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RESUMEN

Introduccion. La lesion por isquemia reperfusion hepatica (IRH) es
practicamente inevitable en las cirugias del higado, especialmente en el
trasplante, resecciones hepdaticas y trauma. El dafio oxidativo generado se
caracteriza por la elevacion de las especies reactivas del oxigeno (EOR) vy la
activacion de una respuesta inflamatoria que pueden ocasionar una lesion
tisular grave. El objetivo del presente estudio fue ampliar la caracterizacién de
la lesion hepatica, en un modelo experimental de isquemia caliente y
reperfusion hepatica, durante el curso temporal en 24 horas, particularmente al
estudiar indicadores de dafio oxidativo y la carbonilacién de proteinas en sus
células, y evaluar el efecto de los inhibidores COX-1 (Piroxicam) y COX-2

(Meloxicam) en la evolucion de la respuesta hepatica a la lesion.

Métodos. Se emplearon ratas Wistar machos, distribuidas aleatoriamente en 4
grupos de estudio (n=10 por cada tiempo estudiado): simulado, sometido a IRH
sin medicamentos, y dos grupos con IRH tratados con un inhibidor de la COX-1
o de la COX-2. Se realiz6 isquemia caliente por oclusién vascular total durante
90 min, después se permitio la reperfusion. Se tomaron muestras a los
siguientes tiempos postreperfusion: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 12, y 24 hs. En
suero se efectuaron las determinaciones de las enzimas alanino
aminotransferasa (ALT)/(TGP), aspartato aminotransferasa (AST)/(TGO),
deshidrogenasa lactica (DHL) y ornitincarbamiltransferasa (OTC). En muestras
hepaticas se estudiaron marcadores de apoptosis por técnica de Tunel, de
lipoperoxidacion mediante la reaccion del acido tiobarbitirico (TBARS), de

carbonilacion de proteinas detectada por inmunohistoquimica, y de alteracion



celular por un estudio histopatoldgico. La poza de radicales libres (RL) se

evaluo en bilis por resonancia paramagnética (EPR).

Resultados. Todos los indicadores de lesion aparecieron desde la primera
hora de reperfusién y alcanzaron su méaximo a las 2 y 4 h postreperfusion. . En
sangre hubo aumentos importantes en la actividad de las 4 enzimas
estudiadas. En higado se elevd la lipoperoxidacion, la carbonilacion de
proteinas, y la apoptosis, lo cual se correlaciond con mayor dafio histoldgico.
En bilis se elevo la poza de RL. Con base a los datos de carbonizacion de
proteinas, las células endoteliales (CE) y las células de Kuppfer (CK) fueron
las primeras en mostrar dafio oxidativo por la IRH. La aplicacién de los
inhibidores de la COX1 y COX2 durante el periodo preisquémico produjo una
disminucion significativa en todos los marcadores de lesién estudiados. No
hubo diferencias significativas al comparar los resultados obtenidos con el uso

de ambos farmacos.

Conclusiones. Existe un potencial uso de éste grupo farmacolégico inhibidor
de las COX, que requerira estudios clinicos y experimentales para optimizar y
obtener el medicamento adecuado en procesos isquémicos, especificamente

aguellos programados debido a una intervencién quirargica.

Proponemos que el estudio de la carbonilacién de proteinas y su deteccion a
nivel celular se pueda emplear como herramienta adecuada para precisar la
secuencia temporal del dafio celular inducido por estrés oxidativo en los
diferentes eventos fisiopatoldégicos que ocurren en Organos constituidos por

células de distintas estirpes.



ABSTRACT

Introduction. The present study was aimed to increase the knowledgement on
indication of tissular damage, particularly protein carbonylation, induced by liver
ischemia reperfusion injury (LIRI), and to evaluate potential useful effects of
inhibitors of cyclooxygenases (COX) 1 and 2, to prevent this tissular damage.
LIRI is unavoidable in liver surgeries, especially in transplants, hepatic

resections, and trauma.

Methods. We used male Wistar rats, randomly distributed in one sham group,
and three groups subjected to LIRI, one of these without treatment and two
groups treated with a piroxicam or with meloxicam. Warm ischemia was
performed by partial vascular occlusion during 90 min, then allowing
reperfusion. Samples were taken at the following post-reperfusion times: 0; 0.5;
1.0; 1.5; 2.0; 4.0; 12, and 24 h. In serum, we determined catalytic activity of the
following hepatic enzymes (HESs): alanine aminotransferase (ALT); aspartate
aminotransferase (AST); lactate dehydrogenase (LDH), and ornithine
carbamoyltransferase (OCT). In liver samples, we studied cellular alterations
by means of histological studies, and we measured lipid peroxidation markers
by the assaying thiobarbituric reactive substances (TBARS), protein
carbonylation (PC) by immunohistochemistry (IHC), and apoptosis by the TdT-
mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) technique. We also measured
reactive oxygen species (ROS) in bile by means of electron paramagnetic

resonance (EPR).

Results. All indicators of cell injury appeared from the first hour of reperfusion,

and reached their maximum expression at 2 and 4 h post-reperfusion. A sharp



increase in serum activity of the four HEs was observed simultaneously with
greatest histological damage. An increase in TBARS, PC, and apoptosis was
recorded, which correlated with an elevated ROS pool in the bile. Based on PC
data, endothelial cells (EC) and Kuppfer cells (KC) were the first to exhibit LIRI-
associated oxidative damage and prior to parenchymal cells. Administration of
piroxicam or meloxicam during the pre-ischemic period produced a highly
significant decrease in all studied injury indicators. No significant differences

were revealed between the two drugs.

Conclusions. The data shown here suggest the potential use of non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) in minimizing ischemic event-caused damage
in liver, especially in programmed surgical-intervention-related events. We
also propose that PC detected at cellular level may be employed as an
adequate tool to assess cells damage temporal evolution, following oxidative

stress, in organs like liver formed by cells of different lineage.
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INTRODUCCION AL TRABAJO DE TESIS.

El presente trabajo de tesis doctoral tuvo sus inicios en el interés de adquirir
nuevos conocimientos en el area de trasplantes de 6rganos, especialmente en
la lesion por isquemia reperfusion a nivel hepatico.

Pensamos en el estudio de marcadores de dafio oxidativo en un modelo
experimental en rata, con isquemia caliente por 90 minutos, en un curso
temporal de 24 horas. Con los resultados iniciales obtenidos en el laboratorio,
nos preguntamos que podiamos ofrecer a la comunidad cientifica para modular
o disminuir la respuesta inflamatoria durante la fase de isquemia y posterior a la
reperfusion del higado. En funcién de los trabajos publicados por nuestro
grupo, decidimos trabajar sobre los probables efectos de los antiinflamatorios
no esteroideos, como protectores tisulares y como secuestradores de especies
reactivas del oxigeno, asi modulando la generacion con marcadores
serdlogicos, carbonilacion de proteinas, y otros indicadores directos e
indirectos de dafio oxidativo consecutivos a los procesos de isquemia
reperfusion (IR). Al respecto empleamos los inhibidores de las COX-1y COX-2.
Dentro de las diversas estrategias para demostrar los efectos de la lesion por
IR, iniciamos con la medicion sérica de las enzimas de escape a nivel citosoélico
y mitocondrial como son la ALT, AST , DHL y OTC respectivamente, dichas
enzimas se pueden monitorizar de manera analoga a nivel clinico en pacientes
que asi lo requieran.

Hasta el momento, no hay lugar a dudas que las ERO’s participan en el
fendbmeno de IR. Sin embargo, como abordar su estudio ha sido un reto, no

solo nos conformamos con demostrar sus efectos quimicos de manera
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indirecta, por ejemplo a traves de la lipoperoxidacién por medio de la técnica
del &cido tiobarbitarico (TBARS) en biopsias hepaticas, que es el indicador mas
usado de presencia de ERO. Ademas, para tener una informacion mas directa
de la producciéon de estos componentes decidimos evaluar la presencia de RL
en bilis mediante un atrapador de radicales libres (PBN), y analizar su
presencia por resonancia paramagnética (EPR).

Para poder evaluar los resultados de forma integral, incluimos biopsias
hepaticas para su estudio histopatoldgico, se estudiaron primariamente datos
de hemorragia, edema, infiltrado inflamatorio, necrosis y apoptosis, mediante a
tincion de eosina y hematoxilina. Para una mayor precision de los resultados de
muerte celular programada o apoptosis, ésta se realiz6 mediante la técnica de
Tunel, la observacion de las células involucradas en este proceso.

Un proceso de especial interés en nuestro proyecto fue el analisis de la
carbonilacion de proteinas, como un indicador de el ataque a las proteinas por
las ERO surgidas por la isquemia reperfusion. Pensamos en una opcién
adecuada y novedosa para evaluar la carbonilacion de proteinas fuera
mediante su identificacion inmunohistoquimica, asi pudiendo observar
directamente la magnitud de las proteinas carboniladas y la afectacion que
mostraron en las distintas estirpes de células hepéaticas involucradas en las
diversas etapas de isquemia y reperfusion. Previamente habiamos publicado
la aparicion de los grupos carbonilos en plasma y linfocitos consecutiva a una
en intoxicacién aguda por etanol.’

A continuacion, para enmarcar y dar una mejor explicacion al tema, hemos
decidido ofrecer un panorama general de los diversos temas relacionados al

trabajo de tesis. Iniciamos con el tema de trasplante de 6rganos, especialmente
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a nivel hepatico, con el objetivo de conocer la necesidad de potenciales
donadores para pacientes en falla hepatica terminal y su estado actual en el
mundo y en México. Recientemente publicamos una revision de la literatura
con los avances en el trasplante hepatico, por lo que consideramos presentar
informacion en relacion a este tema, desde sus indicaciones en cancer
hepatico, donador vivo relacionado, trasplantes celular de hepatocitos y soporte
artificial temporal.?

Asi mismo incluimos una descripcion del fenobmeno de isquemia reperfusion
hepatica y los factores involucrados, dado nuestro gran interés en el tema
publicamos un articulo de revisiébn por lo que presentamos la informacion
relevante en este tema.®> En este rubro, como una de sus modalidades o
estrategias quirdrgicas empleadas en IR en los ultimos afos, el
preacondicionamiento hepatico ha despertado un gran interes en la comunidad
biomédica, por lo que brindamos un panorama general en este topico, fue
motivo nuevamente de un articulo de reciente publicacion.*

Para una mejor descripcibn de los agentes farmacoldgicos empleados,
presentamos una descripcion de los AINE's y los inhibidores de la COX; el
dafo oxidativo es abordado desde su concepto inicial hasta los diversos
agentes oxidantes, RL, enzimas antioxidantes y ERO’s. Finalmente concluimos
la parte del marco tedrico con el estrés oxidativo y la carbonilacion de proteinas
medidas con técnicas de inmunohistoquimica como aporte paralelo al presente
trabajo de tesis.

Este trabajo de tesis ha sido producto de un grupo multidisciplinario que

involucro varias instituciones y colaboradores.
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MARCO TEORICO

Breve historia del trasplante de 6rganos.

Hace poco mas de medio siglo, en el afio 1955, en la ciudad de Boston,
Massachussets, EUA, el Dr. Joseph Murray realizé exitosamente el primer
trasplante renal en dos mellizos idénticos, suceso que marcé el punto de
partida para los grandes avances en el mundo del trasplantes de 6rganos.®
Este acontecimiento cientifico brindd una nueva esperanza a los pacientes con
insuficiencia renal, en esos tiempos una de las grandes barreras era la
histocompatibilidad, los aspectos técnicos de la cirugia y anestesia, la
disponibilidad de o6rganos, el rechazo y un esquema de inmunosupresion
aceptable. Al Dr. Murray, destacado cirujano y cientifico le fue otorgado el
Premio Nobel en Medicina en el afio 1990 en reconocimiento a su trabajo e
iniciativa que ha permitido que los trasplantes de 6rganos, tejidos y células

sean una realidad en nuestros dias. °

Breve historia del trasplante hepético.

En el afio de 1963 en la ciudad de Denver, Colorado, EUA, el Dr. Thomas E.
Starzl, realiza el primer trasplante hepatico (TH) a nivel mundial,” y en 1967
realiza el primer trasplante con sobrevida mayor a un afio.® Ha transcurrido el
tiempo, practicamente 4 décadas después podemos observar que la evolucion
y avances en el area de trasplantes ha permitido considerar al TH en sus
diversas modalidades, como la opcion terapéutica para insuficiencia hepatica
terminal.” En relacién a la falla en las funciones del higado, éstas han

fomentado la inquietud y la necesidad de obtener nuevas alternativas en la
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viabilidad de o6rgano y la disponibilidad de donadores, dado que la lista de
espera en todos los paises con programas bien establecidos es cada dia
mayor a la demanda de la poblacién.’® Otros aspectos a considerar son el
estudio de los mecanismos para mejorar la preservaciéon del higado,™
. . . . . . L. 03,12 .
disminuyendo los efectos de la lesion por isquemia reperfusion, estrategias

quirGrgicas como el preacondicionamiento,* ** 4

nuevos y mejores esquemas
de medicamentos que disminuyan el rechazo agudo o crénico, manejo de
complicaciones posoperatorias; un punto fundamental al respecto es la cultura
médica de la poblacién, centros especializados y un marco legal definido.°

Un claro ejemplo de lo anterior, que ha permitido marcar una diferencia en el
tratamiento médico, es el esquema de inmunosupresion. En la década de los
80’s, la inclusion de la ciclosporina en los protocolos clinicos, inicialmente
empleada en pacientes con trasplante renal y posteriormente en el trasplante
de higado,'® permiti6 notables avances en el manejo multidisciplinario de los
pacientes trasplantados. Sin lugar a dudas esta droga modificé favorablemente

el tratamiento de los pacientes trasplantados, siendo un avance significativo en

el tratamiento de los pacientes con enfermedades terminales hepaticas.*®

Evaluacion del candidato a trasplante hepatico. Clasificacion de MELD.

Resulta importante en el TH el modelo para clasificar y evaluar al paciente
candidato a trasplante, por sus siglas en inglés “Model for end-stage liver
disease” (MELD).!" La clasificacién de MELD es una escala numérica que se
extendio a partir del 6 (grado de enfermedad menor) a 40 (grado de
enfermedad mayor) que se emplea para los candidatos del trasplante del

higado desde los 12 afios en adelante. MELD provee a cada persona un
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numero (“score”) que proporciona una idea clara sobre la urgencia para realizar
un trasplante del higado en el plazo de los 3 préximos meses.**° La ubicacién
de MELD es calculada por medio de una formula que utiliza los resultados de
tres pruebas de laboratorio rutinarias: bilirrubina directa, que mide la capacidad
funcional del higado para unir el glucoronato con la bilirrubina para hacerla
soluble en agua; INR (tiempo de protrombina), que mide la capacidad del
higado de fabricar factores de coagulacion de sangre, y la creatinina, que es un
indicador de la funcion renal. (La funcién deteriorada del riidbn se asocia a
menudo a enfermedad del higado severa.). Dichos valores de MELD se utilizan
para los candidatos de 12 afios en adelante, mientras que el PELD (modelo
pediatrico de la enfermedad del higado en fase terminal) se utiliza para los
pacientes de 11 afios y menores.”® La clasificacién de un paciente puede
elevarse o caer en un cierto plazo dependiendo del estado de su enfermedad
hepatica. La mayoria de candidatos tendra su clasificacion de MELD mientras
se encuentre en la lista de espera para recibir un trasplante. Esto ayudara en
asegurar que, los higados donados sean recibidos realmente por los pacientes
con mayor necesidad en ese momento. La Unica excepcion de la prioridad A de
MELD es una categoria conocida como estado 1 6 urgente, que son pacientes
con falla hepatica aguda (de inicio repentino y severo) y con una esperanza de
vida de horas a algunos dias, si no reciben un trasplante.?® Afortunadamente
menos del 1% de los higados trasplantados se encuentran en ésta categoria.'®
2 Debemos hacer notar que este sistema se emplea en Estados Unidos y en
Canada; Europa y Asia con limitaciones y variaciones en los criterios de los
donadores y receptores. En México se aplica de manera modificada de acuerdo

al registro nacional de trasplantes.?* 23
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El trasplante hepatico en México.

En México el programa de TH inici6 en los afios ochenta,?* el primer caso
exitoso TH fue reportado en 1991.”° A la fecha el nimero de centros de
trasplante de 6rganos, especialmente de riidbn son cada vez mas frecuentes en
nuestro pais,?> y en relacién programa de TH, éste ha logrado avances
notables en diversos centros hospitalarios.?**® Como resultado de un gran
esfuerzo y entusiasmo han logrado sacar adelante los centros de trasplantes
en México, por lo que se requiere una mayor infraestructura biomédica,
incremento en la viabilidad de 6rganos, personal especializado y el ajuste de
los altos costos que un programa de trasplantes implica. 23

En la figura 1, actualizado al mes de Enero-Febrero del 2009, se muestra la
evolucion del numero de trasplantes hepaticos realizados en México desde

1991 a la fecha.®
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Figura 1. Estado actual de los trasplantes de higado en México.
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Avances recientes en el trasplante hepético.

El trabajo multidisciplinario en la medicina y la cirugia de los trasplantes nos ha
brindado conocer cada dia mas de este campo del conocimiento. El objetivo de
esta revision es proporcionar un panorama claro de importantes avances en el
TH, siendo imposible como motivo de tesis incluir todos y cada unos de dichos
avances que se incluyen de manera general en la figura 2. Hemos considerado
algunos de ellos, como son los aspectos quirdrgicos para la obtencién de
un(os) segmento(s) del 6rgano de un donador vivo relacionado, indicaciones
para pacientes con cancer hepatico (carcinoma hepatocelular vy
colangiocarcinoma), hasta las expectativas en el trasplante celular de
hepatocitos, soporte artificial temporal para pacientes con falla hepatica
terminal, que implica una intima relacion con la biologia molecular, genémica y
proteémica.

Otros aspectos que siguen siendo un atractivo clinico potencial pero aun
continlan primariamente en fase experimental, son los xenotrasplantes.?
Surgen como una opcidon de obtener 6rganos de otras especies para los
pacientes que requieren un trasplante. Se han tenido experiencias clinicas
iniciales pero aun no se han establecido como un elemento viable a largo
plazo, dado principalmente por las limitaciones inmunoldgicas, y las diferencias
en la genética con los animales donadores,* siendo el mas estudiado el cerdo,
por su similitud en la morfolégica hepéatica con la del ser humano. Esta opcion
parece ser la mas viable para obtener o6rganos para trasplante en mayores

cantidades y sigue siendo actualmente objeto de extensos estudios.>* 32
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Figura 2. Tomada de la publicacién original realizada en relacion a los avances
en el trasplante hepatico.?

El nUmero de pacientes que requieren trasplante de algun érgano, en México
como en el mundo, es cada dia mayor; la lista de espera de los candidatos
registrados supera por mucho la disponibilidad y capacidad de los sistemas de
salud. Como se puede apreciar en la figura 3, en Mexico (2009),%® 11,948
pacientes en total se encuentraban inscritos oficialmente en el registro nacional
de trasplantes; de los cuales el mayor nimero lo encontramos entre los que
requieren corneas, rifiones e higados. Sin embargo el nimero real de pacientes
se encuentra subestimado, dado que muchos fallecen sin llegar a conformar
una lista de espera, y otros nunca fueron ingresados o acudieron a un centro

del sistema de salud para una valoracién por el equipo multidisciplinario de
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trasplantes. En lista de espera para obtener una donacion de higado en Agosto

de 2009 se encuentran 338 pacientes. Esta problematica no es solo en México,

es una prioridad con distribucién constante a nivel mundial.*®

sra Nacional, Activos por Organo/Tejidorl

1IC LopE

 Mano: 1, (0.01%)
© Hueso: 1, (0.01%)

Pancreas: 2, (0.02%)

/" Pulmén: 4, (0.03%)

" Procuracion: 4, (0.03%)
Paratiroides: 4, (0.03%)
Rifon-Pancreas: 13,

Cornea: 56388, (47 .62%)
CENATRA (03/4ugs2009)

Figura 3. Lista de espera de candidatos a trasplantes registrados oficialmente

en el registro nacional de trasplantes.

La poblacion es diversa, incluye pacientes de todos los estratos socio-
econémico y culturales. Tal y como podemos apreciar en la figura 4, es
igualmente heterogénea la edad de los pacientes en lista de espera para un
organo, como podemos apreciar en la grafica por grupos, publicada en la

pagina web de Registro Nacional de Trasplantes en el 2007.
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Figura 4. Lista de espera nacional; activos por edad.

Lesién por isquemia reperfusion. (LIR)

Despojar de flujo sanguineo a un érgano (isquemia) y luego restablecerlo
(reperfusion) causa un dafio que se denomina lesion por isquemia-reperfusion
(IR).*® Los efectos producidos durante la fase de isquemia se relacionan, sobre
todo, con la privacion de oxigeno que disminuye los fendmenos respiratorios
celulares y puede llegar a causar, en pocos minutos, lesiones irreversibles en
organos vitales tales como corazon, cerebro, rifiones o higado. La fase de
reperfusion implica el ingreso de oxigeno, que genera paradojicamente una
respuesta inflamatoria que no soOlo dafia el 6érgano sometido a isquemia
(respuesta local), sino también a érganos distantes (respuesta sistémica). En el
ambito de la cirugia hepética, la IR queda establecida en 2 situaciones: A)
Temperatura corporal normal (normotermia o denominada también isquemia

caliente) se realiza durante las resecciones hepéticas, cuando se lleva a cabo
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la oclusion vascular del pediculo hepatico, conocida como maniobra de Pringle
(oclusion de la vena porta, arteria hepatica y conducto biliar principal), y B)
Temperatura baja (isquemia fria), durante el proceso de obtencion,
almacenamiento y posterior implante de un injerto hepatico en el ambito del
trasplante. El problema clinico es que la LIR produce una morbimortalidad

significativa en ambas situaciones,* 3*

y se observa en otras entidades clinicas
como los padecimientos de urgencia, especialmente en trauma contuso o

penetrante en alguna cavidad u 6rgano.*

La fisiopatologia de la LIR es compleja, pero hay una serie de hechos bien
establecidos; por lo que en condiciones de isquemia prolongada se produce un
catabolismo del adenosintrifosfato (ATP) que lleva a la acumulacion de
hipoxantina y se generan, inmediatamente después de la reperfusion, especies

reactivas de oxigeno (ERO) a través del sistema xantina-oxidasa,* figura 5.

A'Il'F’
APP
AMP

| Xantina-
Adenosina deshidrogenasa

Cat**y Proteasas

Inosina . .
Xantina-oxidasa
Hipoxantina Xantina—Acido Urico
O, O,=—H, O;—H, O

| Reperfusion

Figura 5. Cascada de reacciones que llevan a la formacion de ERO, después

de un evento de isquemia reperfusion.
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Por otra parte, en esta fase también esta bien demostrada una disminucion de
la fosforilacion oxidativa y de la actividad de las bombas de las membranas
celulares que son dependientes del ATP, con la consiguiente entrada de calcio,
sodio y agua al interior de la célula, situacion que hace a las células
especialmente vulnerables a cualquier agresion. Ademas, se ha podido
constatar la aparicion de moléculas proinflamatorias (moléculas de adhesion de
leucocitos, citocinas, endotelina, tromboxano A,, etc.) y la supresion o
inactivacion de moléculas protectoras (6xido nitrico, prostaciclina, etc.),®
mediadas por las células endoteliales, participacion de los macréfagos
hepaticos como son las células de Kupffer y el efecto sobre el parénquima
hepatico conformado principalmente por hepatocitos,® figura 6. La isquemia de
un Gérgano, en este caso en el higado, conduce a un estado proinflamatorio que
aumenta la vulnerabilidad del tejido durante la reperfusién y puede llevar a la
necrosis celular o la apoptosis.®” ¥ Realizamos una revisién principales
factores involucrados en LIR a nivel hepético, por lo que consideramos

conveniente reducir aqui la extension del tema sobre IRH.3

oo Jorow]o JO ]
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Cytokines Leukotrienes PMN.
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FIG. 1. Mechanisms invelved in hepatic ischemia-reperfusion injury. Hepatocyte (HC), sinusoidal endothelial cell (SEC), Kupffer cell
(KC), neutrophil (PMN), platelets (Plts), nitric oxide (NO), endothelin (ET), calcium (Ca®’), adenosine triphosphate (ATP), platelet activating
factor (PAF), reactive oxygen species (ROS).

;

Figura 6. Principales mecanismos relacionados con la lesion hepatica por

isquemia reperfusién. Tomado directamente de la publicacion.®
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Trasplante hepético con donador vivo relacionado. (THDVR)

Los donadores potenciales y drganos viables han sido y seguiran siendo en el
trasplante de higado total o parcial, una de las mayores limitaciones. Otro factor
son las tendencias ideoldgicas de ciertas regiones del mundo, como en el
Japon y paises orientales, donde hasta la fecha no es factible el trasplante de
donador cadavérico, por estas razones se han buscado nuevas alternativas
para los pacientes en lista de espera para TH.** EL THDVR es una buena
opcion quirdrgica con donadores vivos relacionados, semejante a lo que
sucede con el trasplante renal, en este caso solo tenemos un érgano que tiene
la posibilidad de regenerarse, obteniendo un segmento hepatico para el
receptor y dejando un remanente de glandula hepética en el donador,
suficientes para que ambos individuos sobrevivan y lleven una estilo de vida
activo.

En los Estados Unidos se inicio la fase clinica del THDVR a finales de los 90°s ,
en la actualidad se realizan bajo esta modalidad alrededor del 5-7% de los TH
en adultos.®® Las complicaciones frecuentemente relacionadas al THDVR
estan: el tamafio del 6rgano donador,** el empleo de este tipo de trasplantes
para los pacientes con carcinoma hepatocelular,** neo y reinfeccion viral por
hepatits C con seguimiento a largo plazo,** imposibilidad de evitar la
inmunosupresion, problemas de histocompatibilidad, e incluso la muerte del
donador o receptor. Todas estas complicaciones limitaron su empleo en los
centros de trasplante en sus inicios.*® Sin embargo recientemente se han
publicado series de casos con tasas de éxito por grupos orientales y
occidentales, por ejemplo en Canada, en un estudio con 101 casos reportados,

con 0% de mortalidad operatoria, a quienes se les realizo lobectomia derecha,
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con seguimiento de hasta 4 afios con buena evolucién clinica.** En un estudio
multicentrico en 9 hospitales especializados se realizaron THDVR en 385
pacientes que presentaron sobrevida de 6rgano a los 90 dias y a un afio; con
87 y 81% respectivamente. Se observé que los donadores mayores de 60 afios
y el tiempo prolongado en la isquemia fria fueron de los factores prondsticos
adversos los mas frecuentes.*

En poblacién pediatrica ésta modalidad de THDVR, y trasplante hepatico de
tamafio reducido (THTR), tienen gran impacto por que la mortalidad en
pacientes en lista de espera es mayor que en adultos; estos datos se
incrementan afio con afo, debemos tomar en cuenta que aproximadamente el
7-10% de los TH se realizan en nifios.*® #* Con esta técnica quirdrgica se
obtienen por lo general dos I6bulos para trasplante, uno para nifios y otro para
un adulto, requiere de una experta diseccion y adiestramiento; siendo aun
mayor que para el TH convencional. El tiempo de isquemia y los donadores
viables son nuevamente una limitante para este grupo de pacientes, el THDVR
y THTR son las opciones que han favorecido un mayor nimero de pacientes
trasplantados en poblacién general y pediatrica.”®* En México, el grupo del
Hospital Infantil de México publicé una serie de 35 pacientes de TH, incluyendo
el primer caso de THDVR en nifio, siendo la sobrevida al primer afio de 77.1%

y 74.2% a los 5 afios de seguimiento.?® *°

Preacondicionamiento hepético.
El preacondicionamiento hepético (PH) es un fenbmeno que fue descrito por
primera vez en 1984 por Zager en rifion,>® y posteriormente por Murry et al en

corazén.> El PH consiste en la aplicacién de episodios de isquemia-reperfusion
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breves y repetitivos, antes de una isquemia-reperfusiéon prolongada.’®* Con
posterioridad se constatd que la proteccién obtenida contra la LIR con el PH
inicialmente en el corazon era aplicable a otros 6rganos con funcionalidad muy
diversa, como el musculo estriado,* el cerebro,® el intestino,> los pulmones,*
los rifiones,”® la retina®’ y el higado.>® En cualquier caso, la tolerancia a la LIR
inducida por el PH es especifica para cada 6rgano y en cada especie animal.
Es decir, para cada uno de ellos, el numero de ciclos de isquemia-reperfusion y
su duracion varian. Asi pues, mientras que en el miocardio se consigue la
proteccion tras varios ciclos de isquemia-reperfusion, en el higado se obtiene
tras aplicar un ciclo Unico de 10 min de isquemia seguido de 10 min de
reperfusion, sin que la adicibn de nuevos periodos de isquemia-reperfusion
proporcione mas proteccién.>® Es de mencionar que el postacondicionamiento
se ha estudiado recientemente proporcionando datos alentadores en

combinacion o no de otra estrategia vascular.

Las diversas modalidades y estrategias que se han desarrollo en el area de
isquemia reperfusion se presentan a continuacion en la figura 7. En relacion a
la estrategia de preacondicionamiento hepatico realizamos un articulo de

revisién con una detallada explicacion del tema.* Ver anexo 3.
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A. Continuous ischemia
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Figura 7. Estrategias quirdrgicas y modalidades de preacondicionamiento en
el area de isquemia reperfusion. Tomada directamente de la publicacion

original.*

Transplante de higado y cancer.

La indicacién del TH ha sido empleada en casos de neoplasias malignas del
higado desde sus inicios, actualmente alrededor de 400 pacientes en EUA se
intervienen anualmente con esta patologia, siendo el TH una alternativa
terapéutica de primera eleccién.*? En cancer hepatico debemos diferenciar la
patologia que afecta primariamente a los diversos grupos celulares del higado,
por ejemplo los hepatocitos (carcinoma hepatocelular)®® y las células de los
conductos biliares (colangiocarcinoma). Este ultimo ha tenido un mayor
incremento en el nimero de pacientes sometidos a TH,® pero no en todos los

casos se recomienda el TH, y en la seleccion de los pacientes se debe tomar
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en cuenta que sea un tumor menor a 5 cm 0 no mas de tres lesiones menores

de 3 cm., sin invasion vascular.

