‘ 48
] ROT &
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

___SECRETARIA DE SALUD
S|

& P

LSS QUEMIA-Y-REPERFUSION HEPATICA: REVISION
BIBLIOGRAFICA Y MODELO EXPERIMENTAL EN
RATA: (Naloxona, Cimetidina, Piroxicam y

Ciclosporina.)"”

T E S I S |
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

CIRUJANO GENERAL
P R E S E N T A

DR. HOMERO LOPEZ MONJARDIN

MEXICO, D. F 1993

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

PREFACIO
INTRODUCCION
A) REVISION BIBLIOGRAFICA
| MECANISMO OE PRODUCCION DE ISQUEMIA Y
REPERFUSION
it LESION PROVOCADA PCOR ISQUEMIA
il LESION PROVOCADA POR REPERFUSION
iV PREVENCION DEL DARO
a) DURANTE LA ISQUEMIA
1-ATP
2.- PROSTAGLANDINAS
3.- GLUCAGON
4.- HIDRALAZINA
5.- CICLOSPORINA
b) DURANTE LA REPERFUSION
1.- SUPEROXIDO DESMUTASA
2.- ALOPURINOL
3.- BLOQUEADORES DEL CALCIO
4.- COENZIMA Q
$.- TOCOFEROL
8.- QUELANTES
7.- FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO
§.- PIROXICAM
9.- NALOXONA
10.- INHIBIDORES DE RECEPTORES H2
CONCLUSIONES



B) TRABAJO EAPERIMENTAL: "MANIPULACION FARMACOLOGICA
EN LA ISQUEMIAY REPERFUSION HEPATICA: NALOXONA,
CIMETIDINA. CICLOSPORINA Y PIROXICAM®
| JUSTIFICACION
il OBJETWO

Wil

HIPOTESIS
IV MATERIAL Y METODOS
1.- GRUPQS EXPERIMENTALES
2.- FARMACOS
3.- PREPARACION
4.- CIRUGIA
5.- PATOLOGIA
§.- LABORATORIO
7.- SOBREVIDA
V  RESULTADOS
1.- SOBREVIDA
2.-PATOLOGIA
3.- LABORATORIO
VI CONCLUSIONES

Vi BIBLIOGRAFIA



PREFACIO

El presente es un irabajo que se compone de dos pares: la primera consta de una
revisién bibliografica aclualizada en la que se revisan tas causas frecuentes de
presentacion cismca que ocasionan el lenémeno de isquemia y reperfusion en el higade,
los mecamsmes que provocan ¢l dado celular, asi como los diversos agentes
farmacolégicas cue han sido empleados para lratar de prevenir o disminuir el dajo
durante dichos eventos.

La s2guindd paite es un estudio prospectivo realizado en un modelo experimental de
1squer™s y reperfusidn selectiva en el higado de fa rata, en el cual se probaron
comg 4rativarmante cuatro diferentes farmacos que promelen proleccién durante el

fenémeno de s~ emia y reparfusion



" INTRODUCCION

El dafio que sufre el higado durante un periodo de tiempo en e cual se le priva de su

imrigacién i ocurre por di causas en la priclica quinirgica cotidiana,

condicicnando fesi que llegan a ser irrcversibles. Dentro de las

causas que con mas frecuencia se asocian a isquemia hepdtica se encuentran los
traumatismos de! higado, procedimiantos quinirgicos del tipo de {a hepsiectomia y el
transptante del drgano. Es evidenle que ias causas previamente mencionadas son cada
dia de presentacién mas frecuente, por lo que es indispensable conacer a fondo los
mecanismos da lesidn que se lleva a cabo durante el perioda de isquemia y reperusién,
asi como las altemativas de manejo con jas que se puede contar para enfrentar dicho
problema en la actualidad.

A continuracidn se brinda una revision de los mecanismos que provocan el daflo en |2

isquemia y reperfusién, asi como las medidas terapéuticas que se han empleado para

tralar de avilar o reducir la intensidad de la lesién




REVISION DIBLIOGRAFICA

MECANISMO DE PRODUCCHON DE ISQUEMIA Y REPERFUSION

La imigacién hepdtica disminuye durante ef estada de chaque, trauma severo, sepsis y
figadura de ka arieria hepdlica entre olras causss. Por oira perte, es necesaria la
intemupcion totad del Aujo sanguineo hepltico en el transplante de dicko drgano, en la
reparacién de traumatismos vasculares o cuando se reafiza una reseccién amplia por

céncer (1). La bgadura de o arteria hepética se da en &f ' del céncer
del higado, L aneurt fistulas arters yh gia por lesion
p i (2). La & ia hepética como parte de un procedimiento quinirgico

para reducir sangrado fue propuesta por Duchinova, quien realizd oclusién vascular

temporal de !a arteria hepélica y vena porta (3). El control tumoral por ablacidn de

piasia me Asica (4) ha f ntado la cirugla iva hepatica. asi, Fortner tepodd
en 1974 un total de veinti hepéticas amg enh un
. de sisiami 1 pleto y perfusi6 érmica Con 1A et

transoperatodia del 10.3% (5). Diez afls mas tade, Delva infomé de veinticusiro

resecciones hepdticas con técnica de exclusion sin L la

oparacidn (8). Por otro {ado, se ha demastrado el dafio celular progresivo duranis fa
Isquermia asociada a un estac s de choque (7), encontrando en hasla un 2% de pacientes

en estado de choque ictericia de moderada a severa, o cual es debido a un defecto

celular en la 140 de bilimubs dicionado por la hipoxia (8). Con respecto a los
transplantes de Grgancs, desde que Stard realizé con éxifo el primer transpiante
oftotdpico de higado en humano (9), han d que han

profongada la viabilidad del injerto. Aclualmente el transplante de higado es una forma
terapéutica frecuentem:nie utiiizada en todo el n{undu. inciuyendo a nuestro pafs, qua lo

nicid en 1888, Para mancionar solo aligunos de los bl al

P ¥

en

P h

1887 f registro europeo de ransplantes da higado reportd 1218 pacientes transplantados



en el periodo comprendido entre 1968 y 1987 (10). En la Universidad de Wisconsin de

