante la
restauracion de nuevo del flujo sanguineo se producen la mayoria de las lesiones o, al
menos, se ponen de manifiesto aquellas que se habian iniciado durante la isquemia,
denominandose por ello lesién por reperfusién, 3

Durante la reperfusién, proceso imprescindible para la viabilidad del drgano, se
produce el restablecimiento del fiujo sanguineo y se recupera el nivel energético que
habia disminuido durante la isquemia. También se ponen de manifiesto los efectos de
los metabolitos téxicos, que se habian formado durante la fase previa, que pueden
tener repercusion sistémica y local*. Al inicio de la reperfusién aparecen una serie de
lesiones, que son distintas de las que aparecen a las 4-6 h del inicio de la reperfusion.

A nivel sistémico, aparece uria acidosis metabdlica y una hipercalemia que, si no se
compensan, pueden conducir a la muerte del sujeto. Aparecen, ademds,
mioglobinemia y mioglobinuria, y en el pulmén se describe un aumento de la
permeabilidad microvascular y una acumulacién de neutréfilos, pudiéndose desarrollar

el denominado edema pulmonar no cardiogénico (pulmén de choque).
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A nivel Iocal, en el higado, durante la reperfusion, aparece el fendmeno de "no reflujo”,
caracterizado por la imposibilidad de la reperfusion del 6rgano debido a la obstruccion
progresiva en la microcirculacion. Aunque no se sabe exactamente su mecanismo de
produccién, se ha observado que se puede prevenir su aparicidn con la administracion
de agentes fibrinoliticos durante el inicio de la reperfusion y que, como veremos mas
adelante, tienen un papel fundamental la adhesion de los leucocitos al endotelio y la
activacion de éste,

Finalmente, se ha descrito la lesion de preservacidn, que aparece tras la isquemia fria.
Es importante resefiar que los procesos que ocurren durante este periodo tendran
trascendencia en la viabilidad del injerto una vez trasplantado.*!

Se han implicado numerosos metabolitos y células en la lesion por isquemia-
reperfusion, con una importancia diferente seg(in el momento en que intervienen en la
misma.* A continuacién analizaremos los mas importantes.

El calcio

Es uno de los primeros implicados en la patogenia de la lesion por isquemia-
reperfusion. Durante la isquemia aparece inmediatamente un aumento citosdlico del
calcio, activandose diferentes sistemas enzimdticos que, con la reoxigenacién del
organo, produciran a su vez una activacion de los mediadores de la inflamacion.

Se han usado distintos bloqueadores de los canales del Ca?* en modelos
experimentales de isquemia caliente. El verapamilo, el nicardipino y el nimodipino sdlo
protegen de la lesion por isquemia-reperfusion cuando se administran antes de la
realizacion de la misma, implicindose en su mecanismo de accion protectora la
activacién de proteasas que convierten la xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa.
Asi mismo, también mejoran la microcirculacidn durante la reperfusién, aumentando el
flujo tisular hepatico durante este periodo.

La utilizacion de estos antagonistas del calcio en estudios de preservacidn hepatica
también ha demostrado la mejor funcionalidad hepética del 6rgano, aunque otros '
autores no han encontrado diferencias con respecto al grupo control. #?

El papel del Ca®*, por tanto, estd todavia en discusién, y se necesitardn nuevos
estudios para definir completamente el papel de este i6n en la isquemia-reperfusion
hepdtica.
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“"ET €ndoteno vascular
Desempefia un papel muy importante en la lesion por isquemia-reperfusion. Se
produce una activacion de su superficie endotelial que conlleva la secrecion de
mediadores de la inflamacidn que facilitardn posteriormente la penetracién de los
neutrdfilos en el parénquima hepatico. En su superficie se observan receptores para
interleucinas, complemento, etc., mediadores que participan en el desarrollo de la
lesién por isquemia-reperfusién. Muchas de estas respuestas del endotelio vascular a la
lesion no son exclusivas de la lesion por isquemia-reperfusion, sino que también
aparecen en la inflamacién.
Entre los mediadores que se han implicado en la lesién por isquemia-reperfusion cabe
destacar algunas citocinas. La interleucina 1 y el factor de necrosis tumoral activan la
célula endotelial para que exprese las moléculas de adhesidn, a la vez que activan a los
neutrofilos a través de la interleucina 8. Asi mismo, también estan implicadas en la
produccién y modulacién de los radicales libres, ya que éstos disminuyen cuando se
administran anticuerpos contra la interleucina 1.
La endotelina 1 es un potente vasoconstrictor local, derivado de las células endoteliales,
que regula fisiolégicamente la microcirculacion de los tejidos. Se ha comprobado que
esta implicada en los mecanismos de isquemia-reperfusion. La administracién de suero
antiendotelina 1 disminuye las lesiones por isquemia-reperfusién al mejorar el flujo
sanguineo local. #
En estudios de isquemia caliente realizados en perros, con diferentes tiempos de
isquemia, se ha observado que los valores portales de endotelina son mayores que los
sistémicos, y este aumento es mas acusado cuanto mayor es el tiempo de isquemia
practicado.

Los neutréfilos

Estan implicados en la lesidn por isquemia-reperfusién hepatica. Su papel ha quedado
demostrado, no sélo por su presencia en las muestras anatomopatoldgicas tomadas
tras este fenomeno, sino también en diferentes tipos de estudios funcionales. Cuando
se realiza una neutropenia periférica sanguinea, se observa una disminucién del
numero de neutrdfilos en el tejido hepético asociado a una disminucién de la lesion por
isquemia-repesfusién. En los procesos inflamatorios, la adhesion de los leucocitos a la
célula endotelial es un requisito necesario e imprescindible para que migren dentro del

tejido lesionado. La migracion la realizan a través de las moléculas de adhesion, que se
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hallan habitualmente en el endotelio vascular del huesped y que son reguladas por el
mismo mecanismo de quimiotaxis.*

La mayorfa de las lesiones por reperfusion estan mediadas por los neutréfilos que se
fijan al endotelio a través de una glucoproteina adhesiva, denominada CD 18, que
parece ser la sefial que necesita el neutrdfilo para produdr H,0O, y proteasas en el
espacio extracelular. Esta adhesion estd influida por factores plasmaticos, nucledtidos
cidicos, productos de las fipooxigenasas y factores plaquetarios. Los neutrdfilos se
adhieren bien a nivel precapilar o en las vénulas poscapilares, provocando un aumento
de la viscosidad sanguinea que podria explicar en parte el fendmeno de "no reflujo”
que a veces sucede en la reperfusion.

Una vez que los neutrdfilos han pasando al tejido hepatico, se constituyen en una
fuente de mediadores citotdxicos, fosfolipasas, peroxidasas, proteasas y radicales libres.
Los neutréfilos migran desde el endotelio hacia los hepatocitos, a través de los
sinusoides venosos, por un mecanismo que parece dependiente de las integrinas 1. En
el caso de una situacion de estrés oxidativo estan involucradas, ademas, las integrinas
2, la Mac-1 en el neutrdfilo, y la ICAM-1 en la célula endotelial. Los neutréfilos
provocan la lesion celular a través de dos mediadores citotoxicos mayores: los
compuestos oxigeno reactivos y las proteasas, sobre todo catepsina y elastasa, que
son las responsables de la necrosis parenquimatosa. Durante la preservacion fria del
higado se ha demostrado un aumento de la adherencia leucocitana al endotelio, que es
més elevada cuanto mayor es el tiempo de isquemia fria, lo cual podria estar
relacionado con el fallo primario del injerto. La importancia de los mecanismos de
adhesion leucocitaria varian segln el higado sea sometido a periodos cortos o
prolongados de preservacion. En el caso de perfodos cortos de preservacion en la
patogenia de la lesién generada, tienen mas importancia los radicales libres y las
células de Kupffer, mientras que en el caso de perfodos prolongados, son las proteinas
de las supeficie celular las que desempefian un papel mas importante. *

Finalmente, debemos resefiar que los leucocitos activados pueden inducir, por la via
del &cido araquiddnico, un incremento de leucotrienos, que también estan implicados
en la lesion por isquemia-reperfusion.
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Activacion del complemento

Durante la isquemia-reperfusién asistimos a la activacion del complemento en la
superficie endotelial, preferentemente a través de la via alternativa.

La actividad del complemento es la resultante de la interaccion de las proteinas que lo
forman, que se encuentran en las membranas celulares y en gran nimero de proteinas
plasmaticas, provocando la opsonizacion de células fagociticas y activacion de los
mecanismos de la inflamacidn. Cuando se activa localmente, puede inducir la
adherencia leucocitaria en el endotelio vascular, diapédesis de los neutréfilos y
migracion de los mismos a los focos inflamatorios con su posterior descarga de
productos citotéxicos y bactericidas®. Con la deplecién del complemento se ha
conseguido disminuir el infiltrado leucocitario en la zona de isquemia-reperfusion®.
Estudios expenmentales, con inhibidores’ sclubles del complemento (sCR1) y frente a
otros elementos del complemento, han demostrado una disminucién de las lesiones
por isquemia-reperfusion.

Los metales pesados

Son elementos que también se han implicado en la lesidn por isquemia-reperfusion.
Contribuyen a la desintoxicacion y catalisis de los radicales libres. Sobre todo, el hierro
y el cobre tienen importancia en la formacion de radicales libres, mientras que el
selenio es un constituyente de la enzima glutatién peroxidasa, imprescindible para la
reduccién de los hidroperdxidos lipidicos a su forma andloga. El zinc evita la oxidacién
de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa e interactta con el hierro y el cobre
previniendo sus efectos prooxidantes. Ademas, el zinc, junto con el cobre, es un
cofactor de la superoxido dismutasa.

Bl hierro puede catalizar la degradacion de los lipoperdxidos dentro de compuestos
carbonilos citosdlicos, como aldheidos e hidroxialcalis, algunios de los cuales, como el
malondialdehido, pueden provocar la rotura de la membrana celular e inactivar los
sistemas enzimaticos y de transporte. Durante la isquemia, se produce una
acumulacion intracelular de hierro y puede ser utilizado posteriormente para la ‘
formacion de radicales libres derivados del oxigeno. Durante la reperfusion, la
administracion de desferroxamina (quelante de! hierro) ejerce un efecto protector
sobre la lesidn por isquemia-reperfusion en muchos tejidos del organismo, no sélo en
el higado, ¥
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—SECUTSUranas &l Werfo, en forma de ferrtina, se puede disminuir la produccién de

radicales libres, ya que la formacién de OH necesita la presencia de metales como
hierro y cobre para su produccién. Finalmente, algunos autores han demostrado que
dietas con sobrecarga de hierro provocan una deplecion en los antioxidantes
enddgenos y, por tanto, aumento de la tendencia oxidante, ocasionando lesiones
moderadas.*®

Los radicales libres de oxigeno

Son sustancias que tienen uno o varios electrones no apareados en su estructura y han
sido ampliamente implicados en la patogenia de fa lesién por isquemia-reperfusion®.
Por ser sustancias inestables, tienden a producir reacciones en cadena hasta generar
compuestos mas estables. Durante este proceso se producen compuestos intermedios
que pueden o no generar lesiones, dependiendo de los compuestos que alteren o de
las reacciones que condicionen.

Los radicales libres se producen de forma fisioldgica en el organismo humano en
diferentes fuentes: como componentes del sistema de transporte electronico
mitocondrial, en el reticulo endoplasmico, durante la sintesis de prostaglandinas y
sistemas de las lipooxigenasas, de proteinas y enzimas, y también se producen por
autooxidacion de numerosos compuestos. De ello se deducen la gran cantidad de
relaciones que los radicales libres pueden tener con numerosas situaciones de
homeostasis intra y extracelular. *

En situaciones patoldgicas de reperfusion, tras una disminucion o abolicion del flujo
sanguineo, las fuentes de radicales libres mas importantes son los siguientes sistemas
enzimaticos: la xantina oxidasa, la oxidasa NADPH de los neutrdfilos, la
lipoperoxidacion, la oxidasa de las catecolaminas y fa sintesis de las prostaglandinas.