Con el ajuste en los criterios de inclusion para TH en este grupo de pacientes
con diagnostico de carcinoma hepatocelular, se ha logrado sobrevida similar a
la viabilidad del 6rgano en pacientes trasplantados con patologia no maligna.®?
En la actualidad de acuerdo a estos lineamientos (criterios de Milan y ajustes
posteriores) los pacientes con una tumoracion </= 5 cm 6 2-3 lesiones </= 3
cm., no mayores de 3 cm. en circunferencia, sin invasion vascular y que
reciben tratamiento prioritario con TH, los resultados son mas alentadores que
en sus inicios.®* Un grupo de investigadores proponen incrementar las
dimensiones en los criterios, siendo 6.5 cm. como tamafio maximo del tumor, o
3 tumoraciones no mayores de 4.5cm, obteniendo resultados similarmente
buenos a los alcanzados con los criterios anteriores.®* Sin embargo en los
casos de colangiocarcinoma en fases avanzadas, el prondstico es aun pobre
en comparacion con el carcinoma hepatocelular. En pacientes con
colangiocarcinoma estadio | y II, sin ganglios positivos hiliares, se compar6 de
manera prospectiva los resultados de los pacientes a quienes se les realizé TH
y terapia neoadyuvante (TN) en comparacién con el grupo de reseccion
convencional, siendo el TH y TN la mejor opciébn para este grupo de
pacientes.”> En otros tipos de neoplasias menos agresivas, como el

hemangioendotelioma epiteloide y el hepatoblastoma, el TH presenta aun

mejores resultados cuando se tratan tempranamente.
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Trasplante celular de hepatocitos (TCH).

Se han realizado estudios en humanos y en diversas especies incluyendo
modalidades de trasplante desde el tipo autdlogo hasta el xenotrasplante, con
resultados progresivamente alentadores; siendo cada vez sea mayor el avance
en la vida media y funcionalidad del TCH.%® ¢’

Dentro de las opciones para TCH, una modalidad es su inyeccién por via portal
0 en lugares ectdpicos, como la pulpa esplénica, demostrando transitoriamente
en animales de experimentacion que los valores en las pruebas de
funcionamiento hepatico tienden a la normalidad por un tiempo determinado de
acuerdo al modelo empleado.®” ®® Un niimero reducido de pacientes estudiados
y una corta viabilidad de los hepatocitos es una de las causas de no viabilidad
de los higados disponibles para TH, en particular en las células con alto
contenido de grasa; que hasta la fecha no son recomendadas para TCH.®® Con
estas caracteristicas un grupo de potenciales donadores puede reducirse Ssi
tomamos en cuenta que el higado graso es una patologia frecuentemente
asociada y diagnosticada en pacientes con dietas occidentales, con gran
ingesta de carbohidratos y grasa de manera desproporcionada. Esta entidad
clinica ha provocado gran interés en el grupo de gastroenterdlogos,
hepat6logos e internistas; asi como su relacién con obesidad, dislipidemia o
sindrome metabélico.”

En relacion a las células hepéticas, estas pueden proceder del mismo individuo
en base a la tecnologia de células madre, de otro ser humano, o
xenotrasplante.”t Otra opcién viable son las células madre de origen
mesenquimatoso que derivan de la medula ésea, proporcionando una nueva

opcion para el tratamiento de las enfermedades del higado.
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Pero sin duda, hasta el momento la mayor cantidad de estudios realizados en
esta area han sido enfocados a los xenotrasplantes, producto de la
cooperacion entre la investigacion basica y clinica, ambas indispensables para
el progreso del TH, este tipo de trasplantes se han estudiado como una
opcion viable en humanos, la obtencion de 6rganos ha sido investigada en
diversas especies; siendo las de mayor impacto hasta el momento los cerdos y
primates, con trabajos iniciales experimentales con roedores. La limitacion al
emplear el 6rgano completo para trasplante o las células hepaticas para su
implantacion, es la cierta transmision de agentes patdgenos, primariamente
virus.” ™ Por lo que resulta atractiva la terapia genética previa a la trasplante
celular, modificando este potencial inmunolégico y genético,” como lo
demostrado en animales KO o depletados de GAIT KO (alphal,3-

galactosyltransferase knockout).”® ”*

Soporte artificial en pacientes con falla hepética terminal.

El soporte artificial en pacientes candidatos a TH y con falla hepética fulminante
o terminal, tiene diversas fases iniciales como son el purificar la sangre por
hemofiltracion, plasmaferesis y el dispositivo bioartificial hepético. Este ultimo
en sus diversas versiones tecnoldgicas estan integradas por un grupo de
hepatocitos colocados en filtros o celdas por donde se procesa la sangre en
equipos similares a los empleados para hemodializar a los pacientes con
insuficiencia renal, logrando llevar a cabo las funciones del higado de manera
temporal. Estos dispositivos se presentan como una posibilidad que mantiene

la funcion hepatica hasta el momento del TH, funciona como apoyo a los
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pacientes cuando no se tiene disponibilidad inmediata de 6rganos; por lo que la
funcién hepatica se trata de mejorar, asi como los niveles de amonio en los
pacientes sometidos temporalmente a este tipo de terapia.”® " A nivel clinico
se ha empleado este apoyo artificial hepatico externo, empleado hepatocitos de
cerdo, en un estudio comparativo multicéntrico con 171 pacientes,
demostrando la eficacia relativa en pacientes con falla hepatica fulminante.®
Dados los alentadores datos iniciales, varios grupos se encuentran estudiando
la factibilidad de emplearse clinicamente y aun se encuentra pendiente un
equipo idéneo para su uso.

En la muy amplia la gama de factores que se relacionan en un trasplante de
higado, debemos tomar en cuenta la etiologia de la enfermedad hepatica, el
tratamiento u opciones de mantenimiento previo al procedimiento quirargico, el
tipo de procedimiento quirdrgico, incluyendo el trasplante celular de hepatocitos
y el seguimiento posoperatorio. Consideramos fundamental en trasplantes el
seguimiento y la sobrevida a corto, mediano y largo plazo, el potencial riesgo
de rechazo agudo y cronico y la apropiada terapia con inmunosupresores,
entre otros factores. Recientemente se ha publicado la sobrevida a largo plazo
de pacientes trasplantados de rifidn sin inmunoterapia y trasplantes de médula
6sea, por lo que esta terapia modificada tal vez pronto la veamos en el TH.®!
Hemos tratado de incluir de manera general los principales factores asociados
al TH en el esquema 1 para proporcionar nuestro punto de vista en una entidad

gue afecta a la poblacion mundial y México no escapa de esta realidad.
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Oxigeno, especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres (RL).

Una de las etapas decisivas de la evolucion de las especies en la tierra fue la
incorporacion del oxigeno a las funciones vitales haciendo mas eficiente la
obtencion de energia de los alimentos. Los organismos aerobicos manifiestan
ventajas sobre los anaerdbicos. En Ultima instancia el oxigeno es en los
organismos aerobicos el “basurero” de los electrones que intervienen en las
multiples reacciones de o0xido-reduccion del metabolismo celular. A las variadas
ventajas de la presencia del oxigeno en la maquinaria celular hubo de
aceptarse la toxicidad propia del oxigeno. Todos los organismos presentan
manifestaciones de toxicidad cuando se mantienen en concentraciones de
oxigeno mayores del 21%. La toxicidad se oxigeno se debe a que dada su
elevada reactividad, con facilidad forma radicales libres.

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica capaz de tener
existencia independiente y que contiene uno o mas electrones no apareados.
La toxicidad del oxigeno se debe a la formacion de RL de oxigeno, los cuales
por su reactividad reaccionan con muchas de las moéculas presentes en las
células y alteran su funcionamiento. Entre los RL del oxigeno mas frecuentes
en la células se encuentran el superoxido (O,--), el hidroxilo (OH-), el peroxilo
(RO-,), el alcoxilo (RO-) y el hidroxiperoxilo (HO-3).

En este tema con frecuencia se usa el término especies reactivas de oxigeno
(ERO), en el cual se incluyen algunos de los RL del oxigeno, como el O,-- y el
OH-, asi como otras moléculas que contienen oxigeno y que no son RL, las
mas comunes son el peroxido de hidrégeno (H20,), el acido hipocloroso HOCI,

el ozono (0O3), el oxigeno singulete y el peroxinitrito (ONOO).
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También se usa el término oxidante para referirse a las ERO, su uso no es
recomendable por que algunos de ellas, como el O,-- y el HyO, tienen

propiedades oxidantes y reductoras.

Estrés oxidativo.

Se ha denominado estrés oxidativo a una alteracion en el balance entre
compuestos prooxidantes — antioxidantes a favor de los primeros, que conduce
a un dafio potencial.®?

En el concepto de estrés oxidativo como desequilibrio implica que en
condiciones fisiolégicas normales existe un equilibrio dindmico entre los
compuestos prooxidantes y los antioxidantes. Los prooxidantes son producidos
de manera continua por un lado, como productos secundarios de la respiracion
y del metabolismo oxidativo, por otro lado como compuestos relacionados con
la sefializacién celular por ejemplo el H,O,. Los antioxidantes se encargan de
su desaparicién continua para mantener el equilibrio. La situacién de estrés
oxidativo puede presentarse, ya sea por que aumente la formacién de pro-
oxidantes mas alla de la capacidad de los anti-oxidantes para eliminarlos, o
bien, por que se mantenga constante la formacion de pro-oxidantes y
disminuya la cantidad o la capacidad de los sistemas anti-oxidantes para
eliminarlos.

En el primer caso, cuando hay un aumento de pro-oxidantes, corresponde a
una mayor generacion de ERO, por ejemplo al exponerse a elevadas
concentraciones de O, a lo observado en el higado por una intoxicacion por

etanol, o a la fase de reperfusion en el proceso de isquemia reperfusion. El
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segundo caso, el de la disminucion de anti-oxidantes se observa en mutaciones
que restrinjan la actividad de enzimas antioxidantes, por ejemplo la superéxido
dismutasa, o en individuos que mantengan dietas carentes de anti-oxidantes
por ejemplo las vitaminas C y E. En condiciones normales existe dos tipos de
compuestos — prooxidantes y antioxidantes - , 1o que le confiere elasticidad y

reversibilidad a la situacion.®

Principales oxidantes, prooxidantes y antioxidantes celulares.®

OXIDANTES
e Peroxinitrito
e Radical Hidroxilo
¢ Radical alquilo
¢ Radical peroxilo
e Radical alcoxilo
e Hidroxiperoxidos organicos
e Oxigeno singulete

PROOXIDANTES

e Radical superoxido
e Pero6xido de hidrégeno
e Oxido nitrico

e Ubisemiquinona
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ANTIOXIDANTES

Enzimaticos:

e Superdxido dismutasa (Mn-SOD y Cu, Zn-SOD)

e Catalasas

e Glutation peroxidasas (Se-dependiente y Se-independiente)
No Enzimaticos:

e Glutation reducido

e Alfa tocoferol

e Acido ascorbico.

Cuando no se establece el equilibrio la situacién puede llegar a ser mortal,®* en

este sentido los aumentos en los niveles de ERO dentro de la célula tiene

consecuencias directas e indirectas que pueden dar lugar a apoptosis o0 a

. 85 . . . .z e
necrosis, > alteraciones del tipo de la carbonilacion de proteinas que dan como
resultado una deficiente calidad y funcionalidad de las proteinas, deterioro
+~ 86

celular y senescencia.

En general la presencia del estrés oxidativo desempefia un papel significativo

en la etiologia y/o la progresion de varias enfermedades humanas, tales como

enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis, las complicaciones de largo

plazo de la diabetes)®’, enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer,
: : : .. 88-91

Parkinson e isquemia cerebral) y sepsis.

Los sistemas de defensa antioxidantes alterados o0 no regulados

apropiadamente debido a la enfermedad, y/o al resultado del envejecimiento,

pueden llevar al estrés oxidativo, o que ocasiona que los carbohidratos, las

proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos se oxiden debido a mayor
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generacion de radicales libres modificando asi su estructura y funcién.®? En los
antioxidantes en los padecimientos previamente descritos, estos se encuentran

disminuidos o desaparecen progresivamente.

Carbonilacién de proteinas.

La carbonilacion de proteinas es una de las consecuencias del estrés oxidativo
debido a un exceso en la presencia de RL cuya generacibn aumenta, por
ejemplo, por la ingesta exagerada de etanol o por la isquemia reperfusion. En
este ultimo caso la produccién creciente de RL que reaccionan y que oxidan
las cadenas laterales de la lisina, de histidina, y de los residuos de la cisteina,
llevando a cabo la carbonilacién en las proteinas.®® Lo anterior da por resultado
la modificacién extensa de la proteina que lleva a la alteracién de la funcién.®*
Todas las proteinas poseen grupos carbonilos en su estructura, sin embargo,
dichos grupos carbonilos no son de interés en relacién al estudio del estrés
oxidativo, siendo la formacion de carbonilos de los residuos laterales de los
aminodacidos presentes en las proteinas es la que resulta de interés por que las
inactivan funcionalmente. Mientras mayor se el estrés oxidativo y mayor sea la
presencia de RL, serd mas extensa la formacién de nuevos grupos carbonilo en
las proteinas y de mayor magnitud la lesion celular. En los seres vivos en
general encontramos mayor cantidad de proteinas en relacion a los lipidos, y
estas cuentan con funciones mas especializadas, por lo tanto, su carbonilacion
e inactivacion es mas grave que la lipoperoxidacion de los lipidos y medicion
mediante TBARS.%

Recientemente se ha trabajado para ofrecer un manejo farmacologico a la

carbonilacion de las proteinas mediante agentes secuestradores de
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compuestos generadores de grupos carbonilos y biomarcadores de dafio
oxidativo®® %3

Existen diversos métodos de para identificar los grupos carbonilos en las
proteinas. EI mas sencillo consiste en la determinacion colorimetrica haciendo
reaccionar la proteina carbonilada con un compuesto que al reaccionar con un
grupo carbonilo da origen a un derivado con color y que la intensidad del color
sea proporcional a la cantidad de grupos carbonilos de la proteina. El
compuesto mas usado ha sido la 2,4 dinitrofenil hidrazina.

Méas adelante se desarrollaron métodos inmunolégicos, de manera que el
anticuerpo primario identificara la fenil hidrazina unida al grupo carbonilo
perteneciente a cada uno de los radicales de aminoacidos presentes en la
proteina. La ventaja de un método asi es que puede orientar hacia la
identificacion de la proteina carbonilada y si se realiza en analisis histologico
brinda la imagen del tejido y del grupo celular mas afectado por la carbonilacion
de proteinas, el cual a su vez es el grupo celular con mayor estrés oxidativo y
mas elevada poza de ERO.

En este sentido se han realizado estudios experimentales y clinicos en

enfermedades como el Alzheimer,*® de donde tomamos la técnica empleada en

el presente trabajo de tesis en biopsias hepaticas.
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AINE’s e inhibidors la enzima ciclooxigenasa (COX).

La ciclooxigenasa (COX) o prostaglandina endoperoxido-sintetasa (PGH-
sintetasa) es la enzima que cataliza la transformacion del acido araquiddnico
(AA) a prostaglandina H, (PGHy>). Los productos derivados del metabolismo del
AA son denominados de forma colectiva eicosanoides.®’ El primer paso en la
produccion de eicosanoides es la liberacion del AA de la membrana
fosfolipidica por la accién de la fosfolipasa A, (PLA2) en respuesta a diferentes
estimulos (bradicinina, angiotensina Il, trombina, histamina, leucotrienos,
citocinas, factores de crecimiento) y la fosfolipasa C, que cataliza la formacion
de AAy glicerol a partir de los fosfolipidos liberados de la membrana celular. La
actividad de las fosfolipasas es el paso limitante que condiciona la velocidad de
sintesis de los eicosanoides. Una vez liberado, el AA puede volver a la
membrana para integrar un fosfolipido, difundir al medio extracelular, o ser
metabolizado por diferentes sistemas enzimaticos como COX, lipoxigenasa y
citocromo P-450, que catalizan la sintesis de prostaglandinas (PG),
leucotrienos y productos derivados de la via de la epoxigenasa,

respectivamente.®” %8

Estos compuestos afectan a mdltiples vias de
sefalizacion intracelulares que modulan un amplio espectro de funciones
fisiolégicas como la inflamacién, la ovulacion, la respuesta inmunitaria y la

mitogénesis.?" 99 100

La PGH-sintetasa posee dos actividades cataliticas, la primera denominada
ciclooxigenasa, que produce un endoperoxido intermedio denominado PGG,,
sobre el cual actia la segunda actividad catalitica que es una peroxidasa y lo

transforma en PGH,*®
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A partir de la PGH,, por accion de diferentes endoperoxido isomerasas se
sintetizan la prostaciclina (PGl;), PGD,, PGE,;, PGF, y los tromboxanos,
dependiendo de los sistemas enzimaticos presentes en los diferentes tipos

celulares.*®*

Las PG ejercen su accion a nivel intracelular, a través de receptores nucleares
como los de clase PPAR (receptores de activacion de la proliferacion
peroxisomal), que actian como factores transcripcionales tras la union al
ligando, o como mediador paracrino, donde su accién es consecuencia de la
interaccidn con diversos receptores de las membranas celulares asociados a
proteinas G.!* En la mayoria de los casos, la interaccién con su receptor
desencadena la activacion del sistema adenilil ciclasa, con el aumento de
AMPc, o de la fosfolipasa C y el consiguiente incremento de la concentraciéon

de calcio intracelular y de diacilgliceroles.'*

Los eicosanoides se producen en casi todas las células; por tanto, estan
involucrados en la mayoria de las funciones organicas.’®® En el caso de los
productos derivados de la accion de la COX, intervienen en las siguientes
funciones importantes: el proceso inflamatorio produciendo vasodilatacion,
aumento del flujo sanguineo local y de la permeabilidad vascular; la génesis de
la fiebre en el sistema nervioso central y de la hiperalgesia localizada al
sensibilizar las fibras nociceptivas del sistema nervioso periférico; en la
inhibicion de la agregacion plaquetaria a través de la accion de la prostaciclina;
en la respuesta inmunitaria ejercen una accion reguladora con inhibicion de la
proliferacion y funcion de los linfocitos. En la funcion renal, con modulacion del

tono vascular y de la homeostasis del sodio y agua a través de la regulacion de
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la hemodinamica glomerular, reabsorcion de sodio y agua tubular y de la
secrecion de renina. En el tracto gastrointestinal sus acciones mas
caracteristicas a nivel gastrico son el aumento del flujo sanguineo, de la
produccion de moco y bicarbonato y efectos protectores frente a agentes
lesivos sobre la mucosa. En el intestino tienen un papel en la regulacion de la
motilidad gastrointestinal y de la secrecién.'®® Ademéas ejercen otras
importantes funciones en el arbol bronquial, en el metabolismo 6seo, en

6rganos endocrinos y en los sistemas reproductores masculino y femenino.%?

Isoenzimas de la COX.

En 1989 se identifico una segunda isoforma de la enzima COX con una
estructura muy similar pero con una diferencia sustancial en cuanto al patrén
de expresién y su biologia.’** 1% La isoforma COX-1 se expresa de forma
constitutiva en practicamente todos los tejidos, lo que indica que su funcion
principal es la produccién de PG para la regulacibn homeostéatica. En cambio,
la isoforma COX-2 es inducible y, en condiciones basales, sus concentraciones
son practicamente indetectables. Sin embargo, en respuesta a diversos
estimulos como lipopolisacaridos, interleucina 1, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), endotoxina y estrés oxidativo, entre otros, se produce un aumento de
su expresién y de la produccién de PG y tromboxano.'® °® Se ha observado
que el cerebro, la macula densa renal y la placenta expresan COX-2 de forma
constitutiva, y por tanto también puede desempefiar en ciertas células un papel

importante en procesos fisiologicos.™®’
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El gen de la COX-2 esta localizado en el cromosoma 1 y el de la COX-1 se
halla en el cromosoma 9. El promotor del gen de la COX-2 contiene una caja
TATA vy sitios de union para diferentes factores de transcripcion, como el factor
nuclear B (NF- kB) o el factor nuclear para la expresion de interleucina 6 (NF-
IL-6), que estan implicados en la induccion de COX-2 en respuesta a diversos

estimulos. 0% 197

La estructura tridimensional obtenida mediante cristalografia por rayos X es
idéntica entre ambas isoformas de COX, al igual que su actividad catalitica y su
inhibicion por parte de los antiinflamatorios no esteroideos. La COX-2 posee un
peso molecular de 71 kD y esta formada por unos 600 aminoacidos,
compartiendo un 63% de su secuencia con la COX-1. Los residuos del canal de
unién con el ligando, los sitios cataliticos y residuos inmediatamente préximos
104,

son idénticos salvo por dos posiciones (lle por Val en posiciones 434 y 523);

198 a2 su vez, existen diferencias en sus terminaciones NH, y COOH.%’

Mientras que la localizacién celular de la COX-1 se restringe al reticulo
endoplasmico, la COX-2 se distribuye tanto en la regién perinuclear, superficie
interna de la membrana nuclear, asi como en el reticulo endoplasmico, por lo
gue los eicosanoides producidos se distribuiran preferentemente por el nucleo,
respecto a las PG producidas por la COX-1, y por tanto ejerceran acciones

moduladoras sobre la transcripcién de genes.?’

La COX-2, como se ha comentado previamente, no es detectable en
condiciones basales en la mayor parte de los tejidos de mamiferos, pero su
expresion es rapidamente inducible por factores de crecimiento, promotores

tumorales, hormonas, endotoxina bacteriana y diversas citocinas. La regulacion
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de su expresion se produce por diferentes vias, tanto a nivel transcripcional

(caja TATA) como postranscripcional, sobre el ARN mensajero (ARNm).**’

Derivado de lo anteriormente expuesto, se ha planteado que la COX-1 y la
COX-2 son sistemas de sintesis de PG parcialmente independientes. La COX-1
produce prostanoides con accion extracelular para o autocrina que actian en la
regulacion de la homeostasis del medio, mientras que la COX-2 tendria dos
funciones; la primera, en relacion con su localizacibn en el reticulo
endoplasmico, seria la de colaborar en el aumento de la funcion de COX-1, y la
segunda, propia de la COX-2 localizada en la superficie interna de la
membrana nuclear, seria la de actuar como un sistema de produccién de PG

con accién nuclear en la replicacién y diferenciacién celular.**’
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Introduccion al trabajo de tesis publicado.

La lesion por isquemia reperfusion (IR) ocurre cuando un tejido u 6rgano recibe
temporalmente un aporte sanguineo inapropiado para mantener sus funciones
vitales, se asocia a eventos como las cirugias del higado, especialmente en el
trasplante, resecciones hepaticas y en el estado de choque hemorragico

secundario a trauma.® 1% 110 E

dafo oxidativo generado durante estos
procedimientos, se caracteriza por un complejo conjunto de reacciones
metabdlicas las cuales incluyen un incremento en las especies de oxigeno
reactivas (EOR),* ™! y en los mediadores de la respuesta inflamatoria®*? *** 14
todo lo cual ocasiona dafio celular, apoptosis, necrosis y eventualmente falla
organica.'> %

Durante la fase de reperfusion se genera un exceso de las EOR, las cuales
pueden afectar todas las moléculas esenciales para la homeostasis del
organismo, como son proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN.*****” Con base
en lo anterior se ha demostrado la existencia y operacién de varios sistemas
celulares, especialmente activos en el higado, responsables de la generacién
de un exceso de ERO en la etapa de reperfusion, tal vez el mas importante sea
la generacion de ERO a través de la actividad de la NADPH oxidasa de las

membranas de las células de Kuppfer (KC) y neutréfilos.**® Un segundo

mecanismo es la conversion de la enzima xantina deshidrogenasa en xantino

119, 120 121

oxidasa gue genera el radical superéxido™", una EOR muy activa. La
tercera fuente de ERO podria estar ligada a la actividad mitocondrial en las
células afectadas'®. Desde el punto de vista morfolégico, la sobreproduccién

de ERO afecta el parénquima hepatico, hay activacion de las CK, se visualiza
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alteraciones vasculares, con activacion y migracion de polimorfonucleares
(PMN), con cambios consecuentes en la permeabilidad de las mitocondrias,
. , . . . . 122-125
activando la via apoptotica, y la necrosis, como estadio final.
Entre los mediadores de la inflamacion que también aumentan durante la IRH
: 97

se encuentran las prostaglandinas (PGs), y los tromboxanos (Txs).”" Ambos
son derivados primariamente del acido araquidodnico, las PGs estan
compuestas por acidos grasos de 20 carbonos, entre sus caracteristicas
farmacoldgicas, se ha comprobado que disminuye la migracion de
polimorfonucleares, mejoran la estabilidad de la membrana celular, y optimizan

el metabolismo de la insulina y los lipidos,*? 27

regulan moleculas de adhesion
celular y promueven la proliferacion del hepatocito. Por otro lado los TXs tienen
un efecto opuesto a nivel celular provocando mayor migracion del PMN, estasis

8 Existen inhibidores selectivos de la enzima

vascular y trombosis.*?
Ciclooxigenasa de tipo | (COX-1) y tipo Il (COX-2),%" que pueden resultar una
alternativa en la disminucion del estrés oxidativo, dado su efecto como
“secuestrador’ de EOR.?*° Recientemente se han estudiado en el tratamiento
del cancer, ademas de poseer su conocido efecto antiinflamatorio. " 103 130-132
Las EOR participan en el dafio por isquemia reperfusion, dichas EOR, en
especial las que adicionalmente son RL, se caracterizan por su vida media muy
corta, y son elusivas para medir su existencia como tal en los tejidos.** Hasta
este momento, la Unica opcion es hacerlos reacionar con otro radical libre y
detectar su presencia por la resonancia paramagnética (EPR) que poseen. *%*
131, 134

Un factor a favor de esta propuesta son nuestros estudios anteriores, en que se

demostré una accidn beneficiosa de aspirina, naproxen, nimesulide, y
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piroxicam en modelos alternativos en la generacién hepéatica del ROS, tales
como la intoxicacion aguda por etanol: los AINES previenen el aumento en los
lipidos, sustancias reactivas de A&cido tiobarbitirico (TBARS),®! y una
disminucién del glutation después de una ingesta de etanol.***** Asi mismo,
los AINES usados protegen contra el aumento en el catabolismo de proteinas
ocasionado por la ingesta aguda de etanol.! Un renglén original de nuestro
estudio fue ubicar en el conjunto de distintas estirpes celulares del higado,
cuales son aquellas que inicialmente responden al proceso de isquemia
reperfusion con un aumento en sus RL, monitoreado éste por la carbonilacion
de sus proteinas en el seno celular. Ademas interesaba saber el curso temporal
de dicha alteracion y el efecto del piroxicam y meloxicam en la respuesta a la
agresion. Para ello era indispensable identificar plenamente las principales
células hepaticas, asi como precisar en cuales de dichas células se localizaba
una mayor carbonilacion de proteinas. El abordaje para resolver el reto fue por

medio de inmunohistoquimica.®®
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Planteamiento del Problema.

La lesion por isquemia-reperfusion es un evento que se presenta cuando un
tejido es sometido a isquemia, el cual posteriormente al restablecerse el flujo
sanguineo y ser reoxigenado, promueve la formacioén de EOR, compuestos que
al estar en exceso son nocivos para la célula. Este proceso de IR es inevitable
en la procuracion de organos para trasplantes, y ademas se observa en
multitud de situaciones patolégicas como son la lesion isquémica, el infarto, la
estenosis 0 bloqueo total del aporte arterial y/o venoso, el trauma hepatico,

diversos procedimientos quirdrgicos y la intoxicacion por etanol.

Justificacion.

Debido a que la lesion por isquemia-reperfusion es un evento comdn en una
gran cantidad de entidades nosoldgicas que incide sobre la evolucion de los
enfermos, es indispensable identificar nuevas alternativas terapeuticas que

permitan proteger o disminuir la lesién tisular durante este evento.

Hipotesis Alterna.
La administracion de Meloxicam O Piroxicam durante la lesion por IRH,
disminuird la presencia de EOR y sus efectos secundarios a nivel local y

sistémico.
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Hipotesis Nula.
La administracion de Meloxicam & Piroxicam, durante la lesion por IRH, no
disminuird la presencia de EOR, ni sus efectos secundarios a nivel local y

sistémico.

OBJETIVO GENERAL.

El objetivo del presente estudio fue ampliar la caracterizacion de las lesiones
hepaticas, en particular por medio de la carbonilacién de proteinas, y evaluar
el efecto de los inhibidores COX-1 (Piroxicam)'*® y COX-2 (Meloxicam)**° sobre
el estres oxidativo ocasionado en un modelo experimental de isquemia caliente

y reperfusion hepatica, durante el curso temporal en 24 horas.

Objetivos especificos.

1. Determinar el efecto de la IRH en los niveles séricos de las enzimas
hepaticas de escape como la ALT, AST, OTC y DHL vy el efecto
observado con la aplicacion de inhibidores de la COX-1y la COX-2.

2. Precisar mediante la resonancia paramagnetica el efecto del piroxicam
meloxicam en los RL presentes en bilis de ratas sometidas a un modelo
de IRH.

3. Evaluar la participacion de los AINE’s meloxicam y piroxicam abatiendo
la carbonilacion de proteinas y el aumento en TBARS, debidos a la
generacion hepatica de EOR en un modelo experimental de IRH.

4. Identificar el grupo celular hepatico mas propenso a la carbonilacion de

proteinas de acuerdo a la evolucion del fenédmeno de IRH.
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5. Caracterizar el efecto de la administracion de meloxicam y piroxicam en
el  parénquima hepatico por medio de técnica histoldégica con
hemotoxilina y eosina después de someter el higado a isquemia caliente
y reperfusion.

6. ldentificar las células en proceso de apoptosis en el modelo de IRH y el

efecto observado con la aplicacion de inhibidores COX-1 y COX-2.
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MATERIAL Y METODOS.