Estados Unidos de Norteamérica se han reafizado de 1684 a 1990 un total de 223

transplantes ortotépicos de higado (11). Una fimitante que se ha enfrentado con éxito
parciaf es el manejo de |a isquemia hepéatica, que continua slendo &} principal problema
no inmunoléglco que durante ei procuramiento del érgano y transplante del mismo puede
candiclonar disfuncién hepdtica transitoria o definitiva (12).

Dado el escaso tiempo de isquemia tolerado por el higado, resulta dificil el transporte
del sitio en ol que se obtuvo al érgano al que habrd de transplantarse, convirtiendo al
procedimianto an una situacién de Urgencia (13},

Los tejides blen diferenciados como el carazén, higado y rifidn, requleren de gran
cantidad de ox(geno para realizar sus funciones especializadas, las cuales son
mantenidas por enargia procedente del metabolismo aerobio y cesan al disminuir el
aporte de oxigeno. Cuando el periodo de isquemia es breve, habitualmente se recupera
la funcién del 6rgano afectado, pero si ésta se prolonga, ol daho es irreversible
{14,15,18), un ejemplo de ello es la observacién de Chien, quien encontrd que la rata
tolera 30 minulos de isquemla hepética, manteniendo la capacidad de regenerar niveles
nomnales de ATP, an cambio, si la Isquemia se prolonga por mas de dos o tres horas
exisle necrosis extensa (7). En la fable 7 se muestra una revision de fos tiempos de
isquemnia hepética tolerados en diferenies especies antes de prasentar dafio irreversible.

El dafto celular provocado durante la reperfusién de un érganc previamente isquémico
es mas frecuentements observado en aquellos tejidos que han sido sometidos a periodos
prolongados de Isquemla, como en los rganos transplantados los cuales en ocaslones
tlenen que ser transportados a silios lajanos del lugar de su oblencién, En estas
slluaciones, a pasar de tratarse de isquemla fria, mantentendo ¢l érgano a 4 gradoes
cenligrados, es factible observar la lasion provocada por reperfusion una vez que se ha

revascularizado.

A continuacién se desarrolisréin los principal i y consecusncias descritas

‘del dafio cetular observado durante el proceso de isquemia y reparfusion en higado



TIEMPO DE TOLERANCIA A LA ISQUEMIA HEPATICA

AUTOR ANO ESPECIE TIEMPO REFERENCIA
MIN

DUCHINOVA 1925 PERRO 35 3
RAFFUCC! 1953 PERRO 20 82
ASHFORD 1965 RATA 30 18
ALVAREZ 1087 RATA 90 54
HOLPER 1974 PRIMATE 90 19
NORDLINGER 1980 CERDO $0-120 83
BATTERSBY 1974 CERDO 35 84
FREDLUND 1974 CERDO 60 85
FORTNER 1974 HUMANO 45-133 5
DELVA 1984 HUMANO 24-5 6
HUGET 1978 HURMANO 60-78 86

TABLA 1



MECANISMO DE LESION DURANTE LA ISQUEMIA

Ashford astudié con microscopia de fuz y elactrénica la respuesta del parénguima
hepético a una y dos horas de Isquemnia en la rata {18). Macroscdplcamente observé

coloracién pélida con patr6n reticular que sugiere delineacién lobuliilar. Con el

microscopio de fuz encontré vact 6n del 12 en édreas focales de

disiribuci6n al azar, Con el microscoplo elactrénico descubrié en el nucleo {a cromatina
marginada y agregada, fa membrana nuclear sofo con un leve aumento entre la capa
intema y la extema, el nucléolo sin alteraclones. En el reticulo endoplismico liso
dilataciones y vacuollzaciones. gran disminucién en el contenido de glucégeno, con
libaracién del mismo hacia los sinusoides, en el retlculo endopldsmico rugoso,
vesiculaciones conservando los ribosomas, el aparato de Gelgl sin cambios, los
lisosomas con intemupcién en su membrana lmitante y la membrana cefular con
aplanamiento de sus superficios libres de células adyacenles. Con repsecto al sistema
fegocitico mononuclear, se ha reportade disminucién en la fagocitosis y alteracién en las
células de Kupffer durante la jsquemia (19). Con respecto a la microcirculacion, se ha
descrito disminucién de su flujo durante of choque hipovoldmico y trauma que atenta

contra su infegridad celular y eleva el riesgo de insuficiencia hepatocelular (20). La

dismi én en el flujo ineo hepético se acompafla de formacién de agregados

finos de y placuetas que crecen y se aglomeran provocando
congestion sinusoidal (21,22). En blopsias hepaticas de paclentes que desarollan
ictericia por choque se encontrd congeslién centrolobulillar y ocasionalmente neciosis

con colestasis (8). La disminucién en el flujo sangulineo provoca una situacién de hipoxia

¥ disminucién en la 6n de productos motabdiicos de dasecho. Los niveles
celulares de energla disminuyen rdpidamente cuande se interrumpe la irrigacién
sanguinea (21,23) o en respuests & hipoparfusidn por choque o sapsis (24). A medida
que disminuye ol oxigeno celular, caga ia fosforilaclén oxidativa y se depletan las
reseivas de ATP, con lo que se Interrumpe fas funcionos dependientes de energia (23).