El complejo enzimatico xantina oxidasa. En el higado ha sido identificado como una
deshidrogenasa tipo D (xantina deshidrogenasa tipo D), dependiente de NAD+ y una
oxidasa dependlente de O, (xantina oxidasa tipo O). La oxidacion de la deshidrogenasa '
tipo D es estimulada por NAD+ con formacion de NADP, mientras que la de la
deshidrogenasa tipo O no modifica su actividad en presencia del NAD+. La xantina
oxidasa es un complejo molibdoflavoproteina que se asume que es una enzima
encargada del catabotismo de las purinas en muchos tejidos, y provoca la oxidacion de

hipoxantina a xantina y acido Urico, con la generacion del radical superodxido.
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En condiciones normales, cerca del 98% de la reduccidn del oxigeno es catabolizado
por el complejo citocromo oxidasa en la mitocondria, produciendo H,0,, que es un
compuesto totalmente inocuo, sin la deteccion de formas intermedias oxigeno
reducidas. Segun el numero de electrones que se reduzcan en el oxigeno molecular,
uno, dos o tres, se producen superdxido 0% peréxido de hidrégeno (H,0.), o radical
hidréxilo OH, respectivamente. El perdxido de hidrégeno (H;0;) es citotdxico debido a
su moderada capacidad oxidativa, siendo usado cominmente como antiséptico. El
radical hidréxilo es extremadamente reactivo e inestable, y un potente oxidante de
radicales libres, produciéndose a partir de una reaccién catabolizada por metales, entre
el 0% y el H,0,. Fisiolégicamente provoca un gran dafio oxidativo no especifico, ademas
de iniciar reacciones radical libre. En cuanto al superdxido, es una sustancia
quimicamente buena reductora y moderadamente oxidativa, que también puede iniciar
reaccion radical libre. Puede ser citotdxico en gran nimero de circunstancias, como son
la toxicidad del oxigeno, dafio por radiaciones, inflamacion mediada por células
fagociticas y la lesidn por isquemia. Sus concentraciones en los tejidos y sangre se han
utilizado como un parametro de actividad radical libre. Asi mismo, también se ha
estudiado qué células dentro de los tejidos son las que lo producen, observandose que
los neutrdfilos y las células de Kupffer pueden generarlo, no sélo en situaciones de
isquemia caliente, sino también durante la preservacion fria.

Las moléculas radicales libres oxigeno provocan un dafio a las membranas celulares,
directamente por la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y de los
fosfolipidos de la membrana. Este fenémeno es producido preferentemente por el
anién superdxido o por el radical hidroxilo, aunque también los radicales peroxido
lipidicos e hidrdxilos lipidicos poseen actividad oxidante y, por tanto, capacidad de
ampliar el efecto lesivo. El dafio de la membrana celular puede afectar a su integridad
o la de organelas celulares importantes, como lisosomas y mitocondrias,
comprometiendo seriamente la funcién celular.

En el proceso de isquemia-reperfusion, durante el periodo de revascularizacién, la
enzima xantina oxidasa es la mayor fuente de radicales superoxido, los cuales se
forman a partir de la hipoxantina, acumulada por la degradacién de las moléculas
energéticas durante el periodo de isquemia. La xantina deshidrogenasa tipo D, que es
como se encuentra la enzima en los tejidos no lesionados, pasa por una proteasa
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dependiente del Ca’’ a xantina oxidasa O, durante el periodo de isquemia, la cual, a su
vez, en presencia de oxigeno durante la reperfusion, transforma la hipoxantina a
perdxido de hidrégeno, anion hidrégeno y acido Grico.

Se han descrito dos formas de transformar la xantina deshidrogenasa a xantina
oxidasa: una forma irreversible, que sucede en la mayoria de los tejidos, por la accién
proteolitica existente durante la isquemia, y otra forma de conversién reversible, que
se halla precedida por la disminucion de glutation durante la isquemia.
Secuencialmente primero sucede la conversidn reversible y con posterioridad la
irreversible.*

La administracidén de anticuerpos contra la xantina oxidasa ha facilitado que se pudiese
crear un mapa de su localizacién, detectandose su presencia en las células endoteliales
de muchos tejidos, entre ellos el higado, corazdn, pulmén y rifién, pero no se ha
detectado en las células epiteliales de estos drganos, asi como tampoco en los
leucocitos, linfocitos, macrofagos ni eritrocitos.

Actualmente se discute si la transformacion de la xantina deshidrogenasa en xantina
oxidasa se produce durante el periodo de isquemia hepatica o en los primeros
momentos de la re perfusion. Se ha observado que los valores de hipoxantina y
xantina aumentan progresivamente con el mayor tiempo de isquemia, mientras que la
cantidad de enzima xantina deshidrogenasa mas xantina oxidasa permanece constante
durante 90 y 120 min de isquemia y en la reperfusién®. Otros estudios con inhibidores
de la xantina oxidasa, como el alopurinol, han demostrado que el estado oxidante
durante la reperfusion no es debido Unicamente a los radicales superéxido. Por otro
lado, diversos estudios con las técnicas de quimioluminiscencia han demostrado la
produccion de radicales libres oxigeno durante la isquemia-reperfusion en cuitivos
celulares hepaticos y de células endoteliales.!

La influencia de los radicales libres en Ia lesidn por isquemia-reperfusion hepdtica ha
quedado patente en diferentes estudios. La administracion de scavengers de los
radicales libres en diferentes estudios experimentales en perros, y en modelos de
isquemia caliente hepatica en ratas™, ha demostrado su efecto protector. En un
modelo de isquemia intestinal en gatos se observd una disminucion de la lesién

hepética y un aumento de la permeabilidad vascular con inhibidores de la xantina
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oxidasa, comprobandose ademas que esta enzima es la mayor fuente de radicales
libres en el intestino delgado.

Un marcador de la lesion en la célula endotelial por radicales libres es la concentracion
de la enzima fosforilasa y de los nucledtidos purina, que se encuentran habitualmente
en el citoplasma de la célula endotelial y de la célula de Kupffer. Se ha demostrado que
su concentracion aumenta con la isquemia y disminuye durante la reperfusion.

Lipoperoxidacion. Otro papel importante de los radicales libres liberados durante la
reperfusién es el de iniciar la lipoperoxidacion de las membranas celulares, con la
consiguiente liberacion de sustancias que atraen, activan y promueven la adherencia
de polimorfonucleares al endotelio microvascular, aumentando posteriormente la
lesion”, Los neutrdfilos activados pueden producir a su vez radicales libres,
aumentando en sangre los parametros de lipoperoxidacién como el malondialdehido™.
En el higado también se ha observado que la administracion de anticuerpos frente a
los receptores de los neutréfilos Mac-1 disminuye la lesién hepatica, acompafiada de
una reduccion del nimero de neutrdfilos, asi como de su estado oxidante, con
inactivacion de kos mismos al reducirse la produccion espontanea de anidn su perdxido.
En estudios experimentales de isquemia fria se ha observado que, en ausencia de las
células de Kupffer, se produce una disminucidn en la produccion del anion superdxido
y liberacion del factor de necrosis tumoral (TNF), con una disminucion en la

acumulacién de polimorfonucleares y menor grado de lesion celular.

Los scavengers o eliminadores de los radicales libres no sélo disminuyen la produccion
de hidrolipoperéxidos, sino también la produccion de tromboxano A, no modificAndose
la producdén de prostaciclinas. Por tanto, posibilitan un posible papel de las
prostaglandinas en la lesion por isquemia-reperfusion. También se ha demostrado que
la administracion de PGE1, en el liquido de preservacion o en el inmediato
postoperaterio, disminuye la produccién del anion superéxido y mejora la preservacion
del injerto y la funcionalidad hepética.” Por otro lado, la administracién de sustancias
que aumentan la produccién de las prostaglandinas puede disminuir la lesién por
isquemia reperfusion, ya que aumentan los nucledtidos de alta energia.

Los radicales libres generan la peroxidacién de metabolitos, con lo que el estudio de
estos metabolitos y de sus derivados se considera una forma indirecta de valorar la
funcion de los radicales libres. El estado antioxidante del organismo se modifica por
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multitud de causas, entre ellas la lesion por isquemia-repertusion”™. Estos productos de
la lipoperoxidacion desempefian un pape! importante en la lesién oxidativa por generar
ella misma reacciones radical libre. Algunos de sus productos de degradacién son
toxicos por si mismos (aldehidos) y generan un aumento de la reduccién del sistema
de desintoxicacion glutation dependiente y, por tanto, disminuyen las defensas
celulares para desintoxicar otras sustancias. Se ha demostrado que fa lipoperoxidacién
de fa membrana celular generada por los radicales libres se produce en mayor grado
en las células no parenquimatosas que en los hepatocitos.

El 6xido nitrico

Un mediador que se ha considerado de suma importancia en la patogenia de la lesion
por isquemia reperfusion es el 6xido nitrico (NO) o factor de relajacion endotelial. Se
forma a partir de la L-arginina mediante la accién de la enzima NO sintetasa, que es
dependiente del NADPH, calcio y calmodulina, inhibiéndose por analogos de la arginina.
El NO difunde al espacio muscular liso vascular adyacente, donde se une a la guanilato
cidasa y provoca la relajacién del musculo liso. Tiene una vida media muy corta, de
segundos, lo que hace que sean dificiles su estudio y determinacion analitica'®. En el
organismo humano se produce en las arterias y venas, contribuyendo a la modutacién
del flujo sanguineo local. En el espacio intravascular inhibe la adhesién y agregacion
plaquetaria, lo que le confiere propiedades Utiles para su aplicacion clinica”.
Disponemos actualmente de los valores normales plasmaticos para la poblacion adulta.

De la enzima oxido nitrico sintetasa se han determinado tres formas diferentes; una de
ellas inducible y calcio dependiente, que se expresa en condiciones patoldgicas, y dos
isoformas de la enzima constituyente, que son las encargadas de provocar sus efectos
en condiciones fisiologicas. Su inhibicion provoca un importante descenso de la
microcirculacion hepatica, mientras que su estimulo induce un aumento del flujo
microvascular. Su sintesis se regula por la concentracion de glutation, importante
cofactor para gran nimero de sistemas enzimaticos, entre los que se encuentra la
dxido nitrico sintetasa inducible.>*

Las acciones del éxido nitrico sobre el organismo pueden ser protectoras o deletéreas,
segln en qué sistema biolégico u 6rgano estudiado nos encontremos. La accién
relajante del 6xido nitrico se prolonga por la administracion de superdxido dismutasa,
lo que demuestra que su accion estd modulada por los radicales libres derivados del

oxigeno; su accion es inhibida por los radicales superéxido e hidréxilo.
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En el higado se ha observado que puede ejercer tanto acciones prooxidantes como
antioxidantes, siendo considerado por algunos autores como un parametro de
seguimiento de algunas enfermedades hepaticas®. En estudios /n vitro actla como
antioxidante, evitando el efecto oxidativo mediado por el hierro. En la lesién por
reperfusién se ha observado que posee un efecto favorable sobre la microcirculacién y
disminuye la extension de la necrosis hepatica®. Si se administra antes de la

realizacién de la isquemia hepatica, disminuye la lesion por isquemia-reperfusion.