Animales y grupos de estudio.

Posterior a la aprobacion del proyecto por las comisiones de ética y del comité
para el manejo y cuidado de animales de laboratorio del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez”, se emplearon ratas Wistar, con un peso entre 250-300
g, alimentadas con dieta comercial estandar (Purina, México) y agua ad
libitum, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, y un control de temperatura
constante de 22 °C. Los procedimientos quirdrgicos se realizaron en un horario
inicial de las 08:00 a 16:00, en el laboratorio de cirugia experimental del

Departamento de Cirugia, de la Facultad de Medicina de la UNAM

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente en cuatro grupos de estudio (n=10)

por tiempo estudiado.

Grupo 1) Sham o simulado (S): Tratados bajo previa anestesia y laparotomia
(procedimiento quirdrgico para abordar la cavidad abdominal) sin pinzamiento

vascular portal, ni aplicacion de algin medicamento.

Grupo 2) Isquemia Reperfusion Hepéatica (IRH): Previa anestesia,
laparotomia y sometido a isquemia caliente parcial y reperfusion hepatica sin

aplicacién de medicamento.

Grupo 3) COX-1: Se aplicé 1 h previa a la cirugia, por via intraperitoneal, un

antiinflamatorio no esteroideo (AINE), caracterizado por ser un inhibidor de la
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enzima ciclooxigenasa tipo | (COX-1:piroxicam, Senosiain, México), 13mg/kg,
posteriormente se aplica anestesia, laparotomia y el higado es sometido a

isquemia caliente parcial y reperfusion hepatica.

Grupo 4) COX-2: Se realiz6 el mismo procedimiento del grupo 3, pero se
aplicdé un AINE, inhibidor de la enzima ciclooxigenasa tipo II (COX-2:

meloxicam, Boehringer Ingelheim, Alemania), 0.9mg/kg.

En los grupos 2, 3y 4 el tiempo de isquemia caliente parcial fue de 90 minutos,
con toma de muestras en el periodo de reperfusibn alas 0.5, 1, 1.5, 2,4, 12,y

24 hs respectivamente.

Procedimiento Quirdrgico.

Después de 12 horas de ayuno, con agua ad libitum, bajo anestesia con
xylazina (100 mg/kg) y ketamina (13 mg/kg.), las ratas se colocaron en posicién
decubito dorsal, previa tricotomia, se realiz6 incision media abdominal,
abordando la cavidad peritoneal por planos con tijera, se empled
electrocauterio para la hemostasia (Ethicon-USA). Se movilizaron los intestinos
hacia la derecha, y se identifico la triada portal (arteria hepatica, conducto
hepatico y vena porta), se colocé una pinza o clamp microvascular (Aesculap,
Alemania), interrumpiendo el flujo hepatico portal de manera parcial, para evitar
la congestion esplacnica. El tiempo de isquemia caliente fue de 90 minutos,
transcurrido éste periodo se retird la pinza vascular y se verifico el periodo de
reperfusion, se realizé hepatectomia parcial de los Iébulos hepatico bien

perfundidos y se mantuvo a la rata con los I6bulos sometidos a isquemia.
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Durante todo el procedimiento, los animales se mantuvieron hidratados con
solucion salina 0.9% a 36 °C por via peritoneal a un flujo de 15 ml/kg/h,
posteriormente se colocaron un colchén térmico neonatal (Johnson & Johnson,
USA.) a 36.5 °C para evitar la hipotermia.

Durante el periodo de reperfusion se tomaron las muestras de biopsias
hepaticas del mismo I6bulo en todas las ratas, las muestras sanguineas se
tomaron con una jeringa de insulina a nivel de las venas suprahepaticas, es
decir, posterior al paso hepatico de la circulacién intestinal y las muestras de
bilis directamente del conducto hepatico comun o colédoco. Al término de los
tiempos establecidos de estudio se cerré la cavidad por planos con poliglactina
910, vicryl 5-0 (Davis, USA). Se mantuvo en observacion a las ratas durante el
postoperatorio mediato y posteriormente llevadas al bioterio. Se observaron a 2
ratas por grupo para medir sobrevida por un periodo de 6 meses, los datos de

estas ratas no fueron incluidos en el presente estudio.

Estudio de las enzimas séricas hepaticas.

Se obtuvo sangre de las venas suprahepaticas con una jeringa de 1 ml para
aplicacion de insulina, al término del periodo de reperfusion en cada grupo y
tiempo seleccionado. Dicha enzimas fueron: alanino aminotransferasa
(ALT)/(TGP), aspartato aminotransferasa (AST)/(TGO), deshidrogenasa lactica
(DHL) y ornitincarbamiltransferasa (OTC). Cada muestra se coloco en un tubo
Eppendorf (Beckton-Dickinson-México), se centrifugb a 5,000 RPM por 5
minutos, se obtuvo el suero con pipeta Pasteur y en nuevos tubos Eppendorf,

se procesaron de acuerdo a las técnicas descritas para medir enzimas de
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37, 141

escape hepaticas por medio de un kit y reactivos de Bayer, México. La

determinacién de OTC se realizd mediante el método de Ceriotti.***

Estudio histopatoldgico.

La estrategia de las tinciones que se utilizé consiste en lo que se ha definido
como la rutina de evaluacion de dafio hepéatico, como son las tinciones con
hematoxilina y eosina (H y E), Masson, PAS (Periodic Acid-Schiff) con y sin
diastasa. Para fines del presente estudio se presentan los resultados con H y
E. El estudio del dafio hepatico se evalué en funcién de la afeccién acinar y/o
lobulillar que ha sido bien caracterizada para hepatitis de curso agudo,

subagudo y crénico y lesién isquémica hepatica 4% 143

Para su conservacion vy fijacion se emple6 solucion de formol al 10% e
inclusion en parafina. Se evaluaron las variables descritas previamente como
necrosis hepatocelular, congestion y ectasia vascular, tipo y cantidad de
infiltrado inflamatorio, etc. La determinacion fue en un minimo de 10 espacios
porta, escogidos aleatoriamente. Utilizamos una escala convencional: minimo

(<25%), moderado (25-50%) y severo (>50%).

Técnica de reaccion con el acido tiobarbiturico (TBARS).

Después de la laparotomia se obtuvo mediante seccion con bisturi una muestra
de higado de aproximadamente 0.5 g que se colocé en un homogenizador
vidrio-silicon. Se realiz6 un homogenado tisular en una solucion de buffer con

fosfatos (pH 7.4) a una relacién biopsia-buffer 1:3.
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Se filtré a travs de una gasa y el filtrado se colocé en incubacion a 37 °C y
agitacion por 30 min. Se le agrego acido acético (Sigma-Aldrich, México) al
20% vy acido tiobarbitarico (Sigma-Aldrich,USA) al 0.8%, previamente disuelto
en buffer de fosfatos. Se colocé a ebullicion por 45 minutos para completar la
reaccion quimica cubriendo los tubos de ensayo con canicas para evitar la
evaporacion. Al término se adiciond KCI al 2%, butanol-piridina (Sigma-Aldrich,
México) en una relacion 15:1, se agité y centrifugd a 5,000 RPM por 15
minutos. Se separaron dos fases, la superior de color rosa, se transfirid a una
celdilla de espectrofotdmetro (Modelo Beckman 650, Alemania), y la muestra
se ley6 a 432 nm. Se realiz6 una determinacion de proteinas con el método de
Bradford para poder expresar los valores de TBARS en higado por mg de

prote ina 135, 144-146

Resonancia Paramagnética (EPR).

Durante la diseccion de la triada portal, se coloco un catéter PE-23 de silicon
(Becton Dickinson & Co, Sparks, MD, USA) en el conducto hepatico comun 5
minutos antes de iniciar la reperfusion mediante microcirugia. Al término del
periodo de reperfusién (90 min), se retird el clamp vascular de la triada portal, y
en todos los grupos de estudio se colecté la bilis por un lapso de 2 horas.
Previamente se inyecto por la vena porta el atrapador de RL, alpha-(4-piridil 1-
oxido)- N-t-butilnitrona (PBN), 500 mg/kg., disuelto en dimethil sulfoxido
(DMSO). Que formara un complejo paramagnético con los RL generados en
las células. La bilis se colect6 en tubos de Eppendorf y congeld a -70 -C hasta
su analisis mediante EPR (e-Line century Series from Varian, USA), en celdas

planas de cuarzo (modelo WG-812, Wilmad-Lab Glass, USA), bajo las
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siguientes caracteristicas fisicas: ganancia, 5 x 10%* modulacién de amplitud,
2.0 G; modulacion de frecuencia, 100 kHz; microondas a 2 mW; constante de
tiempo de 0.5 min; tiempo de barrido, de 4 minutos. Se tomaron 10 trazos por
muestra analizada, obteniendo un patrén promedio. (No hubo cambios en la
intensidad de la sefal durante el estudio), se empled un osciloscopio modelo
Agilent 54622A (Agilent, USA) y mediante un procesador de Excel microsoft se

recopilaron los datos.

Deteccidn de proteinas carboniladas por inmunohistoquimica.

Se estudié por medio de una reaccion de inmunohistoquimica (IHQ), con la
técnica del complejo biotina-estreptavidina/peroxidasa. Las muestras de higado
se fijaron en etanol por 2 horas y posterior inclusion en parafina. Se realizaron
cortes de 2y 3 milimetros, para la inmunotincion, esta se realizd con la técnica
del polimero marcado, usando el sistema de deteccion EnVision HRP+, (Dako
Corporation, Carpinteria Calif. USA). Se utiliz6 2,4 dinitrofenilhidrazina (Sigma
Chemical-USA) al 0.1% en HCI 2 N para que reaccionara con los residuos
carbonilo de las proteinas, la fenil hidrazona formada constituyé el sitio de
unién del anticuerpo. Para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena, las
muestras fueron tratadas con peroxido de hidrogeno al 0.3% en medio acuoso
por 5 minutos, para eliminar los sitios de union inespecificos. Las muestras
fueron tratadas con albumina sérica bovina al 1% en PBS por 5 minutos,
posteriormente la muestra se incubd por 45 minutos con el anticuerpo
monoclonal anti-DNP 1:100 (Zymed, USA), después con el polimero conjugado

con peroxidasa y anticuerpo secundario antiraton por 30 minutos.
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Para visualizar la reaccion se utilizdo como sustrato 3,3"-deaminobencidina-H,O;
(Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA). Como control negativo se utilizd
suero normal de raton en PBS, que se agrego en lugar del anticuerpo primario.
Todo el tejido se analizo por IHQ. La interpretacion de positivo y negativo fue
de acuerdo a los criterios estandares que incluyen, afinidad tintorial en mas del
10% de la poblacién celular con inmunolocalizacion especifica (tincion de
membrana), evaluando en cruces la intensidad de la tincién: + débil, ++/+++

moderado, ++++ intenso.%® 147 148

Para el montaje y la estandarizacion de la técnica se realiz6 un control positivo
reproduciendo la técnica de carbonilacién en tejido®™ en una muestra de
cerebro humano con diagnoéstico de enfermedad de Alzheimer. Dicha biopsia
fue una donacion oficial del Dr. Jesus D. Rembao Bojorquez, Jefe del
Departamento de Patologia, del Instituto Nacional de Neurologia vy

Neurocirugia. “Dr. Manuel Velasco Suarez”. México.

Immunohistoquimica para determinar la extirpe celular por medio de
CD34 (células endoteliales) y CD68 (células de Kupffer).

Para la identificacion del extirpe celular de las biopsias hepéaticas, ésta se
realizd por medio de la técnica de inmunohistoquimica, especificamente para
observar mediante el complejo biotina-estreptavidina/peroxidasa, a las células
endoteliales y células de Kupffer mediante CD34 y CD 68 respectivamente. En
base a los hallazgos encontrados en la carbonilacion de proteinas, y con la
inmuno localizacion de las células hepaticas mediante CD 34 yCD 68, se puede

diferenciar el tipo celular afectado.
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La técnica consisti6 en realizar cortes en tejido hepatico de 2 milimetros
tratadas con citrato de sodio 0.1M (pH 6.0) y Tween 20. Para bloquear la
actividad de la peroxidasa enddgena, las muestras fueron procesadas con
peréxido de hidrégeno al 0.3% en PBS por 5 minutos, con el objeto de eliminar
los sitios de unidn inespecificos. En este estudio se emplearon anticuerpos
monoclonales contra CD34 (clona QBEnd 10) (DAKO), dilucion 1:50),
incubados por 45 minutos con aticuerpo primario, al término las muestras se
incubaron por 30 minutos con un anticuerpo biotinilado antiratbn/anticonejo
con el complejo estreptavidina/peroxidasa (LSAB + Labeled streptavidine-
Biotin HRP, DAKO). Para visualizar la reaccion se utilizé 3,3-
diaminobenzidina-H,O, y lavados con amortiguador PBS for 4 minutos.
Después los cortes se incubaron con anticuerpo CD68 (clone PG-M1, DAKO),
dilucion 1:150), posteriormente se incubaron con el anticuerpo biotinilado
antiraton/antiraton y con el complejo alcalino estreptavidina/fosfatasa por 30
min (LSAB + Labeled streptavidine-Biotin PA, DAKO). Para visualizar los
productos de la reaccén se empleo como sustrato nueva fucsina (Biogenex,
CA, USA). Finalmente los cortes fueron tefiidos con solucion Gill de
hematoxilina. Se emplearon muestras de tejido hepatico normal como control
positivo; y como control negativo se utilizO amortiguador PBS para sustituir los

anticuerpos primarios.

Estudio de Apoptosis mediante microcopio de luz con técnica de TUNEL.
(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling).
Para el estudio de apoptosis en las biopsias hepaticas, se realiz0 la deteccion

de los fragmentos de ADN por la técnica in situ de TUNEL mediante



56

microscopio de luz. Los cortes histolégicos fueron procesados con un kit
denominado ApopTag in situ apoptosis detection kit (Intergen Co., USA). Se
realizé el proceso de acuerdo a las instrucciones del laboratorio fabricante. El
tejido hepatico fue previamente tratado con proteinasa K y Hy0,,
posteriormente incubado con la reaccidbn conjunta de deoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) y la digoxigenina-conjugada dUTP por una 1 h a
37°C. Se observo el ADN marcado mediante el anticuerpo HRP-conjugado anti-
digoxigenina con diaminobenzidina como cromogeno. Como control negativo,
la enzima TdT se excluyo de la reaccion previa. Para el estudio histolégico se
evaluaron 10 espacios porta de forma aleatoria, por grupo y tiempo de
reperfusién de acuerdo a la técnica descrita por Corona-Morales.*® Se
contaron los nucleos tefiidos en color café oscuro, considerandose positivos

para la técnica de TUNEL.

Estadistica.

Se empled la prueba estadistica de Kruskall Wallis, para valorar si existen
diferencias estadisticas entre los grupos de estudio. Al identificarse que existen
diferencias estadisticas (DE) se aplico la prueba de Mann Whitney para
comparar los grupos de estudio. Se considero estadisticamente significativo

cuando se obtuvo un valor de p< 0.05.
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RESULTADOS.

Actividad sérica de las enzimas hepaticas.

En el presente trabajo, estudiamos 6 diferentes indicadores del dafio hepatico
producido por isquemia reperfusion, pero de los parametros estudiados,
solamente las determinaciones séricas de las enzimas hepaticas se utilizan de
manera rutinaria 0 comunmente en la practica clinica, con excepcion de la OTC
gue requiere por el momento un estudio mas especializado no disponible en
todos los centros hospitalarios. Por lo tanto, iniciaremos descripcion de los
resultados con el andlisis de las enzimas hepaticas, que monitorizamos desde

el inicio de la fase de isquemia hasta las 24 horas posteriores a la reperfusion.

En el grupo 1 o sham se observan los valores séricos de las enzimas hepaticas
dentro de rangos normales, a diferencia de los resultados obtenidos, en todos
los grupos experimentales a partir de los primeros 30 min de iniciada la fase de
reperfusion, (Figuras 8A-8D). El patron en los cambios fue muy similar en las
enzimas hepaticas localizadas a nivel citosolico en el hepatocito como son la
ALT, AST y LDH, en comparacion a la enzima localizada a nivel mitocondrial
como lo es la OTC. Ambas drogas, piroxicam 6 meloxicam, limitan la liberacién
de dichas enzimas de escape a nivel hepéatico como se observa todos los

tiempos del periodo de reperfusion desde los 30 min hasta las 24 h. (Figura 8).
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Figura 8. Determinacion sérica de las enzimas provenientes del higado.

Se presenta la actividad de las enzimas DHL (A), OTC (B), ALT/TGP (C) y
AST/TGO (D) en un curso temporal de 24 horas posterior al evento de
isquemia hepatica. Existen DES entre el grupo sometido a IRH, en
comparacion a los grupos tratados con inhibidores COX-1 6 COX-2, en los

tiempos marcados con un asterisco * (p<0.05).
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Cambios histoldgicos.

Los hallazgos histolégicos en las biopsias hepaticas corresponden a los
cambios observados previamente en los tejidos sometidos a IR. Durante el
periodo de isquemia parcial por 90 minutos en los grupos 2, 3 y 4 no se
observaron cambios morfolégicos en ninguna de la variables estudiadas como
pudieran ser la presencia de células inflamatorias, dafio en la microcirculacion
(estasia) o evidencia de necrosis. Estos datos fueron muy similares en los
cortes del grupo Sham o simulado a lo largo del estudio morfologico en 24
horas. No se incluyen fotografias en estos casos dado que no se observaron
cambios. Sin embargo al final de la primera hora de reperfusion en el grupo 2,
sometido a IRH sin aplicacion de algun medicamento, se evidencio la presencia
focal de cuerpos apoptoticos, edema y congestion (Figura 9A). Estos hallazgos
se encontraron en el grupo tratado con piroxicam a los 120 minutos y en grupo
tratado con meloxicam a las 4 horas de reperfusion; momento en el que se
visualiza la mayor presencia de células inflamatorias, apoptéticas y congestion
en los espacios porta revisados. En relacion a los datos de necrosis se
apreciaron en el grupo 2 a los 120 minutos de reperfusion y en ambos grupos
tratados con AINE’s a las 4 horas. (Figura 9 E y F). En el grupo 2 se aprecian
extensas zonas de necrosis formando puentes en los espacios porta, mientras
que en los grupos 3y 4, la necrosis fue focal o muy localizadas. (Figura 9). De
manera complementaria y para facilitar el analisis y la comparacion de los
resultados se elabor6 un resumen de los principales hallazgos morfologicos en
donde se incluyen todos los grupos estudiados y los diversos tiempos de

isquemia reperfusion en los que se tomaron muestras (Cuadro 1).
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Figura 9. Histopatologia del Higado.

Se muestran los cortes representativos tefiidos con hematoxilina y eosina (H y
E). Se evidencié a una hora postreperfusion que la imagen histologica del
higado en el grupo sometido a IRH presenta 3 cuerpos apoptoéticos y escasas
células inflamatorias. (A) En comparacion a dicha imagen, en los animales
tratados con piroxicam, se observa un cuerpo apoptoético y ausencia de células
inflamatorias (B) y en el caso del tratamiento con meloxicam se observa tejido

hepatico normal (C). Por el contrario, a las 4 horas de iniciada la reperfusion,
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las muestras de tejido hepatico sin tratamiento de AINES muestran areas de
necrosis focal y moderado infiltrado inflamatorio (D); mientras que el uso del
piroxicam evidencidé escasas zonas de necrosis focal con minimo infiltrado
inflamatorio (E); y en el grupo tratado con meloxicam hay evidencia de menor
namero de espacios porta con necrosis focal, sin infiltrado inflamatorio (F). A
las 24 horas postreperfusion en el grupo de IRH se observan lesiones en
sacabocado y necrosis extensa (G). Y en los grupos tratados con inhibidores
COX-1 6 COX-2 se muestra escasa necrosis focal y células inflamatorias. (H e

). Amplificacién original 10x y 20x.



Cuadro 1. Resumen de los principales hallazgos histologicos.
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IRH COX-1 COX-2
INFILT INFILT INFILT
TIEMPO INFLAM | NECROSIS | MICROCIRC | INFLAM | NECROSIS | MICROCIRC | INFLAM | NECROSIS | MICROCIRC
30m
(Isquemia)
Reperfusion SC SC SC SC SC SC
Apoptosis Edemay
30 min focal Congest e sC sc sc
Edema/ Apoptosis
60 min Apoptosis | Cong/Hemo focal sc sc sc
Edema/ Apoptosis Edemay Edemay
90 min Apoptosis | Cong/Hemo focal Congestion sc Congestion
Necrosis Edema/ Apoptosis Edemay Apoptosis Edemay
2h focal Cong/Hemo focal Congestion focal Congestion
Necrosis Edema/ Necrosis Edemay Necrosis Edemay
4h focal Cong/Hemo focal Congestion focal Congestion
Apoptosis/
L Edemay Necrosis Edemay Necrosis Edemay
12h Necro focal| Congestion focal Congestion focal Congestion
Necrosis en| Edemay Necrosis Edemay Necrosis Edemay
24 h puente Congestion focal Congestion focal Congestion

SC: Sin cambios.

PMN: Polimorfonucleares: Neutrofilos

MN: Mononucleares: Linfocitos y células plasmaticas




63

Presencia de EOR medidas indirectamente por TBARS y directamente por

EPR.

Los niveles de TBARS son un indicador ampliamente empleado para medir
productos de la lipoperoxidacidon secundarios a la presencia elevada de
radicales libres en los tejidos. Posterior a la isquemia hepatica (I) se observa
una elevacion de los TBARS en las primeras horas de reperfusion (R) en todos
los grupos experimentales. La elevacion fue significativamente mayor, desde la
primera hora de reperfusion en el grupo de IR sin medicamentos en
comparacion con el grupo Sham. (Figura 10). En el Grupo Sham (S) se obtuvo
el valor de 0.58 +/- 0.3nmol/mg de proteina, en cambio en el grupo sometido a
IRH sin medicamento los niveles de TBARS se encuentran a su maximo nivel
a las dos horas de reperfusion, momento en el cual se detecta la mayor
diferencia en comparacion con los grupos tratados con COX-1 6 COX-2,
respectivamente. De manera similar, a como se observd con las enzimas de
escape, se encontré DES en los grupos tratados con AINEs al compararlo con
el grupo no tratado. Al realizar una comparacion con los valores obtenidos

Gnicamente entre los grupos tratados no se encontraron DES.

En relacion con el estudio de cuantificacion directa los radicales libres por EPR,
presentes en la bilis, generados durante el periodo de reperfusion y colectadas
directamente del conducto biliar principal o colédoco, se observd una
disminucion en la intensidad de la sefial, en los grupos tratados con AINE’s al
compararse con el grupo no tratado. Al analizarse las muestras del grupo sham
no se detectéla presencia de la sefial paramagnetica, o que corresponde a una
baja poza de RL. Debemos mencionar que se realizaron diversas pruebas para

estandarizar la técnica en material biolégico como la bilis. Al respecto se
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detectdé una pequefia sefial paramagnética en la mayoria de las muestras
analizadas tanto de los grupos tratados como del grupo no tratado (Figura 11).
Incluso fue observada en las muestras en ausencia de PBN o atrapador de
spin, lo que nos indica que existieron una pequefia cantidad de especies
paramagnéticas en las muestras de bilis de todos los grupos estudiados, cuya
naturaleza no se pudo determinar; pero sus caracteristicas fueron: tipo
isotrépica, central alrededor de g=2.0028, y asociada a un radical libre no
metalico.

Como se podemos observar el la figura 11, existe una disminucién en la
intensidad de la sefial en los grupos tratados con inhibidores COX-1 (b) 6 COX-
2 (c), en comparacién con el grupo sometido a IRH sin medicamento (a).
Adicionalmente se analizaron las muestras de bilis del grupo Sham, con y sin
PBN, y las muestras de cada uno de los grupos experimentales sin PBN, no se
detectaron valores significativos de RL, dichos resultados no se presentan en la

figura.
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Figura 10. TBARS.

Determinacion de TBARS en homogenado de higado, antes de iniciar la
isquemia y a varios tiempos de iniciada la reperfusion. Para convertir los
valores de absorbancia de los aductos, entre el acido tiobarbitarico y los
productos de oxidacion de los acidos grasos se uso el coeficiente de extincion
molar del aducto de 1,56 x 10°> M cm™, que corresponde a la del aducto entre
el malén dialdehido y el propio acido tiobarbiturico. Los valores en la grafica
corresponden a los promedios +/- desviacion estandar, con un valor de n=10 en

los grupos estudiados. Las DES estan marcadas con asteriscos.
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Figura 11. Resonancia Paramagnética (EPR).

Se muestra la intensidad de sefal paramagnética, cuando se utiliz6 un
atrapador de radicales libres, el PBN en las muestras de bilis obtenidas
posterior al evento de isquemia por un lapso de tiempo de 2 h durante la fase
de reperfusion hepética. Los grupos mostrados en la figura representan al
grupo sometido a IR sin aplicacion previa de AINES (Grupo 2), y a los tratados

con piroxicam (Grupo 3) y meloxicam (Grupo 4).
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Identificacion de proteinas carboniladas por técnica de

inmunohistoquimica.

Durante el periodo de isquemia de 90 minutos no se observaron datos de
carbonilacion de proteinas (CP) en los grupos experimentales, con excepcion
del marcaje positivo en ciertas células de Kupffer (CK) en el grupo 2, sometido
a IR sin aplicacion previa de algun medicamento, tal como se puede apreciar
en la figura 12. Dichas CK son macrofagos localizados en el parénquima
hepatico y estan intimamente asociados a cualquir tipo de estrés oxidativo. En
este grupo 2, observé CP en las CK, asi como en células endoteliales (CE), a
diferencia de las células del higado de los animales tratados con piroxicam 6
meloxicam, donde no se encontraron proteinas carboniladas a los 30 y 60
minutos postreperfusion (Cuadro 2). Este mismo patron de carbonilacion de
proteinas se mantuvo durante los primeros 30 min de reperfusion (Cuadro 2).
Sesenta minutos después de iniciada la reperfusién la presencia de PC se
mantiene en el grupo 2 en las CE y CK (Cuadro 2 y figura 13-A y aparece en
las CE del grupo tratado con piroxicam (Cuadro 2 y figura 13-B y C). A los 90
minutos de reperfusion, los tres grupos con IR mostraron CP en las CE, y CP
en las CK en los grupos 2 y 3 (Cuadro 2). A las 2 h de reperfusion la CP se
observé en los HEP de grupo 2 y las CK del grupo 4 (Cuadro 2). Y a las 4 hs
hubo CP en todas las estirpes celulares de los 3 grupos sometidos a IR
(Cuadro 2 y Fig 13-D, E y F). Al evaluar la CP a las 12 horas posteriores a la
reperfusion, una disminucion en la presencia de CP se observo principalmente
en los HEP en los grupos 2, 3y 4; siendo mas evidente en los grupos tratados
con ambos AINE’s en comparaciéon al grupo sometido unicamente a IR

(Cuadro 2).



68

En las siguientes 12 horas, hasta las 24 horas que se evaluaron los hallazgos
histolégicos en el presente estudio, la CP estuvo ausente en HEP y CK en los
grupos tratados con inhibidores COX-1 6 COX-2; durante éste periodo, el
marcaje de CP por inmunohistoquimica permanecio en las CK y CE en el grupo

no tratado. (Cuadro 2 y Figura 13-G, H e I).

Como podemos observar en la figura 13 y detallado por grupos de células
hepaticas en el cuadro 2, durante la primera hora de iniciada la reperfusion las
CE y CK manifestaron intensamente la carbonilacion de proteinas (+++),
hecho que no se aprecié en los HEP (-); a las 4 horas, la presencia de los
grupos carbonilos fue similar en los grupos estudiados (++/+++) y, a las 24
horas, la intensidad en la carbonilacion de proteinas permancecio en las CE y
en las CK (++), siendo negativa para los HEP. Por lo que la célula funcional del
higado se vio afectada por las CP en el curso temporal de 24 horas durante el
periodo intermedio en los grupos estudiados, se observa la inmuno tincion de

los HEP posterior a la carbonilacién de proteinas de las CE y CK.

Como efecto de la lesion por IR, las EOR pueden ser liberadas a la circulaciéon
portal y sistémica, como se pudo apreciar con la CP de las células CE a nivel
hepatico. Cuando el fendmeno por IR progresa y se hace mas intenso, se
extiende a las CK que son los sensores y primariamente las células
encargadas de mediar el estrés oxidativo, aunque todo el conjunto celular
participan en este proceso. En el presente estudio demostramos la CP en las
CE y CK a nivel hepético mediante inmunohistoquimica en un modelo in vivo

de IR.
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Immunohistoquimica para determinar la extirpe celular por medio de
CD34 (células endoteliales) y CD68 (células de Kupffer).

Con la finalidad de poder identificar con certeza el tipo de célula involucrada
tanto en la lesion histoldgica, observada con tinciones de H y E, y correlacionar
los hallazgos observados mediante inmunohistoquimica con la carbonilaciéon de
proteinas. Se decidio realizar en las biopsias hepaticas, un doble marcaje con
CD68 y CD34 que de manera especifica nos permite diferenciar las CK y las
CE, que como hemos apreciado en las biopsias analizadas son el grupo celular
inicialmente carbonilado, seguido por el conjunto de hepatocitos ubicados en el

espacio porta. (Figura 14).
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Figura 12. Proteinas carboniladas encontradas al término del periodo de

isquemia.

Estas muestras fueron tomadas previo a la fase de reperfusién. Se observa un
patrén histopatolégico normal en el grupo Sham, tanto en un espacio porta (A)
como en una vena central (B): las células endoteliales (CE), las células de
Kupffer (CK) y los hepatocitos (HEP) no muestran presencia de CP. Por el
contrario, las muestras del grupo no tratado y sometido a IR manifiesta al
minuto noventa de isquemia la presencia de CP en las CK (C y D). No se
observaron CP en las células de los higados de animales incluidos en los
grupos 3 y 4, tratados con inhibidores COX-1 6 COX-2, respectivamente.

Amplicacion 100X (A), 40X(B y C), y 20X(D).
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Figura 13. Presencia de proteinas carboniladas durante el periodo de
reperfusion.