El matabolismo celular del higado sa altera ain en etapas tempranas de hipoperfusién



(20), la glucdiisis aumenta iniclal con produccién de d { de acido

lActico y postedormente disminuye con la deplesién de las reservas de glucégeno
(12,20). La betaoxidacion de 4cidos grasos es interrumpida rapidamente con produccién
de metabolitos intermedios como ésteres de cadena larga de Acetil coenzima A (13). La
sinlesis de protelna también se ve afectada per la disminucién en la concentracién de
ATP (13,23). El dafio a ta membrana celular es una de las principaies consecuendas de
Ia lesién celular por isquemia (7). Al disminuir la energia destinada a la bomba de
cationes, se provoca un mayor ingreso de sodio y cloro al espacio intraceluiar, con una
correspondiente sallda de potasio al extracelular, debido a una disminucién del potenciat
transmembrana {23}, y en consecuencia se pierde la regularizacion del volumen celular,
aumentando éste a expensas del ggua tiansportada osméticamente junte con el sodio y
liegando al edema de la célula (25). La membrana celular se ve lesionada
adicionalmente por la degradacion de fosfolipidos debido a la activacién de la fosfolipasa
A (28). En periodos de isquomia las milocondrias se ven forzadas a producir mayor
energla para proteger al medio Inlracelular manteniendo la funcién de la bomba de sodio
- patasio (7). Aunque se han idenlificado mas de quince alteraciones en la mitocondra
durante la isquemia del hepalocito {13), se sospecha que son dos los cambios
fundamentales en & funcién y estructura de la membrana mitecondrial intema: Una
disminucién en la aclividad de la "adenin nucle6tido transferasa” y un aumento en su
permeabilidad perdiendo potasio y magnesio al tiempo que gana sodio (13) y con esto

provocando edema osmotico, lio cual se ha demostrado con microscopla electrénica

despuéds de una hora de isquemla. Finalmente la isquemia afecta la estabilidad de las
membranas lisosomales en el hepatocito (27), provocando liberacién de enzimas que
degradan los fosfolipidos de las membranas celulares y con ello el dafio ceiular es
irreversible (7). Otro factor metabdlico contribuyente ai dado por isquemia es el aumento
en la produccién de Tromboxano AZ, (28} y factor activador plaquetario (29), que

p 4 triccidn y

en la agregacién de las plaquetas. En la figura

uno se {as alleraci mas imp que ocurren durante la isquemia.
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MECANISMOS DE LESION DURANTE LA REPERFUSION

Ei daflo provocado durante la reperfusién puede ser definide como una (esién tisular y
celular resultarmte del restablecimiento dei flujo sanguineo y con el oxigeno & un tejido
previamente isquémico o anéxico (30,31). Un radical libre es una especie quimica que
contiene un electndn impar en su érbita extena. Esta caracleristica le confiere un estado

de i ilidad qull y alta reactividad. San fres les quimi las principales

P 9

responsables de la lesldn durante la reperfusién de un 6rgano: E| superdxido (02-), El
perdxido de hidrégeno (H202-) el cual es mas bien cansiderado como un intermediario y
no como un verdadero radical libre, y el Hidroxilo (OH-) (30,31). La produccién de
redicales fibres de oxigeno (RLO) durante ta reperfusién de un érgano previamente
isquémico ha sido impliceda como componente critico an !as reaccionas postisquémicas
del intestino (31), plel (32), pulmén (33), ritén (34), cerebro (35), miocardio (36),
pancreas (37) e higado (38). En lodos los tejidos existe un balance quimico entre
enzimas piotectoras o “secuestradoras” que tienen accién antioxidante y elementos
prooxidantes que coniribuyen al daffo par reperfusién. Entre las enzimas antioxidantes
destaca la superdxido desmutasa (SOD), catalasa, peroxidasa, tocoferol, acido ascdrbico

y coenzima Q. Cuando los elementos prooxidantes exceden la capacidad antloxidanie,

los RLO no son sufic " trados™ resultando en lesién celular. Emster ha
descrito tres vias de preduccién del radical superoxido: Conversién de fa enzima Xantin
deshidrogenasa (XD} a Xantin o dasa (XO), generacién de NADH oxidasa através de la
adlivacion de leucocitos polimorfonucleares por productos del metabolismo del 4cido
araquidénico y semiquinonas y otros compuestos de redox labiles, incluyendo a
companentes de la cadena respiratoria mitocondrial (38). Siems y colaboradores han
propueste que la via de la Xantin oxidasa puede ser la mayor fuente de radicales libres
de oxigeno en el higado {40}, En condiciones normales, ta enzima Xantln deshidrogenasa
(XD) se encuentra en su forma Mactiva en la mayor parte de fos tejidos (41). Durante el
proceso de lsquemia fa X0 se convierte en XO por oxidacién, 1a XO utiliza al oxigeno

corno acepltor de electrones, produciendo supendxido a una vejocidad superior que su



degradacién por ia SOD endbgena {38,41). El substrato de ia XO es generado mediante

la degradacién de nucledtidos de adenina producidos por la Isquemia, asi se forma la

hipoxantina que durante 1a reperfusion, la XO la convierte en dcido Grico consumiendo
oxigeno y generando aniones superdxido asl como sus derivados (1,35,3841). figura
dos.