Antioxidantes

Los antioxidantes son agentes enddgenos o exogenos que pueden prevenir la accién
de los radicales libres derivados del oxigeno y, por tanto, disminuir fa lesion mediada
por estos radicales. Los antioxidantes pueden actuar bien eliminando directamente los
radicales libres, en cuyo caso se les denomina scavengers, o bien bloqueando la
generacion de éstos o sus efectos deletéreos.

Existen diferentes clasificaciones de los antioxidantes en la bibliografia. Los farmacos
con capacidad antioxidante se pueden dividir en cinco grupos fundamentales:
scavengers o eliminadores de los radicales libres, inhibidores de la produccién de
radicales libres, inhibidores de los neutréfilos, inhibidores de la peroxidacién y los

condicionantes de la situacién oxidativa y energética preisquémica®

En la literatura dientifica se han descrito numerosas sustancias con efecto antioxidante
y eficaces para la prevencion de la lesion por isquemia-reperfusion. Gran parte de las
mismas han demostrado su efecto protector en diferentes estudios experimentales de
isquemia-reperfusion hepatica. A continuacion, vamos a analizar en profundidad los
mecanismos de accién de diferentes farmacos que han sido reconocidos como
antioxidantes bioquimicos y que en nuestro laboratorio hemos investigado su efecto
fisiolégico o protector sobre la funcidn hepdtica.

Superodxido dismutasa (SOD)

Es el scavenger o eliminador de los radicales libres superdxido mas conocido. De forma
fisiologica, su accion, en el metabolismo hepatico, es la de formar perdxido de
hidrégeno a partir de la xantina y el anién superdxido.

Su administracion de forma exdgena tiene la limitacién de su corta vida media, aunque

se dispone de formas comercializadas que alcanzan una vida media de hasta 4-6 h.
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T3 admimisgacion de SOD mejora la lesion por isquemlia-reperfusion en diferentes

modelos experimentales. Se ha descrito un aumento de la produccién de bilis y
disminucién de transaminasas.®” Esta mejoria es mayor cuando se administra previa a
la isquemia, ya que disminuye el grado de necrosis anatomopatoldgica.

Durante la isquemia hepatica disminuyen las concentraciones de SOD junto al
incremento de las concentraciones de hipoxantina y xantina, mientras que en la
postisquemia predomina el descenso de las concentraciones de ATP. Esto explica que
la administracién exdgena de SOD antes de la isquemia mejore la funcionalidad
hepdtica. Se ha demostrado que la administracion de SOD también disminuye la
formacion de radicales libres durante la reperfusion y, por tanto, mejora la lesién por
reperfusion. Por otro lado, en modelos de hepatectomia parcial en ratas, su

administracion disminuye la lipoperoxidacion y favorece la regeneracion hepatica.

Alopurinol

Se trata de un inhibidor de la enzima xantina oxidasa, ampliamente usado en la clinica
para el tratamiento de la hiperuricemia. Ejerce una accién inhibidora de la produccién
de radicales libres al impedir el paso de hipoxantina a xantina y anion superdxido.

En el higado se ha observado que, durante la isquemia-reperfusion, el alopurinol,
ademas de su accién inhibidora sobre los radicales libres, produce un aumento en la
sintesis de proteinas sin alterar la concentracion de los nucledtidos energéticos.
Tampoco interfiere con los valores hepaticos de glutatién durante la reperfusion’®.

Se ha comprobado que el alopurinol disminuye en mayor grado los efectos de la
isqguemia caliente hepati@ cuando se administra antes de la isquemia,
independientemente de la dosis o via de administracion utilizada , necesitandose al
menos dos dosis en un periodo de 24 h para que pueda ejercer su accién inhibitoria
sobre la xantina oxidasa.

Los estudios en modelos de isquemia caliente hepatica demuestran que mejora la
produccién de ATP y de bilis, por medio de un efecto scavenger directo, o bien por una
resintesis del ATP, a partir de la hipoxantina acumulada durante la isquemia.

El efecto beneficioso del alopurinol en la isquemia-reperfusion hepatica, mediado por
los radicales libres, también ha quedado demostrado por técnicas de
quimioluminiscencia. *°
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“Vitamina E
La vitamina E o tocoferol forma parte del grupo de las vitaminas liposolubles y se la
considera la vitamina mas antioxidante de las membranas celulares'.
De las diferentes formas bioquimicas de los tocoferoles, el que presenta mayor nimero
de grupos metilados en su estructura es el mas activo y corresponde al alfatocoferol,
del que existen siete isomeros. El d-alfatocoferol es el que presenta un 100% de
actividad y es transportado en el plasma por las lipoproteinas de bajo peso molecular,
alcanzando una concentracién en tejido hepatico humano de 13 p g/g de peso en
fresco.
Debido a la gran lipofilidad de la vitamina E y, por tanto, a la imposibilidad de su
administracion intravenosa, se han desarrollado analogos de la misma, como el Trolox,
con actividad hidrofilica, que pueden administrarse por via intramuscular o intravenosa.
La vitamina E es uno de los primeros compuestos que se utilizd experimentalmente
para prevenir la lesidn la isquemia-reperfusion hepatica''2.
En estudios de isquemia caliente hepatica se ha demostrado que produce un aumento
de la resintesis de ATP, una disminucidn en la produccion de los lipoperdxidos y un
aumento del glutation reducido durante la reperfusion, aminorando de esta forma la
lesién por isquemia-reperfusién.®

Captopril

Los inhibidores de la enzima conversiva de la angiotensina (IECA) son farmacos
ampliamente estudiados, y utilizados en la practica clinica diaria. El captopril es un
IECA dotado con un grupo sulfhidrilo en su estructura, habiéndose demostrado que
aumenta la produccién de éxido nitrico por parte de la célula endotelial en situacion de
estrés!!®. Ademas, aumenta las defensas antioxidantes en diferentes tejidos y érganos,
como el corazén, la médula renal y el higado.

El captopril es, de todos los IECA, el que presenta una mayor actividad antioxidante,
siendo dosis dependiente!!®. Ademas, posee un efecto eliminador o scavenger de los
radicales libres derivados del oxigeno, por la presencia en su estructura de un radical
sulfhidrilo (SH).%!

Los estudios experimentales sobre isquemia-reperfusién hepatica han demostrado que
el captopril aumenta la actividad de la superéxido dismutasa y de la glutation
peroxidasa hepatica. Este aumento de la actividad enzimatica podria deberse a un
efecto directo sobre la sintesis de estas enzimas, o bien tratarse de un efecto
secundario de la accién metabdlica de los ECA. Por otra parte, la actividad superdxido
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~ dismutasa humana esta regulada por peptdos de bajo peso molecular, considerandose
al captopril un analogo de estos.52,%

Durante la isquemia-reperfusion hepatica, produce un aumento de los derivados del
acido araquiddnico, la prostaglandina E y la endotelina 1, compuestos que actualmente
se sabe que estan implicados en la patogenia de la lesion por isquemia-reperfusion
hepética. Por tanto, se aprecia que aparte del efecto sobre los radicales libres también
tiene implicaciones en otros mecanismos patogénicos de la lesion por isquemia-
reperfusion.

Propranolol

El propranolol es un farmaco con efecto bloqueador beta no selectivo, ampliamente
utilizado en la practica clinica diaria, que actla estabilizando la membrana celular.

El posible efecto antioxidante de los blogueadores beta ha sido considerado desde
hace afios, aunque son limitados los estudios sobre el mismo®,

No existen trabajos sobre el posible efecto del propranolol sobre la isquemia-
reperfusién hepatica, pero se ha descrito la mejoria en la funcidn cardiaca.

N-acetilcisteina (NAC)

La N-acetilcisteina es un derivado tidlico, fundamental para la sintesis de glutatién en
numerosos tejidos. Se ha demostrado que en altas concentraciones protege a las
células del dafio oxidativo mediante dos mecanismos: @) por su efecto antioxidante
directo neutralizando el H,0,, y b) aumentando las reservas citoplasmaticas de
glutation. También se ha sugerido que puede proteger al &cido nitrico de los procesos
de oxidacion. Se conoce el efecto protector del NAC en situaciones de fallo hepético
fulminante, y se ha sugerido su efecto protector hepatico en el modelo de isquemia-
reperfusion. Por tanto, se ha postulado su posible uso clinico en cirugia hepética y
durante el trasplante hepatico, pero los resultados beneficiosos todavia no han podido
ser demostrados.

En nuestro laboratorio de cirugia experimental hemos estudiado en profundidad el A
posible efecto fisiolégico potencialmente beneficioso que sobre el higado, sometido a
una isquemia-reperfusion controlada, pueden tener estos scavengers. El efecto
protector bioquimico estd demostrado desde hace tiempo. Queda por demostrar, de
cara a la aplicabilidad clinica, la mejoria en la funcidn, ya que no siempre existe una
correlacion entre el efecto bioquimico y la mejoria funcional. Nuestros resultados
apoyan que, a pesar de que todos estos scavengers tienen efectos bioquimicos, sdlo
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parte de ellos mejoran la microcirculacion hepatica lo suficiente para encontrar un claro
efecto beneficioso fisioldgico. De estos scavengers, sblo demostramos un efecto
beneficioso sobre la microcirculacion hepatica durante la reperfusién,- cuando se
administrd SOD o tocoferol. La funcion hepatica sdlo mejord significativamente con la
SOD. Estos resultados ponen a debate el efecto beneficioso funcional de estos
scavengers y constituyen un ejemplo de la necesidad de estos estudios experimentales

antes de plantear los ensayos clinicos.

MEMBRANAS CELULARES Y LIPOPEROXIDACION
Una funcion celular normal comienza con la presencia de membranas celulares
normales, las aiteraciones en la estructura de la membrana pueden afectar el equilibrio

hidrico y el flujo de iones y por tanto a todos los procesos cefulares.'%%

Las membranas celulares son estructuras complejas compuestas de lipidos, proteinas y
carbohidratos. Estas pueden ser diferentes entre el interior y el exterior de la célula,
tienen distintas composiciones (cociente proteina-lipido) esta diferencia es debida a la

diversidad de papeles bioldgicos y funciones de las membranas.

Las membranas son estructuras cemradas semejantes a laminas asimétricas con una
superficie interior y otra exterior. Estas estructuras laminares ensambladas en forma
no covalente, son estables desde el punto de vista termodinamico y metabdlicamente
activas. Proteinas especificas estan ancladas en las membranas donde realizan

funciones especificas del organelo, célula o del organismo®

Los lipidos principales en membranas de mamiferos son: fosfolipidos,
glucoesfingolipidos y esteroles. De los fosfolipidos los dos grupos presentes en las
membranas celulares son los fosfoglicéridos y las esfingomielinas, de estos los mas
comunes son los fosfoglicéridos. Los glucoesfingolipidos son lipidos que contienen
azucares tales como cerebrésidos y gangliésidos. Esteroles, el esterol mas comin en
las membranas celulares es el colesterol el cual existe casi en forma exclusiva en las
membranas plasmaticas de los mamiferos pero también puede encontrarse en menor
cantidad en las mitocondrias, aparato de golgi y membranas nucleares

Las membranas son anfipaticas, los lipidos principales de las membranas contienen
tanto regiones hidrofilicas (soluble en agua) como hidrofébicas (soluble en aceite), de
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aqui que las membranas también lo sean. Los lipidos anfipaticos de la membrana
tienen una cabeza polar y colas no polares.