En el grupo sometido a IRH se observo a los 60 minutos postreperfusion el
marcaje intensamente positivo en las protéinas carboniladas de las células
endoteliales (CE) y células de Kupffer (KC) +++ (A). Por el contrario, las
muestras de tejido hepatico en el grupo previamente tratado con los inhibidores
COX-1 6 COX-2 muestran menor carbonilacion de proteinas en las CE ++ (B),
asi como en las CE +, CK + (C). A las 4 horas postreperfusion se observa PC
en las CE, las CK y en los hepatocitos (HEP) ++ / +++ (D). Comparativamente

en los higados de los grupos tratados con los inhibidores COX se observo un
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marcaje moderadamente positivo en los grupos celulares estudiados CE, CK y
hepatocitos ++/+ (E y F). A las 24 horas de reperfusion hepatica, las muestras
histolégicas se caracterizaron por moderada presencia en la CP en las CE y
CK ++ (G), asi como en las CE++ (H e I) (Cuadro 2) . Amplificacion 100x (F),

40x (B) y 20x (A,C, D,E,G-I).
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Cuadro 2. Resumen de los hallazgos de proteinas carboniladas en las

células hepaticas.

TIEMPO

ISQUEMIA

REPERFUSION

30 min

60 min

90 min

2h

4h

12 h

24h

CE: Células Endoteliales.
CK: Células de Kupffer.
HEP: Hepatocitos.

SC: Sin cambios.

COX-1 COX-2
SC SC
SC SC
CE SC
CE/CK CE
CE/CK CE/CK
C/CK/HEP CE/CK/HEP
CE/CK/HEP CE/CK
CE CE
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Immunohistoquimica para determinar la extirpe celular por medio de
CD34 (células endoteliales) y CD68 (células de Kupffer).

Figura 14. Inmunohistoquimica con CD34 y CD38.

En las biopsias hepaticas se muestra un espacio porta con inmuno tincién de
color rojo para identificar las células endoteliales (CE) y en color café las

células de Kupffer (CK). Amplicacién de 40X (A) y 100X(B)
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Apoptosis por técnica de Tunel en isquemia reperfusion hepatica.

Los datos mas representativos de apoptosis se observaron a las 4 horas de
reperfusion, se notan escasos nucleos positivos en los grupos 3 y 4 tratados
con piroxicam O meloxicam, respectivamente, al compararse con los
numerosos nucleos cafés oscuros encontrados en el grupo 2, sometido a IR y

sin tratamiento. En el grupo Sham se cuantificaron 1 o 2 ndcleos positivos los

cuales fueron considerados dentro de parametros normales. (Figura 15).

Figura 15. Identificacion de células apoptoticas por técnica de TUNEL.

En 10 espacios porta aleatoriamente seleccionados, y a las 4 postreperfusion.
Se observan los nucleos de color café oscuro en las células hepaticas

principalmente hepatocitos en fase pre o apoptotica En el grupo sham, se
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aprecian 5 +/- 2 células apoptéticas por espacio porta (CAEP) (A). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (DES) cuando se
compara el grupo sometido a IRH sin AINES, en el cual se cuantificaron 101 +/-
35 CAEP (B) vs. 41 +/-11 CAEP para el grupo tratado con inhibidor COX-1 (C)
y 37 CAEP +/-6 vs. para el grupo tratado con el inhibidor de COX-2 (D). No
existe DES entre los grupos tratados (C) vs. (D). Ampliaciéon a 40x y 10x

respectivamente.
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Discusion.

El modelo experimental seleccionado para el presente estudio reproduce los
eventos observables durante la practica clinica en gastroenterologia y cirugia al
producir la isquemia y reperfusién porto hepatica a través de la maniobra de

Pringue;**°

gue reduce el flujo arterial y/o venoso del higado con sus
modificaciones e indicaciones diversas de acuerdo a cada caso en particular.™®
151,152 F] modelo es de utilidad para, sin necesidad de recurrir a la situacién en
seres humanos, se propice una mejor caracterizacion del proceso, de su
evolucién y de su manejo. Trabajos previos de numerosos autores,3 1°31%
igual que nuestro trabajo, han demostrado que durante la fase de reperfusion
tisular ocurre un estrés oxidativo debido a un exceso en la generacion de ERO.
Todo indica que la abundancia y reactividad de las ERO generadas sobrepasa
la capacidad para manejarlas y en consecuencia se observa la aparicion de
distintos indicadores de lesion celular. Esta discusion se centra en el analisis
temporal en la aparicién de los indicadores de lesién aqui seleccionados, se
establece una comparacion de la magnitud con que son modificados, y como
regresan o tienden a una situacion normal. Desde luego se incluye el efecto

benéfico obtenido por el piroxicam y el meloxicam y se discutira su posible

mecanismo de accion.

En relacion con la totalidad de marcadores de estrés oxidativo evaluados en el
presente trabajo, se toma como eje conductor de ésta discusion al tiempo que
transcurre desde que se provoca la lesion por isquemia-reperfusion hasta la
aparicion de una respuesta a la lesion por parte del tejido hepatico. Con ello se

intenta darle un sentido practico a éste trabajo de investigacion, de manera que
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en la actividad clinica cotidiana sea factible para el médico-cirujano, a traves de
los datos de un indicador de estrés oxidativo aqui estudiado y a su alcance
(como lo es la cuantificacion de las enzimas en suero) cual puede ser la
situacion integral de la lesion hepatica, que en este trabajo de investigacion se
evidencia por alteraciones cualitativas y cuantitativas en un conjunto de
indicadores de no facil acceso en las intituciones hospitalarias.

La carbonilacion de proteinas fue el Unico indicador de lesion hepatica que
pudo detectarse en este trabajo cuya aparicion ocurrid durante el periodo de
isquemia. Todos los demas indicadores de lesion tisular debido a la accion de
los radicales libres generados en exceso durante el proceso de isquemia
reperfusion aparecieron una vez inciada la fase de reperfusion.

De lo anterior se coligue que la estirpe celular primero alterada por un exceso
en la presencia de radicales libres, posiblemente la que tenga mayor capacidad
para generar dichos radicales libres sea la célula de Kupffer. (Figura 12).
Ademas se puede comentar que es precisamente la carbonilacion de proteinas
la que aparentemente enciende la sefial de alarma.

Por otra parte, es l6gico que el componente sélido mas abundante en todas las
células, las proteinas, sean las primeras moléculas en las que se manifiesta un
deterioro por un exceso en la presencia de radicales libres. Los comentarios
previos solo fueron posibles gracias al uso de una metodologia como la de la
histoquimica, con la especificidad suficiente y la enorme capacidad de
amplificar la minuscula lesion inicial como lo es la carbonilacion de proteinas
mediada por los radicales libres. Hasta donde sabemos, esta es la primera
ocasion en que es posible detectar a nivel molecular la lesion que

temporalmente aparece primero en el caso del higado sujeto a un proceso
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experimental de isquemia reperfusion. La identificacibn de células con
proteinas carboniladas tal como se realizé en este trabajo es dificil de efectuar
en un ambiente clinico convencional. En consecuencia se plantea la
posibilidad de repetir el experimento y explorar la presencia de proteinas
carboniladas en las celulas circulantes de facil acceso. Se tendra la ventaja de
poder monitorear en los pacientes los datos iniciales de las alteraciones
moleculares que preceden a alteraciones funcionales y celulares.

El analisis de carbonilacion de proteinas en los higados de ratas, ocurridos en
tiempos posteriores al que se acaba de comentar, indica que esta ocurre en
tipos celulares como las células endoteliales, células de Kupffer y en los
hepatocitos. (Figuras 13, 14 y Cuadro 2)

Por ultimo, la aplicacién de piroxicam o meloxicam, previenen la carbonilacion
de proteinas, y por ende, la lesidon ocasionada por los radicales libres sobre las
proteinas celulares. Habrd que estudiar en un futuro si los inhibidores de la
Cox, aqui usados pueden impedir, disminuir o retardar la aparicion de radicales
libres en las células respectivas, o si brindan una proteccién particular a las
proteinas ubicadas en el seno celular. Notese que la carbonilacion de proteinas
en las células de las ratas que recibieron los inhibidores de la Cox, aparecio
hasta los 90-120 minutos despues de iniciada la reperfusién, fue menos
intensa y no afectd, sino hasta los 120 minutos a los hepatocitos. (Figura 13 y
Cuadro 2)

La determinacion de la actividad de las enzimas en el suero es el indicador de
lesion hepatica por isquemia reperfusion, que por su amplio uso en la clinica
adquiere significado especial en este trabajo. Ademas, los resultados muestran

que es un indicador muy util de lesion por isquemia reperfusion, dado que los
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valores de dichas enzimas en las ratas sometidas a IR sin tratamiento con
AINEs, se elevan mas de 10 veces arriba de los valores de las ratas del grupo
Sham. (Figura 8). Otra ventaja experimental es que esos valores se elevan
desde los 30 minutos después de iniciada la reperfusion, suben las siguientes 4
horas, y a partir de ese momento tienden a la normalidad, sin alcanzarla, en las
siguientes 20 horas. (Figura 8). Por ello contituyen un excelente indicador, que
puede usarse como patrén de comparacion en relacién con las alteraciones
observadas en otros indicadores de lesion por isquemia reperfusion. Por ultimo
el efecto protector observado por el piroxicam y el meloxicam en relacién con
las lesiones por isquemia reperfusion, es muy importante y estadisticamente
significativo para todos los tiempos ensayados. (Figura 8). Asi la elevacion de 3
veces en la actividad de las enzimas séricas debido a la isquemia reperfusion
y detectado a los 30 minutos de iniciada la reperfusion, se puede comparar con
el otro indicador de lesidn revisado hasta el momento en la discusion y es el
caso de la carbonilacion de proteinas. Por otra parte al observarse las biopsias
hepaticas mediante tincion de hematoxilina y eosina, se identificaron a los 30
minutos posr-reperfusién Unicamente 3 cuerpos apoptoticos y algunas células
inflamatorias en el grupo no tratado previamente con AINES, y en las muestras
de los grupos tratados con piroxicam o meloxicam, encontamos el parenquima
hepatica de caracteristicas normales y solo se encontré aisladamente una
célula en proceso de apoptosis en el grupo tratado con piroxicam.

En el periodo de 1 a 4 horas despues de iniciada la reperfusion, es en el cual
se pueden efectuar mas comparaciones sobre la temporalidad en la aparicion
de cambios, asi como en la magnitud de dichos cambios. Ademas es el periodo

de estudio en que los valores séricos de las enzimas de escape se encuentran
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en sus cifras mas altas para el caso de los animales sujetos a isquemia
reperfusion y sin tratamiento con los inhibidores de la Cox, por lo que es el
periodo en el que también se puede apreciar mejor la accion del piroxicam y
del meloxicam protegiendo a los tejidos de la accion nociva de los radicales
libres generados por la isquemia reperfusion. En dicha ventana temporal la
actividad enzimatica de las 4 enzimas estudiadas en el suero muestran una
tendencia a iniciar la recuperacion, en 3 de las enzimas desde las 2 horas
después de la reperfusion, y en la que ALT a las 4 horas de reperfusion, o sea
en el periodo donde ha sucedido la sintesis de mayor numero de radicales
libres y es el periodo donde se nota que el organismo hace efectivos los
mecanismos para abatir efectivamente su presencia.

Una tendencia similar se observa durante esa ventana de tiempo para el caso
de los ensayos de las substancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS):
una elevacion maxima a las 2 horas post-reperfusion, momento en el que
posiblemente se desencadena la recuperaciéon, por lo que a las 4 horas de
reperfusion la cifra de TBARs es menor. (Figura 10). Es claro por los datos de
la figura que el tratamiento preventivo de las ratas con los inhibidores de la
Cox, efectivamente previenen la aparicion de TBARs de manera drastica y
semejante a como sucede con la elevacion de la actividad de las enzimas de
escape en los mismos animales (Figuras 8 y 10). Recuérdese que las enzimas
se cuantifican en el suero, muestras que el ensayo de las TBARs ocurre en el
higado, no obstante se nota un paralelismo en el tipo de cambio para ambos
indicadores de lesion tisular. Dicho paralelismo tiene particular significado si
asentamos que el indicador mas usado para apreciar la presencia anormal de

radicales libres a nivel tisular, asi como las lesiones que ocasiona su presencia
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en los tejidos, es precisamente la cuantificacion de TBARs.'?* 16158 pgr |g

tanto, de acuerdo a la informacion analizada puede concluirse que un excelente
indicador de lesion tisular por la presencia de radicales libres a consecuencia
de la isquemia reperfusion hepéatica, lo constituye cualesquiera de las 4
enzimas seéricas de escape medidas en este trabajo. Incluso pareceria que la
medicion de la actividad de las enzimas de escape en el suero es un mejor
indicador indirecto de la lesibn hepéatica por radicales libres que la
cuantificacion de la presencia de TBARs en la glandula hepatica, puesto que
cuantitativamente la magnitud del cambio, y con ello el indicador de lesion, es
mayor y mas especifico al medir las enzimas que los TBARs. En el grupo no
tratado con inhibidores de la Cox (GRUPO 2), el pico maximo de las enzimas
ALT y DHL fue a las 2 horas de reperfusion, siendo 6 a 7 veces su valor del
grupo simulado o sham, mientras que a las 2 horas de reperfusion los valores
de TBARS alcanzan sus valores mas elevados, siendo 2 veces mayor en el
grupo 2 en comparacion con el grupo sham y en los grupos tratados con
piroxicam o meloxicam; se observa igualmente una elevacion pero menor,
siendo de un 20, 33 y 20% a la hora, dos horas y 4 horas respectivamente en
comparacion con el grupo simulado o sham.

Cabe recordar que las enzimas de escape que se relacionan directamente a
dafio hepatico son la ALT y OTC, ambas enzimas tienen una localizacion
distinta a nivel celular, la ALT se encuentra a nivel citoplasmatico y la OTC, se
ha demostrado experimentalmente ser mas abundante en el higado
comparacién con otros tejidos, siendo su localizacién a nivel mitocondrial.*>%*%*
Dado que a 2 horas después de iniciada la reperfusion se aprecia el mayor

aumento de indicadores de lesion tisular, se decidi6 medir a este tiempo de
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reperfusion la presencia directa de la poza existente de radicales libres, asi
como las consecuencias de la presencia de esos radicales libres en un proceso
tan importante para cualquier célula comprometida, como es la apoptosis. Es
conveniente enmarcar que el significado de la medicion directa de los radicales
libres tisulares en este trabajo. La inestabilidad quimica, la vida media tan
corta, y la reactividad de los radicales libres del oxigeno hacen complicada y
dificil su cuantificacion directa.’®® 14154 por ende, es de lo mas comun que se
mida indirectamente la presencia celular de dichos radicales libres por alguno
de sus productos de reaccion, como son los grupos carbonilo de las

122, 167, 168

proteinas,® %° 1% |3 lipoperoxidacién de acidos grasos insaturados, el

consumo excesivo de glutation reducido,'**"

o la presencia de algun
compuesto anormal que aparezca como consecuencia de la accién de los
radicales libres sobre algun componente celular; por ejemplo, en este trabajo
se preconiza la medicion de enzimas de escape al suero. La desventaja de
éstos métodos indirectos reside en que se mide la consecuencia o el efecto de
los radicales libres sobre los componentes tisulares, e incluso en ocasiones se
puede medir los cambios debidos a la presencia de componentes anormales
sobre estructuras o funciones no ligadas directamente a la poza de los
radicales libres, lo cual siempre es inconveniente.

El ensayo directo de la presencia'y cuantificacion de la poza de radicales libres
se puede efectuar por el acoplamiento de dichos radicales libres con otro
radical libre, en este caso fue PBN, el cual se afiade a la muestra bioldgica con
objeto de integrar un complejo radical-radical, mucho mas estable que cada

radical independiente.’’* " En una etapa posterior se mide en un aparato

adecuado la resonancia paramagnética (EPR) del complejo generado, la cual
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es proporcional a la poza de radicales libres presente originalmente en muestra
bioldgica. La practica ha consagrado a la bilis como la muestra biolégica mas
adecuada y de mas facil acceso, que sin alterar la estructura celular, permite
cuantificar la poza de radicales libres en el tejido hepatico. Los datos obtenidos
indican la presencia inequivoca de una alta poza de radicales libres en la bilis
de las ratas sometidas a isquemia reperfusion y nos tratadas con AINEs (Figura
11).

La aplicacion de ambos AINEs previo al reto de isquemia reperfusion, en
particular el meloxicam, muestra un abatimiento muy importante en la poza de
radicales libres en la bilis (Figura 11). Lo anterior le da solidez a la propuesta
de correlacionar los resultados observados con EPR con las modificaciones en
la actividad de las enzimas de escape ALT, AST, DHL y OTC; por lo que se
puede inferir con mayor confianza que la actividad de las enzimas hepéaticas
estan relacionadas y dependen de la cantidad de radicales libres presentes en
el higado sometido a isquemia reperfusion y cuantificados por EPR.

Por otra parte observamos en la fase reperfusion desde el punto de vista
histol6gico, que dichos cambios fueron mas evidentes a las 4 horas tal como
se observa en las biopsias hepéticas con tinciébn de H y E. (Figura 9 y Cuadro
1). Desde la primera hora se observan los primeros cuerpos apoptoticos en el
grupo 2, sin evidencia de apoptosis en los grupos tratados con meloxciam o
piroxicam, esta informacion se puede apreciar claramente al correlacionarse
con los hallazgos obtenidos con la técnica de tunel, con un mayor numero de
nacleos celulares inmunomarcados a las 4 horas de reperfusion, a diferencia
de los grupos tratados, con un menor numero de células en fase de apoptopsis.

(Figura 15). Se pudo identificar cambios como la presencia de infiltrado
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inflamatorio con predominio de células polimorfonucleares, desde los 90
minutos hasta las dos horas posteriores a la fase de reperfusion, dichos
cambios se aprecian en todos los grupos de estudio, con un mayor infiltrado
inflamatorio en el grupo no tratado con AINEs y comparacién con los grupos
tratados con los inhibidores de la Cox. (Cuadro 1). Posteriormente, a partir de
las 4 horas en la fase de reperfusion, se pueden apreciar datos mas severos
de hemorragia, edema y congestion en el grupo no tratado sometido a
isquemia reperfusibn en comparacion con los grupos 3 y 4, previamente
tratados con los inhibidores de la Cox. En relacién a la presencia de necrosis,
se aprecia con mayor claridad tanto de tipo focal como en formacion de
puentes entre los espacios porta en el grupo no tratado en comparacion con los
grupos tratados, siendo mas evidente la necrosis a las 8, 12 y 24 horas

respectivamente. (Figura 9 y cuadro 1).

Se observa en todos los grupos la progresion del dafio celular de
carbonilacion de proteinas, pero es mayor la presencia en los espacios porta
hepaticos, se observé la intensidad del marcaje y el grupo celular afectado
como se describe en el cuadro 2 y se aprecia en la figura 13. Dichos hallazgos
se observan con mayor intensidad en el grupo 2 en comparacion con los
grupos 3 y 4. En estos Uultimos grupos se observa una tendencia de
inmunomarcaje menor a las 24 horas, datos que se correlacionan la regresion
de los valores séricos de las enzimas hepaticas y los resultados obtenidos con
las biopsias estudiadas.

Al analizar los muestras del parénquima hepatico con técnica de Hy E
(figura 9) apreciamos afectacion de las células y las zonas hepaticas

localizadas a nivel centrolobulillar y periportal. Con el fin de identificar cuales
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eran las células primariamente afectadas efectuamos un doble marcaje de las
biopsias hepaticas, obtuvimos resultados por inmunohistoquimica con CD34 y
CD68, que son marcadores especificos para células endoteliales y macréfagos
respectivamente (Figura 14). Por lo que fue posible apreciar la carbonilacion de
las proteinas en células hepaticas y diferenciar cuales son el grupo celular
afectado.

En esta participacion celular, observamos como discribimos previamente
en el cuadro 1y 2, que, la presencia del infiltrado inflamatorio con predominio
de las células polimorfonucleares, en especial del neutréfilo, que
conjuntamente con las CK son los responsables de propagar el estrés oxidativo
a nivel hepatico. Lo anterior ha sido demostrado por trabajos publicados
previamente, donde observaron que, cuando se depleté o se bloquearon en el
higado de dichos componentes celulares, la respuesta a la isquemia
reperfusion, disminuyé en la severidad del cuadro al compararlo con los
animales con su componente celular integro. "#*"®
Por otra parte, también es factible la cuantificacién de la carbonilaicén de
proteinas entre otros métodos por medio de un estudio colorimétrico como lo
realizamos en eritrocitos ¢ linfocitos de rata, en un modelo de intoxicacion
aguda por etanol.! La carbonilacién de proteinas a nivel celular y no celular se
produce por efecto de los radicales libres, ocasionan modificacion en la
estructura proteica, que finalmente pueden traducir alteraciones funcionales.®

El dafio oxidativo desencadena las cascadas de reacciones quimicas e

inflamatorias, asi como la sefializacién intracelular, via el factor NK-B*% 8

182

activacion de complemento, produccion de oOxido nitrico, participacion de

3

proteinas de choque térmico,'®® prostaglandinas e eicosanoides'® entre
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otros.’® Por lo que el empleo de meloxicam y piroxicam modificaron los
efectos ocasionados por la lesién por isquemia reperfusion, modificaron la
respuesta inflamatoria y se demostré mediante los resultados de los diversos
marcadores de estrés oxidativo evaluados en el presente estudio.

En los inhibidores de la COX-1 y de la COX-2, su mecanismo de accion es la
inhibicion la sintesis de tromboxanos y prostaglandinas, por lo que representan
un campo atractivo de estudio, no solo para evaluar la lesion por isquemia

reperfusion y el area trasplante de 6rganos. Sino para el tratamiento del cancer

185, 186 187

como se ha demostrado en colon, prostata,'®’ cabeza y cuello,'®® entre
otros.’®®. En el &rea oncoldgica este grupo de medicamentos se han empleado
en la remision de lesiones premalignas como poliposis adenomatosa familiar;*®°
recientemente se ha demostrado la combinacion de meloxicam con agentes
empleados en quimioterapia para combatir el cancer de pulmén, observando
resultados alentadores en su aplicacién clinica.**

Por otro lado, en relacion a la eficacia de las drogas estudiadas, nosotros
empleamos piroxicam (peso molecular 331.348 daltons) y meloxicam (peso
molecular de 351.403 daltons) a dosis de 13mg/kg y 0.9 mg/kg de peso
respectivamente; por lo que la dosis farmacolégica de piroxicam en mg/kg de
peso para lograr un efecto similar al del meloxicam, también en mg/kg de peso,
en realidad indica que al calcular la dosis en funcion del peso molecular de
ambos farmacos, se esta usando casi 15 veces mas moles de piroxicam que
meloxicam. Con base a lo anterior, podemos concluir el el meloxicam es mas

eficiente que el piroxicam para proteger el higado de los radicales libres

generados por la isquemia reperfusion. En cualquier caso y de acuerdo al
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modelo experimental realizado en el estudio, no observamos patrones de

toxicidad con el uso de ambos AINE’s.

En conclusioén, al compararse las variables estudiadas quedd demostrado que
hubo produccién y progresion de la lesién por isquemia reperfusion a nivel
hepatico y se observd un efecto protector del piroxicam o meloxicam al
aplicarse previo al evento isquemico. El uso de protectores tisulares previno y
retard6 el dafio a nivel celular, y se observd menor cantidad de EROS en EPR
y de manera indirecta sus efectos en todas las variables estudiadas. El efecto
hepato protector ha quedado demostrado en nuestro trabajo por lo menos en
las fases iniciales de la lesion, monitoreada por las primeras 24 horas post

reperfusion.

* Presentado en parte, durante el Congreso Americano de Enfermedades
Digestivas (DDW- AGA), en la ciudad de Los Angeles, California. Mayo,
2006.1' y en version final en el Congreso Mundial de Cirugia (ISS), en la

ciudad de Adelaide, Australia en Septiembre del 2009.1%
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Perspectivas.

1. Caracterizar el mecanismo de accion inicial y especifico de los
inhibidores de COX.

2. ldentificar nuevos agentes farmacoldgicos que modulen de manera
rapida y accesible la respuesta local y sistémica a la lesion por isquemia
reperfusion hepatica.

3. Investigar y caracterizar cuales son especificamente las especies de
oxigeno reactivas involucradas en la lesion por isquemia reperfusion por
medio de EPR en tejido, sangre, bilis y a nivel celular.

4. ldentificar los mecanismos o cascadas de sefializacion celular en el
fenbmeno de isquemia reperfusion, que de manera constante se
presenta en los diversos organos con el objetivo de prevenir eventos
isquémicos, como infarto agudo al miocardio, eventos vasculares
cerebrales, estado de choque hipovolemico y sepsis.

5. ldentificar los genes involucrados en la hipoxia celular mediante
microarreglos y por estudios de protedmica brindar un avance mas
preciso en el area.

6. En base a lo anterior incidir en su fisiopatologia, ampliando el
conocimiento cientifico en bienestar de la humanidad y ofrecer mas y

mejores opciones de tratamiento.
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Role of Protein Carbonylation in Kupffer and
Endothelial Cells: Cyclooxygenase 1 and
Cyclooxygenase 2 Inhibitors Ameliorate
Hepatic Oxidative Stress Promoted by
Ischemia-Reperfusion Injury
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This study was designed to assess the effects of protein carbonylation (PC) in hepatic cells and the effects of inhibitors of
cyclooxygenase 1 and cyclooxygenase 2 on indicators of tissular damage induced by liver ischemia-reperfusion injury (LIRI),
which is unavoidable in liver surgery in general and especially in transplantation, hepatic resections, and trauma. We used male
Wistar rats, which were randomly distributed into 1 sham group and 3 groups subjected to LIRI (1 untreated group and 2 groups
treated with piroxicam or meloxicam). Warm ischemia was performed by partial vascular occlusion for 90 minutes, and then
reperfusion was allowed. Samples were taken at the following postreperfusion times: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 12, and 24 hours.
In serum, we determined the catalytic activity of the following hepatic enzymes: alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, lactate dehydrogenase, and ornithine carbamoyltransferase. In liver samples, we studied cellular alterations
by means of histological studies, and we measured lipid peroxidation markers by assaying thiobarbituric reactive substances,
PC by immunohistochemistry, and apoptosis by the terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated deoxyuridine triphosphate
nick-end labeling technique. We also measured reactive oxygen species in bile by means of electron paramagnetic resonance.
All indicators of cell injury appeared from the first hour of reperfusion and reached their maximum expression at 2 and 4 hours
post-reperfusion. A sharp increase in the serum activity of the 4 hepatic enzymes was observed simultaneously with the
greatest histological damage. An increase in thiobarbituric reactive substances, PC, and apoptosis was recorded, and it
correlated with an elevated reactive oxygen species pool in the bile. On the basis of PC data, endothelial cells and Kupffer cells,
prior to parenchymal cells, were the first to exhibit LIRI-associated oxidative damage. The administration of piroxicam or

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; COX, cyclooxygenase; EC, endothelial cell; EPR,
electron paramagnetic resonance; HEP, hepatocyte; IR, ischemia-reperfusion; KC, Kupffer cell; LDH, lactate dehydrogenase; LIRI, liver
ischemia-reperfusion injury; NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug; OCT, ornithine carbamoyltransferase; PBN, alpha-phenyl
N-tert-butylnitrone; PBS, phosphate-buffered saline; PC, protein carbonylation; PG, prostaglandin; ROS, reactive oxygen species;
TBARS, thiobarbituric reactive substances; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate
nick-end labeling; Tx, thromboxane A2.
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meloxicam during the pre-ischemic period produced a highly significant decrease in all studied injury indicators. No significant
differences were revealed between the 2 drugs. In conclusion, the data reported here suggest the potential use of nonsteroidal
anti-inflammatory drugs in minimizing ischemic event—caused damage in the liver, especially during programmed surgical
intervention—related events. We also propose that PC may be employed as an adequate tool to assess tissue damage following
oxidative stress during clinical interventions. Liver Transpl 15:000-000, 2009. o 2009 AASLD.
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Ischemia-reperfusion (IR) injury occurs when tissue is
temporarily deprived of its blood supply, and the return
of the blood supply triggers an intense inflammatory
response.! Liver ischemia-reperfusion injury (LIRI)
comprises a complex phenomenon that occurs in many
clinically important events, including hepatic surgery,
transplantation, trauma, and hemorrhagic shock.? In
this organ, ischemia activates Kupffer cells (KCs),
which are the main source of vascular reactive oxygen
formation during the initial reperfusion period.® A burst
of reactive oxygen species (ROS) occurs upon the res-
toration of the blood flow after an IR injury.* Also, KCs
generate primary cytokines such as tumor necrosis fac-
tor alpha, interleukin 1, tumor necrosis factor beta,
interferon gamma, and granulocyte colony stimulating
factor, which enhance KC activation and promote neu-
trophil recruitment into the liver.>® As part of this in-
flammatory response, arachidonic acid metabolites
such as thromboxane A2 (Tx), prostaglandins (PGs),
and leukotrienes are released.” The effects of Tx on LIRI
are characterized by the stimulation of neutrophil ag-
gregation and recruitment and the induction of platelet
aggregation; both activities promote vasoconstriction
and increase vascular permeability, leading to edema
and thrombosis.® The effects of PG on the IR-subjected
liver include, among others, inhibited ROS generation,
improved insulin action and lipid metabolism, the pre-
vention of leukocyte migration, reduced synthesis or
production of membrane degradation products, the
regulation of cell adhesion molecules, and hepatocyte
(HEP) proliferation.® On the whole, these inflammatory
responses and microcirculatory alterations further ag-
gravate the injury after reperfusion.'®!?