Los RLO producen peroxidacién de los lipidos de las membranas celulares y de
organelos tales como los lisosomas (42)., ya que los metabolilos lipidicos oxidados
provocan oxidacién de nuevos lipidos de la membrana, pudiendo extenderse dicha
reacci6n hasta ung sucesién de mil pasos (38). Los RLO provocan también lesiGn del
endotelio vascular produciendo extravasacidn de llquido y células al érea prevismente
isquémica, lo cual puede constitulr un mocanismo de lesion durante 1a reperfusion (34).
Otra alteracién que conduce a daiio celular durante la repedusidn de un higado
isquémico os el gran influjo de iones de calcio al interier de la célula (1,43), lo cual
impide la recuparacién de f2 membrana mitocondrial intemna, fomentando la progresién
de la irreversibilidad del daiio (13}. El flujo sangulneo previo 4l periodo de isquemia no se
restablece inmediatamente al reperfundir (1,28 44) debido a que el edema celular
provoca por compresién una disminucidn en la velocidad det fiujo (44} Por otra paite, la
reperfusion hepalica resulta en un daflo & la microvascutatura, que es mas acentuada en
edades tempranas de {a vida (45), lo cual coincide con un mayor Indice de trombosis de
la arteria hepética en el transplante de higado en nifies, 30% (40) que en adultos {47).
Finalmenta, durante ia revascularizacién en un drgano transplantado, se ha demostrado
activacién lanto en la cascada de coagulacion como en 1a fibrinolisis (48). En la figwa

dos se resume ia via de produccién de RLO y sus mecanismos de dado.
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_ PREVENCION DEL DARO

del conocimiento cads vez mas profundo de los mecanismos de dafho durante la
Isquemia y reperfusion, se ha podido Ir delineando altemativas terapéuticas enfocadas a
tratar de disminuir o evitar Ja lesién producida durente aslos eventos, mismas que a

continuacién abordaremos,

_ISQUEMIA
1.-ATP

Chaudry realizé una revisién de los multiples efectos benéficos publicados
concemientes al usa de ATP en el chogue séplico y hemorrdgico, sepsis, peritonitis,
quemaduras, insuficlencia renal aguda, hipoxia neonatal, isquemla renal y hepética.
Encontré sfectos bioquimicos tales como una replesion de los niveles celutares de ATP,
mejor homeostasis de la glucosa, con elevacién de los niveles de Insulina y glucagon,
una disminucién en la producclén de lactato, eslabilizacidn de la membrana celular,
disminucién del cdema celular hepdtico inducido por isquemia, mejoria en la
permeabilidad de fa membrana celular, restauracién de la funcién del sisiema fagocilico
mononuciear y mejoria en el flujo sanguineo. Estos efectos dependen de [a dosis

administrada y del to de su

60 (7,49), En el higado se han enconlrado
resultados controvertidos: Machiedo reportd que la administracién de ATP-MgCI2 puede
mejorar significativamente las funciones celulares afectadas por ! estado de choque
(50). Hirasawa anconiré mejorfa en la funcion hepatica y sobrevida de ratas sometidas 8

isquemia hepatica cuando se administré ATP-MgCi2 (51). Sinembargo Hasselgreen no

tré efecios benéficos de su acién en el potencial brana afterado

y sintesis proléica en !a isquemia hepélica en rata (23),



2.- Prostaglandinas

La prostaciclina (PGI2) es un prostanclde derivado del Acido araquidénico producido

por las células del endotelio vascular entre otras con las siguientes acciones
farmacolégicas: Evita la agregacién plaquetaria, provoca vasodilatacién coroparia,
estabiliza l1a membrana lisosomal, aumenta el flujo sanguineo esplacnico e inhibe la
{ormacién de tromboxano por !as plaquetas (52). Un efecto benéfico de la PGI2 en la

chlula hepética puede ser ol to del flujo espibcnico (43), Se ha trado que la

PGI2 ojerce un efecto citoprotector conservando la membrana lisosomal y citoplésmica
ast como manteniendo !a funcién fagocitarla de las céluias de Kupifer en el higado
hipéxico del gato {52). Se ha preservado el higado canino en solucién de Saks mes PGI2
durante 24 horas en un 100% de los drgancs y en en 80% a tas 48 horas en condiciones
da hipotermia (53). También se ha demostrado que disminuye el contenido de agua en el
higado de cerdo sometido a 90 minutos de isquemia caliente. La prostaglandina E2
(PGE2) reduce el consumo de oxigeno por el hepatocito en un 30%, {o cual podria
proteger a fa céiula de la hipoxia (54), sinembargo, los resultados en modelos

experimentales en rata no han sido concluyentes (55). La indometacina, bloqueador de la

ciclooxigenasa, via comun de sintesls de prosiaglandinas y b ha mostrado

utllidad cn ta proteccion del higado durante la isquemia y reperfusion, (56).

3.- Glueagon

€s una hormena polipeplidica que entre otras acclones libera 4cidos grasos e
incrementa los niveles de AMP clclico en el higado (57). Tiene efectos inotrépico y
cronolrépico positivos en el miocardio, aumenta et flujo sanguineo esplacnico (58),
coronario y renal, mejora la microcirculacién espldcnica (58), Incrementa el pH,
disminuys el Scido taclico y mejora el melabolismo hneitise en el choque hemorrégico

(20}, sinembargo en diferentes modelos expedmentalc~ v se ha podio mejorar la

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



funcién hepatica en el higado isquémico, como Procior 10 demostré en sus trabajos, a

pesar.de existir un incremento en el flujo portal (60).