Cada tipo de membrana presenta una composicion de proteinas vy lipidos caracteristica,
lo que refleja la diversidad de funciones

La especializacién funcional de cada tipo de membrana se refleja en su composicion
lipidica Gnica. El colesterol es notable en membranas plasmaticas pero apenas
detectable en membranas mitocondriales, la cardiolipina es un componente mayoritario
de la membrana mitocondrial interna pero no de la membrana plasmatica, los
esfingolipidos, fosfatidilcolina y fofatidiletanolamina estan presentes en la mayoria de
membranas pero en proporciones variables.5”

Las membranas son estructuras asimétricas, una asimetria entre el interior y el exterior
es producto de la localizacidn externa de los carbohidratos unidos a las proteinas de la
membrana, ademas enzimas especificas estan localizadas de forma exclusiva en el
interior o exterior de las membranas como sucede en las mitocondrias y plasmaticas.
Hay también asimetria entre el interior y exterior de los fosfolipidos, los fosfolipidos
que contienen colina (fosfatidilcolina y esfingomielina) se ubican principalmente en la
capa molecular exterior, los aminofosfolipidos se localizan de preferencia en la capa

interior por lo general el colesterol abunda mas en el exterior que en el interior

Las mitocondrias, organelos indispensables en la produccién de energia celular, son
organelos esféricos o alargados su distribucion en la célula varia tendiendo a
acumularse en las zonas del citoplasma donde la actividad metabdlica es mas intensa.
Algunas células pueden contener muchas mitocondrias, se calcula, por ejemplo que en
una célula de higado de ratdn existen un promedio de 1000 a 2000 mitocondrias. Las
mitocondrias estan constituidas principalmente por proteinas y en un segundo lugar de
lipidos, existen también una pequefia cantidad de DNA y RNA. Las mitocondrias
muestran una ultra estructura caracteristica. Estan constituidas por dos membranas lé ’
extema es lisa mientras que la interna presenta invaginaciones que puede adoptar la
forma de crestas o tubos.%%

Debido a la gran cantidad de lipidos que se encuentran en las membranas celulares
hepéticas, la composicién de estas contribuye de manera importante en la
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Tisiopatogenia de 1a 1esion por Isquemia—Reperfusion hepatica y la lipoperoxidacion,
como se describe a continuacién:

En la isquemia-reperfusion se desarrollan una serie de fendmenos fisiopatoldgicos
complejos en los que se implican todos los componentes celulares del parénquima
hepatico, asi como del endotelio vascular. Durante la isquemia, la hipoxia y otras
situaciones de déficit energéticos, algunas proteasas citosdlicas se activan por el
aumento del calcio intracelular y catalizan la conversion de xantina deshidrogenasa
(XD) a xantina oxidasa (XO). La xantina oxidasa, utilizando la hipoxantina por un lado
y por otro el oxigeno molecular, aportado en la reperfusion, cataliza la formacion del
radical superéxido. Los radicales libres formados, durante el periodo de reperfusion,
atacan los enlaces insaturados de los acidos grasos libres en la bicapa fosfolipidica de
la membrana celular. Esta reaccién, denominada lipoperoxidacién, se propaga en
cadena y provoca la fragmentacion de la membrana celular y, con ello, severas
alteraciones estructurales y funcionales de la membrana, finalizando en un dafio celular
irreversible. En esta reaccion se generan aldehidos, que se utilizan como indicadores
del grado de peroxidacion.

Asi pues, la isquemia-reperfusion va a generar una reaccién de lipoperoxidacion mas o
menos intensa, dependiendo del tiempo de isquemia, asociada a una disminucién del
flujo sanguineo y oxigenacidn tisular. Como consecuencia de estos fendmenos,
aparecera una alteracion en la funcidn hepatica. En este sentido, por tanto, es de gran
importancia disponer de pruebas de funcionamiento hepatico rapidas y sencillas que
traduzcan lo que ocurre durante la reperfusion. Existen numerosas pruebas de
funcionamiento hepatico (transaminasas) pero son poco sensibles, lo que hace
indispensable la utilizacion de indicadores quimicos Indirectos. Normalmente se
determinan los productos de reaccion de las ERO con los acidos grasos poliinsaturados
de las membranas celulares (lipoperoxidacion) como el malondialdehido (MDA) y las
especies reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés).

El estrés oxidativo, lleva a una variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos, los '
cuales provocan el deterioro y muerte celular. Se puede medir este tipo de dafio
mediante métodos directos e indirectos. Entre los primeros tenemos la medicién de la
concentracién de agentes oxidantes, que es muy dificil por su corta vida media y lo
costoso que resultan los equipos, lo que hace imprescindible medirlos indirectamente
mediante determinacidn de productos terminales de la accion oxidante sobre
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—Blomoleculas. Los metodos para medir peroxidos hpidicos son el patron de oro, cuando

se trata de probar el papel de los oxidantes en algln tipo de dafio celular.

La peroxidacion lipidica es un proceso complejo, en el cual los acidos grasos no
saturados en los fosfolipidos de las membranas celulares son atacados por radicales
que provocan la abstraccion de un hidrégeno, formandose hidroperdxidos que son de
dificil medicion por degradarse rapidamente. No obstante, la lipoperoxidacion
constituye el patron de oro cuando se trata de probar la funcién de los radicales libres
en algun tipo de dafio celular, y existen varias formas de medirla:

» Medicién de compuestos que reaccionan con el acido tiobarbitdrico: se basa en
la reaccién del tiobarbitdrico con el malondialdehido (MDA), producto este del
desdoblamiento de los hidro-perdxidos, formandose asi un color susceptible de
ser medido directamente. Su andlisis es usado por su buena practicabilidad y
sencillez, pero le falta sensibilidad, por lo que se recomienda, para aumentaria,
utilizar procedimientos fluorométricos o cromatograficos.

» Medicién de otros aldehidos procedentes también de la lipoperoxidacion: el 4
hidroxinonenal, susceptible de ser medido por HPLC con deteccién ultravioleta.

e Medicién de hidrocarburos volatiles en el aire expirado: principalmente etano y
pentano, respectivamente derivados de los hidroperdxidos de los acidos grasos
insaturados de las series omega-3 y omega-6. No es un método invasivo, pero
por lo complicado resulta muy molesto a los pacientes.

e Medicién de compuestos fluorescentes de la lipoperoxidacion: mide la
lipofuscina, producto final de la destruccién oxidativa de los lipidos, pero sélo es
Util para etapas tardias de la peroxidacion.

Otro papel importante de los radicales libres liberados durante la reperfusion es el de
iniciar 1a lipoperoxidacién de las membranas celulares, con la consiguiente liberacién de
sustancias que atraen, activan y promueven la adherencia de polimorfonucleares al
endotelio microvascular, ' aumentando posteriormente la lesion. Los neutrdfilos .
activados pueden producir a su vez radicales libres, aumentando en sangre los
parametros de lipoperoxidacién como el malondialdehido. En el higado también se ha
observado que la administracion de anticuerpos frente a los receptores de los
neutréfilos Mac-1 disminuye la lesion hepdtica, acompafiada de una reduccion del
nimero de neutrdfilos, asi como de su estado oxidante, con inactivacion de los mismos
al reducirse la produccidn espontanea de anién su perdxido.
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En EEI-JHIOS expenmeFiEIes ae isquemia ”Ia se ha observado que, en ausencia de las

células de Kupffer, se produce una disminucion en la produccion del anion superéxido

y liberacion del factor de necrosis tumoral (TNF), con una disminucion en la

acumulacion de polimorfonucleares y menor grado de lesion celular.

PROTECCION DEL HIGADO A LA LESION POR ISQUEMIA Y REPERFUSION

La blsqueda de técnicas para proteger a un drgano de las lesiones secundarias a la
interrupcion del aporte sanguineo ha sido motivo de intensa investigacion en distintas
ramas de la medicina. En la actualidad, se sabe que el dafio no es secundario
Unicamente al periodo de isquemia, sino también a las consecuencias de la reperfusion,
y existen un gran nimero de situaciones clinicas en las que se presentan estos
fendmenos en la practica de la medicina. Las mas representativas, y que
continuamente perpetan el interés de los investigadores en sus respectivas dreas,
incluyen la enfermedad coronaria y los infartos del miocardio, la enfermedad vascular
cerebral y las apoplejias, las tromboembolias periféricas y pulmonares, vy
principalmente, los drganos destinados para trasplante.®® Con estos conceptos, se han
ideado multiples estrategias que buscan el mismo objetivo: disminuir el dafio por IR y
mejorar tanto la viabilidad del érgano en cuestién como la sobrevida del sujeto que
sufre estas alteraciones, en un fendmeno conocido como “precondicionamiento”. Ei
precondicionamiento hepatico (PH), se refiere al aumento de la resistencia del tejido
hepético a la lesidon por IR, y puede lograrse por distintos medios, entre los que
sobresalen los agentes farmacoldgicos, la terapia génica, y a través de intervenciones
quirtirgicas.'®

Agentes farmacologicos

Probablemente el rubro mas estudiado, la administracién exdgena de sustancias con
diferentes efectos puede interferir con algunos de los mecanismos impiicados en la IR
o potenciar los efectos de otros mecanismos que confieren cierta actividad protectora
contra la IR. Para lograr una adecuada terapia farmacoldgica, es imprescindible el
conocimiento de las mdltiples vias y los distintos niveles a los que los agentes
farmacoldgicos que pueden emplearse para producir un cambio significativo en la
evolucidn del daffo por IR. A continuacion se exponen brevemente los principales

mecanismos de accidn de los mecanismos mas reportados en la literatura mundial.
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e Antioxidantes.

Como se menciond antes (vide supra), la isquemia activa a las CK, y son estas células
las responsables de la produccién de la mayor parte de las ERO en la reperfusion,®
seguidas por los leucocitos y otros macréfagos reclutados al sitio de lesién.*' Las
citocinas proinflamatorias (como el FNT-q, IL-1) estimulan a su vez la produccién de
ERO, v la intensidad de estos fenémenos se incrementa con la reperfusién.”® De todas
las ERO, el radical hidroxilo (OH) es el mas lesivo,'® produciendo el desacoplamiento
de acidos nucléicos y el posterior desdoblamiento de las cadenas de ADN mitocondrial,
volviéndolas inservibles para su transcripcidn.’! La hipétesis mas convincente'® sobre
el mecanismo de lesién por las ERO es la peroxidacién de los lipidos con la
subsiguiente destruccién de las membranas celulares, 72 incluyendo la membrana
mitocondrial.” Asf mismo, las ERO se han implicado en la induccién de la apoptosis,

posiblemente por las alteraciones ya comentadas en la membrana mitocondrial'?® 74

o
por la activacién de caspasas.” La utilizacion de agentes que inhiban la peroxidacion
de fas membranas celulares, asi como la disminucion de la produccion de las ERA y su
liberacion son los mecanismos por los cuales los antioxidantes confieren proteccion
contra el dafio por IR. En la tabla 1 se enumeran algunos de los agentes antioxidantes

reportados con mayor frecuencia en la literatura mundial.

Tabla 1. Agentes empleados en la isquemia-reperfusién que interactian con el estrés
oxidativo.'®

Agente ,
. Mecanismo de accién Autor
farmacolégico
Albumina Antioxidante Strubelt y colaboradores.”®
) Rastreador; estrés 7
Alopurinol . Karwinski y cotaboradores.
oxidativo

Bucilamina Antioxidante Amersi y colaboradores.”
Ebselen Peroxidacion de lipidos Ozaki y colaboradores.”
Melatonina Estrés oxidativo Sewerynek y colaboradores.®
Nicaravan Estrés oxidativo Yolota y colaboradores.®
Picroliv Antioxidante Singh y colaboradores.®
Propil galeato Antioxidante Wu y colaboradores.®
Tocoferol Peroxidacion de lipidos Giakoustidis y colaboradores.®

. o Tsimoyiannis y
Trimetazidina Rastreador de ERO*

colaboradores.®
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Rastreador  del  radical o
Trolox ] Wu y colaboradores.
peroxil

* ERO: especies reactivas de oxigeno.

« Donadores de 6xido nitrico y agonistas de adenosina.