Moreover, ROS have been suggested to be the pri-
mary activators of the mitochondrial permeability tran-
sition pore, a large multiprotein conductance channel.
The opening of this channel causes a loss in the mem-
brane potential, mitochondrial swelling with membrane
rupture, cytochrome C release, and apoptotic cell
death.'2-!3

PG synthase, also known as cyclooxygenase (COX), is
the key and first regulatory enzyme in the arachidonic
cascade leading to PG, Tx, and prostacyclin synthe-
sis.’* The COX enzyme exists in 2 isoforms: COX-1, a
constitutive form that is expressed in multiple cell types
and is generally considered to contribute to normal
tissue homeostasis maintenance,'® and COX-2, an in-
ducible form that is rapidly up-regulated in response to
lipopolysaccharides, cytokines, and mitogens and is
found more commonly in inflammatory and immune
cells.’® Tx and PG production through both COX iso-

forms is inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) such as piroxicam and meloxicam. Pi-
roxicam is a preferential COX-1 inhibitor,'” and meloxi-
cam is a better COX-2 inhibitor'®; both are widely used
in the clinical setting and are nonspecific blockers of Tx
or PG pathways.” On the basis of all the provided infor-
mation, it appears reasonable to assay the role of
NSAIDs in restraining the inflammatory response ob-
served after LIRI. One factor in favor of this proposal is
our previous study, which showed a beneficial action of
aspirin, naproxen, nimesulide, and piroxicam in alter-
native models of hepatic ROS generation such as acute
ethanol intoxication: these NSAIDs prevented hepatic
increases in lipids and thiobarbituric reactive sub-
stances (TBARS) and a decrease in glutathione pro-
duced after ethanol ingestion.'®2? Thus, this study
was focused on evaluating the effect of protein carbony-
lation (PC) in hepatic cells and the protective effects of
piroxicam or meloxicam during a 24-hour temporal
course after reperfusion in a rat warm-ischemia model.

MATERIALS AND METHODS
Animals

After approval by the animal care and ethics committee
of the Dr. Manuel Gea Gonzalez General Hospital (Mex-
ico City, Mexico), we used male Wistar rats, weighing
250 to 300 g, that were obtained from the Animal Fa-
cility of the Independent National University of Mexico
School of Medicine. They were fed commercial rat chow
(Purina, Mexico) and water ad libitum under a dark-
light cycle of 12 hours, and they were maintained at a
constant temperature of 22°C.

The rats were randomly divided into 4 study groups
(n = 10 for each) as follows: (I) a sham group (a surgical
procedure without vascular clamping), (II) an IR group
without the administration of any drug, (III) a group of
animals subjected to the IR protocol and treated with
piroxicam (13 mg/kg; Pfizer, Mexico), and (IV) a group
of animals treated with meloxicam (0.9 mg/kg; Boehr-
inger Ingelheim, Mexico). Drugs were administered in-
traperitoneally 1 hour prior to surgery.

A warm hepatic IR model was used. Arterial and por-
tal venous blood supplies were interrupted to cephalad
lobes of the liver for 90 minutes with a vascular atrau-
matic clamp in groups II, III, and IV, and this was
followed by a variable reperfusion time. Samples for
specific determinations were taken at 0.5, 1, 1.5, 2, 4,
12, and 24 hours during the reperfusion period.
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Surgical Procedure

After a 12-hour fasting period with water ad libitum,
under general anesthesia with xylazine (100 mg/kg)
and ketamine (13 mg/kg; Pisa, Mexico), rats were
placed in a dorsal decubitus position, and by means of
a mid-longitudinal incision, the peritoneal cavity was
dissected by planes with bipolar electrocautery. After
dissection and gut mobilization to the right, the portal
vein, hepatic duct, and hepatic artery were identified
and subjected to ischemia with a microvascular clamp
(Braun-Aesculap, Germany), the hepatic blood flow be-
ing interrupted. After 90 minutes of partial hepatic
warm ischemia, the clamp was removed, and this initi-
ated hepatic reperfusion. During the surgical proce-
dure, the animals were kept hydrated intraperitoneally
with an isotonic saline solution at 36.5°C with a flow of
15 mL/kg/hour; throughout the surgical procedure
and recovery, rats were placed on a neonatal thermal
pad at 36.5°C to avoid hypothermia. Liver samples were
taken from the right lateral and median lobe for analyt-
ical procedures. The abdominal cavity was closed in
planes with a Polyglactin 910 5-0 gastrointestinal su-
ture (Ethicon-J&J, New York). Animals placed on the
neonatal thermal pad were monitored during their
postoperative period for the following 4 hours and were
then placed in the animal fence-in for 24 hours.

Assessment of Hepatic Function

Blood samples were taken from suprahepatic veins 0.5
to 24 hours after hepatic reperfusion to determine se-
rum enzyme levels (activities) of alanine aminotransfer-
ase, aspartate aminotransferase, lactate dehydroge-
nase, and ornithine carbamoyltransferase. Each
sample was placed in an Eppendorf tube and centri-
fuged at 5000 rpm for 10 minutes; the serum was ob-
tained with a Pasteur pipette, transferred to new Ep-
pendorf tubes, and processed routinely with a universal
kit (Bayer, Mexico). The ornithine carbamoyltrans-
ferase activity was determined with the method of Ce-
riotti.”®

Histopathological Study

Hepatic damage was assessed as a function of acinus
and/or lobular affection, which has been well charac-
terized in acute, subacute, and chronic hepatitis as well
as hepatic ischemic injury.?*2® In fixed paraffin-em-
bedded liver samples, we assessed the following vari-
ables: hepatocellular necrosis, congestion and vascular
ectasia, and the type and amount of inflammatory in-
filtrates. We used a conventional scale: minimal
(<25%), moderate (25%-50%), and severe (>50%). De-
terminations were performed for a minimum of 10 por-
tal spaces chosen at random. The stains used were
those considered routine for the evaluation of hepatic
damage and consisted of hematoxylin-eosin, Masson,
and periodic acid-Schiff stains with and without dia-
stase.

TBARS Assay

Liver homogenates (1:3 wt/vol) in a phosphate-buffered
saline (PBS) buffer (pH 7.4) were obtained from hepatic
samples of each experimental group. After filtration,
homogenates were incubated at 37°C under shaking for
30 minutes. At the end of the incubation period, 20%
acetic acid (Sigma, Mexico) and 0.8% thiobarbituric
acid (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO), previously
dissolved in a phosphate buffer, were added. The mix-
ture was boiled for 45 minutes to complete the chemical
reaction, and the tubes were covered with marbles to
avoid evaporation; 2% KCl was added. The developed
color was extracted with 15:1 n-butanol-pyridine
(Sigma, Mexico), mixed, and centrifuged at 5000 rpm.
Finally, the pink supernatant was read at 532 nm with
a Beckman 650 photometer (Beckman, Germany). The
protein was determined according to the Bradford
method for calculating TBARS per milligram of pro-
tein.2!-26

Electron Paramagnetic Resonance (EPR) in
Bile Samples

The intravenous administration (through the portal
vein) of the spin-trap alpha-phenyl N-tert-butylnitrone
(700 mg/kg) in dimethyl sulfoxide was carried out 5
minutes prior to reperfusion. Bile samples (1.5-2.0 mL
each) were collected by the placement of a PE-23 (tub-
ing) cannula (Becton Dickson & Co., Sparks, MD) into
the common bile duct, and bile was sequentially col-
lected over the following 120 minutes (n = 5 per group).
Bile samples were then frozen in liquid nitrogen and
stored at —70°C until EPR measurements were taken.
Thawed bile samples were transferred into flat quartz
EPR cells (model WG-812, Wilmad-Lab Glass, United
States) and studied in an EPR spectrometer (e-Line
Century series, Varian, United States). Typical EPR op-
erating conditions were as follows: gain, 5 X 10%; mod-
ulation amplitude, 2.0 G; modulation frequency, 100
kHz; microwave power, 2 mW; and time constant, 0.5
minutes. The sweep time for each spectrum was re-
corded for 4 minutes at room temperature. Ten scans
were typically accumulated (we observed no change in
the signal intensity during data accumulation) to aver-
age out and intensify the weak signals observed, which
were first detected with an Agilent model 54622A oscil-
loscope (Agilent, United States). Excel Microsoft soft-
ware was employed to manipulate data. Relative EPR
signal intensities were assessed by the measurement of
the height of the EPR peaks in millimeters under stan-
dardized spectrometer conditions.

Immunohistochemistry of PC

The rate of oxidized protein was followed with an im-
munohistochemical reaction, for which a biotin-
streptavidin-peroxidase complex method was used. Tis-
sues were fixed in ethanol for 2 hours and then
embedded in paraffin. Sections of 2 and 3 mm were
made, and immunostaining was achieved by the
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marked polymer technique with EnVision HRP+
(Dako Corp., Carpinteria, CA). To modify the antibody
binding site, we employed 0.1% 2,4-dinitrophenylhy-
drazine (Sigma Chemicals) in 2 N HCI. Samples were
treated with 0.3% H,O, in an aqueous medium for 5
minutes to block endogenous peroxidase activity.
Samples were treated with 1% bovine serum albumin
dissolved in PBS for 5 minutes to eliminate unspecific
binding sites. Then, they were incubated for 45 min-
utes with the anti-2,4-dinitrophenol (1:1) monoclonal
antibody (Zymed-Invitrogen, CA, United States); this
was followed by the addition of the polymer conju-
gated with peroxidase and the anti-mouse secondary
antibody for 30 minutes. To visualize the reaction,
3,3'-diaminobenzidine-H,O, (Dako) was used as a
substrate. As a negative control, we used normal
mouse serum in PBS instead of the primary antibody.
The whole tissue was immunohistochemically ana-
lyzed. Positive and negative interpretations were
based on standard criteria consisting of a staining
affinity of <10% of the cell population with specific
immunolocalization (membrane staining), and the
staining intensity was considered as follows: (+) weak,
(++/+++) moderate, and (++++) intense. A positive
control for the immunohistochemical mounting tech-
nique was performed with cerebral tissue from 1 patient
with Alzheimer’s disease according to the technique
published by Smith et al.?”

Immunohistochemistry of CD34 and CD68

For immunohistochemical studies, 2-p-thick sections
were treated with 0.1 M sodium citrate (pH 6.0) and
Tween 20 for the unraveling of epitopes. Endogenous
peroxidases were blocked with 0.3% hydrogen perox-
ide, and this was followed by incubation with 1%
bovine serum albumin in PBS for 5 minutes to elim-
inate nonspecific binding. Monoclonal antibodies
were used against CD34 (clone QBEnd 10, Dako; 1:50
dilution) in this study. The sections were incubated
with primary antibodies for 45 minutes. After the
primary antibodies, the sections were incubated for
30 minutes with biotinylated anti-mouse/anti-rabbit
antibody, and this was followed by similar incubation
with the streptavidin/peroxidase complex (labeled
streptavidin biotin horseradish peroxidase; Dako).
The reaction products were visualized with 3,3’-dia-
minobenzidine-H,0, and subsequently washed with
a PBS buffer for 4 minutes. The sections were also
incubated with CD68 antibody (clone PG-M1, Dako;
1:150 dilution). Sections were then incubated with
biotinylated anti-mouse/anti-rabbit antibody and
with the streptavidin/phosphatase alkaline complex
for 30 minutes each (labeled streptavidin biotin/
phosphatase alkaline; Dako). The reaction products
were visualized with a new fuchsin substrate (Bio-
genex, San Ramon, CA). Sections were subsequently
counterstained with Gill hematoxylin solution. Nor-
mal liver samples were used as positive controls; as a
negative control, PBS was applied as a substitute for
primary antibodies.

Assessment of Apoptosis by Light Microscopy
Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate Nick-End Labeling (TUNEL)
Assay

Apoptosis was assessed by the detection of DNA fragmen-
tation with an in situ TUNEL assay under light micros-
copy. Liver slides were processed with an ApopTag in situ
apoptosis detection kit (Intergen Co., United States) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Briefly, liver
tissue slides were pretreated with proteinase K and H,O,
and incubated with a reaction mixture containing termi-
nal deoxynucleotidyl transferase and digoxigenin-conju-
gated deoxyuridine triphosphate for 1 hour at 37°C. The
labeled DNA was visualized with horseradish peroxidase—
conjugated anti-digoxigenin antibody with diaminobenzi-
dine as the chromogen. For a negative control, the termi-
nal deoxynucleotidyl transferase enzyme was omitted
from the reaction mixture. As previously described by
Corona-Morales et al.,?® 10 portal spaces of each culture
were randomly chosen, and positively stained cells were
counted.

Statistics

The Kruskall-Wallis test was employed to assess
whether differences existed between the studied
groups. When statistically significant differences were
revealed, the Mann-Whitney test was used to compare
the studied groups in order to identify statistical differ-
ences with P < 0.05.

RESULTS
Serum Activity of the Liver Enzymes

In this work, we used 6 different indicators of liver
damage produced by IR; only 1 of these, the serum
enzyme assay, is regularly used in clinical practice.
Thus, the Results section is initiated with the presen-
tation of progressive changes in the serum activity of
liver enzymes during the experimental protocol. The
idea was to expedite a correlation between the values of
increased serum enzymes from the liver and the mag-
nitude of liver damage observed after the assay with
other indicators. Blood samples were taken from supra-
hepatic veins at different times after LIRI to assay the
catalytic activity of the released liver enzymes. The
sham group (I) depicted normal serum values of liver
enzymes during the experiment, as shown in Fig. 1A;
the recorded values of the studied enzymes were sub-
stantially higher after 1 hour of reperfusion (Fig. 1B-D).
The pattern of change in the serum activity was similar
for the liver enzymes mainly present in cell cytosol (ala-
nine aminotransferase, aspartate aminotransferase,
and lactate dehydrogenase) in comparison with en-
zymes localized within the mitochondrial space.??-3°
Either piroxicam or meloxicam treatment partially pre-
vented, in a similar fashion, the release of serum en-
zymes 2, 4, and 12 hours post-reperfusion (Fig. 1).
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Figure 1. Serum values of the liver enzyme activity: ALT, AST, LDH, and OCT patterns in a 24-hour period. The values are
expressed in international units per liter. Statistically significant differences at the different times tested are indicated by an
asterisk (P < 0.05). Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; COX, cyclooxygenase;
LDH, lactate dehydrogenase; OCT, ornithine carbamoyltransferase.

Histological Changes

LIRI-associated histological changes followed the tissular
evolution described for many organs and systems sub-
jected to similar stress. During the ischemic period (90
minutes), no inflammatory cells, no damage to microcir-
culation (stasis), and no necrosis were observed in the 3
groups of IR-subjected animals. Once reperfusion had
been initiated and at 60 minutes (1 hour), the sole group
affected was the untreated IR group, which exhibited the
focal presence of apoptotic bodies as well as edema and
congestion. These findings were initially found in the
COX-1-inhibited group (III) and in the COX-2-inhibited
group (IV) at 2 hours until a plateau was reached, which

was accompanied by the presence of inflammatory cells,
apoptosis, and congestion. Necrosis appeared first in the
untreated IR group at 2 hours and at 4 hours in both
NSAID-treated groups, and it was absent at 12 hours in
the untreated IR group, becoming bridges and remaining
focal in piroxicam-treated animals and meloxicam-
treated animals (Fig. 2).

Presence of ROS Measured Indirectly by
TBARS and Directly by EPR

Levels of TBARS, a widely used indicator of lipid peroxi-
dation due to the presence of ROS, were significantly
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IRH + COX-1

IRH +COX-2

Figure 2. Representative hematoxylin-eosin staining of the
liver. (A) After 1 hour of reperfusion, apoptotic bodies (3) and
minimal inflammatory cells were found. (B) An apoptotic body
(1) without inflammatory cells. (C) Normal hepatic preserva-
tion. (D) In contrast, after 4 hours of reperfusion, liver sam-
ples exhibited focal necrosis areas and moderate inflamma-
tory cells. (E) Focal necrosis and minimal inflammatory cells.
(F) Lower focal necrosis. (G) After 24 hours of reperfusion, the
ischemia-reperfusion group showed dropout and severe necro-
sis. (H,I) Samples from livers treated with COX-1 or COX-2
inhibitors showed scant focal necrosis and fewer inflamma-
tory cells. The original amplifications were 10X and 20X.
Abbreviation: COX, cyclooxygenase.

higher in the IR group than in the sham group. The
piroxicam-treated and meloxicam-treated groups both
demonstrated reduced levels of TBARS after IR in com-
parison with the IR group alone (Fig. 3A). In a parallel
fashion and as in the release of liver enzymes, there
were significant differences in the TBARS levels be-
tween untreated and treated groups, which were noted
4 to 8 hours after reperfusion. No significant differences
were found between the treated groups.

As shown in Fig. 3B, when bile samples were taken
from the bile duct during the liver reperfusion phase to
measure the ROS pool directly, a decline in the signal
intensity in NSAID-treated groups was observed in
comparison with the untreated IR group. No ROS pres-
ence was found in the sham group. However, a small
paramagnetic signal could be detected in the majority of
the bile samples analyzed, including those from the
sham group and those from the treated and untreated
IR groups (see the arrow in Fig. 3B). This spectral fea-
ture was detected even in the absence of alpha-phenyl
N-tert-butylnitrone, indicating the presence of a small
amount of a paramagnetic species in the bile, and al-
though its chemical nature could not be determined,
this presented characteristics (isotropic and centered
around g = 2.0028) associated with a non-metal-cen-
tered free radical.

PC

An analysis of the PC phenomenon in the 3 IR groups at
progressive times revealed that no PC generation oc-

O  SHAM
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Figure 3. (A) Liver TBARS content. In the sham group (I), a
basal value of 0.58 + 0.3 was obtained, whereas in the ischemia-
reperfusion group without treatment (II), the presence of TBARS
was higher after 1, 2, and 4 hours in comparison with the cyclo-
oxygenase l-treated group (III) and cyclooxygenase 2-treated
group (IV); a statistical difference is indicated by an asterisk. No
significant difference was found between the nonsteroidal anti-
inflammatory drug-treated groups. A molar extinction coeffi-
cient of 1.56 x 10° M~ ' cm™ ' was used to estimate the values.
(B) EPR. We used the free-radical spin-trap PBN to detect reac-
tive oxygen species directly in bile samples obtained after isch-
emia. As controls, we analyzed the samples of the sham group (I)
with and without PBN and the samples of each experimental
group without PBN. No additional reactive oxygen species could
be detected in these groups (data not shown); however, the Re-
sults section has a description of the spectral feature centered
around g = 2.0028 (arrow). The EPR parameters were as de-
scribed in the Materials and Methods section. Abbreviations:
EPR, electron paramagnetic resonance; PBN, alpha-phenyl N-
tert-butylnitrone; TBARS, thiobarbituric reactive substances.

curred during the first 90 minutes of the experiment
(ischemia time), with the exception of positive staining

in KCs in group II (Fig. 4). In addition, positive PC F4
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Figure 4. Liver expression of protein carbonylation at the
end of the ischemia time. The sham group showed normal
histopathology (A) in 1 portal triad and (B) in the central vein;
endothelial cells, Kupffer cells, and hepatocytes were negative
to staining. (C,D) In contrast, liver samples from the untreated
ischemia-reperfusion group (II) after 90 minutes of ischemia
showed staining in Kupffer cells. These samples were taken
before the reperfusion phase. This observation was not made
in animals from groups III and IV. The amplifications were (A)
100x, (B,C) 40x, and (D) 20x.

appeared in endothelial cells (ECs) from the untreated
IR group but not from NSAID-treated groups from the
beginning of reperfusion. The same expression pattern
was retained for the following 30 to 60 minutes, with
only slight intensity changes and initial compromising
of KCs. At 90 minutes, the 3 groups showed PC in the
previously defined cells (ECs, KCs, and HEPs). The cell
population number and PC signal intensity remained
constant at 2 and 4 hours in the 3 groups; at 12 hours,
the disappearance of PC was observed, mainly in HEPs.
During the following 12 hours and up to 24 hours after
perfusion was initiated, PC was absent in HEPs and
KCs in COX-treated groups. During this period, the
signal remained in KCs and ECs from the untreated IR
group (Fig. 5). To confirm cell identity, CD68-specific
and CD34-specific labeling of KCs and ECs, respec-
tively, was performed as described in the Material and
Methods section and visualized by light microscopy
(Fig. 6). As shown in Fig. 5, during the first postreper-
fusion hour, ECs and KCs intensively expressed the
marker (+++), which was not found in the HEPs (—); at
4 hours, the expression of the carbonyl groups was
similar in the studied populations (++/+++), and at
24 hours, the expression persisted in the ECs and KCs
(++) and was negative in the HEPs. As an effect of the
IR injury, ROS were released that reached the portal
and systemic circulation; this event was demonstrated
by the expression of carbonylation in the liver ECs; as
the injury progressed, it extended to the KCs because of
their protective function. Other studies have demon-
strated the participation of ECs and KCs, but in an
indirect way; the applied immunohistochemistry (PC)
demonstrated in vivo the damage to these cells.

IRH + COX-1

IRH +COX-2

Figure 5. Liver expression of PC after reperfusion. After 1
hour of reperfusion, the untreated ischemia-reperfusion
group showed (A) PC in ECs (+++) and KCs (+++). In contrast,
livers treated with COX-1 or COX-2 inhibitors showed PC in
(B) ECs (++) and (C) ECs (+), respectively. (D-F) After 4 hours
of reperfusion, we observed PC in ECs, CK, and hepatocytes
(++/+++). After 24 hours of reperfusion, liver samples were
characterized by (G) PC in ECs and CK (++) and (H,I) PC in ECs
(++). The amplifications were (A,C-E,G-I) 20X%, (B), 40X, and
(F) 100 x. Abbreviations: +, weak; ++/+++, moderate; ++++,
intense; COX, cyclooxyg s EC, dothelial cell; KC,
Kupffer cell; PC, protein carbonylation.

\“ L]
‘-. » "
2 S
Figure 6. Immunohistochemistry to CD34 and CD68. Liver

samples of a portal space showed immune expression (red for
ECs and brown for KCs). The amplifications were (A) 40x and
(B) 100 x. Abbreviations: EC, endothelial cell; KC, Kupffer cell.

Apoptosis During Liver IR

As shown in Fig. 7, TUNEL-positive cells were rarely
found in livers treated with piroxicam or meloxicam in
comparison with the IR group. In the sham group, 1 or
2 cells were found, and this was considered a normal
finding. The most relevant data were obtained after 4
hours of reperfusion. Brown cells were considered pos-
itive for apoptosis, and a few red cells were observed in
the sinusoidal space.

DISCUSSION

The model reproduces the main events found in the
clinical practice of surgeons and gastroenterologists in-
terested in the liver, such as portohepatic ischemia
induced by the Pringle maneuver,®!-3? with its modi-
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Figure 7. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate nick-end labeling technique. (A)
In the sham group, 5 = 2 apoptotic cells were observed per
portal space. (B) Statistically significant differences were
found in a comparison of the untreated group and the group
that underwent hepatic ischemia-reperfusion; 101 + 35 ap-
optotic cells were observed per portal space versus (C) 41 =
11 apoptotic cells per portal space in the hepatic ischemia-
reperfusion and piroxicam group and (D) 37 + 6 apoptotic
cells per portal space in the hepatic ischemia-reperfusion
and meloxicam group. No statistical difference was found
between groups III and IV. The amplifications were 40 x and
10X, respectively.

fications or indications according to each case, or in
all conditions that reduce arterial and/or venous
ﬂOW.SS_S?

A striking fact of the results as a whole is that once a
change was detected in 1 of the assayed hepatic injury
indicators, a similar variation in time and magnitude
occurred in the remaining liver damage indicators.
These changes emerged previously and were quantita-
tively higher in the IR group than in the NSAID-treated
animals (eg, compare data from Figs. 1 and 5), but a
close correlation among these is clear, mainly during
the first 4 hours post-reperfusion. These synchronized
points suggest a cellular response to IR that is appar-
ently triggered by a burst in ROS production, which is
followed by a domino effect that spreads the injury in an
amplification cascade. KC activation during the initial
reperfusion period appears to cause the sudden gener-
ation of ROS once restoration of the blood flow oc-
curs.?38

Our data on PC are in agreement with evidence that
the initial damage occurs in KCs and additionally in
ECs (Fig. 5A). The ROS burst impinges upon cellular
constituents, such as proteins and lipids, to establish
oxidative stress in which ROS generation surpasses
cellular mechanisms to promote their disappearance.
Moreover, activated KCs generate primary cytokines
that enhance KC activation and promote neutrophil
recruitment into the liver, which can create a vicious
circle that further increases the ROS pool.3-37-39-40 This
higher ROS pool was manifested by a progressive accu-
mulation of PC observed in KCs and ECs and later in

HEPs (Fig. 5D-F). Following this line of thought, we
found that ROS reached lipids in cell membranes to
promote the enhanced production of TBARS (Fig. 3A)
and in the ROS pool directly measured in bile (Fig. 3B).
ROS-mediated injury to proteins and lipids led to cell
necrosis (Fig. 2), apoptosis (Fig. 8), and more rapid
release of hepatic enzymes from parenchymal cells to
serum (Fig. 1).

Lipids in the hepatic tissue were assessed by the
formation of TBARS adducts; this is not a specific
method for the affected lipids, but it provided the
amount of oxidized lipids needed in the analyzed sam-
ples. These results were evident from the first hour
onward; they reached their maximal biochemical ex-
pression within the first 2 to 4 hours post-reperfusion
(Fig. 3A). The decline started around 24 hours, and it
could have been due to the exhaustion of the oxidizable
sources or a halt in their release due to cell death by
apoptosis or necrosis.

Notwithstanding this, the relevant finding in this
work is the ability of piroxicam and meloxicam to lower
ROS levels, presumably at the level of KCs and ECs,
during the initial reperfusion period. Data from Fig. 4
are relevant because they demonstrate that PC oc-
curred at the very beginning of reperfusion in the un-
treated rats, whereas in the COX-treated groups, PC
presented only at a later stage and with much lower
severity. The present results suggest that PC is not
solely another of the deleterious and causative agents
in ischemic hypoxic tissular damage but rather is prob-
ably one that underlies many of the important events
observed (Fig. 5).

The usefulness of this finding lies in the possibility of
correlating it with serum enzyme values, an apoptosis
index by TUNEL, and ROS (malondialdehyde and EPR),
which could indicate progression of the damage. This
would allow the use of this parameter as a tissular
monitoring tool with clinical significance.*!**

In summary, the anti-inflammatory-mediated ability
to lower ROS values also reduced PC, TBARS, EPR
signals in bile, necrosis, apoptosis, and the release of
hepatic enzymes in serum. No experiments were carried
out to define specifically whether this effect was mainly
due to a preventive action of NSAIDs on ROS generation
or an effect of the drugs in promoting ROS disappear-
ance. Importance was assigned to describing a hepato-
protector action of 2 NSAIDs, at least during the initial
24 hours after reperfusion. These results are in agree-
ment with our previous work that showed a hepatopro-
tective action of other NSAIDs in preventing certain
deleterious effects of acute ethanol intoxication.?°22
The hepatoprotective action of aspirin on acetamino-
phen-induced liver injury has been reported by other
authors.*5* In this respect, the work of Imaeda et al.*”
is also of relevance because the authors found that the
action of aspirin is due to down-regulation of pro-in-
flammatory cytokines. In addition, this group identified
the requirement of toll-like receptor 9 and the nacht
domain, leucine-rich repeat, and PYD-containing pro-
tein 3 inflammasome for acetaminophen-induced hep-
atotoxicity.
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Recently Hamada et al.*® showed in COX-2-deficient
mice significantly decreased levels of interleukin 2 as
well as interleukin 12, a cytokine known to have a
central role in T helper 1 effector cell differentiation;
previously, Ozturk and Gezici*® showed that celecoxib
has beneficial effects in IR injury and may protect the
liver. These data correlate with our findings in this
experimental study.

Further experiments are required with drugs from the
anti-inflammatory pharmacological group in order to
define the compound with fewest contraindications and
adverse effects that could be used as an elective hepa-
toprotective compound.®°->3 The use of such a putative
compound could be of particular utility in programmed
cases of IR. Because damage occurs from the first hour
and is proportional to the duration of the ischemic
event, the effects on the function and viability of the
liver will depend on the promptness and effectiveness of
the pharmacological intervention.
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Background. Previous work from our laboratory revealed that administration of selected
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)—aspirin, naproxen, nimesulide, and
piroxicam—prevented some signs of oxidative stress produced in rat livers acutely intoxi-
cated with ethanol. Our final aim was to pursue these advantageous effects of NSAIDs in
humans in relation to opposing the oxidative action of ethanol. In preparation for these
studies, we conducted a search for tissues that were more accessible than liver, such as
plasma and blood cells.

Methods. Either ethanol (5 g/kg body weight) or an isocaloric amount of glucose from
a 30% solution alone or combined with one of the NSAIDs was administered orogastri-
cally to rats; animals were sacrificed 5 h later.

Results. Ethanol increased both protein carbonylation (PCO) and thiobarbituric acid re-
active substances (TBARS) in isolated lymphocytes, increased proteolysis in isolated red
blood cells (RBC), and decreased the pool of plasma amino acids. The NSAIDs em-
ployed reversed the ethanol-mediated rise in PCO in plasma, but with the exception of
aspirin failed to prevent the ethanol-produced decrease in the amino-acid serum pool. Ad-
ditionally, the increase in TBARS and PCO promoted by ethanol in lymphocytes was re-
verted with aspirin. In contrast, ethanol-activated proteolysis was not modified by aspirin.

Conclusions. The pro-oxidant effects of ethanol and certain beneficial actions of
NSAIDs, especially those of aspirin, preventing these pro-oxidant effects can be followed
in blood constituents of rats. Hence, these oxidative markers could be regarded as poten-
tial clinical monitors for ethanol-mediated oxidative stress. © 2007 IMSS. Published by
Elsevier Inc.

Key Words: Ethanol, Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, TBARS, Protein carbonylation,
Proteolysis, Plasma amino acids.