4. - Hidralazina
" se ha demosirado que induce una redistribucién de! gasto cardiaco con un aumento
en el flujo hepético proporclonaimente mayor que el aumento en el gasto cardiaco (20),

sinambango no existe trabajos concluyentes an la utilizacién de la isquemia hepética.

5.- Clclosporina A

Es un potente | presor ampli t ptado en la préclica clinica para
prevenir y tratar el rechazo a 6rganos transplantados. Ha mostrado efecios protectores
del hapatotilo sometido a isquemia. Racientemente se demostré que la Ciclosporina A
{CyA) es capas de proteger al higado del dafic por isquemia, gracias a un efeclo
hepatotréfico demostrado por una menor liberacién de enzimas intrahepaticas, menor
porcentsje de necrosis y una mayor actividad mitélica con respecto a los controles (13).

Qtro repore di dalos que sug que la CyA protege la membrana tisosomal

del hepatocito en penvs con higado sometido a Isquemia (61). El nuevo agente
inmunosupresor FK508, también tiene efecto hepatatréfico, como se ha publicado en
trabajos realizados por el grupo de! doctor Starzt (62), lo que permite especular que el

control del crecimiento hopitico esté medulado inmunoldgic te. Una licacié

alternaliva ast4 refaclonada a los sitios de uni6n citosélica de ambas drogas, estos sitios
estén distrbuidos atravds de casi todos los te]idos, Son ricos en una en2ima lamada
peptidilprolll isomerasa, la alteracién de esta enzima por ambas drogas se piensa que
tlene uns gran cantided de efectos no inmunoldgicos en mdliples sefales de

N Al el d tah&l

ypr 0s, A

se cree que eslos cambios, mas que

los efectos a nivel del Sistema | son ios responsables de los efectos h réficos

P

ya mencionados {(83).



REPERFUSION

1.- Superdxido desmutass (SOD)

ta SOD es una anzims que transforma cataliticamente dos moléculas de superdxido
ripida y especificameante a oxigeno y peréxido de hidrégeno, actuando en los sistemas
biolégicos como antioxidantes y evitando e! dafio celular provocado por RLO (30).
Cuando se administra duranle o inmediatamente después del inicio de Ia isquemla, la
SOD ha demostrado disminuir el grade de lesién por reperfusién (34). Estudios en plel
{32) y rifidn (34). han demostrado of valor de la SOD en la prevencidn del dafto colular
provocado por tos RLO durante la reparfusién. En higado se ha demostrado que la
presencia de la SOD al momento de la reperfusion reduce los niveles de RLO y el dafio
mediado por éstos, !a funcion hepatica mejora si e momento de la administracién es
durante el inicio de la reperfusién (38). Por otro lado, algunos irabajos 1o han

demostrado et efecto benéfico mencionado previamente (41).

2.- Alopurinot
Un fdmmaco amp usado en e tr lento de |a hiperuricemia primaria de ia
gota y de la secundaria a padacimlentos h tolégleos o ient tineoplasico:

Es un andlogo de 1a hipoxantina, que junto con su metabolite primario, el oxipurinot, son
inhibidares de la X0. En concentracién bajs es un substrato e inhibe por competitividad,
pero en concentraciones altas es un inhibidor no competilivo de la enzima (84). E
alopurinol ha demostrado un efecto protector del dafio mediado por Ia isquemla y
repoerfusién del rifén (84), corazdn (85), intestino delgado (66) y piel (32). En el higado
tamblén se ha demostrado un efecto protector del dafio por isquemia y reperfusién
(67.88). Se ha establecido que el momento idea! en la administracién del atopurinol
como, protecior det daflo por Isquamia y reperfusién en el higado es anles de iniclar la
isquemia, de 4 horas a 10 minulos, ya que el efecto benéfico una vez establecida la

reperfusién del é1gano es menos claro (70).



3.- Bloqueadores dal caicio
El verapamil es un bloqueador de fos canales lentos del calcio de las células
excltables, ha sldo empleado para prolongar la tolerancia del higado en modelos

p con rata, do resultados lig te fa bles en fa ida

de los animales (59).
El diltiazem, ofro calcio antagonista se estudio duranle la reperfusién del higado
Isquémico en cerdo, encontrando una disminucién en la produccién de lransaminasa

glutdmico oxalacética y de deshidrogenasa idctica sin cambio significativo en € edema

4]

por et ido de agua en el tejido (43)

4.. Coanzima Q (CoQ)
Es un componenie mitocondrial que funciona como fransportador de electrones y
protones en |a cadena respiratoria, lo que la hace indispensable para la produccién de

ATP mitecondrial (71). La CoQ tiene un gran poder antioxidanle protegiendo las

membranas ¢ y subc de la peroxidacitn de los Hpidos (12}, Marubayashi

usé fa CoQ en la preservacitn de [as funciones mitocondriales det higado de ratasy en 1a
viabilidad hepética con buenos resullados (71). Mas tarde el mismo auter en conjunlo con
Sumimoto presentaron {os hailazgos bloquimicos e histoiégicos del uso de la CoQ en fa
prevencién del daflo en un modelo experimental en rala, encontrando que para observar

el efecto benéfico, es necesaric administraria anles de la reperfusion del drgano (11).