La adenosina estd intimamente ligada a la produccién de ON,”-¥ y el ON en las
concentraciones especificas previene el dafio por IR en los hepatocitos y las CE.%
Peralta y colaboradores han demostrado que la adenosina ejerce sus efectos
protectores por la respuesta en la microcirculacion al ON sintetizado de novo a partir
de la induccién de la ONSi en el tejido isquémico. Ante estos hallazgos, se ha
propuesto la utilizacion de agentes con actividad agonista del receptor A2 de adenosina,
y la administracién de precursores del ON. Algunos de estos ejemplos se resumen en la
tabla 2.

Tabla 2. Agentes que interacttian con la adenosina y la produccién
de 6xido nitrico en la isquemia-reperfusién.'®

Agente )

i Mecanismo de accion Autor
farmacoldgico
2-aminoetil- 89
. Inhibidor de la ONSi* Wang y colaboradores.
isotiourea
CGS-21680 Agonista del receptor A2 Araiy colaboradores.®

de adenosina Nakayama y colaboradores.”*

FK409 Donador de ON' Dhar y colaboradores.*
L-arginina Donador de ON' Cottart y colaboradores.'*
NONOato Donador de ON' Peraita y colaboradores.'*

* ONSi: Oxido nitrico sintasa inducible; ' ON: Oxido nitrico.

¢ Pentoxifilina.

Empleada durante largo tiempo en el tratamiento de enfermedades en la circulacién
periférica, la pentoxifilina es una metilxantina derivada de la teobromina.'® Entre sus
efectos que pueden dirigirse a la modificacion de la lesion por IR se encuentran la
inhibicion de la cAMP fosfodiesterasa, aumentando los niveles intracelulares de AMP
diclico,® y la reduccién de la sintesis de FNT-;,'** disminuyendo significativamente la
lesién por IR y mejorando la sobrevida.'” Otras acciones de la pentoxifilina que
pueden participar como protectores de la IR incluyen la disminucién en la agregacién
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plaquetaria y aumento en 1a flexibnidad de 10s entrocitos disminuyendo 1a viscosidad de

la sangre. 10894

» Moléculas antiapoptdicas e inhibidores de las proteasas.

Como ya se ha comentado, la apoptosis es un mecanismo fundamental en el dafio por
IR, v los efectores de la cascada de la apoptosis son las proteasas llamadas caspasas.
Dos isoformas son particularmente importantes: la caspasa 8 y la caspasa 3,
participando respectivamente, en las etapas temprana y tardia de la cascada de la
apoptosis, '® y se ha documentado su expresion de manera significativa en la
reperfusion. Se han identificado otras proteasas que también participan en la
modulacion de la apoptosis y la necrosis, como las calpainas, enzimas responsables de
la lisis de ciertas proteinas estructurales y de membrana ® La administracion de
inhibidores de las caspasas y de Jas calpainas han disminuido significativamente la
magnitud de la lesion en fa IR, y en la tabla 3 se resumen algunos agentes
farmacolégicos dirigidos a la modulacién de estas proteasas.

Tabla 3. Agentes que interactian con proteasas y la apoptosis en la isquemia-
reperfusién, %

Agente farmacoldgico Mecanismo de accién Autor

Cbz-Leu-Leu-Tyr-CHN2  Inhibidor de calpainas  Kohli y colaboradores.®
Mesilato de Gabaexate  Inhibidor de proteasas  Kim y colaboradores.”
Z-Asp-cmk Inhibidor de caspasas  Cursio y colaboradores.*®
2VAD-fmk Inhibidor de caspasas  Kobayashi y colaboradores.®

e Prostaglandinas.

Las CK son practicamente las (nicas responsables de la liberacion de PG durante la

reperfusién.'® Las PG reducen tanto la liberacién de proteasas como la produccién de

ERO, interfieren con la adhesidn de los leucocitos, inhiben la agregacidn plaquetaria y

aumentan la perfusion hepdtica, con resultados evidentes en la citoproteccion del
higado sometido a IR.!9}1919%1% Incjyuso se ha planteado el uso de las prostaglandinas

en higados trasplantados que progresan de manera no satisfactoria, mejorando la

funcién hepética.'® La tabla 4 muestra dos de los andlogos de prostaglandinas

empleados en la literatura con buenos resuitados en la proteccion hepatica a la IR.
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‘Tabla 4. Analogos de prostaglandinas que interactuan con la isquemia-reperfusion.™

Agente farmacoldgico Mecanismo de accion  Autor

Misoprostol Anélogo de PG* E1 Totsuka y colaboradores,'®

Totsuka y colaboradores.'®*

OP-41483 Analogo de PG* 12 o7
Abe y colaboradores.!

*PG: Prostaglandina

« Inhibidores de las metaloproteinasas.

Las metaloproteinasas (MP) secretadas por las CK y CE en la IR!® participan en la
degradacién de componentes de la matriz extracelular.'® Las MP participan
directamente en cambios morfoldgicos durante la reperfusion, por lo que la utilizacion
de inhibidores de las MP, como el acido lactobidnico presente en la solucidn de
preservacion de la Universidad de Wisconsin (UW), disminuye las alteraciones

morfolégicas secundarias a la IR, particularmente en los sinusoides hepaticos.'%

» Preservacion en frio y soluciones preservadoras.

Desde 1988, Belzer y Southard asentaron las bases de la preservacion en frio de los
organos destinados para trasplante, haciendo hincapié en los efectos del frio en la
reduccion de las demandas metabdlicas del drgano en cuestion, permitiendo prolongar
el tiempo de isquemia.''? La creacién por estos autores de la solucién preservadora de
la UW, tiene sustancias dirigidas a contrarrestar las principales alteraciones provocadas
por la hipotermia: !® el edema celular por inhibicion de la bomba de Na*/K*
dependiente de ATP, acidosis lactica por el metabolismo anaerdbico,'!! alteraciones en
la homeostasis del Ca**,!!? y produccién de ERO. Como ya mencionamos, parte de los
resultados de la solucion UW se deben a la inhibicion de las MP por el acido
lactobidnico, y otra parte importante la constituye la capacidad de amortiguamiento de
dicha solucién. Sin embargo, muchos de los mecanismos protectores se desconocen,'®
siendo motivo de multiples trabajos de investigacion, y es de esperarse que en un
futuro no muy lejano se presenten nuevas soluciones preservadoras que rebasen las -
ventajas de la solucion de la UW.

Terapia génica.
Los milltiples avances en la medicina gendmica la acercan cada vez mas a ser un pilar
fundamental en el tratamiento de multiples situaciones clinicas, dejando de ser un

método experimental para pasar a ser una estrategia terapéutica. Las intervenciones
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practicas de la medicina genomica se logran al Incoducir genes especificos en una
célula especifica, utilizando virus o vectores determinados, controlando el sitio en
donde actdan.

« Terapia antiapoptdica.

El oncogen Bdl-2 codifica para una serie de proteinas que regulan la apoptosis tanto de
manera inhibitoria como de manera promotora.'*® El aumento de la expresién de una
de estas ultimas, la proteina mitocondrial Bcl-2, confiere gran resistencia al dafio por
IR, con una importante reduccién en la cantidad de células en apoptosis, mejorando la
sobrevida ante periodos prolongados de isquemia,'** La utilizacién de adenovirus para
modificar la expresion de esta linea de proteinas, asi como de otras lineas que ain se
encuentran en investigacién, promete ofrecer un mecanismo seguro con dramaticos
resultados en la disminucién de las lesiones por IR.

» Terapla antioxidante.

La terapia génica se ha empleado de manera experimental para interrumpir las
secuencias que dan lugar a la formacion de ERO y a la activacion del FN-xB. Zwacka y
colaboradores'*® lograron disminuir la lesién por IR al transferir los genes que codifican
para la enzima SOD mitocondrial en ratones. Wheeler y colaboradores!® ampliaron
este rubro al transferir genes para la forma mitocondrial y la forma citoplasmica de la
SOD, también con buenos resultados. Coito y colaboradores lograron mejorar fa
sobrevida y disminuir la necrosis, edema e infiltracién por macréfagos en higados
trasplantados en ratas, en las cuales se habian transferido genes que codifican para la
expresion de la proteina de choque de calor 32 (hemo-oxigenasa 1; o Hsp32, por sus
siglas en inglés). La Hsp32 se induce en condiciones como la hipoxia y la
hipertermia,!” y se le atribuyen ciertas propiedades citoprotectoras en la IR.

Intervenciones quirdrgicas y precondicionamiento hepatico.

Uno de los principales problemas asociados a la cirugia hepdtica es la pérdida de .
sangre en el periodo transoperatorio, con una clara relacién entre la cantidad de
sangre perdida y la morbilidad y mortalidad posoperatorias. ® Son muiltiples los
procedimientos quirirgicos en los que nos vemos en la necesidad de interrumpir
temporalmente el flujo de sangre al higado, siendo los mas representativos los casos
de traumatismos severos, reseccion de lesiones benignas y malignas, hepatectomias

parciales, reconstrucciones vasculares, y trasplantes. Pringle en 1908 observé que la
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hemorragia en lesiones hepaticas podia controlarse temporalmente ocluyendo de
manera digital al ligamento hepatoduodenal, que contiene a la arteria hepatica (AH), la
vena porta (VP) y el conducto biliar, interrumpiendo por completo el flujo sanguineo al
higado. La odusidn de la triada portal, conocida como la maniobra de Pringle, continta
siendo empleada casi un siglo después con eficacia comprobada.''® En la actualidad, la
oclusion de la triada portal puede hacerse por diseccidn y oclusién aislada de la VP y la
AH (con el riesgo de no ocluir las arterias colaterales presentes en algunos pacientes),
con una pinza vascular sobre un drenaje de latex directamente sobre la triada portal, o
utilizando un tomiquete de tela (torniquete de Rummet). Esta tltima técnica tiene la
ventaja de ser menos traumatica sobre los elementos de la triada portal, ademas de
que no obstaculiza el campo quirurgico.

Sin importar la técnica empleada, la isquemia a la que se somete el higado desde que
el flujo se interrumpe provoca alteraciones que, segin la duracidn del periodo
isquémico y la presencia de condiciones patoldgicas preexistentes, pueden
comprometer la viabilidad del 6rgano y por ende, poner en riesgo la vida del paciente.
Sin embrago, los riesgos relacionados a la pérdida de sangre perpetian la necesidad
de controlar por completo la hemorragia hepatica. Una hemorragia mortal puede
presentarse al disecar las estructuras de la triada portal, al movilizar al higado o al
seccionar el parénquima hepatico, y dicha hemorragia puede continuar una vez
terminado el procedimiento. Cuando la cantidad de sangre perdida es significativa, la
morbimortalidad aumenta por la hipotension, los cambios en la distribucion de los
liquidos corporales, la isquemia y el estado de choque, aumentando la necesidad de
requerir transfusiones sanguineas para contrarrestar estas alteraciones. Aunado a
estos riesgos, las transfusiones sanguineas aumentan el riesgo de complicaciones
postoperatorias’® y ponen al paciente en un mayor riesgo de infecciones por los
efectos inmunodepresivos de la sangre alogénica.'*'2

Con estos conceptos en mente, se han desarrollado mditiples técnicas que buscan _
disminuir la cantidad de sangre perdida durante el procedimiento quirdrgico y
simultdneamente, contrarrestar los efectos de la IR en el tejido hepatico. A
continuacién se enumeran las principales técnicas reportadas en la literatura y que
aparentemente, tienen la mayor capacidad de citoproteccion ante la IR mediante el
fendmeno de PH.
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» Oclusion vascular continua e intermitente.