Introduction could be used in clinical studies. Hence, we tested the ox-
idative changes previously reported in liver and the benefi-
cial opposing effects of nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) that could be reproduced in plasma and
blood cells. Acute ethanol intoxication produces oxidative
stress which has been characterized in liver and includes,
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Despite numerous studies of biochemical changes in liver
and other central tissues induced by ethanol intoxication
there is limited information on similar effects in blood that
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a decrease in the content of antioxidants, such as total and
reduced glutathione (3). In addition, acute ethanol oxida-
tion produces widely studied hepatic metabolic distur-
bances, like a limited gluconeogenesis, an accumulation
in triacylglycerides (TAG) and a reduction in protein syn-
thesis (4). Of potential practical interest is the finding that
several NSAIDs administered to rats simultaneously with
ethanol (5 g/kg bw) diminished some indicators of liver
damage promoted by this hepatotoxic compound. Thus,
the use of NSAIDs—aspirin, naproxen, nimesulide, and pir-
oxicam—partially reverted the increase in TAG and
TBARS and the decrease in reduced and total glutathione
produced by acute ethanol intoxication (5—7). The aim of
this work was to explore whether these NSAIDs might
share protection against potential pro-oxidative effects of
ethanol in plasma constituents and blood cells, a more ac-
cessible tissue for obtaining samples, thus facilitating stud-
ies in humans. Acute ethanol intoxication in blood samples
from rats resulted in higher TBARS values in RBC mem-
branes (8) and a rapid decrease in the pool of plasma amino
acids (9—14). With these precedents, in this work we
explored additional signs of ethanol’s pro-oxidant action
in blood components, among these PCO levels in serum
and peripheral blood lymphocytes. A rise in PCO has been
interpreted as a consequence of an increase in protein oxi-
dation, and previous reports have shown higher PCO values
in liver 36 h after ethanol treatment (2). Furthermore, Davis
demonstrated that mildly oxidized proteins are more easily
degraded by proteolytic attack (15—20). Therefore, ethanol
intoxication by means of PCO might lead to an increase in
cellular proteolysis and eventually contribute to maintain-
ing a higher pool of amino acids, which would rise even
more as a consequence of the previously mentioned reduc-
tion in protein synthesis rate following ethanol treatment
(4). Nevertheless, because a rapid decrease in the plasma
amino-acid pool has been reported constantly in ethanol-
treated rats (9—14), in this work the eventual coexistence
of both ethanol actions, increased cellular proteolysis and
decreased content of blood plasma amino acids, will be
analyzed. Finally, of the four tested NSAIDs, aspirin was
more effective in reverting ethanol-promoted changes in
blood constituents.

Materials and Methods
Chemicals

The L-alanine dehydrogenase, 2,4-dinitrophenylhydrazine,
B-NAD™, thiobarbituric acid, 1,1,3,3-tetraecthoxypropane,
bovine serum albumin, Histopaq, aspirin, piroxicam, nap-
roxen, and nimesulide were obtained from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). All remaining reagents were of the highest
purity available, and Bradford reagent was purchased from
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA).

In Vivo Experiments

Male Wistar rats (200 g 4= 20 g) were fed with a commercial
diet (Nutricubos; Purina-Nestlé, Mexico City, Mexico),
received water ad libitum and were fasted for 16 h prior to
treatment. The experimental animals were divided randomly
into six groups and treated as follows: the control group re-
ceived no treatment; the sham group was treated with 2 mL
saline solution, 0.9% NaCl corresponding to the vehicle
used to administer all NSAIDs, adjusting pharmacologic
doses employed in humans to 200 g rats as follows: aspirin,
45 mg/kg; naproxen, 10 mg/kg; nimesulide, 28 mg/kg, and
piroxicam, 10 mg/kg (5). Because aspirin was the focus of
this study, not all the remaining three NSAIDs were utilized
in all experiments. As indicated in the figures, control ani-
mals received a single dose of one isocaloric amount of su-
crose (30% solution), and experimental animals received
a single dose of ethanol 5 g/kg body weight (bw) (as
a 60% solution) through an orogastric tube. All animals
were sacrificed by decapitation at the times indicated in
the figures, and blood samples were collected in tubes with
heparin. The Ethics Committee of the School of Medicine at
the National Autonomous University of Mexico (UNAM)
approved the experimental protocol in accordance with the
International Animal Care and Use Committee.

Isolation of Red Blood Cells and Plasma

Routinely, four rats receiving the same treatment were sac-
rificed simultaneously and their blood was used as an
18—20 mL pool. All of the following steps were performed
at 4°C. Whole blood was centrifuged at 1200 x g for 10
min and plasma supernatant was carefully recovered for
further analysis, avoiding contamination with cellular com-
ponents. The leukocytes of the upper part of the pellet were
removed by aspiration and discarded. The remaining red
blood cells were washed twice with Krebs-Ringer phos-
phate solution pH 7.3 (KRP). The supernatant of the second
wash was discarded by aspiration. This red blood cell-
enriched pellet was divided into two samples to be used
for alanine determination or proteolysis (15).

Isolation of Lymphocytes

Lymphocytes were isolated from blood through a Histopaq
gradient according to manufacturer’s indications. Briefly,
15 mL of blood were diluted with phosphate buffer solution
(PBS) (1:3) and were added to a 50 mL conical tube con-
taining 10 mL of histopaq, diluted blood added carefully
to avoid disrupting the gradient. After centrifugation at
1800 x g for 30 min, the fraction that contained lympho-
cytes was carefully absorbed and washed with PBS.

Determination of Alanine Pool

Alanine content was assayed in plasma and RBC according
to Davies (15). Briefly, protein was precipitated by use of
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perchloric acid and alanine was measured in the neutralized
supernatant spectrophotometrically with the aid of NAD™
and alanine dehydrogenase. The highest value of the ala-
nine pool detected in blood was observed 5 h after ethanol
administration; therefore, studies reported in this work
focus on this time point.

Proteolysis Studies

Alanine is not synthesized de novo in RBC; thus, net alanine
production can solely occur via protein degradation (15).
Briefly, RBC were diluted with RKP 3:1 and incubated at
37°C for 2 h. Samples were taken each hour, beginning at
time zero in the total mixture and in the RBC after centrifu-
gation at 1,200 x g for 10 min. Alanine was measured in the
collected samples according to the method described previ-
ously. An internal control of proteolysis with red blood cells
(RBCs) from untreated control rats was always included.

Carbonyl Assay

PCO content was carried out in plasma and lymphocytes by
the method of Levin (21). In short, protein carbonyl groups
were determined by the 2.4-dinitrophenylhydrazine reac-
tion. Carbonyl protein content was calculated using the
absorption coefficient of 22,000 M~ 'em™! at 370 nm for
aliphatic hydrazones.

Lipid Peroxidation

Peroxidation was assessed by measurement of TBARS
according to Buege and Aust (22). The TBARS assay has
been discredited as an accurate measurement of the extent
of lipid peroxidation. Nonetheless, it is a simple, reproduc-
ible, and widely used assay. In our work, it was an additional
assay for following the pro-oxidant action of ethanol. Briefly,
lymphocyte samples (100 pL) were boiled for 20 min with
thiobarbituric acid. TBARS content was determined by mea-
suring their absorbance at 535 nm. Calculations were based
on standard curves of 1,1,3,3-tetraethoxypropane prepared
for each individual experiment.

Protein Determination

Protein was determined as described by Bradford (23),
using bovine serum albumin as standard.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using Sigma Plot, ver-
sion 5.0 (SPSS, Chicago, IL). All data are expressed as
mean =+ standard error of the mean (SEM). Wilcoxon,
signed rank test, or Student’s t-test were used for paired
data. Statistical significance was set at p <0.05.

Results

Five hours after ethanol administration alone (5 g/kg body
weight), there was a 46.2% increase in plasma PCO levels
as compared with those of the control group (Figure 1). As
expected, all four NSAIDs assayed—aspirin, naproxen,
nimesulide, and piroxicam—impaired or lowered the ethanol-
dependent increase of PCO (Figure 1). Due to all of the
pro-oxidant effects of ethanol described for several tissues
(liver, pancreas, plasma, red blood cells, leukocytes) in this
study and in papers cited in this work, it is highly probable
that proteins were indeed oxidatively modified by ethanol
and not merely subjected to adduction arising from the met-
abolic formation of acetaldehyde. However, interpretation
of these results becomes complex because administration
of only two of these NSAIDs, namely, aspirin or piroxicam,
in the absence of ethanol, increased the amount of PCO in
plasma to similar values of those recorded with ethanol
alone (Figure 1).

The pro-oxidant effects of ethanol and the observed pro-
tective effect of aspirin were explored in isolated lympho-
cytes and RBC. In lymphocytes obtained from rats that
had been intoxicated for 5 h with ethanol, TBARS content
and PCO levels were increased (Figures 2A and 2B); aspi-
rin, the sole NSAID tested, prevented both effects of etha-
nol administration (Figures 2A and 2B). A study on the
effect of ethanol modifying PCO levels in RBC was not
possible because of interference due to the elevated concen-
tration of hemoglobin present in these cells.

The effect of ethanol on RBC proteolysis was studied in
parallel. Alanine presence in isolated RBC is indicative of
proteolysis, because these are unable to synthesize alanine
de novo (15). Therefore, these cells were isolated from rats
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Figure 1. Protein carbonyl content in plasma from rats 5 h after acute
ethanol intoxication and simultaneous NSAIDs administration. Animals
received the indicated treatments. Data represent mean =+ standard error
(n = 4). Statistical significance control vs. aspirin, piroxicam, or ethanol
alone, *p <0.05; ethanol vs. ethanol plus NSAIDs, **p <0.05.
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cytes 5 h after ethanol intoxication. Animals received the indicated com-
pounds. Data represent mean =+ standard error (n = 4). Statistical
significance ethanol vs. all other groups, *p <0.05.

treated for 5 h with ethanol and/or aspirin and incubated
in vitro to measure alanine-pool content. In RBC from
ethanol-treated rats, more alanine was present (0.75 nmol
of alanine/mg protein x h™') than in the corresponding cells
from control rats (0.29 nmol of alanine/mg protein x h_l)
(Figure 3). All this indicates that 5 h of treatment with high
doses of ethanol promoted sufficient in vivo changes to de-
velop a higher rate of in vitro proteolysis once these RBC
were maintained under the experimental conditions de-
scribed in Materials and Methods. In rats receiving ethanol
and aspirin, their RBC presented a lower rate of alanine
production (0.63 nmol of alanine/mg protein x h™') than
cells from rats treated with ethanol alone (0.75 nmol of al-
anine/mg protein x h™'). When rats were treated with aspi-
rin alone, proteolysis took place above control levels (0.53
nmol of alanine/mg protein X h_l), indicating that, in the
absence of ethanol, aspirin alone can promote PCO in
RBC (Figure 3). From these results, it is evident that prote-
olysis is activated by ethanol and that when administered in

combination with aspirin, a protective effect becomes
apparent, lowering PCO content. Contrary to what was
expected, aspirin alone determines an increase in PCO
above control level and, more importantly, when combined
with ethanol, no additive effect on PCO content was ob-
served. During in vitro incubation, PCO decreased in
RBC derived from ethanol- and aspirin-treated rats. There-
fore, we proceeded to evaluate whether the protective ac-
tion of aspirin on ethanol’s deleterious effect is present in
vivo. To render the effect of ethanol more evident on the
pool of alanine in plasma, we carried out major adjustments
on previously reported experimental protocols (13,26) (re-
sults shown in Figures 4A and 4B). Experimental groups
were as follows; a) the ethanol dose utilized was 5 g/kg
body weight, b) rats were fasted for 12 h prior to treatment
with saline (sham), sucrose, ethanol, or no treatment (con-
trol animals), and c) the in vivo content of alanine was mea-
sured not only in plasma as a previous papers, but also in
RBC. Alanine pool in plasma remained constant within ex-
perimental error and demonstrated similar values for con-
trol and sham rats (Figure 4A). Plasma alanine pool at
0 h was 20% higher than RBC alanine pool (Figure 4B).
Sucrose treatment lead to an increase in plasma and RBC
alanine content 4 h later, followed by a decrease in these
values for both plasma and RBC (Figures 4A and 4B).
The most important finding in this experiment included that
the reported ethanol action of lowering the amino acid pool
observed here for alanine is quantitatively important
(62.7%, 4 h after ethanol intoxication), reproducible, with
small individual differences, is present in both plasma
and RBC, and persists for >12 h after ethanol administra-
tion (Figures 4A and 4B).

With the purpose of reverting the in vivo alcohol-
mediated effect of lowering the alanine pool in plasma
and RBC, each of the four NSAIDs was administered
simultaneously with ethanol. When NSAIDs were adminis-
tered alone, some raised the pool of alanine either in plasma
or in RBC; nevertheless, when the NSAIDs were adminis-
tered simultaneously with ethanol the effects of the latter
persisted and alanine pool in plasma and RBC remained
at low levels significantly. Aspirin reversed the action of
ethanol and prevented the decrease of alanine pool in both
plasma and RBC (Figure 5).

Discussion

The results presented in this work show that several pro-
oxidant actions of high doses of ethanol were detected in
blood constituents 5 h after ethanol administration (Figures
1 and 2). These results, as well as our previous reports
showing an increase in TBARS of RBC membranes from
ethanol-treated rats (8), indicate that ethanol intoxication
promotes in vivo a rise in reactive oxygen species (ROS)
of blood constituents. The NSAIDs used, in particular,
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aspirin, reverted the majority of ethanol’s pro-oxidant ac-
tions on the blood constituents studied herein, i.e., they in-
creased plasma PCO (Figure 1) and increased TBARS and
PCO in lymphocytes (Figures 2A and 2B). The greatest
protective effect was observed on lymphocyte PCO.

At this point, we do not know the possible mechanisms
by which NSAIDs, and aspirin in particular, elicit their
protective actions. Nevertheless, several known processes
might be involved: in the absence of cellular components,
NSAIDs such as aspirin and piroxicam act as trapping
agents for free radicals (24,25). Under the in vivo condi-
tions studied, the potential contribution of this particular
mechanism would have to be small, considering that ad-
ministration of the NSAIDs aspirin and piroxicam leads
to an increase rather than a decrease in PCO (Figure 1). Un-
expectedly, the effects of aspirin and ethanol on PCO when
administered alone were not additive during present simul-
taneous treatment. One possible explanation is that etha-
nol and aspirin induced increases in PCO when
administered, reflecting different biochemical events:
PCO induced by aspirin could sensitize the cell into activat-
ing a better protective response once confronted with the
additional ethanol-produced metabolic stress, with a conse-
quent decrease of PCO content to nearly control values
(Figure 1).

Proteins are susceptible to aggregation, fragmentation,
amino-acid modification, and proteolytic attack after expo-
sure to ROS and are rapidly degraded, as has been
suggested in hepatocytes (2) and as has been shown in
RBC incubated in vitro (15—20). The observed increase
in alanine content in RBC from ethanol-intoxicated rats

(Figure 3) is in agreement with this concept. This is highly
suggestive that ethanol administration-generated ROS acti-
vated proteolysis of oxidized proteins, which can be consid-
ered an additional indicator of ethanol-mediated oxidative
stress in RBC. Despite the fact that aspirin alone promoted
some proteolysis (Figure 3), it is important to consider that
ethanol-stimulated proteolysis was not additive to proteoly-
sis activated by aspirin (Figure 3), a similar pattern to that
observed for PCO. However, proteolysis measured by an al-
anine increase in RBC might not constitute a good indicator
for following aspirin’s protective effect vs. ethanol’s pro-
oxidant actions, due to the fact that the proteolytic effect
of ethanol was masked by an important ethanol-mediated
decrease of amino acids in plasma and RBC (Figure 4) (26).

Our present knowledge concerning the effects of ethanol
on amino acid metabolism in blood constituents is paradox-
ical (27—30): while ethanol has been reported to promote
both increased proteolysis and reduced protein synthesis
that should lead to an increase in the amino acid pool, a con-
sistent reduction is observed (9—14). Our work confirmed
and extended these results: a protracted decrease of alanine
pool in plasma and RBC (Figures 4A and 4B). How ethanol
exerts its effect on plasma amino acids remains unclear.
Two hypotheses underlying the amino acids’ decreasing ef-
fect have been postulated (11). The first hypothesis indi-
cates that the metabolism of ethanol shifts the redox state
in the liver, and the consequent increase in the [NADH]/
[NAD] ratio forces the consumption of amino acids to be
converted into their keto acids, which react with NADH
and regenerate NAD™ to further oxidize the ethanol (13).
The second hypothesis claims that the reduction of amino
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Figure 4. Time courses for alanine in plasma (A) and RBC (B) after acute
ethanol intoxication. Rats received the following treatments: control (V);
sham ('V¥); sucrose (O), and ethanol (@), and were sacrificed at the indi-
cated times after intoxication. Data represent mean + standard error (n =
5). Ethanol at 4 h and 8 h vs. all other groups at 4 h and 8 h in both plasma
and RBC, *p <0.05.

acids is not caused by the ethanol molecule itself (12) but is
secondary to an increase in epinephrine secretion and higher
levels of circulating catecholamines derived from acute
ethanol intoxication (10,14), this suggestion supported by
related studies (10,31). Previous considerations lead us to
suggest that an ethanol-mediated decrease in plasma amino
acids is independent of the pro-oxidant effects of ethanol.
Notwithstanding, it is noteworthy that aspirin reversed the
decrease of alanine pool in plasma and RBC (Figures 4A,
4B, and 5). An antagonism between metabolic actions
elicited by adrenergic agonists and actions provoked by
NSAIDs has been published previously in isolated rat
hepatocytes; piroxicam blocked epinephrine-mediated
glucose release from lactate (32).

In conclusion, the main purpose of this work was
achieved: to have at one’s disposal an accessible tissue
for in vivo study of the effects of NSAIDs in preventing
the pro-oxidant action of ethanol. Thus, the pro-oxidant ac-
tions evoked by ethanol in vivo emerge in blood constitu-
ents as a PCO increase in lymphocytes and protein
plasma, an increase of TBARS lymphocytes, and a decrease
of alanine content in both plasma and RBC. All of these
were reverted by treatment with NSAIDs; thus, this protec-
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*p <0.05; control vs. nimesulide, control vs. piroxicam, **p <0.05.

tive effect of NSAIDs can be easily followed in samples of
blood constituents. The magnitude of the increase in
TBARS and PCO in lymphocytes from ethanol-intoxicated
animals (Figure 2) and their degree of reversion by aspirin
render these measurements good candidates for clinical
studies.
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Hepatic ischemia-reperfusion injury is commonplace
in liver surgery, particularly in hepatic transplantation,
hepatic resection, and trauma. The signaling events con-
tributing to local hepatocellular damage are diverse and
complex and involve the interaction between hepato-
cytes, sinusoidal endothelial cells, Kupffer cells, as
well as infiltrating neutrophils, macrophages, and
platelets. Signaling mediators include cytokines, re-
active oxygen and nitrogen species, calcium, com-
plement, and several transcription factors. The pur-
pose of this review article was to summarize the
factors that contribute to the pathophysiology of
hepatic ischemia-reperfusion injury. o 2008 Elsevier Inc.
All rights reserved.

Key Words: liver; ischemia-reperfusion; IR injury;
nitric oxide; NO; iNOS; adenosine; cytokines; endothe-
lial and Kupffer cells; ROS.

INTRODUCTION

Interruption of an organ’s blood flow, with its subse-
quent lack of oxygen and nutrient supply, is an inher-
ent phenomenon during diverse surgical procedures. In
liver surgery, there are clinical situations in which the
ischemic periods can be particularly long, such as dur-
ing the resection of large hepatic tumors, management
of hepatic trauma of diverse origins, vascular recon-
structions, and liver procurement for transplantation
[1-3]. Once the blood flow and oxygen supply are rees-

' To whom correspondence and reprint requests should be ad-
dressed at Thomas E. Starzl Transplantation Institute, University of
Pittsburgh, 3459 Fifth Avenue, MUH 7 South, Pittsburgh, PA 15213.
E-mail: gellerda@msx.upmc.edu.
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tablished, reperfusion enhances the injury caused by
the ischemic period, aggravating the damage caused at
the cellular level [4, 5]. This phenomenon, known as
ischemia-reperfusion (IR) injury, impacts directly on
liver viability, especially during transplantation and
liver surgery [3, 6]. During an ischemic period, several
functional changes occur at the cellular level that pro-
mote cell injury. A decrease in oxidative phosphoryla-
tion results in adenosine triphosphate (ATP) depletion
and derangements in calcium homeostasis [7].

The deleterious effects of ATP catabolism modifica-
tion are further enhanced by the production of several
substances, including reactive oxygen species (ROS),
cytokines, adhesion molecules, and vasoactive agents
(endothelin and thromboxane-A2). These alterations
are accompanied by a decrease of cytoprotective sub-
stances including nitric oxide, prostacyclin, and others
[8]. Hepatic cell death occurs due to both necrosis and
apoptosis [9].

MICROCIRCULATORY FAILURE

During the ischemic period, the lack of energetic
substrate interferes with active transmembrane trans-
port, producing edema in Kupffer cells (KC) and endo-
thelial cells (EC) [10]. Loss of the delicate equilibrium
between nitric oxide (NO) and endothelin (ET) induces
vasoconstriction and narrowing of the sinusoidal lu-
men, compromising leukocyte flow and bringing them
in close contact with the capillary wall [11]. The in-
crease in contact between leukocytes and EC promotes
leukotaxis, and although not occluding the capillary
lumen completely, the trapped leukocytes interfere

0022-4804/08 $34.00
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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with the flow of blood through the sinusoidal capillar-
ies [12-14]. Platelet aggregation within the hepatic
sinusoids further aggravates the turbulent flow rate
through the partially occluded capillaries [15]. On
reperfusion of the ischemic liver, the collapse of the
microcirculation maintains areas of ischemic liver pa-
renchyma, in a phenomenon known as “no-reflow” [8,
16, 17]. In addition to the microcirculatory failure, the
activation of KC and neutrophils leads to the synthesis
of inflammatory cytokines, further aggravating the se-
verity of the ischemic injury. The cytokines most fre-
quently implicated in IR injury are the tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a), interleukins (ILs) 1 and 6, pros-
taglandins, and ROS, especially superoxide (O, ) and
hydrogen peroxide [18-23]. Several relevant factors
and mediators such as NO are involved in the ischemic
injury of the liver. NO is synthesized from L-arginine
by the action of nitric oxide synthase (NOS). NO is an
important mediator of immunomodulation, neuro-
transmission, and platelet aggregation [24]. Within
EC, NO triggers platelet cyclic 3’,5’-guanosine mono-
phosphate to reduce the vascular tone and act as a
vasodilator [24, 25]; NO can mediate the intensity of
the IR injury by modulating neutrophil adhesion,
platelet aggregation, and stellate (Ito) cell relaxation
[4, 15, 26]. Stellate cells contract when exposed to
ET-1, whereas sodium nitroprusside (NO donor) in-
duces their relaxation [27]. Therefore, one of the mech-
anisms involved in IR injury is loss of the equilibrium
between ET and NO levels during reperfusion [27, 28].
At the beginning of reperfusion, NO levels decrease
and ET levels increase, favoring microcirculatory va-
soconstriction [29, 30]. Ischemia reduces intracellular
NADPH and oxygen (factors necessary for NO synthe-
sis) and induces the release of arginase [31], producing
an important reduction in NO synthesis, with a signif-
icant increase in degradation of its precursor
L-arginine [31, 32]. Both endogenous and exogenous
NO protect hepatocytes and EC against IR injury, ap-
parently by vasodilation, and by inhibiting the expres-
sion of adhesion molecules (E-selectin) within the si-
nusoidal lumen [25, 26]. To produce significant
amounts of NO in response to a specific stimulus such
as IR, the inducible nitric oxide synthase enzyme
(iNOS) is synthesized de novo, a process that takes 4 to
6 h [24, 33]. Blockade of the 1L-arginine/NO synthase
pathway has been shown to worsen hepatic apoptosis
and liver transplant preservation injury [34, 35]. Aug-
menting graft iNOS expression with adenoviral iNOS
transduction has also been shown to improve liver
transplant preservation injury and improve survival in
severe preservation injury [35]. In clinical practice, an
increase in NO concentration, as well as the reduction
of ET, have been shown to decrease the severity of IR
injury [36].
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FACTORS INVOLVED

Cell Types
KC

During the initial stages of reperfusion, KC are ac-
tivated, producing morphological changes that cause
them to protrude into the sinusoids, contributing to the
reduction of blood flow within the sinusoidal lumen [18,
37]. Activated KC release a large amount of both proin-
flammatory (TNF-«, IL-6, IL-1, and prostaglandins)
and anti-inflammatory mediators (IL-10, IL-13), as
well as ROS [22, 23]. Some studies show that IR injury
can be attenuated or aggravated by the suppression or
potentiation of KC activity, respectively [37, 38]. Cold
liver preservation induces strong KC activation [39];
modulation of KC activity can therefore attenuate the
IR damage in transplanted organs and consequently
improve their survival.

Neutrophils

Activated neutrophils contribute to IR damage
through the release of ROS and several proteases [40].
Neutrophils accumulate in the liver at the initial
stages of reperfusion, and their adhesion to EC is me-
diated by the interaction between selectins and inte-
grins expressed in the neutrophil membrane, and in-
tercellular adhesion molecules (ICAM) expressed on
EC [41, 42]. IR increases ICAM-1 expression in hepatic
EC, probably through TNF-« and IL-1 synthesis [43,
44]. In fact, increased ICAM-1 expression has been
associated with acute liver rejection [45, 46] and neu-
tralization of ICAM-1 decreases the severity of IR in-
jury [47, 48].

Recent studies propose that NK-T-cell and T-cells
also play an important role in hepatic IR injury [49].
Resident lymphocytes found within the liver include
conventional alphabeta TCR cells as well as uncon-
ventional NK and gammadelta T-cells. These lym-
phocytes can alter inflammation through the secre-
tion of soluble mediators such as cytokines and
chemokines or through cognate interactions in an
antigen-dependent manner. Expression of these me-
diators will then result in the recruitment of more
lymphocytes and neutrophils [50].

Platelets

Platelets adhere to the hepatic sinusoids and induce
programmed EC death upon reperfusion of trans-
planted organs [51]. Platelets synthesize and release
several factors that play an important role in the liver
IR and hepatic regeneration [52]. These include cyto-
kines, growth factors such as transforming growth
factor-B, serotonin, and calpain. Platelet-derived sero-
tonin has recently been shown to promote tissue repair
after normothermic hepatic ischemia in mice [53]. In
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human platelets, calpain activation is dependent on
fibrinogen binding to integrin and subsequent platelet
aggregation, suggesting a potential role for this pro-
tease in the regulation of postaggregation responses
[54]. Platelets also produce NO that leads to the
production of peroxynitrite, which acts as a potent
inductor of programmed cell death in EC [55, 56].

Mediators
Cytokines

Cytokines play a relevant role in IR injury, both by
starting and maintaining the inflammatory response,
as well by as modulating its severity [57, 58]. The
substances most studied in this context are the TNF-«
and interleukins IL-1 and IL-6. These cytokines have
large proinflammatory activity, inducing IL-6 and IL-8
synthesis [59] and lower anti-inflammatory IL-10 lev-
els [60, 61]. IL-8 is a potent neutrophil chemotactic and
activating factor and correlates with the neutrophil
infiltration in an IR model [61]. The expression of ad-
hesion molecules (B,-integrins and selectins) also pro-
mote leukocyte—EC interaction [43]. These factors, to-
gether with chemokines and complement factors,
recruit polymorphonuclear leukocytes [8] that infil-
trate the liver, perpetuating and amplifying the isch-
emic injury by releasing additional ROS, TNF-«, and
diverse proteases [62]. TNF-a by itself produces leuko-
cyte chemotaxis and activation [19] and induces ROS
production by KC [63]. In turn, IL-1 induces TNF-«
synthesis by KC and induces neutrophil recruitment,
which in turn produces ROS [20, 64]. Both TNF-a and
IL-1 levels are increased during hepatic IR injury [39,
45] and their neutralization decreases the intensity of
IR injury [20, 64]. Recent studies have confirmed the
relationship between IL-1 and neutrophil recruit-
ment within hepatic tissue after IR, but its relation-
ship to the extent of hepatocellular injury remains
unclear [65].

ROS

Aerobic metabolism releases ROS, which under nor-
mal circumstances are neutralized through diverse an-
tioxidant mechanisms [66]. Under stress conditions,
the balance between ROS and antioxidants shifts to-
ward the former, resulting in oxidative stress and cy-
totoxicity [40, 67].

Some of the processes involved both directly and
indirectly in IR injury by ROS synthesis include the
transformation of xanthine dehydrogenase into xan-
thine oxidase (an oxygen-dependent process that pro-
duces uric acid, releasing the ROS superoxide and hy-
drogen peroxide) [68], induction of NADPH oxidase by
activated KC and neutrophils (ROS production is
blocked when NADPH oxidase is inhibited), and NO
production and its conversion to peroxynitrite (both
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considered reactive nitrogen species) [56, 67]. Within
the liver, the cytotoxic effects of ROS translate into
nitrosylation of iron—sulfur groups and tyrosine resi-
dues, inactivation of the heme group, and lipid peroxi-
dation [5, 56].

Because of the potential inhibition of ROS by an-
tioxidant agents, several studies have focused on
modulating the severity of IR injury with different
mechanisms, including pharmacologic a-tocopherol
[69], allopurinol [70, 71], N-acetylcysteine [72], and
enzymatic superoxide dismutase [73] and catalase [73,
74] therapies. Endogenous antioxidant levels decrease
significantly during reperfusion [69, 75]. Therefore, the
administration of exogenous antioxidants, particularly
in the early stages of reperfusion, could significantly
decrease the severity of IR damage in transplanted
livers.

Complement System

Activation of the complement system has been dem-
onstrated during IR. The complement system, consist-
ing of about 30 soluble and membrane-bound proteins,
can be activated by any one of three pathways, the
antibody-dependent classical pathway, the alternative
pathway, or mannose-binding lectin pathway [76]. Ac-
tivated complement acts both directly through the for-
mation and deposition of membrane attack complexes
[77] and indirectly by stimulating the production of
chemotactic agents and proinflammatory cytokines, re-
sulting in migration and adhesion of leukocytes and
neutrophil recruitment within the sinusoids [78, 79].
Complement inhibitors have been shown to be effective
in reducing pathology of various organ-specific IR in-
juries. For example, a partial IR rat model was used to
investigate the efficacy of a small molecule C5a recep-
tor antagonist against hepatic IR injury. This antago-
nist ameliorated neutrophil infiltration, liver injury,
and mortality [80]. However, only a few complement
inhibitors such as the small molecule C5a receptor
antagonist and recombinant sCR1 or C5 antibody are
currently suitable for clinical testing in humans [81].