5.- Tocoferol

Actia en vivo como "secuestrador” de RLO y antioxidante. Durante la isquemia y
reparfusion, los niveles de aifa tocoferol disminuyan, o que sugtere su consumo. En ratas
sometidas a isquemia hepética manejadas con alfa tocoferol se demosiré un mencr dafio

celutar y un incremento en la sobrevida (72).



6. Quelantes
- La peroxidacién de lipidos de las membranas ocurren (avorecidas en presencia de un
metal transicional come el hiemo (Fe), EI superéxido es capas de reducir i hierro de su

forma fémica a femgsa, y este hlemo fermoso puede donar un electién at producto

intermedio en la peroxidaclén lipidica, creando RLO adicionales. La Deslerroxiamina,
que es un agente quelante del hierro, ha demostrado ser benéfica para disminuir el grado
da lesidn después de periodos de isquemtia, mostrande un mejor efecto al administrarse

antes de la isquemia (73).

7.- Inhibidores del factor activador plaquetaric (FAP)

El FAP es un mediador en {a Inflamacién, elaborado por diferentes ¢lases de células,
talas como plaquetas, neutréfilos y células endoteliales, estd intimamente tigado con la
respuesta de la microcirculacién a estados de Isquemia y reperfusion. Recientemente se
ha valorado el uso del SR83-441, un potenie antagonista del FAP, observandose un
menor grado de lesidn después de isquamia hepAtica y superando comparativamente en

ol mismo estudio los efectos banéficos del SOD (30).

8.- Plroxicam

El piroxicam es un fémmaco antiinflamatorio no esteroldeo que posee efeclos

inhibitorios en las funcl de [ limorfonuch (PMN), tales como la

degranulacién y fiberacién e RLO (74), se sabe que dicho férmaco ejerce su accién
antlinflamatoria principalmente inhibiendo a la ciclooxigenasa, aunque se han implicado
olros mecanismos, lales como {a Inhibicién en fa generacidn de RLO al bloguear 1a union
ligando - receptor (75), el piroxicam as! como otros antiinflamatorios no esteroideos
forman quelantes de cobre que catalizan la desmulacién de los RLO (78). Se ha
demosirado supresién en la liberacién de RLO por PMN humanos en pacientes con

ariritis reumatoidea tratados con piroxicam (77). Por Ulimo. se ha enconirado que el

toerd, i

con pi m on jal prologe del daflo pulmonar producido por

trat

Pseudomona aeruginosa al disminuir la lesidn creeda por la respuasta inflamatoria (78).



9.- Naloxona

La naloxong, inhibigor de receptores opidceos, con efsclos presores, ha demaostrade
reducir 1a liberacién de RLO de nautréfilos humanos por medio de una probable inhibicién
enziméatica y no como un “secuesirador de RLO (78). La naloxona ha sido usada con
éxito para disminuir el dafio provocado por el proceso de isguemia y reparfusion en el

Intestino de rata (80).

10.- Inhibidores de recepiores H2
Tanto la cdimetidina como la ranitidina inhiben 1a producctén de RLO por neutrdfilos
adlivados a dosis suprafamacoldgicas, probablemente por medio de la inhibicidn de la

enzima XO y no como “secuestrador™ de RLO (81)




CONCLUSIONES

En la presense revislén se han expueslo los conocimienios mas recientes en cuanto a
los mecanismos de produceidn de lesidén durante |a isquemia y reperfusin.

Se resumern {85 causas mas frecuentes que pusden llevar a estas siuaciones y se

los del dafho d denados durante diches evenlos, asi como
las consecuencias que cada uno de ellos condiclonan a nivel celular. Asi mismo, es
imperiante coadoor con detalle los avances mas reclentemente logrados en lo que se
refiere a la mamipylacidn farmacoldgica para tralar de evitar o disminuir ¢l grado de
laslén. De ios fannacos revisados, so puede mencionar que algunos de ellos se
encuentran aim en (ase experimental, y otros ya se aplican en el terreno clinice cotidiano,
como por ejermglo el alopurinol, uno de los componentes de la solucién de perfusién da ja

Universidad de Wisconsin (Solucién UW), que c¢s frocuentemente uilizada en el

transplante de higado.
Finaimente es io izar que ef & amplio de los mecanismos de
lesion revisados y de las posibl ipulaci f 6 que de ello se deriven,

abren un vasto campo para 1a Investigaci6n.




TRABAJO EXPERIMENTAL:
" MANIPULACION FARMACQLOGICA EN LA ISQUEMIA Y
REPERFUSIGN HEPATICA EN RATA: NALOXONA, CIMETIDINA,

CICLOSPORINA Y PIROXICAM ",

JUSTIFICACION

La incidencla en la pr tacidn de dafo por isquemia y reperfusién hepética es cada

dla mas alta, debido al Incremento en la realizacién de procedimientos quirirgicas sobra

dicho drgano y a la elevad da politr que en |a actualidad
cbservamos entre ofras causas. Esta situacién ha condicionado la necesidad de buscar

métodos que disminuyan o eviten el dafio produckio por dicho evento.