Desde las observaciones de Pringle hace casi un siglo, la oclusion vascular continua de
la triada portal (OVC) se ha demostrado eficaz para disminuir la hemorragia
proveniente del higado'®® disminuyendo el riesgo de transfusiones, pero acarreando
consigo todos las alteraciones ya expuestas por efecto de la IR. Para contrarrestar
estas alteraciones, se planted la posibilidad de reducir el tiempo que el higado es
privado del aporte sanguineo por medio de la odusién vascular intermitente de la
triada portal (OVI),'Z la cual consiste en periodos de isquemia de entre 15 y 30
minutos, seguidos de breves periodos de reperfusion de 5 a 10 minutos. A partir de
esta teoria, estudios experimentales y clinicos han demostrado la efectividad de la OVI
para disminuir las alteraciones de la IR al compararse con la OVC, traduciéndose en
mejor funcidn del higado con menor elevacion de transaminasas, y con mayor
sobrevida, ademds de permitir tiempos de isquemia mas prolongados.'*? Sin embargo,
la OVI no esta exenta de complicaciones, ya que se asocia a un aumento en la
cantidad de sangre perdida durante los periodos de reperfusion y al aumento en el
tiempo operatorio.'** Los mecanismos por los que la OVI reducen la intensidad de la
lesién por IR aln no se identifican por completo, pero parece que la reduccion de la

apoptosis 1%

es la via principal para la proteccion a la IR, particularmente para
procedimientos que requieran de tiempos muy prolongados de isquemia (mayores a 75
minutos). Muchas de los cambios observados en la citoproteccion a la IR por la OVI
son similares a los que se observa en el precondicionamiento isquémico, como se vera

con detalle mas adelante.

« Sistemas de perfusion extracorpdrea.

Las maquinas de perfusion extracorpdrea (MPE) son complicados dispositivos que
permiten la perfusion de un 6rgano destinado para trasplante mientras se encuentra
sin flujo sanguineo. Las MPE proveen al drgano los sustratos esenciales (glucosa,
aminoacidos, nucledtidos, oxigeno) y desecha los metabolitos potencialmente tdxicos
de manera constante.'® Sus posibles aplicaciones clinicas en este rubro, son para la _
preservacion del drgano procurado para trasplante, y para la resucitacion del mismo
antes del trasplante. !” Sin embargo, aunque los resultados preliminares son
alentadores, la utilidad practica de estos dispositivos es muy limitada, en gran parte, a
lo complicado de su funcionamiento, y al elevado costo de su utilizacién.!%®
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 Precondicionamiento hipertérmico.

La respuesta al estrés térmico estd asociado a la sintesis de proteinas de choque de
calor (Hsp), las cuales producen cierto grado de tolerancia a la IR en modelos
experimentales de isquemia hepéatica.'?® Las Hsp previenen la activacion de caspasas al
fijarse al citocromo c, factor inductor de apoptosis (FIA) y al factor activador de
proteasas apoptdicas (APAF)-1,"2° ademas de aumentar la resistencia estructural del
citoesqueleto ante el estrés oxidativo. De estas proteinas, posiblemente las dos mas
involucradas sean la Hsp32 (0 hemo-oxigenasa 1) y la Hsp70.'* La Hsp32 desdobla al
grupo hemo en mondxido de carbono (CO) y en biliverdina, precursor de las
bilirrubinas, también capaces de funcionar como antioxidantes.'*! El aumento en la
expresién de Ja Hsp32 participa con efectos antiinflamatorios y antiapoptoicos,
posiblemente relacionados con el CO,'®'* aunque por mecanismos aln desconocidos.
La Hsp70 se fija a ciertas proteinas que inhiben la actividad del FN-xB, traduciéndose
en una disminucién en la expresién del FNT-a y otras proteinas proinflamatorias.
Aunque no es practico exponer a un paciente a la hipertermia para la induccién de
estas proteinas, se plantean como altermativas que, de encontrarse una manera eficaz

y segura de promover su expresion, podran emplearse en modelos clinicos de IR.

¢ Precondicionamiento isquémico.

El precondicionamiento isquémico (PCI) se refiere a la breve interrupcion del flujo
sanguineo a un organo seguido por un breve periodo de reperfusion, tras el cual el
érgano serd sometido a un segundo periodo isquémico de mayor duracién. En la
practica, esto se logra ocluyendo la triada portal con un torniquete o con una pinza
vascular, interrumpiendo el flujo proveniente de la AH y la VP. Después de un periodo
de tiempo determinado (10 a 15 minutos), el higado se reperfunde durante un tiempo
determinado (nuevamente, 10 a 15 minutos), tras el cual vuelve a ocluirse la triada
portal para el procedimiento correspondiente. Se cree que el tiempo inicial de isquemia
es lo suficientemente breve como para no lesionar el tejido, y lo suficientemente largo
para inducir la produccion de diferentes sistemas de proteccién contra un estimulo .

similar aungue de mayor intensidad, %%

Este fendmeno se identifico inicialmente en el miocardio, por Murry y colaboradores en
1986, y desde entonces se ha aplicado en modelos experimentales en tejido cerebral
(1994), musculo esquelético (1995), intestino (1996), pulmén (1996), rifion (1997),
médula espinal (1998), retina (1998), y en el higado.
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~EN 108 Umos anos, €l PCL ha sido motivo de un gran numero de protocolos de

investigacion, siendo la gran mayoria de esos trabajos realizados en animales,
particularmente, roedores. Los mecanismos por los que el PCI confiere proteccion al
higado ante la agresién causada por la IR se desconocen por completo, pero por la
gran cantidad de mediadores y vias implicadas en la lesién por IR, se han propuesto
una gran cantidad de factores que de una manera u otra, intervienen directamente con
la citoproteccion conferida por el PCI. Dentro de los mecanismos mas estudiados se
encuentran la preservacion del nivel de ATP por activacién de de la quinasa
dependiente de AMP,™ la induccién de sistemas antioxidantes, el aumento moderado
en los niveles de FNT-a, la liberacion de ON y el aumento en los niveles de adenosina.
A primera instancia, el PCI es facilmente reproducible y potencialmente aplicable en
muitiples situaciones clinicas, por lo que la bisqueda para identificar y comprender los
mecanismos por los que el PCI protege al higado de la IR es tarea cotidiana de
mulitiples investigadores a nivel mundial.

Tipos de Isquemia.

En la practica cotidiana, el higado se puede someter a tres tipos de isquemia: isquemia
fia o hipotérmica, isquemia caliente o normotérmica, e isquemia por
recalentamiento. ¥ La isquemia fria ocurre casi exclusivamente en los 6rganos
destinados para trasplante, en donde se aplica de manera dirigida para disminuir la
actividad metabdlica del érgano durante su procuracion. La isquemia caliente en la
cirugla hepatica o en trasplantes ocurre cuando el flujo de sangre se ocluye por
completo (maniobra de Pringle) o cuando la sangre aferente se canaliza de manera
directa a las vias aferentes (exclusién vascular total). La isquemia por recalentamiento
ocurre cuando se manipula el higado procurado para trasplante, ya sea durante la
preparacion ex situ del higado o cuando el érgano es reimplantado.’® La importancia
de distinguir entre los tres tipos de isquemia radica en que cada tipo de isquemia se
caracteriza por afteraciones especificas y distinguibles. En la isquemia fria, las CE
sufren alteraciones morfologicas que provocan su desprendimiento hacia la luz -
sinusoidal. ¥ 37 |a disrupcion de la pared endotelial induce la migracién de
leucocitos'® y la agregacion plaquetaria,® y en conjunto con las CE libres en la luz
capilar, altera de manera significativa a la microcirculacién.'® En la isquemia caliente,
la pobre tolerancia de los hepatocitos se traduce en una rapida muerte de los mismos.
Con la reperfusidn las CK se activan e inician fa sintesis de una gran cantidad de

sustancias proinflamatorias, ERO y FNT-o, y se acompafian de una rapida infiltracién
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por leucocitos y activacion del sistema del complemento (vide supra). La isquemia por
recalentamiento es una combinacién de la isquemia frfa y caliente, y los mecanismos
de su participacién en la IR son poco conocidos.'®

Mecanismos de lesion por isquemia-reperfusion implicados con el precondicionamiento
hepatico.

Como se ha comentado extensamente, los principales mecanismos involucrados en la
lesion por IR pueden resumirse en activacion celular y liberacién de citocinas,
expresion de moléculas de adhesién, y alteraciones en la microcirculacion, con la
subsiguiente muerte celular.

A) Activacion celular y liberacion de citocinas. En las primeras horas de la
reperfusion, las CK se activan!® e inician la produccién y liberacion de ERO" y
citocinas proinflamatorias, particularmente el FNT-a y la IL-1.!! Estas citocinas a
su vez favorecen la expresién de las ICAM por las CE,'*? potenciando la segunda
fase de la IR que involucra la activacién, reclutamiento y adherencia de
neutréfilos,'*

B) Expresion de moléculas de adhesién. Dentro de las moléculas de adhesion
implicadas en la IR, las mas estudiadas son el ICAM-1 de las CE, y la integrina 2
Mac-1 de los neutrdfilos,'!” aunque no son las Gnicas. Las selectinas favorecen la
interaccion entre las CE y los neutrdfilos, *** pero para que se adhieran
firmemente se requiere la interaccién entre ICAM-1 y Mac-1."® Ya adheridos, los
neutréfilos abandonan el espacio intravascular y migran al espacio intersticial, en
donde participan en la intensidad de la lesion por la fagocitosis y por la
produccién y liberacién de ERO y proteasas.'*

C) Alteraciones en la microcirculacién. La disfuncién de la microcirculacion se debe
sobretodo a la disminucién de la luz sinusoidal, fo que da lugar a la disminucion
del flujo sanguineo favoreciendo la acumulacion de leucocitos,® 'y
comprometiendo la perfusidn en zonas distales al sitio de obstruccién. Dos
sustancias participan en el tono de la microcirculacion, la ET-1 como
vasoconstrictor, ! y el ON como vasodilatador. *® Con la IR, se rompe el
equilibrio que existe entre ambas sustancias, sobretodo por el aumento en la ET-
1.1 Las células estelares también responden a las concentraciones de ET-1 y ON,
participando asi en el control del flujo en fa microcirculacion.

D) Lesién y muerte celular. Las CE y los hepatocitos son los principales blancos de la

lesion por IR. Uno de los mecanismos por los que las lesion por IR produce
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MuUerte celular €5 a traves de 1a apoprosis, 7y requiere de la expresion de las
caspasas para llevarse a cabo. Sin embargo, la necrosis también parece jugar un
papel importante, por lo que se ha planteado la imbricacién de ambas vias, la
necrosis y la apoptosis, para condicionar la muerte celular bajo el concepto de
necroapoptosis.

Evidencia de que el precondicionamiento isquémico ocurre en el higado.