Calcium

Calcium was one of the first factors implicated in IR,
by modulating the severity of IR with Ca®>" channel
blockers. During IR, Ca®" is essential for the activation
of calcium-dependent phospholipases, nucleases, and
proteases, and it plays a key role in the interruption of
oxidative phosphorylation by decreasing ATP levels
[82]. Modulation of mitochondrial calcium manage-
ment has also been shown to attenuate hepatic warm
IR injury [83].

Adenosine

Adenosine is an endogenous compound that is pro-
duced by the enzymatic metabolism of ATP, adenosine
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diphosphate, and adenosine 5’-monophosphate. At
high concentrations, it confers certain protection
against ischemia by inhibiting platelet aggregation
[84], neutrophil activation [85], and ET and ROS pro-
duction, while enhancing NO production [85, 86]. Dur-
ing liver ischemia reperfusion, adenosine and inosine
are released from the liver, which in turn contributes
to homeostasis by releasing glucose from the hepatic
glycogen through stimulation of A; adenosine receptors
[87]. With reperfusion, inosine can be washed out of the
organ [88], thus eliminating completely its protective
effect. Inosine, when converted to hypoxanthine and
xanthine, is also involved in ROS [89].

Molecular Mechanisms Involved in Liver IR

When the liver is subjected to an ischemic insult, the
alterations induced by oxidative stress can exceed the
compensatory capacity of the liver, producing cell
death. The ischemic event can reprogram gene expres-
sion of the surviving cells, initiating cellular mecha-
nisms that allow them to regenerate and remodel. ATP
is depleted during the ischemic period, and then liver
injury is further exacerbated during reperfusion. One
of the important transcription factors involved in me-
diating hepatic IR injury is nuclear factor kappa B
(NF-«B) [90-92].

NF-«B is normally found in the cytoplasm attached
to the inhibitory protein IxkB [93]. During oxidative
stress, I«B is degraded, allowing for the translocation
of NF-kB to the nucleus [93, 94]. When activated,
NF-«kB induces the synthesis of iNOS, cytokines (TNF-
«), chemokines, and adhesion molecules (ICAM-1) [27,
94]. The most important mechanism for NF-«B activa-
tion is ROS production, particularly hydrogen peroxide
[95], whereas the administration of antioxidants de-
creases its activation. NF-«B is activated during two
different stages of IR, with different actions: at an
early stage (from 30 min to 3 h of reperfusion), it

JOURNAL OF SURGICAL RESEARCH: VOL. 147, NO. 1, JUNE 1, 2008

induces an increase in the expression of proinflamma-
tory cytokines (IL-18, IL-6, and TNF-a). At a later
stage (9 to 12 h after reperfusion), it acts as an anti-
inflammatory agent [96]. Other genes that may partic-
ipate in IR include those of ET-1, NOS-3, and heme-
oxygenase, and those of the heat stress factor proteins
[97]. ROS have been documented to either activate or
modulate all these pathways.

Apoptosis and Necrosis

During reperfusion, TNF-a and other mediators ac-
tivate many of the proteins involved in apoptosis, such
as the proteases caspase-3 and caspase-8, along with
mitochondria cytochrome-C release to the cytoplasm
[81]. The cascade of events that starts with these sub-
stances leads to DNA destruction and cell death [56].
With this in mind, it is reasonable to think that apo-
ptosis is the final effector of cell death during IR. How-
ever, despite the fact that suppression of apoptosis
improves survival after ischemia and decreases reper-
fusion damage [98—-101], some investigators argue that
the predominate cell death event during IR is massive
necrosis [102], particularly in steatotic livers. In view
of this controversy, Lemasters in 1999 proposed the
theory of “necroapoptosis” [103], emphasizing the main
mechanisms that participate in IR at the cellular level
and suggesting that both cell death mechanisms, ne-
crosis and apoptosis, occur simultaneously during isch-
emia, and that they even imbricate during reperfusion.
The ischemic stimulus can culminate in necrosis or in
apoptosis, depending on the interaction with other de-
termining factors, such as a significant reduction of
ATP levels [104] or in the fat content of the liver [105].

CONCLUSION

The cell signaling pathways and mediators of hepatic
ischemia reperfusion are summarized in Fig. 1. In vitro
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Mechanisms involved in hepatic ischemia-reperfusion injury. Hepatocyte (HC), sinusoidal endothelial cell (SEC), Kupffer cell
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and preclinical animal studies have led to an overall
better understanding of liver anatomy, physiology, and
the complex signaling events during IR injury [106].

Application of pharmacologic, genetic, and surgical ap-
proaches to reduce hepatic IR injury have been applied
and are increasingly being used. Therapeutic approaches
include pharmacologic use of N-acetylcysteine, prosta-
glandins, prostacyclin, and ischemic preconditioning [56,
107-111].

Careful liver manipulation and efforts to minimize
warm ischemia time are also important principles.
Strategies to improve liver outcomes and minimize IR
injury were summarized recently in a review by Cla-
vien and colleagues [112]. Ultimately, the goal is ap-
plication to safer clinical liver surgery during hepatic
resections, liver transplantation, and the operative
management of liver trauma.
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Abstract

Introduction The purpose of this review is to summarize intraoperative surgical strategies available to decrease ischemia—
reperfusion injury associated with liver resection and liver transplantation.

Material and method We conducted a critical review of the literature evaluating the potential applications of hepatic ischemic
preconditioning (IPC) for hepatic resection surgery and liver transplantation. In addition, we provide a basic bench-to-bedside
summary of the liver physiology and cell signaling mechanisms that account for the protective effects seen with hepatic IPC.

Keywords Liver- Ischemia—reperfusion injury -
Hepatic transplantation - Preconditioning - Surgery -
Ischemic preconditioning

Introduction

Ischemia—reperfusion injury (IRI) is a pathophysiologic
process where hypoxic organ damage is accentuated follow-
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ing return of blood flow and oxygen delivery to the reperfused
tissue. Transient episodes of hepatic IRI occur during liver
transplantation, trauma, hypovolemic shock, and elective liver
resection when inflow occlusion is used to minimize blood
loss. The pathophysiology of liver IRI includes both direct
cellular damage as the result of the ischemic insult as well as
delayed dysfunction and damage resulting from activation of
inflammatory pathways. A comprehensive review of the
pathophysiology of hepatic IRI is provided.'
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Overall strategies to mitigate IRI can be broadly
classified into biochemical, genetic, and surgical strategies.
The purpose of this review is to summarize the mechanisms
and clinical application of ischemic preconditioning (IPC),
which is a surgical strategy to decrease organ IRI. IPC is a
deliberate brief interruption of blood flow to an organ,
followed by a brief reperfusion period, then a more
prolonged period of ischemia. For the liver, IPC has been
achieved by occluding the portal triad with a tourniquet or a
vascular clamp, thus, interrupting the afferent blood flow
from the hepatic artery and the portal vein. After a given
period of time (typically 10 min), the occlusion device or
clamp is removed, and the liver is reperfused for an interval
(10 to 15 min), after which the portal triad is once more
occluded either intermittently or continuously for the
duration of the hepatic procedure. The brief initial ischemic
period does not damage the liver macroscopically and
induces signaling pathways that result in subsequent
protection against a more prolonged IRI.>™

Hence, based on the experimental evidence supporting
IPC, several authors conducted a series of clinical trials
examining IPC for both liver resection and transplantation.
To date, their results have been controversial, particularly in
the area of liver transplant. In this study, we reviewed the
current scientific literature to assess the specific strategies
for hepatic IPC and summarize the signaling mechanisms
and clinical applications.

Background

IPC was initially identified in the kidney by Zager et al.”
and subsequently in the myocardium by Murry et al.” in
1986 who published this novel strategy in a heart ischemia—
reperfusion model. In the heart model, brief episodes of
ischemia slow the rate of adenosine triphosphate (ATP)
depletion during subsequent ischemic episodes.® Addition-
ally, intermittent reperfusion may be beneficial to the
myocardium by washing out catabolites that have accumu-
lated during ischemia. Therefore, the authors proposed that
multiple brief ischemic episodes might actually protect the
heart from a subsequent sustained ischemic insult.”

This innovative application of TPC has been applied
experimentally in animal models of brain (1994),° skeletal
muscle (1995),'? intestine (1996),"" lung (1996),"* kidney
(1997),"* spinal cord (1998),'* retina (1998)," and liver'®"?
IRI. TPC was first demonstrated in the liver by Lloris-Carsi et
al?® in 1993. Occlusion of the portal triad for 5 min,
followed by 10 min of reperfusion improved survival and
hepatic function after 90 min of ischemia in rats. These
findings were reproduced in similar models,?'** modifying
both the duration of total ischemia and time intervals of IPC.
These findings are characterized by a decrease in the intensity

@ Springer

of the hepatocellular injury, as evident by increase in cellular
levels of ATP,'” reduction of tumor necrosis factor (TNF)-
o®® and interleukin (IL)-6 levels,”* decreased leukocyte—
endothelial cell (EC) interaction,” and reduction in EC
injury.”® This is associated with an increase in global blood
flow to the liver,”’ increase in hepatic microcirculation,?®
reduction in hepatocellular apoptosis, maintenance of energy
metabolism,”” increase in intracellular hepatic oxygenation,*”

and protection of extrahepatic organ damage as well.*!

Ischemic Preconditioning as a Protective Mechanism

The beneficial effect of IPC has been described in clinical
studies by Clavien et al.>*** at the Universities of Duke and
Zurich, in 2000 and 2003, respectively. Their group
evaluated the protective effect of IPC (10 min of ischemia
and 10 min of reperfusion) before parenchymal transection
of the liver during planned hepatic resection. They demon-
strated a decrease of EC apoptosis in patients after partial
hepatectomy. Furthermore, IPC was associated with sig-
nificant beneficial effects in patients after hepatic resection
in steatotic liver as evident by control lipid peroxidation,
hepatic microcirculation failure, and neutrophil accumula-
tion, reducing the subsequent hepatic injury. This finding
has been confirmed by animal studies as well.****

The effects of IPC are not limited to warm ischemia but
also have been reported with cold ischemia. Arai et al.>®-’
from the University of North Carolina demonstrated that
IPC prior to liver storage for up to 30 h in UW solution
significantly reduced Kupffer cells (KC) activation and EC
injury. IPC also decreased the morphological changes that
induce EC detachment, apparently by reducing the activity
of MP.*® Interestingly, IPC limited to only one lobe of the
liver can protect the nonpreconditioned liver after trans-
plantation. In a rat model in which lobar IPC was followed
by whole-organ transplantation, the findings showed that
IPC protects sinusoidal endothelial cells and suppresses
Kupffer cell activation after storage and reperfusion.’” The
benefits in the preconditioned liver portion were extrapo-
lated to the contralateral liver, yielding a higher survival of
the graft. This phenomenon is termed ‘“heterologous
preconditioning,”*’ and might be useful to protect the
remnant liver against IRI during partial hepatectomy or
transplantation.

The protective effect of IPC against IRI can be separated
into two distinct phases.”” The first is known as “acute
preconditioning” and confers protection from the moment
reperfusion begins and is maintained for 1 to 2 h.*' Acute
preconditioning uses preexisting substances without de
novo synthesis of proteins.*” “Delayed preconditioning”
refers to the subsequent period in which the initial effects of
IPC present 24 h after reperfusion, lasting up to 3 days.



J Gastrointest Surg

Delayed preconditioning relies on gene expression
within the reperfused tissue to synthesize new proteins.*!
The release of these substances into the systemic circulation
allows other distant organs to benefit,">** a phenomenon
known as “remote preconditioning.”*** Similar mecha-
nisms are probably responsible for the effects seen in both
remote and heterologous preconditioning.*®

The precise mechanisms by which IPC confers protec-
tion to the liver against IRI are still unknown. Several
mediators and pathways have been implicated, among
which the most studied are preservation of ATP levels
through activation of the adenosine-monophosphate-
dependent kinase, induction of antioxidant systems,'’
regulation of TNF-o synthesis,”” release of nitric oxide
(NO), and increase in adenosine levels.*® Because of its
reproducibility, IPC is potentially applicable to multiple
clinical conditions, and the search to identify and under-
stand its mechanisms has become the focus of several
researchers worldwide.

Molecular Basis and Cellular Mechanisms
of Ischemic Preconditioning

Multiple mechanistic pathways are involved in IPC.**> IPC
protects the liver by acting fundamentally on adenosine and
nitric oxide (NO), as well as intracellular kinases. Activa-
tion of these pathways initiate a cascade of events that
progressively increase both the intensity and the extent of
the protective effects of IPC. IPC suppresses reactive
oxygen species (ROS) production by KC** and induces
cellular resistance to ROS,*” and IPC directly protected
hepatocytes after warm IR.*® It also decreased TNF-ox
synthesis,*’ which could partially explain the mechanism of
remote preconditioning. IPC decreases hepatic P-selectin
expression, reducing leukocyte adhesion, migration, and
activation.’® The decrease of adhesion molecule expression
is probably a consequence of the reduction of TNF-o
synthesis. IPC induces the production and release of
adenosine, activating the adenosine A2 receptor, increasing
NO production, and protecting EC.”">* Adenosine inhibits
leukocyte adhesion, decreases the expression of adhesion
molecules, inhibits leukocyte and platelet function,> and
inhibits the production of ROS.’* It is also has a potent
vasodilating effect.”®> NO plays a central role in both acute
and delayed preconditioning, acting as trigger in the former°
and as a mediator in the latter.’” In acute preconditioning,
NO is synthesized entirely by endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) within hepatic EC.’® In delayed precondi-
tioning, NO production requires the synthesis of inducible
nitric oxide synthase (iNOS).>” NO also reduces oxygen and
energy consumption by opening ATP-dependent K chan-
nels and increasing cyclic guanosine monophosphate

(cGMPO concentrations.®”*> NO exerts anti-inflammatory
effects by inhibiting activation of stellate cells,’® neutrophil
adhesion,”* and platelet aggregation.®> NO activates intra-
cellular kinases that increase iNOS transcription,®® and it
also modifies apoptosis by inhibiting caspase activity,®’
preventing release of cytochrome-c,*® increasing cGMP, and
promoting Bcl-2%° and Hsp®” expression. Some of these
effects can be reproduced by the exogenous administration
of NO donors.™

The decrease of ROS synthesis and neutrophil-mediated
injury by IPC confers structural protection to microcircula-
tion, and, in conjunction with NO production in IPC,
hepatic perfusion is significantly improved.””’" Several
intracellular kinases are activated by adenosine and other
substances, including bradykinin.®' Protein kinase C (PKC),
p38-activated protein kinase (p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK)), and protein kinase B (Akt/PKB)’>7* play
an important role in IPC, although the actual mechanisms
are not completely understood.”> PKC and p38 MAPK are
important to the intracellular Na" homeostasis.”® The
adenosine A2 receptor activates Akt/PKB in hepatocytes,’’
conferring antiapoptotic effects’® and stimulating NO pro-
duction through eNOS synthesis.”’

The conservation of energy observed in IPC results from
a decrease in cellular metabolism.***° Energy conservation
prevents necrosis, and the availability of energetic substrate
allows for a controlled cellular modulation regulated by
apoptosis.®!

Delayed preconditioning is caused by genetic modification
and results from the proteins and substances expressed by the
modified genes. One example is nuclear factor (NF)-kB;** its
increased expression and activation by IPC produces
synthesis of antioxidants,* Hsp,** and iNOS.>®

Ischemia—Reperfusion Injury Mechanisms

Although a complete summary of IRI mechanisms is
beyond the scope of this review, we will summarize the
signaling pathways as they pertain to IPC. The main
mechanisms involved in IRI can be summarized in cell
activation and cytokine release, expression of adhesion
molecules, and microcirculatory alterations with subsequent
cellular death.®

During the first hours of reperfusion, KC are activated®®
and start to produce and release ROS*” and the proinflam-
matory cytokines TNF-« and IL-1.*® These cytokines
promote (32-integrin/intercellular adhesion molecule (ICAM)
expression by EC,*® potentiating the second IR stage that
involves activation, recruitment, and adhesion of neutro-
phils.”™”" Among the adhesion molecules implicated in IRI
are ICAM-1 from EC and the (2-integrin Mac-1 from
neutrophils. Selectins promote EC and neutrophil inter-
action” through ICAM-1 and Mac-1."> Once adhered,
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neutrophils leave the intravascular space and migrate to the
interstitial space, where they regulate the intensity of the
injury through phagocytosis and through the production and
release of ROS and proteases.”* The reduction of the
sinusoidal lumen decreases blood flow, producing leukocyte
accumulation, impairing reperfusion of liver parenchyma
even after blood flow is reestablished. IRI increases ET-1,
disrupting the balance between the vasoconstriction effects
of ET-1%° and the vasodilating actions of NO.”*"7 Stellate
cells also respond to ET-1 and NO variations, affecting
microcirculatory blood flow as well.”**

EC and hepatocytes are the main targets of IRI. One of
the mechanisms by which IR produces cell death is by
apoptosis,”” which requires caspase expression.'?%'0!-102
However, necrosis has been documented to play an
important role in cell death after IRI. Because of these
findings, cell death occurring via both pathways overlap,
under the concept of necroapoptosis.'*

IPC Applications within Liver Surgery

Based on our current understanding of the pathophysiology
of IRI, several techniques have been adapted to reduce
blood loss and counteract the effects of ischemia on hepatic
parenchyma during liver resection surgery.'**'%

It is well documented that one of the main problems
associated with hepatic surgery is blood loss, with a clear
relationship between the severity of the hemorrhage and
postoperative complications.’’ The risk of major hemor-
rhage is inherent to liver surgery. It can occur during
mobilization of the liver, dissection of the portal triad, or
division of the hepatic parenchyma. Moreover, hemorrhage
can also occur postoperatively and can compound the
oxidative stress induced intraoperatively.'”® If the blood
loss is substantial, the hypotension, body fluid distribution,
and ischemia induced by hypovolemic shock significantly
increases morbidity and mortality. Hemorrhage and hypo-
volemic shock increase the need for blood transfusions, and
transfusions per se increase the risk of postoperative com-
plications'®” and represent a greater risk of infections due to
the immunosuppressive effects of allogenic blood.' %'

Occlusion of the portal triad (Pringle maneuver) is still
employed almost a century after its original description to
interrupt hepatic blood flow and decrease hemorrhage.''”
One technical variation is ipsilateral occlusion of the
hepatic artery and portal vein instead of clamping the entire
portal triad.’>'**!"" It is important to emphasize the dif-
ferences between continuous and intermittent vascular
occlusion of the liver. Continuous vascular occlusion
(CVO) of the portal triad has proven effective in reducing
hepatic hemorrhage, thus, decreasing the need of trans-
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fusions, but prolonged CVO results in greater IRI. To
reduce the effects of continuous ischemia, hepatic blood
flow can be reduced intermittently by clamping and
unclamping the hepatic pedicle.''? Intermittent vascular
occlusion (IVO) allows for short periods of ischemia (from
15 to 30 min), followed by brief periods of reperfusion
(from 5 to 10 min).'"® Based on this theory, experimen-
tal''”*'"> and clinical’>** studies have demonstrated the
efficacy of IVO to decrease IRI when compared to CVO,
resulting in better hepatic function as evident by less
elevation of liver enzymes and improved survival and
allows for longer ischemic periods.”>''”> However, IVO is
associated with increased blood loss during each reperfu-
sion period.’*'"* Although the mechanisms by which IVO
reduces the intensity of IRI are unclear, reduction in
hepatocyte apoptosis is one major factor, particularly in
procedures with prolonged ischemic periods (larger than
75 min).''® Both CVO and IVO are protective against IRI
by maintaining hepatic microcirculation and decreasing
Kupffer cell activation for clinically relevant ischemic
periods. Intermittent clamping appears superior for pro-
longed ischemia.”® Many of the changes observed in IVO’s
cytoprotection against IRI are similar to those observed
during ischemic preconditioning.*?

Figure 1 presents a schematic description of IPC based on
the different strategies of hepatic IR. The times have been
adjusted according to trials that favor IPC and represent
continuous ischemia and intermittent portal triad clamping.

Clinical Applications of IPC During Hepatic Resection

IPC should be applicable clinically during hepatic resection
and transplantation. In humans, IPC was first performed on
24 patients undergoing elective hemihepatectomy and
significantly reduced elevation in postoperative serum
transaminases and decreased EC apoptosis.’®> The same
group also conducted a randomized prospective study of
IPC for hepatic resection. They evaluated IPC in 100
patients with similarly favorable results, particularly in
patients with steatosis.”” Several subsequent studies have
reproduced the beneficial effects of IPC during hepatic
resection surgery.''”'"” These studies have also demon-
strated an improved hemodynamic stability in the post-
reperfusion stage,''® better postoperative evolution of
cirrhotic patients,''” and greater protection and tolerance
to longer ischemic periods.''” Another randomized study
showed less postoperative hemorrhage, bile leak, and liver
failure with use of IPC.'?° However, in spite of the
encouraging findings in several randomized clinical studies,
another group was not able to demonstrate any benefit to
IPC during hepatectomy under vascular exclusion of the
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Figure 1 Surgical strategies
for liver IPC.

A. Continuous ischemia

Reperfusion

B. Ischemic Preconditioning (IPC) with Continuous Clamping

10min

Lop ]

Reperfusion

C. Intermittent Portal Triad Clamping

liver with preservation of the caval flow."*' In this study,
IPC did not improve postoperative liver function or affect
morbidity/mortality rates.

IPC and Liver Transplantation

It stands to reason that IPC could also be applied in the
liver transplant setting which involves donor graft ischemia
associated with the donor condition, followed by a
prolonged cold storage period, and then warm ischemia
during implantation and reperfusion. However, there is
significant controversy regarding the use of IPC during
donor hepatectomy. A recent review on this topic revealed
lack of evidence to support or refute this practice.'*>
Ischemic preconditioning for 10 min in deceased donors
decrease serum transaminases but did not appear to have
any long-term clinical impact on liver graft survival.'*> A
prospective trial of IPC at time of deceased donor
hepatectomy with donor clamping for 5 min showed that
deceased donor livers can tolerate 5 min of ischemia, but
application of IPC did not decrease graft injury posttrans-
plant.'** Recently, the same group published a randomized
controlled trial using 10 min of IPC instead of the 5 min in
their pilot study. Fifty donors were randomized to 10 min of
IPC vs. 51 controls without IPC; however, no clinical
benefit was demonstrated in the patients that were trans-
planted with the IPC-preconditioned donor grafts.'*> The
authors suggest that use of other potential strategies
including pharmacological therapy combined with IPC.'?
In contrast, another group performed a randomized pro-
spective study with 60 liver transplant patients and showed
a significant improvement in IRI and decreased apoptosis in
the 10-min IPC group.'?®

‘— Liver resection 41

5min

‘ Reperfusion

IPC and Steatosis

Steatotic livers are particularly susceptible to IRI, and fatty
livers have a greater risk of poor graft function or primary
nonfunction after liver transplantation.'?” Use of IPC was
especially beneficial in a subset of patients undergoing
elective hepatic resection,” a finding well-documented in
experimental models.'**'? Recently, promising results
were observed in steatotic livers using adiponectin, which
activates peroxisome proliferator-activated receptor alpha
(PPAR-x), a transcription factor that regulates inflamma-
tion in liver disease.'*” Improving the tolerance of steatotic
livers to IRI with IPC and/or biochemical strategies could
significantly increase the number of livers available for
transplantation.

Conclusion

IR injury is important in both hepatic resection surgery and
liver transplantation. IPC activates several signaling path-
ways leading to hepatic protection in animal models of liver
surgery. However, the contradictory results with use of IPC
during elective hepatic resection in randomized clinical
trials from experienced groups underscores the complexity
(or diversity) of the patient population undergoing hepatic
resection surgery and the caution in routine clinical
application. Further clinical trials are needed to identify
the precise patient population that will benefit from IPC.
Moreover, combined strategies of [PC with pharmacologic
modulation may be useful, particularly with steatotic livers.
Finally, further basic research into the complex signaling of
IPC during hepatic surgery is warranted to better elucidate
the mechanisms of protection.
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Abstract

Background: Organ transplantation represents
one of the medical fields with the largest impact
and advances. Liver transplantation constitutes
a constant challenge in finding viable options to
maintain or recover an adequate function when
faced with end-stage liver failure. Critical review
of the literature was conducted in specific topics
on liver transplantation and development in Mexi-
co. We focused our review on medical and surgi-
cal topics such as liver procurement from a related
living donor, liver transplantation options for pa-
tients with liver cancer, especially hepatocellular
carcinoma and cholangiocarcinoma, as well as on
cellular and molecular biology aspects, such as xe-
notransplantation and hepatocyte transplantation.
Aim: The objective of this review is a critical
review of the literature was conducted in speci-
fic topics on liver transplantation such as hepatic
transplant with related living donor organ, cho-
langiocarcinoma, hepatocellular carcinoma, xe-
notransplantation and hepatic cell transplantation
and development in Mexico.

Material and methods: We performed a compu-
ter-assisted search in PubMed and Artemisa with
the key words “liver transplantation” AND “cancer”,
“cholangiocarcinoma”, “hepatocellular carcinoma”,

Resumen

Uno de los campos de la medicina que ha tenido
mayor desarrollo e impacto ha sido el de tras-
plante de organos; por su parte, el trasplante
de higado representa un desafio constarnte para
mantener viable o recuperar las funciones en
los pacientes con falla hepdtica terminal. En el
presente trabajo, los autores realizan una revi-
sion bibliogrdfica critica en dreas especificas del
trasplante hepdtico, con una breve introduccion
general y su desarrollo en México enfocada a los
avances en donador vivo relacionado, al tras-
plante de higado en los pacientes con cdncer
hepdtico, en especial colangiocarcinoma y car-
cinoma hepatocelular, asi como a los aspectos
generales del xenotrasplante y el trasplante ce-
lular de hepatocitos.

Palabras clave: trasplante hepdtico, colangio-
carcinoma, carcinroma hepatocelular, trasplante
celular, México.
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“cell transplantation”, “xenotransplantation”, “li-
ving donor liver transplantation”, “Mexico” since
1950 to date. We selected studies that include lar-
ge cohort of patients and that have shown some
practical utility. Review articles and web pages
were also included. We excluded abstracts, per-
sonal communications and articles published in any
other language different to English and Spanish.

Results: Scarcely 60 years ago, in 1954, Dr. Jo-
seph Murray successfully performed the first
renal transplantation in two identical twins in
Boston, MA, USA. This event was the hallmark
for extraordinary advances in the realm of or-
gan transplants.! This scientific event offered

Introduction
It was in 1963, in the city of Denver, CO, USA, that
Dr. Thomas E. Starzl performed the first world-
wide liver transplantation (LT),* and, in 1967, he
performed the first transplant with a survival of
>1 year." Time has elapsed and, after nearly four
decades, the evolution and advances in the trans-
plantation field have allowed considering LT, in its
diverse modalities, as the therapeutic option-of-
choice for end-stage liver disease.” Regarding liver
function failures, these have led to the search new
alternatives for organ viability and donor avai-
lability, because the waiting list in all countries
with well-established transplantation programs
has been increasing, surpassing the demands of
the population.® Other aspects to take into account
include the following: the study of mechanisms to
improve liver preservation;” decreasing the effects
of the ischemia-reperfusion injury;®? liver precon-
ditioning,"” new and better drug schemes to de-
crease acute or chronic rejection; management of
postoperative complications, and a fundamental
point deals with the health education of the popu-
lation, as well as the establishment of specialized
centers and a defined legal setting.®

A clear example of the afore mentioned is the
immunosuppression scheme, which has permitted
to make a difference in medical treatment. During
the 1980s, inclusion of cyclosporine in clinical
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new hope to patients with kidney failure; at that
time, some of the large hurdles comprised histo-
compatibility, technical surgical and anesthesia
aspects, availability of organs, rejection by the
recipient, and an acceptable immunosuppression
regimen. This outstanding surgeon and scientist
received the Nobel Prize in Physiology or Medi-
cine in 1999 in recognition for his work and ini-
tiative that have permitted organ, tissue, and cell
transplants to become a reality in our days.?

Key words: liver transplantation, cholangiocarci-
noma, hepatocellular carcinoma, cell transplanta-
tion, Mexico.

protocols allowed for remarkable advances in the
multidisciplinary management of transplanted pa-
tients; the drug was initially used in patients with
renal transplants and then in liver transplantation."
There is no doubt that this drug favorably modi-
fied the treatment of transplanted patients, cons-
tituting a remarkable advance in the treatment of
patients with end-stage hepatic disease.®

Another important topic in LT is the model
for end-stage liver disease (MELD) score. MELD
is a numerical scale that ranged from 6 (less ill)
to 40 (gravely ill) that is employed for liver trans-
plant candidates aged 12 vears and older. MELD
provides each person with a “score” (number)
that is based on how urgently he/she requires a
liver transplant within the next 3 months.'*" The
MELD score number is calculated by a formula
that utilizes the results of three routine labora-
tory tests: bilirubin, which measures how effecti-
vely the liver excretes bile; INR (prothrombin time),
which measures the liver’s ability to manufacture
blood clotting factors, and creatinine, which mea-
sures kidney function. (Impaired kidney function
is often associated with severe liver disease.) The
MELD is used for candidates aged 12 and older,
while the PELD (Pediatric end-stage liver disease
model) is used for patients aged 11 years and youn-
ger." A patient’s score may rise or fall over time de-
pending on the status of his/her liver disease. The
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majority of candidates will have their MELD score
assessed a number of times while they remain on
the transplantation waiting list. This will aid in
ensuring that donated livers are received by the
patients in greatest need at that moment. The only
priority exception to MELD is a category known as
Status 1. Status 1 patients have acute (sudden and
severe onset) liver failure and a life expectancy of
hours to a few days without a transplant. Fewer
than 1% of liver-transplant candidates are in this
category. All other liver candidates aged 12 vears
and older are prioritized by the MELD system.'*!*

In Mexico, the transplantation program was
initiated at the beginning of the 1980s;' the first
successful LT case was reported in 1991." The
number of organ transplant centers, especially
kidney transplantation, are increasing in Mexico,'®
and with regard to LT programs, these have achie-
ved notable advances in diverse hospitals.””* Hen-
ce, in Mexico it is necessary to strive for a better
medical infrastructure, improvement of organ via-
bility, training of specialized personnel, and ad-
justments in the high costs involved in transplant
programs,

The multidisciplinary work in transplant me-
dicine and surgery has offered a better insight of
this field of knowledge. The present review is ai-
med at providing the interested reader with a clear
and concise panorama of the relevant advances in
LT, covering diverse topics, such as surgical aspects
that deal with the procurement of segment(s) of the
organ from a living related donor, indications for
patients with hepatic cancer (hepatocellular carci-
noma and cholangiocarcinoma), up to the expec-
tations in cellular transplantation of hepatocytes
and temporal artificial support for patients with
end-stage liver failure, implying a close relation-
ship with molecular, genomic, and proteomic
biology.