OBJETIVO
Se pretenda probar el efecto protecior da la naloxona, cimetidina, piroxicam y
ciclosporina en el dafilo prociucido por el fenémeno de la isquemia y reperusién hepdlica

an rata,

HIPQTESIS
"La naloxona, cimetidina, piroxicam y ciclosporina protegen al higado del daflo

provocado por el fenomeno de isquemia y reparfusién®,

MATERIAL Y METODO
Grupos do experknentacion:
Se usaron 160 ratas machas cepa Wistar con un peso enlre 200 y 250 gramos,

pravistas de alimento est (nuteh de puring} y agua ad Kbitum, praviamente

valoradas como sanas por of grupa veterinario de 12 Unidad de Cirugla Experimental dei
Hospitel General de México. Se dividieron las 180 ratas en 16 grupos de 10 ralas cada
unro (n=10) de ia forma siguisnia;



Grupo |: control. Sin tratamiento ni sometidas a isquemia
Grupo I sin tratamiento y sometidas a 60 min. da isquemia
Grupo lil: sin tratamiento y sometidas a 80 min, de isquemia
Grupo IV sin tratamiento y sometidas a 120 min. de isquemia
Grupo V: tratados con Naloxana (*) y 80 min. de isquemia
Grupo Vi tratades con Naloxona (*) y 80 min. de isquemia
Grupo VII: tratados con Naloxona (*) y 120 min. da isquemia
Grupe VII); tratados con Cimelidina (+) y 60 min, de isquemia
Grupo IX: tratadas con Cimetidina (+) y 0 min. de isquamia
Grupo  X: tratados con Cimetidina (+) y 120 min. de isquemia
Grupo X! tratados con Ciclosporina (&) y 60 min. de isquemia
Grupo X!I: tratadas can Ciclosporina (&) y 80 min. de isquemia
Grupo XIII: tratados con Ciclosporina (8) y 120 min, de lsquemla
Grupa XIV: tratados con Piroxicam (%) y 80 min. de isquemia
Grupo XV tratadas con Piroxicam (%) y 80 min. de lsquemia
Grupo XVI: tratades con Piroxicam (%) y 120 min. de isquemia

Férmacos:

{*) Naloxona a dosis de 100 microgramos por kilo de peso en solucién de 40¢ mogr/ml

administrada intravenosa 1 a 2 minutos previos a la isquemia.

{+) Cimetidina a dosis triple de fa necesaria para inhibir I2 secrecién géstrica de 4cido en

fa rata: 120 mifigramos por kilu de pesa, via oral una hora previa a la isquemia.

{&) Ciclosporna a dosis de 10 miligramos por kilo de peso al dia via oral durante tres

dlas previos a la ksquemia

(%) Piroxicam a dosis de 0.3 miligramos por kilo de peso cada dfa adminisiradso

intraperitoneaimente 40, 24 y 1 hora previo a 1a Isquemia.



Froparaciin:
Sa anostesid a las ratas con Xilacing (Rompun, Bayer) 8 dosis de 13 mg/Kp iIM y
Ketamina (Ketalar) a dosis de 5 mg/Kg IM. Pastesionmente se razurd Ia region abdominal

de la rata y 5@ flj6 por mecio de igas a la mesa de microciugin especial disefiad

paca rosdar.

Cirupie:

Bajo técnica aséplica y previa antisepsia de la reglén abdominal con Isodine espuma,
se practicd incisién xifo-pibica de 4cm de longitud, se continué por planos hasta la
cavidad abdominal, exponlendo con relractores el hilio hepélico con equipo de
microcirugla y microscapio quinirgico. Se realizé oclusién vascular segmantaria de los
Iébutos medio e fzquiendo con un clamp microvascular, dejando perfundidos los ébulas el
I6bulo lateral derecho y caudado. La isquemia permanecit durante 80, 90 o 120 minutos
de acuerdo al grupo asignado aleatoriamentel. Con esle procedimiento de isquemia
segmentaria, el 70% del higado se toma isquémico, pemitiendo la perfusién del Iébulo
latorat derecho y caudado para evitar cangestion esplécnica, y con ella translocacion
bacteriana, lo cual serfa una varlable que provocaria una morbimontalidad adicional que

complicaria el andlisis de [os resultados. A ¢ 16n se imigd la idad peri [

P

con 1 ml. de soluclén isoldnica salina pars compensar pérdidas por evaporacién y se
suturd [a pared abdominal en un plano con Nylon calibre 000G. Transcurido el periodo
de isquemia de cada casd {80,890 y 120 min. respectivamente), se abrié fa cavidad
abdominal nusvamente, se relird el microclamp e Inmediatamente se realizé lobeciomia -

en los I6bulos hepéticos lateral derecho y caudado, los cuales se habian dejado

perfundidos para evitar la congeslitn espldcnica. Se suturé nu o abdomen de
la rata pero ahora en 2 planos: musculcaponeur6tico y piel. La razén de practicar la
lobectornia consiste en que fa evolucién de |a rata depanda exclusivamente de los

i8bulos hepdti que se ieron al fen¢ de Isquemia y reperfusidn, que

constituyen ef 70% de! volumen hepético lotal, y no reciban ayuda metabGlica del resto

de los tobulos que no sufri Isquemia y que rep 8] 30% del volumen hepético
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total, Una vez transcurrida una hora de la reperfusién (liempo suficlente para efectuarse
¢! dafio provocado por la reperfusién), se relaparatomizd a 1a mitad de los roedores de
cada grupo (5 ratas) y se sacsificaron para cbtener 3 ml de sangre € inmediatamente
biopsiar los I6bules hepéticos media e izquierdo (sometidos a isquemia y reperfusién)

para su estudio histopatolégico.