A) Isquemia caliente. Los primeros en demostrar la presencia del PCI en el higado
fueron Lloris-Carsi y colaboradores en 1993.'*! Demostraron que la oclusién de la
triada portal por 5 minutos, seguidos de 10 minutos de reperfusion mejoraba la
sobrevida y funcidn hepatica tras 90 minutos de isquemia en ratas. Dichos hallazgos
se repitieron de manera satisfactoria en modelos similares,**'** modificando tanto
los tiempos de isquemia total como los de PCI. Los hallazgos relativamente uniformes,
se caracterizan por una disminucion en el intensidad de la lesion hepatocelular,
aumento en los niveles tisulares de ATP, disminucion de la liberacion del FNT-c e IL-
6,">* disminucién en la interaccion entre leucocitos y CE, disminucién de la lesién a
las CE, > aumento en el flujo sanguineo global del higado, aumento en la
microcirculacion, disminucion en la apoptosis hepatocelular, conservacién del

metabolismo energético, '*

aumento en la oxigenacion hepdtica intracelular, y
proteccion a otros érganos.'> En humanos, el trabajo de Clavien y colaboradores de
las Universidades de Duke y de Zurich demuestra una disminucién en la apoptosis de
las CE en pacientes sometidos a hepatectomias parciales con PCI. En ese mismo
estudio, sobresale ademas el beneficio del PCI en el higado esteatdtico, 154 lo cual se
ha corroborado en otros estudios en animales.'*®

B) Isquemia fria. Los efectos del PCI no son exclusivos de la isquemia caliente.
Estudios de Arai y colaboradores'® demuestran que el PCI en higados almacenados
por 30 horas en solucion UW reduce la activacion de las CK y el dafio a las CE. El PCI
también participa al disminuir las alteraciones morfolégicas de la CE que favorecen
su desprendimiento, aparentemente al reducir la actividad de las MP. Un hallazgo
interesante atribuible al PCI es el realizado por Arai y colaboradores de la Universidad
de Carolina del Norte, '® al que ellos Illamaron “precondicionamiento
heterélogo”(PCH). En dicho estudio, realizaron PCI Unicamente en una de las dos
mitades del higado en ratas, para posteriormente ser procurados, almacenados y
trasplantados. Los hallazgos relacionados al PCI en la porcién del higade

preacondicionado se extrapolaron al higado contralateral, traduciéndose en mayor
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sobrevida del injerto. Los autores sugieren que el PCH es una nueva tecnica para
proteger al tefido hepatico contra la IR, sin que la porcién de tejido que sea el
objetivo de la cirugia sea sometido a la isquemia.

Tipos de precondicionamiento isquémico.

El PCI se manifiesta en dos tipos de proteccién sobre el érgano en cuestién, 's* El
primer tipo se conoce como “precondicionamiento agudo” (PCa), y confiere sus
cualidades protectoras desde los primeros minutos de la reperfusion, y se mantiene
por 1 0 2 horas.!®? Se cree que el PCa emplea las substancias preexistentes sin que se
sinteticen proteinas de novo. Existe una segunda ventana en fa que los efectos del PCI
inicial se manifiestan a las 24 horas de la reperfusion, estando presentes incluso hasta
3 dias después. Se cree que este tipo de PCI, conocido como “precondicionamiento
tardio” (PCt), se basa en la sintesis de nuevas proteinas por la alteracion de la
expresion de genes en el tejido involucrado. La liberacidén de estas sustancias en la
circulacién sistémica permite que otros Organos se beneficien de las mismas, como
probablemente en el PCH, comentado arriba, asi como en otros drganos a

distancia, '®®,** en un térmmino conocido como “precondicionamiento remoto” (PCR).

Mecanismos moleculares y celulares del precondicionamiento isquémico.
Debido al gran nimero de vias por las cuales la IR lesiona al tejido hepatico (vide
supra), para que el PCI aten(ie de manera significativa la intensidad de la lesién por IR,
este debe de contrarrestar por completo los mecanismos principales sobre l0s que se
han implicado alteraciones causales. Las sustancias principales demostradas en el PCI
con actividad protectora contra la IR son la adenosina y el ON, junto con algunas
cinasas intracelulares. Estas vias principales activan a su vez otras sustancias, las
cuales a su vez actan sobre otras para multiplicar progresivamente la intensidad y el
alcance del PCI.

A) Células de Kupffer y citocinas. E! PCI suprime la produccién de ERO por las Ck**% e
induce cierto grado de resistencia celular a las ERO. '™ También disminuye de
manera significativa las concentraciones de FNT-a, ' y este efecto puede ser
responsable hasta cierto punto del PCR.

B) Expresion de las moléculas de adhesion. Posiblemente por la disminucién del FNT-o,
el PCI disminuye la expresién de la P-selectina a nivel hepatico,'® reduciendo la
adhesion, migracién y activacion de los leucocitos disminuyendo el dafio
hepatocelular.
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_C) Adenosina y oxido nitrico. La produccion y liberacion de adenosina inducida por el

PCI activa al receptor de adenosina A2, aumentando la produccion de ON y
protegiendo a las CE.'* La adenosina inhibe la adhesién de leucocitos, disminuye la
expresion de moléculas de adhesion, inhibe la funcibn de los leucocitos y
plaquetas,'®® e inhibe la produccién de ERO, ademas de ser un potente vasodilatador.
El ON tiene un papel central en el PCa, actuando como iniciador,'®® y también en el
PCt, fungiendo tanto como iniciador como mediador.!” La ONS endotelial (ONSe)
presente en las CE hepdticas es la responsable de la produccién de ON en el PCa,
mientras que en el PCt, la produccion de ON necesita de la ONSi. E! ON participa en
la citoproteccion del PCI por varios mecanismos, entre los que destacan la apertura
de canales de K* dependientes de ATP'' y el aumento en las concentraciones de
cGMP, reduciendo el consumo de oxigeno y energia a nivel celular.!’? También ejerce
efectos antiinflamatorios, inhibiendo la activacién de las células estelares, '’ la
adhesion de los neutréfilos'”® y la agregacidn plaquetaria.'’”® EI ON activa cinasas
intracelulares que aumentan la transcripcion de ONSi, 7% y es un importante
modulador de la apoptosis al inhibir la actividad de las caspasas,'” prevenir la
liberacidn del citocromo ¢, aumentar el ¢cGMP y favorecer la expresién de Bcl-2 y
Hsps. '® Algunos de estos efectos citoprotectores del ON en el PCI pueden
reproducirse con la administracién de donadores de ON.

D) Alteraciones en la microcirculacién. La disminucion de la produccién de ERO y de la
lesién mediada por neutréfilos por el PCl confiere cierto grado de proteccién
estructural en la microcirculacion, y en conjunto con la produccién de ON por el PCI,
ambas favorecen la perfusion hepatica.!”

E) Cinasas intracelulares. La activacion de los receptores a adenosina y otras
sustancias como la bradicinina, estimulan la activacién de varias cinasas a nivel
intracelular, como la protein-cinasa C y la protein-cinasa activada por el mitdgeno
p38,"® asi como la protein-cinasa B'8! (PKC, p38 MAPK y Akt/PKB, por sus siglas en
inglés, respectivamente). Aunque se desconoce el verdadero mecanismo de accion
de estas cinasas, se sabe que su inhibicién farmacolégica elimina los efectos del PCI,
posiblemente por la participaciéon de PKC y p38 MAPK en la homeostasis del Na* -
intracelular.'® Los receptores A2 de adenosina activa a la Akt/PXB en los hepatocitos,
la cual tiene funciones antiapoptdicas,'® y estimula a la ONSe para producir ON.'®

F) Conservacion de ATP. La conservacion de la energia reportada en el PCI resulta por

una disminucion en el metabolismo celular. Este fendmeno provee los sustratos
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JUSTIFICACION:

La morbi-mortalidad asociada al trauma hepatico, trasplante de higado y las
resecciones hepdticas mayores es en gran parte resultado de los fenémenos
involucrados en el fendmeno de IR. Es asi que el determinar la manera en la que el
PCH modifica la intensidad de la lesion por IR a través de las pruebas de
funcionamiento hepdtico y la cuantificacién indirecta de la lipoperoxidacién, resultaria
en una herramienta (til para evaluar la respuesta del higado al PCH, y valorar la
aplicacion del PCH del ambito experimental al contexto dlinico.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Conocer las caracteristicas bioquimicas del PCH en la modulacion de la lesidn
por IR. Enfocados en la evaluacion de los cambios en los niveles de los marcadores de
lesion hepatica (AST, ALT, DHL), asi como de indicadores indirectos de
lipoperoxidacion como es el MDA, en las primeras 24 horas posteriores a la reperfusién

que nos permitira valorar su potencial beneficio aplicado a la cirugia hepatica.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el papel del PCH en Ya modulacion de la lesién hepatica en el fenémeno de I-R,
al comparar la elevacion de las enzimas hepéticas (AST, ALT y DHL) y a los indicadores
indirectos de lipoperoxidacién (MDA) en un modelo experimental de isquemia hepatica
total vs PCH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Analizar los cambios que se generan en la IR sobre la AST, ALT y DHL en un
modelo experimental de isquemia hepatica total en las primeras 24 horas
posteriores al evento isquémico.

2. Analizar los cambios que se generan por accidn de las ERO en los lipidos de las
membranas celulares mediante la determinacion de MDA en un modelo
experimental de isquemia hepdtica total en las primeras 24 horas posteriores al
evento isquémico.
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3. Analizar los cambios que se generan en la IR sobre la AST, ALT y DHL en un
modelo experimental de PCH en las primeras 24 horas posteriores al evento
isquémico.

4. Analizar los cambios que se generan por accion de las ERO en los lipidos de las
membranas celulares mediante la determinacion de MDA en un modelo

experimental de PCH en las primeras 24 horas posteriores al evento isquémico.

MATERIAL Y METODOS.
Tipo de estudio: Experimental, comparativo, prospectivo, longitudinal.

Se utilizaron ratas Wistar machos entre 250 y 350 gramos de peso, distribuidas
aleatoriamente en un grupo simulado o SHAM, y dos grupos problema, uno con
isquemia hepatica total, y otro con precondicionamiento hepatico. El manejo de los
animales de experimentacion fue de acuerdo a los lineamientos internacionales del
cuidado y estudio de pequefias especies de laboratorio.

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina y xilacina intramuscular. Se realizd
tricotomia abdominal anterior y posteriormente incision media por planos hasta cavidad
abdominal

Grupo SHAM:

Se realizé la incision abdominal previa anestesia general y se tomaron las muestras
hepéticas y séricas de la vena cava inferior con jeringa de insulina. Tras lo cual se
irrigd la cavidad con 1 cc de solucién de NaCl al 0.9% estéril, y se cerré la laparotomia
en un solo plano con matenal sintético no absorbible, trasladandose a las ratas a una
cuna térmica. Al cabo de unos minutos cada rata fue sometida con una dosis letal de
pentobarbital.

A) Grupo experimental: En la cavidad abdominal se identificé la triada portal y se
colocd un clamp vascular sobre la misma por un lapso de 5 minutos para
producir el periodo de isquemia total hepdtica, al concluir este tiempo se retira
el clamp por 10 minutos, iniciando la fase de reperfusion y se irrigd la cavidad

69



PROTOCOLO
con 1 cc de solucion de NaCl al 0.9% estenl, y se cerro la laparotomia en un

solo plano con material sintético no absorbible, trasladandose a una cuna
térmica. Al cabo de pocos minutos, fueron sometidas a una nueva laparotomia
aln bajo los efectos de la anestesia, en la cual se coloca nuevamente el clamp
vascular al termino de tos 10 minutos de reperfusion, para iniciar un periodo de
isquemia total de 30 minutos, se ceir6 la cavidad siguiendo fa misma secuencia
de pasos.

Se tomaron las muestra hepaticas 0.5 gr. de tejido hepatico del [6bulo mediano
con bisturi convencional, para la determinacion de MDA y muestra sanguinea

como se realizé en el grupo SHAM, para el estudio de la enzima hepaticas.

Tabla 1. Tiempo de obtencién de muestra en ratas con precondicionamiento.