Other aspects that continue to be of potential
clinical interest, but which remain in the primary
experimental stage, are xenotransplantations;*
the concept of this type of transplantation, using,
for example, the pig as a donor species, may provi-
de a potential solution to the lack of human organs
available for transplantation. Initial clinical expe-
riences have been gained, but have not yet been
established as a long-term viable element, mainly
because of immunological limitations that could
be overcome through potential modifications in
the genetics of donor animals.** The most studied
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animal is the pig, due to its similarity in terms of
its hepatic morphology to that of humans; this option
for obtaining organs for transplantation is at present
the subject of extensive studies. Xenotransplan-
tation emploving pig organs could solve the sig-
nificant increasing shortage of donor organs for
allotransplantation.**% Survival of pig-organ xe-
nografts in primates is initially limited by humoral
rejection, which can be either hyperacute (defined
as occurring within 24 h) or delayed for days or
even weeks (variously termed acute humoral xe-
nograft rejection, acute vascular rejection, or de-
layed xenograft rejection).* Pre-formed and/or
elicited cvtotoxic antibodies against Galal,3Gal
(Gal) epitopes in the pig vascular endothelium are
major causative components of the primate anti-pig
immune response, and for many years proved to be a
major barrier for achieving the prolonged survival
of pig grafts in non-human primates.*

Hepatic transplant with related living
donor organ (HTRLD)

Potential donations and viable organs have been
and will continue to be one of the greatest limita-
tions in the transplantation of whole or partial livers.
Other factors comprise the ideological tendencies
of certain regions of the world, such as, for exam-
ple, those of Japan and other Eastern countries,
where transplant from a cadaver donor has not
been feasible until now. Thus, new alternatives
are sought for these patients awaiting a hepatic
transplant.>” A good surgical option is provided by
living related donors, as in renal transplantation;
but in this case, we have only one organ capable
of regenerating. Therefore, procuring a hepatic
segment for the recipient and leaving the remnant
liver in the donor in adequate proportions to allow
both individuals to survive and lead healthy active
lives are essential aspects.

In the U.S., the clinical stage of HTRLD be-
gan at the end of the 1990s. Currently, ca. 5-7% of
transplants carried out in adults correspond to this
modality.”® Complications frequently associated
with HTRLD include size of the donated organ,”
use of this type of transplant for patients with he-
patocellular cancer,’® viral neo- and re-infection
with hepatitis C with long-term follow-up,” need
for immunosuppression, histocompatibility pro-
blems, and even the death of either the donor or
the recipient; thus, their use in transplant centers
was limited in its beginnings.*” However, recently,
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successful case series have been published by both
Eastern and Western research teams. In Canada,
a study with 101 cases reported 0% mortality in
patients subjected to right lobe hepatectomy, with
a 4-year follow-up and good clinical evolution.*In a
multicenter study performed by nine specialized
centers, HTRLD was performed in 385 patients,
who presented 87% of organ survival at 90 days
and 81% at 1 year, respectively. In this study, it
was observed that geriatric donors and a prolon-
ged cold-ischemia time were the most frequent ad-
verse prognostic factors.®

In pediatric population, this HTRLD modality
and reduced-size hepatic transplantation (RSHT)
exert a great impact because mortality among pa-
tients awaiting transplantation is higher than in
adults; these data increase each year, and it must
be considered that approximately 7-10% of HT are
performed in children.** With this surgical tech-
nique, in general, two liver lobes are obtained: one
for a child, and the second for an adult. The tech-
nique requires careful and expert dissection based
on good surgical training; time of ischemia is lon-
ger than with conventional HT, and viable donors
are also a limiting factor for this group of patients.
HTRLD and RSHT are options that have spurred an
increase in transplanted patients in both adult and
pediatric populations.* In Mexico, the team from
the Federico Gémez Hospital Infantil de México
published a series of 35 HT patients, including the
first case of HTRLD in a child, with 77.1% survival
in the first year and 74.2% at 5 years.*

Liver transplant and cancer
HT has been indicated in cases of malignant li-
ver neoplasm since its beginning; in the U.S.; ca.
400 patients are treated yearly with this pathology,
and LT is a first-choice line of treatment.’ In he-
patic cancer, we must differentiate the pathology
according to which cellular groups of the liver are
primarily affected, for example, hepatocytes (he-
patocellular cancer)’” and cells of the bile ducts
(cholagiocarcinoma); the latter has had a greater
increase in number of patients subjected to LT,*
but LT is not recommended in all cases. In patient
selection for LT with hepatocellular cancer, it is
considered either a <5-cm tumor, or no more than
three lesions <3 cm, without vascular invasion.*
When adjusting inclusion criteria for LT in
patients with a diagnosis of hepatocellular can-
cer, survival has been similar to organ viability in
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transplanted patients with non-malignant patho-
logies.” Currently according to these guidelines
(Milan Criteria and later adjustments), in patients
with tumor size < 5 cm or 2-3 lesions < 3 cm,
not >3 cm in circumference, without vascular
invasion, and subjected to LT, results have been
more encouraging than at its beginnings.*” One
research team has proposed increasing the di-
mensions in the criteria, allowing up to 6.5 cm
as maximal tumor size, or three tumors not >4.5
cm, obtaining similar good results to those achie-
ved with the previously mentioned criteria.* Liver
transplantation (LT) is the treatment-of-choice for
many patients with unresectable hepatocellular
carcinoma (HCC), but the long waiting time due
to the shortage of donor organs can result in tu-
mor progression and drop-out from LT candidacy.
Furthermore, even in candidates who meet the
restrictive Milan criteria, there is risk of HCC recu-
rrence; this risk rises significantly when patients
with more advanced HCC are included. Chemoe-
mbolization, radiofrequency ablation, and ethanol
injection all have well-documented antitumor acti-
vity; however, there is no high-level evidence that
waiting-list HCC treatment with these modalities
is effective in achieving any of the three above
mentioned aims. Nevertheless, particularly in the
U.S. where continued waiting-list priority depends
on maintaining HCC within Milan criteria, use of
non-surgical HCC treatment will likely continue in
an effort to forestall tumor progression and wai-
ting-list drop-out.**

In selected patients with HCC, LT is indicated
for small, early-stage hepatocellular carcinoma
(HCC) in patients with cirrhosis and requires, in
the majority of cases, a long waiting period. Tu-
mor development during the waiting period may
be associated with vascular invasion, which is a
strong factor for post-operative recurrence. There-
fore, local treatment of the tumor including trans-
arterial chemoembolization (TACE), percutaneous
radiofrequency (RF), or partial liver resection can
be used prior to transplantation.*

A study from the University of Toronto in Ca-
nada showed the critical analysis in 347 patients in
the controversial issue of waiting time prior to LT.
Reported survival after liver transplantation (OLT)
for early hepatocellular carcinoma (HCC) is supe-
rior to the results of liver resection (LR), but few
analyses have considered long waiting times and
patient drop-outs due to tumor progression. This
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group concluded in their report that unless wai-
ting time is short (<4 months), survival of patients
with early HCC is similar between LR and LT.*

However, in cases of cholangiocarcinoma in
advanced stages, prognosis remains poor as com-
pared with that for hepatocellular carcinoma.®
Patients with combined hepatocellular carcinoma
and cholangiocarcinoma had poor post-operative
survival rates.*

In order to understand the anatomical locali-
zation of this type of tumor on the biliary tree, the
Bismuth-Corlette classification of hilar cholangio-
carcinoma is described as follows:

- Type linvolves the common hepatic duct, dis-
tal to the bifurcation of the biliary tree.

- Type I affects bifurcation.

- Type Illa affects the right hepatic duct, in
addition to the bifurcation.

- Type IlIb affects the left hepatic duct, in addi-
tion to the bifurcation.

- Type IV involves the bifurcation and both
right and left hepatic ducts, or indicates mul-
tifocal cholangiocarcinoma.*
Cholangiocellular carcinoma is a biliary ma-

lignancy that frequently presents in advanced
unresectable stages. Liver transplantation for
cholangiocarcinoma is unclear; because of a high
recurrence rate and poor patient survival, the
disease has been viewed as an absolute contra-
indication to transplantation. Based on good re-
sults using neoadjuvant and palliative radiation,
a protocol for liver transplantation in selected pa-
tients with unresectable hilar cholangiocarcino-
ma at the Mayo Clinic, neoadjuvant radiation is
followed by operative staging to rule out patients
with lymph node metastases prior to liver trans-
plantation. This approach has achieved results su-
perior to those of standard surgical therapy, with a
72% 5-year survival for patients with unresectable
disease." With data from the University of Nebras-
ka on 17 patients, this study evaluates the effect
of neoadjuvant chemoradiation therapy combined
with orthotopic liver transplantation in a carefully
selected group of patients with hilar cholangiocar-
cinoma.”

The neoadjuvant protocol included 6 000 cgy
biliary brachytherapy delivered through percu-
taneous transhepatic catheters and intravenous
infusion of 5-fluorouracil (300 mg/m2/day) until
transplantation. Five of the 17 patients demonstra-
ted tumor progression precluding transplantation.
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Eleven patients underwent liver transplantation, a
median of 3.4 months (range = 1-26 months) after
diagnosis. Five of the 11 (45%) patients are alive wi-
thout evidence of tumor recurrence, with a median
follow-up of 7.5 years (range = 2.8-14.5 years). Six
deaths occurred in the trasplanted patients. Tumor
recurrence was responsible for two deaths at 10
and 18 months, respectively, after transplantation.
Hence, cholangiocarcinoma should not be consi-
dered an absolute exclusion criterion for orthoto-
pic liver transplantation. Long-term, tumor-free
survival was achieved in 45% of the transplanted
patients. Complications of biliary catheter place-
ment for brachytherapy were associated with poor
outcome.”

In other results from the University of Dokk-
yo in Japan, 25 patients were identified: nine pa-
tients with extrahepatic cholangiocarcinoma (five
patients, Klatskin-type; two patients, the middle
third, and two patients, the distal third) and 16
patients with intra-hepatic cholangiocarcinoma.’®
Tumor stage was local (stages I and II; n = 9)
or advanced (stages Il and IV; n 16). Overall
and disease-free survival rates were 71 and 67%
at 1 year and 35 and 32% at 3 years, respectively.
Analysis of variables showed statistically significant
improved outcomes (p< 0.05) for absence of conti-
guous organ invasion at LT, small tumor size, and
single tumor foci. This study indicates that early
survival after LT for cholangiocarcinoma is accep-
table. Three-year disease-free survival is achieved
in approximately 30% of patients. These outcomes
can be improved by applying strict selection crite-
ria based on the prognostic variables identified in
this study.”®

In patients with stage 1 or II cholangiocarci-
noma without hilar-positive ganglia, a prospective
comparison was conducted of results between
patients subjected to HT and neoadjuvant therapy
(NT) and patients subjected to conventional resec-
tion, revealing that HT plus NT is the best option
for this group of patients.*

In other types of less aggressive neoplasias,
such as epithelioid hemangioendothelioma and
hepatoblastoma, LT vyields even better results
when patients are treated in early disease stages.™®

Cellular hepatocytes transplant (CHT)

Studies have been performed in humans and in
other species, including autologous and xeno-
transplants with increasingly encouraging results,
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achieving advances in mean life and functionality
of hepatocytes.®!*

Within CHT, one modality consists of hepa-
tocytes injection through portal route or at ecto-
pic sites, such as splenic pulp; in experimental
animals, it has been found that hepatic function
values tend toward normality for a given time,
depending on the model employved.*** The small
number of studied patients and the short viability
of hepatocytes have been one of the causes limi-
ting the viability of livers available for LT, because
of their high fat content; thus, livers with these tis-
sular characteristics are not yet recommended to
be used for CHT.* With these characteristics, the
potential group of donors is reduced, considering
that fatty liver is a pathology frequently associated
with and diagnosed in individuals with Western
diets having high carbohydrate and fat contents.
This clinical entity has raised the interest of Gas-
troenterologists, Hepatologists, and Internists, as
well as its relationship with obesity, dyslipidemia,
or metabolic syndrome.*

Regarding hepatic cells, these can derive from
the same individual based on stem cell technolo-
gy, from other individuals, or from xenografts.*
Another viable option is stem cells proceeding
from bone marrow-derived mesenchymal cells,
thereby providing a novel option for treatment of
hepatic diseases.*”

However, the largest numbers of studies per-
formed in this area have focused on xenotrans-
plantation, arising from the cooperation between
basic and clinical research, both indispensable for
progress in LT. This type of transplant has been
studied as a viable option in humans; organ pro-
curement has been researched in several species,
among which pigs and primates are the main spe-
cies considered, although some initial experiments
have been carried out in rodents. The limiting fac-
tor in using the whole organ for transplantation or
hepatic cells for implantation comprises the trans-
mission of pathogens, particularly viruses.®**
Therefore, gene therapy prior to cellular transplant
becomes an attractive field for modifying this
immunological and genetic potential.® Another
research line entertaining great potential is the
study of knockout (KO) or Gal KO (alphal,3-galac-
tosyltransferase knockout) animals. Encouraging
data and survival times have been published with
this technique in heart transplantation.® However,
an acute rejection effect due to antibodies to the

346

. and cell transplantation

kidney antibodies when using Gal-KO animals has
been published,* giving rise to controversy in the
utilization of this type of animal as potential sour-
ces of organs for transplantation.

Genetic and immunological manipulation is
feasible for the use of hepatic cells, which can
be stored under cryopreservation in a cell bank
or stocked for their later use. However, controver-
sy is remains regarding definite authorization for
scientific and non-restricted handling of stem cells
for specific pathologies; as in all areas, clinical he-
patology and transplants are no exceptions.

Artificial support in patients with fulminant
or end-stage liver failure and candidates for LT
consists of diverse initial procedures to purify the
blood, such as hemofiltration and plasmapheresis,
as well as bio-artificial liver support. The latter
constitutes an option when no organ is available
immediately; its use is aimed at improving hepatic
function, as well as ammonia levels in these pa-
tients while they await an organ.®**

At the clinical level, this external hepatic su-
pport has been based on the use of pig hepato-
cytes. In a multicenter comparative study in 171
patients, its relative efficacy was demonstrated
in patients with fulminant liver failure.*®

Given the initial promising results, several re-
search teams are currently studying the feasibility
of its clinical use.

Conclusion

The range of factors involved in liver transplan-
tation is very broad; we must take into account
the etiology of hepatic disease, its treatment or
maintenance options prior to surgery, type of
surgical procedure, including cellular transplant
of hepatocytes, and post-operative follow-up. We
consider follow-up and survival at the short, me-
dium, and long term as fundamental issues due
to the potential risk for acute and/or chronic re-
jection and therefore, the need for an appropriate
immunosuppressant therapy, among other mea-
sures. Long-term survival of kidney-transplanted
patients without immunotherapy and of bone
marrow-transplanted patients has been published
recently.*® Thus, it is possible that we might soon
observe the use of this modified therapy in LT. We
have attempted to include the main factors associa-
ted with LT in Figure 1, to express our viewpoint
regarding a disease that affects the worldwide po-
pulation, with Mexico not devoid of this reality.
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tes con patologia abdominal que requieren tratamiento de urgencia en sus
modalidades asociadas al trauma y las que tienen un origen médico-quirar-
gico no traumatico.

Abstract
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NOTES (Natural orifice transluminal endoscopic surgery), in patients with ab-
dominal pathology that requires emergency treatment in traumatic or not trau-

matic pathology.

Introduccion

El concepto de abdomen agudo o dolor agudo ab-
dominal, ha sido desde su integracion un reto para
el médico, por lo que la correcta y oportuna evalua-
cion e historia clinica continGan siendo primordia-
les en el diagnostico y tratamiento. EI abdomen
agudo comprende el origen traumatolégico y pade-
cimientos no relacionados al trauma; como causa u
origen del cuadro clinico.?

Abdomen agudo se define como un sindrome ca-
racterizado por dolor abdominal de instalacion agu-
da, con duracién en casos mayor a 6 horas, progre-
sivo y potencialmente mortal; que ocasiona
alteraciones locales y sistémicas que dependen de
la etiologia y su etapa evolutiva, por lo tanto requie-
ren de un diagndstico y tratamiento oportunos y
resolutivos en forma inmediata.

El abdomen agudo es una de las principales
causas de atencion en los servicios de urgencias
tanto traumatolégicas como no traumatolégicas,
en donde el dolor abdominal es el sintoma princi-
pal del que parten una serie de procedimientos
diagndsticos para llegar a definir en principio, si
el cuadro clinico corresponde a un evento quirar-
gico de urgencia. Descartando tanto los proce-
sos especificos o sistémicos que simulan un
abdomen agudo como las patologias que aunque
son intraabdominales no son en principio quirdr-
gicas como puede ser la pancreatitis aguda, he-
patitis aguda, enfermedad pélvica inflamatoria,
etc. Todo paciente de acuerdo a la gravedad del
padecimiento, y en base a su estado hemodina-
mico sera candidato o no a cirugia, en relacion a
la enfermedad de base, un ejemplo frecuente es
lo acontecido en todo servicio de urgencias mé-
dico-quirargicas como cuando se debe determi-
nar si en cierto caso existe patologia intraabdo-
minal y extraabdominal. En ocasiones cuadros
médicos semejan un cuadro de abdomen agudo
como son entidades pleura-pulmonares, diabetes
mellitus descompensada, alteraciones hidroelec-
troliticas, intoxicaciones, etc.2

Esta tendencia cambia notoriamente en un cen-
tro de trauma, lugar donde la estabilizacién del pa-
ciente, manejo prehospitalario y medidas de reani-
macién en su traslado a un nivel hospitalario, nos
proporcionaran una perspectiva sobre los mecanis-
mos de trauma y factores asociados.

Es objetivo del presente estudio el evaluar de
manera concreta los métodos de diagndstico en
casos de abdomen agudo, el impacto de la cirugia
endoscépica, y se hace énfasis en la poblacion
general especialmente cuando no tenemos un even-
to traumatol6gico asociado, pero en ambos casos
representan una urgencia médica.

Métodos de diagnostico

Varios han sido los progresos de la medicina en las
Ultimas décadas, que han proporcionado un avan-
ce en el diagnéstico inicial, en diferenciar el 6rgano
0 regién primariamente afectada, dichos métodos
pueden clasificarse en no invasivos como pueden
ser el ultrasonido, la tomografia axial computariza-
da, la resonancia magnética, ademas de sus ver-
siones helicoidal y tridimensional, etc.>"Y los con-
siderados invasivos como son las punciones,
guiadas o no por ultrasonido, laparoscopia o endos-
copia diagnéstica y en ciertas circunstancias es-
tas modalidades proporcionan y se emplean de
manera terapéutica.?® Sin embargo en la medida de
la estabilidad, la naturaleza de la patologia y su
magnitud, los estudios pueden ser solamente basi-
cos para trasladarlo al quir6fano o mas avanzados
como la TAC helicoidal o la resonancia magnética o
el ultrasonido tridimensional, teniendo en conside-
racion que las complicaciones del abdomen agudo
son tiempo-dependientes, de tal manera que es mas
conveniente para el paciente una laparotomia ex-
ploradora (en sus modalidades de cirugia abierta o
endoscopica) por un diagnéstico incierto a un diag-
ndstico preciso con un retraso quirdrgico. Por otro
lado, es importante recordar que un estudio avan-
zado no sustituira nunca una buena historia clinica
con una buena exploracion.
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Cirugia endoscépica

La cirugia endoscopica desde sus inicios al final de
los afios ochenta e inicios de la década pasada, tuvo
unimpacto relevante en el tratamiento y diagnéstico
de la patologia abdominal, y posteriormente en to-
das y cada de las ramas de la cirugia. Inicialmente
conocida como abordaje laparoscopico, ahora en un
concepto integral se le conoce como cirugia endos-
copica, dado que emplea cada vez més los avances
de la tecnologia en microprocesadores, camaras de
mayor resolucién, mejor instrumental endoscépico y
quirargico que finalmente proporcionan una mejor
calidad de atencion de los pacientes.

Ahora con orificios de menor tamarfio podemos rea-
lizar procedimientos igualmente efectivos a los que
se realizaban por cirugia abierta o convencional.

En nuestros tiempo los estudios iniciales y un
diagndstico certero por la cirugia endoscépica re-
presenta y es sin duda uno de los mayores avan-
ces en el campo quirdrgico.

Aun cuando existieran dudas diagnésticas, se
puede visualizar de manera directa la cavidad ab-
dominal, tomar muestras y biopsias, sin necesidad
de someter al paciente a una cirugia abierta mayor,
gue puede requerir mayor tiempo y una recupera-
cion prolongada, en casos de trauma severoy es-
tado de choque esta modalidad puede verse limita-
da en su aplicacién.®°

Este tipo de abordaje es una practica habitual hoy
en nuestros dias en la gran mayoria de programas
de residencia en nuestro pais y en el mundo, por lo
gue su implementacion y desarrollo es y seréa cada
vez mas la opcion mas empleada. Recientemente
se vienen realizando modificaciones a ese abordaje
como lo es el método NOTES por sus siglas en in-
gles: (Natural Orifice Translumenal Endoscopic Sur-
gery).t12 Que se refiere a realizar los procedimien-
tos quirdrgicos endoscoépicos a través de orificios
naturales como son el tracto gastrointestinal (est6-
mago, duodeno, colon, etc.), tracto urinario y otros
organos como la vagina en pacientes candidatas.*®

Los resultados preliminares son alentadores, tie-
ne un gran potencial y cada vez mas tal vez como
en sus inicios de la cirugia endoscépica existan
limitaciones que se irdn superando con la curva de
aprendizaje y experiencia de los cirujanos entrena-
dos en este campo.**

Otro ejemplo es la capsula endoscépica, emplea-
da para realizar en su trayecto gastrointestinal una
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serie de imagenes, que nos proporcionaba en ca-
sos como sangrados de tubo digestivo, lesiones
benignas y neoplasias y otras que se consideran
de un dificil diagnéstico y acceso, especialmente
en el intestino delgado.*®

Padecimientos de origen no traumatolégico

Este conjunto de signos y sintomas no es Unica-
mente de la poblacion adulta, existe un gran nume-
ro de patologias en pediatria y geriatria que se pre-
sentan con datos abdominales que requieren
atencién médica de urgencia como son en los ni-
fios la intususcepcidén intestinal, apendicitis aguda,
diverticulo de Meckel perforado, etc.’*¥” Y en la
poblacién adulta mayor casos de cancer, perfora-
cion de viscera hueca (por enfermedad &cido-pépti-
ca, salmonella, diverticulo de Meckel, etc.), isque-
mia intestinal, diverticulitis aguda, sangrado de tubo
digestivo, etc.1®2

En el embarazo y como cualquier paciente, pue-
de cursar con alguna patologia de urgencia abdo-
minal o ginecolégica, ejemplos frecuentes son el
embarazo ectdpico en sus primeras semanas de
gestacion,?>% apendicitis aguda®+? y colecistitis
aguda en el transcurso del embarazo;??’ entre otras
gue requieren un tratamiento quirtrgico de urgen-
cia.

Fisiopatologia

La patogenia del abdomen agudo se relaciona con
las caracteristicas del dolor abdominal y los méto-
dos diagnosticos estan orientados a la etiologia del
padecimiento. Existen tres tipos de dolor relaciona-
dos al abdomen agudo: 1) El visceral, producido por
distension, espasmo, isquemia e irritacion, el cual
se manifiesta como un sintoma profundo, difuso y
mal localizado, que en cuadros severos se acompa-
fia de hiperestesia, hiperbaralgesia y rigidez muscu-
lar involuntaria, 2) El dolor somatico, sintoma mas
agudo y localizado que se origina desde el peritoneo
parietal, raiz del mesenterio y diafragma, y 3) El do-
lor referido, relacionado con el sitio del proceso origi-
naly manifestado en el trayecto de una metadmera o
de una extension inflamatoria o infecciosa.

Los procesos inflamatorios e infecciosos son las
principales causas, por lo que habré de recordarse
gue lainvasion bacteriana produce dos tipos de res-
puesta: La local, de defensa propiamente antibac-
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teriana y otra sistémica con manifestaciones he-
modinadmicas, metabdlicas y neuroendocrinas. El
dafio peritoneal estimula la liberacion de sustancias
vasoactivas y aumento de la permeabilidad perito-
neal y con ello la participacion de distintos media-
doresy que al cabo de pocas horas se instala una
respuesta celular y humoral intensa que a nivel sis-
témico puede dar origen a disfunciones o fallas or-
ganicas y eventualmente la muerte.

Cuadro clinico

La historia clinica cuidadosa con un interrogatorio
minucioso de las caracteristicas del dolor y la in-
vestigacion de antecedentes relevantes son muy
importantes. De igual manera los sintomas acom-
pafiantes como la fiebre, el vomito se correlacio-
nan con la etiologia del abdomen agudo.

Diagnéstico

El elemento fundamental es diferenciar el cuadro
de abdomen agudo del dolor abdominal por otras
causas y en seguida determinar si el proceso es de
terapéutica médica o quirtrgica. Otros elementos

Paciente con abdomen agudo

!

Historiaclinica

como la repercusion sistémica, los factores de ries-
go (pacientes obesos, embarazadas, inmunocom-
prometidos, seniles etc.) se deben detectar y con-
siderar, especialmente en los casos atipicos.

Los estudios de laboratorio y gabinete deben
ser dirigidos a detectar la patologia intraperitoneal,
en esencia lo quirargico, desde lo mas basico y no
invasivo hasta lo mas complejo y potencialmente
invasivo (ej. lavado peritoneal, laparoscopia diag-
nostica). Los estudios de laboratorio basico inclu-
yen: Biometria hemética, quimica sanguinea de al
menos tres elementos, tiempos de coagulacion,
examen de orina y en la mujer en edad fértil la
prueba inmunoldgica de embarazo; para los cua-
dros del abdomen superior: amilasa, lipasay prue-
bas de funcion hepatica. Los estudios de gabinete
deben iniciar como es tradicion por una telerradio-
grafia de térax y placas simples del abdomen o
para algunos casos el método Fast de algunos
servicios de urgencias, especialmente en relacién
al trauma. El ultrasonido convencional, transvagi-
nal o endoscopico, al igual que la tomografia com-
putarizada son métodos de gran ayuda cuando no
retrasan considerablemente el tratamiento quirar-
gico, finalmente la laparoscopiay NOTES para ca-
sos selectivos.?82

valoracioninicial Etilogia
*Trauma
*No
Traumatol 6gica
Estado * Hemodinamicamente estable
de ] *|nestable
choque
l Tratamiento:
*Médico
. - *Quirdrgico
* Diagnosticos *Valoracion secundaria Quirdrg
. agnost *Estudios de laboratorio
Terapéuticos y gabinete
Figura 1. Ruta critica del paciente con
- C 2 dolor abdominal agudo, de acuerdo a la
Servicios de apoyo *Evolucion o S L
*Terapiaintensiva |- clinica etiologia del padecimiento, su condicién

*Patologia

* Posoperatorio

hemodindmica y tratamiento médico
quirdrgico.
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Diagnéstico diferencial

Otro elemento fundamental es distinguir otras pato-
logias que dieron origen al abdomen agudo o con-
comitantes con él, por lo que es conveniente repa-
sar las principales patologias en relacion a cada
region del abdomen:

Cuadrante superior derecho: Pancreatitis aguda,
hepatitis aguda, hepatomegalia congestiva aguda,
neumonia con reaccion pleural, pielonefritis aguda,
angina de pecho, absceso hepético.

Cuadrante superior izquierdo: Pancreatitis agu-
da, aneurisma aortico, colitis aguda, pielonefri-
tis, neumonia, infarto agudo del miocardio. Pe-
riumbilical: Obstruccién intestinal, pancreatitis
aguda, diverticulitis. Cuadrante inferior derecho:
Enfermedad pélvica inflamatoria, salpingitis agu-
da, quiste de ovario complicado, embarazo ect6-
pico roto, adenitis mesentérica, diverticulitis de
Meckel, calculo ureteral, ileitis terminal. Cuadrante
inferior izquierdo: Diverticulitis, enfermedad pél-
vica inflamatoria, salpingitis aguda, quiste de
ovario complicado, embarazo ectépico roto, tu-
mor o cuerpo extrafio en colon descendente, cal-
culo ureteral.

Conclusion

El manejo del paciente con abdomen agudo debe
ser rapido, eficaz y requiere de un tratamiento mul-
tidisciplinario, dependera de la gravedad del pade-
cimiento, por ejemplo se requiere del apoyo de la
Unidad de Cuidados Intensivos, para la estabilidad
hemodinamicay el manejo en el preoperatorioy en
una gran proporcion de los casos en el postopera-
torio inmediato.?*°

La ruta critica que debe seguirse en este tipo
de patologias agudas se representa en la figura
1. Priorizando el manejo y permeabilidad de las
vias aéreas, adecuada circulacién y perfusién ti-
sular. Completando los estudios de laboratorio y
gabinete para definir en base a la historia clinica
y exploracién fisica el diagndstico probable y tra-
tamiento.

Este algoritmo representa el manejo basico en
todo paciente que se recibe en un servicio de trau-
ma o de urgencias meédico-quirdrgicas, priorizando
el ABC de la evaluacién primaria y en caso necesa-
rio estabilizacién del estado de choque de acuerdo
a cada paciente en particular.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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19.

20.
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