Tiempo Grupo Experimental
11,2,4,12, 24 hr. | n=20 por grupo

Las muestras obtenidas de sangre y tejido hepatico de cada rata fueron destinadas
para la determinacion de enzimas e indicadores de lipoperoxidacion, respectivamente,

como a continuacidn se enumera:

a) AST, ALT y DHL. Las muestras de sangre fueron centrifugadas
inmediatamente posterior a su extraccién a 10,000 rpm por un lapso de 10 minutos. El
plasma sobrenadante fue extraido y congelado a -70°C. Una vez reunidas la totalidad
de las muestras, el plasma fue descongelado a temperatura ambiente y procesado en
el laboratorio utilizando un espectrofotdmetro marca Siemens con reactivos especificos
para AST, ALT y DHL (Bayer, México). Los resuitados fueron reportados en UI/mL.

b) MDA. Las muestras de 0.5 g de tejido hepatico fueron enfriadas
inmediatamente posterior a su obtencidén con agua helada a 4°C, para posteriormente
ser lavadas con suero fisioldgico y homogenizado en un buffer de fosfatos. Para el
patrén de la curva de calibracion se empled un analogo quimico del MDA, el acido
tiobarbittrico (TBA, Sigma Chemical. USA). La reaccién de calor se desarrollé durante
45 minutos en bafio maria a temperatura de ebullicién. A continuacién se afiaden 4 mL

70



PROTOCOLO Y RESULTADOS

de N-butanol y piridina para extraer el complejo con el 1BA y, tras agitar, centriugar y
lavar, se lee la absorbancia del sobrenadante en un espectrofotometro a 532 nm. Los
resultados se expresan en nM/mg de proteina.

Cabe sefialar que se realizd un grupo simulado o SHAM (n=20) que fue sometido a la
anestesia, laparotomia, irrigacion, cierre de la cavidad, relaparotomia y obtencién de

muestras segun las técnicas ya descritas.

ANALISIS ESTADISTICO.

Se compararon el grupo control contra el grupo experimental, analizando en cada
grupo la elevacion de las enzimas AST, ALT y DHL asi como del MDA con promedios y
error estandar. Ademas, en el grupo experimental, se compararon los valores de estas
sustancias segln el tiempo de obtencién de la muestra. De acuerdo a los hallazgos, se
utiliz6 la prueba ? para establecer diferencias, considerando un valor de p menor a 0.5
como estadisticamente significativo.

RESULTADOS:

Tabla 1. Valores de AST, ALT, DHL y MDA obtenidos en el grupo de isquemia total a la
1,2, 4, 12y 24 horas

1866

2041 5198  1.13

IRHT 1 hr (£416)  (£254) (£673) (£0.09)
IRHT 2 hr (22337) ?ﬂég) ?ﬁflse) (1':06.11)
IRHT 4 hr (zigis) ?23;3) ?iggs) (1-i002.07)
IRHT 12 hr (12%8) fiﬁﬁl) Eﬁgl) ?fol.os)
IRHT 24 he 1679 1998 4001  0.84

(£163) (£191) (£215) (0.04)

(IRHT) ISQUEMIA REPERFUSION HEPATICA TOTAL, (AST) AMINOTRANSFERASA DE
ASPARTATO Ul/mL, (ALT) AMONITRANSFERASA DE ALANINA Ul/mL, (DHL)
DESHIDROGENASA LACTICA Ul/mL, (MDA) MALONDEALDEHIDO mM/mg prot.

La elevacion significativa de las enzimas AST, ALT y DHL. Muestra el grado de lesion
hepatica inducida por I-R.
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Tabla 2. Valores de AST, ALT, DRI y MDA obtenidos en el grupo experimental (PHC) a
las 1, 2, 4, 12 y 24 horas.

AL DHAE |
681 866 1466  0.64

PCH 1 hr (£170)  (£150) (%333) (0.10)
PCH 2 hr ?2(1)39) (12326) (2:(1):(2)26) ?5302.07)
PCH 4 hr ?i?os) ?2?16) (12330) ?&%‘704)
PCH 12 hr (12‘208) ?2(1)33) 2333) ?;507.04)
PCH 24 hr (1532) (2233) ?2200) ?502.03)

(PCH) PRECONDICIONAMIENTO HEPATICO, (AST)  AMINOTRANSFERASA DE
ASPARTATO UI/mL, (ALT) AMONITRANSFERASA DE ALANINA Ul/mL, (DHL)
DESHIDROGENASA LACTICA Ul/mL, (MDA) MALONDEALDEHIDO mM/mg prot.

Los niveles séricos de AST, ALT, Y DHL son significativamente menores en contraste
con los del grupo control. Fenédmeno que podemos atribuir al efecto hepatoprotector
del PCH.
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Grafica 1.

3500

3000

® Isguemia total
2500 ¢ Precondicionamiento

£ 2000
=
1500
1000
500

oL % :\i\{

Cid

1 Y 3 4 12 24
Tiempo en horas

o

GS I

Comparacién de los valores de transaminasa de aspartato (AST) obtenidos del grupo
control (isquemia total IT) vs los valores obtenidos en el grupo experimental
(precondicionamiento hepatico PCH)a las 1, 2, 4, 12, 24 hr.

GS grupo simulado SHAM, I Inicio de isquemia, R inicio reperfusion minuto 0.

73



RESULTADOS

Grafica 2.
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Comparacion los valores de transaminasa de alanina (ALT) obtenidos del grupo control
vs los valores obtenidos en el grupo experimental a las 1, 2, 4, 12, 24 hr.

GS grupo simulado SHAM, I Inicio de isquemia, R inicio reperfusion minuto 0.
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Grafica 3.
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Comparacion de Jos valores de Deshidrogenada Lactica (DHL) cbtenidos del grupe
control vs los valores obtenidos en el grupo experimental a las 1, 2, 4, 12, 24 hr.
@GS grupo simulado SHAM, I Inicio de isquemia, R inicio reperfusion minuto 0.
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Grafica 4.
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Comparacién de los valores de Malondialdehido (MDA) obtenidos del grupo control vs
los valores obtenidos en el grupo experimental a las 1, 2, 4, 12, 24 hrs.
GS grupo simulado SHAM, I Inicio de isquemia, R inicio reperfusion minuto 0.

Al analizar las graficas de 1-3 se aprecia que existe una disminucion estadisticamente
significativa en los niveles séricos de AST, ALT y DHL en el grupo de PHC, en contraste ‘
con los del grupo control. Fenémeno que se atribuye al efecto benéfico de adaptacién
del higado ante el precondicionamiento. (p=0.001)

En la grafica 4. (Malondialdehido) observamos también una disminucién ES de los

niveles de concentracién en el grupo de PHC con respecto al grupo control.
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DISCUSION

EL precondicionamiento hepdtico isquémico ofrece al higado mayor resistencia a los
efectos deletéreos de lesién por isquemia reperfusion al activar diferentes mecanismos
de autoproteccion enddgenos. En nuestro trabajo los niveles séricos de AST, ALT y
DHL, asi como los niveles de MDA, resultaron significativamente menores en
comparadion con los de nuestro grupo control. Mismo, que se relaciona con el trabajo
realizado por Zhang y Chen'® , donde se mostré que los niveles de ALT, AST y FNT-q,
eran significativamente menores en los grupos de ratas que se sometieron a
precondicionamiento hepatico.

El PCH no solo disminuye la lesion por I-R sino que también aumenta la sobrevida de
los higados transplantados, como lo sefiala el trabajo realizado por Yin, Sankary y

Chong'®

. Estas observaciones sugieren la potencial aplicacién del PCH isquémico el la
cirugia hepatica del dia de mafiana.

La formacion de ERO durante el periodo isquémico vy la liberacién de estos durante la
reperfusion, produce ademas de otros efectos deletéreos dafio a las membranas
celulares mediante lipoperoxidacion de los lipidos que forman su estructura,
provocando asi lesion celular que en algunos casos conlleva hasta la muerte de la
célula.

La lesion oxidativa producida por ERO puede ser cuantificada mediante la medicién de
indicadores indirectos de lipoperoxidacion como lo es et MDA. En nuestro trabajo se
demostré que el precondicionamiento hepatico PHC interfiere de manera significativa
en la disminucion de la lipoperoxidacion, al demostrar que el grupo de ratas sometidas
a PCH, las cifras de MDA fueron significativamente menores con respecto al grupo
control. Con lo anterior corroboramos el efecto hepatoprotector del PCH al disminuir la
lipoperoxidacion tal como se sefiala en el trabajo de Peralta y Serafin'®

En nuestro estudio se demuestra que el realizar 5 min de isquemia total hepatica

seguidos de 10 minutos de reperfusion previo el clampeo vascular final, fue suficiente

para la induccién del precondicionamiento en la célula hepatica. evidenciando este '
beneficio al comparar los resuitados de enzimas hepaticas e indicadores indirectos de

lipoperoxidacién del grupo experimental con los del grupo control.

Cuando el higado se somete a un periodo isquémico, las alteraciones inducidas por el

estrés oxidativo, pueden no verse iniciadas dada la participacién del factor nuclear xB

(FN-xB), participa, hasta cierto punto, en la induccién de ONS, citocinas como el FNT-a,
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quimiocinas y moléculas de adhesion como el ICAM-1.""" El FN-xB normalmente se

encuentra en el citoplasma fijo a la proteina inhibidora IxB.!*! Durante el estrés
oxidativo, la IxB se degrada permitiendo la traslocacion del FN-xB al ndcleo. Entre los
diversos mecanismos descritos por los que se activa el FN-xB resaltan sobretodo las
ERO, particularmente el H,0,,'*? y se ha documentado la disminucién de su activacién
con la administracién de antioxidantes.

Por lo anteriormente citado resultaria interesante para trabajos posteriores, cuantificar
los niveles de factores nucleares de transcripcion como lo es el FNkB (factor nuclear
xB), para demostrar su participacion en la induccién de respuesta inflamatoria
secundaria al estrés oxidativo y asi como para evidenciar su atenuacién o disminucion
de su expresion al utilizar el PCH.

Todos estos resultados poseen gran importancia por su potencial aplicacién en un
futuro en el campo clinico. Seria de gran utilidad generar estudios clinicos controlados
en pacientes que se someten a cirugia hepética (p. ej. trauma hepdtico, hepatectomias
parciales, transplante hepdtico, etc.) para poder identificar en el ser humano los
efectos benéficos del PCH al atenuar la lesion por I-R.
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CONCLUSION

La lesién por isquemia y reperfusion es un factor importante en la morbimortalidad de
los pacientes sometidos a cirugia hepdtica de diversos tipos, particularmente en el
trasplante de higado. La IR favorece la produccion de EROQ, las cuales, junto con
muchos otros mecanismos, lesionan directamente a los hepatocitos y las células
endoteliales, traduciéndose en alteraciones en la funcionalidad del drgano,
comprometiendo asi su viabilidad. Una manera de limitar el dafio producido por las
ERO y por lo tanto, mejorar el prondstico del drgano en cuestion, es precisamente el
disminuir la produccion de esas ERO. En los (ltimos afios, se han planteado
mecanismos farmacolégicos y gendmicos que intentan reducir la expresion de esas
ERO y con ello atenuar el dafio a nivel hepatico. Sin embargo, esas técnicas no estan
libres de efectos secundarios, y debido a la gran cantidad de elementos que participan
en la IR, en muchas ocasiones son insuficientes. En los Gltimos anos, el
precondicionamiento isquémico ha sido objeto de multiples estudios por los drasticos
cambios en la respuesta a la IR en diversos modelos experimentales, incluyendo, a
nivel hepatico. Sin embargo, se desconoce la totalidad de los mecanismos que
participan en la modulacién de la IR por el PC. Con los resuitados obtenidos en este
trabajo, se demuestra que el PC disminuye de manera significativa la oxidacion de los
lipidos de membrana. Esto a su vez procura la integridad del parénquima hepatico,
reportdndose una disminucién ES en comparacion con el grupo con IRH total.

Se puede entonces asentar que el precondicionamiento hepatico es un mecanismo
eficaz para disminuir la elevacion de las enzimas hepéticas y los indicadores indirectos
de lipoperoxidacién en los modelos de isquemia y reperfusion, y que deben de
realizarse estudios clinicos controlados para determinar su funcionalidad y aplicacién
clinica.
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