Patologla
A las 5 blopsias do cada grupe se les valor en forma aislada por 2 pstélogos

P con pla da luz deter do ol grado de congestién en cruces

(+ a ++++) tanto portal, ¢ Jlillar y y la i del infiltrado

inflamatorio tambidn en cruces (+ a ++++),

Laboratorio
De los 3 ml de sangre obtenida en las § ratas antes de sacrificarias, se determind
enzimas hepélicas. Transaminasa giutdmico oxalecética (TGO), Transaminasa giutdmice

piritvica (TGP), y Deshidrog Hactica (DHL).

Sobravida

Se vigilé a las § ratas que so dejd en obsarvacion después de la clrugla, para recavar

bravid , reg wlo periodo de sobrevida a 1, 2, y 3 dias.



RESULTADOS

1- Sobrevida:

En las graficas 1, 2 y 3 se muesira la sobrevida da'tes ralas coniro! y las manejadas
fermacolégicamente con cimelidina, naloxona, piroxicam y ciclosporina a 80, 80 y 120
minutos de isquemia respectivamente. Se registra el porcentaje de ratas que vivieron

une dos y tres dias para cada modi A {05 60 mil de isquemia destaca el

piroxicam con mayor sobrevida a 24, 48 y 72 hrs que el controf (p<0.001 a c/u), {gréfica
1} . A los 80 minutos destaca nuevamente el piroxicam con mayor sobrevida, frente al
contro! a las 24, 48 y 72 hrs (p<0.001) y los demas medicamentos (p<0.01 naloxona y
ciclosporina) (grdfics 2). A los 120 minutos no hay grandes diferencias enire los
medicarnentos y ¢l conlrol, solamente fa ciclosporina muestra una mayor sobrevida & las

24 horas, pero con diferencia no significaliva (grafica 3).

2.- Patologla:

A los 80 mimfos de isquemia la congestidn portal y controlobulillar fue menor ¢an fa
naloxona, comparando con el control (p<.005 y <.001 respectivamente) y el piroxicam y
cimefidina (p<.001 c/u). Los cinco grupos {4 con medicamentos y controf) presentaron
congestién sinusoidal impartante (grafica 4).

A los 80 minutos de isquemia se observd una ligera disminucién no significativa en fa
congestidn hepética porial y sinusoidal cuando se usé cimetidina y ciclosparina, y en {a
centrofobudillar no se observ cangestidn en el grupo tratado con naloxona y moderada
congestién con la ciclosporina (gréfica 5).

A los 120 minutos de isquemia se observd una gran congestion tanto porfal, sinusoidal y
centrolobuiliar en todus los grupes, salve en el grupo tralade con naloxona, que mosird
nula congestion cenlrolobuliliar (grdfica 6). Cabe destacar que {3 naloxona evilé
comptetamente la congestidn centrolobulillar a los 60, 88 y 120 minulos de isquemia,

El infiltrado inflamatoro prosente a los 60 minutos de isquemia fué menor en los grupos

tratados con naloxona y piroxicam frente al control y grupos tratados con cimetidina y



ciclosporine, con diferenclas no significatives dabldo a! pequefio nimero de ¢asos, A los

80 miautos fa clclosporina mostré el menar infiltrado (nflamatorio y & fos 120 minutos el

plroxicam, ambos n \e con diferanclas no significativas. (grdfica 7).

3, Loboratorio:

_-Los valores reportados do enzimas hepéticas (TGO, TGP y DHL) estuvieron sujetos a
erroras técnicos por paro dei laboratorlo de nuestro hosplial, demostrando cifras que
fueron imposibles de utilizar para andlisls estadislico, ya que por elemplc 18
determinacién de TGO en of grupo control fue do 195.8 can una dosvlacidn estardor de
++ 34, Cop isquemia de 60 minutos sin medicamentos, valores nogatlvos de -4.2 con una

desvincion estandar de +.7; y con isquemia de 80 minulos sin medi tos do 184.4

con una desviacion estandar de +- 301, Los esiudios de laboratorio no se discutlran en el

andlis!s de resultados,



SOBREVIDAEN BATAS SOMETIDAS A 60 MINUTOS DE ISQUEMIA

1207

POU~S<MIDO VR

A .
CONTROL GBMETIDINA  NALOXONA

BzilasHl 72 HORAS gréfica, 1




SOBREVIDA EN RATAS SOMETIDAS A 90 MINUTOS DE ISQUEMIA

PO~<mMITONR
8
{

CONTROL CIMETIDINA NALOXONA PIROXICAM CICLOSPORINA

BEosFias M 72 HORAS gréﬁca 2



SOBREVIDA EN RATAS SOMETIDAS A 120 MINUTOS DE ISQUEMIA

PUTL<MITOVR
N
2

% i ‘ ' "'.;"
NTROL CEMETIDINA NALOXONA

Boi el HORAS grafica 3

ICLOSPORINA




PORTAL CENTROLOB. SINUSOIDAL

pROXICAM Bl CICLOSPORINA

CONTROL cmeTINA B NaLoxonAa

'

\ grafica 4



CONGESTION HEPATICA, 90 MiN. DE ISQUEMIA

No.

Wr«Ep»m

PORTAL CENTROLOB. SINUSOIDAL (e

2

B conTROL I oivenDINA Bl NALOYXONA B pircxacam B CICLOSPORINA ?-L';’ £
ey £
eon

grafica 5



PORTAL CENTROLOB. SINUSOIDAL

NALOXONA BH piROxicAM CICLOSPORINA

grafica 6

B conTtroL [E] CIMETIDINA




INFILTRADO INFLAMATORIO PRESENTE EN EL HIGADO

0 60 MIN. 90 MIN. 120 MIN,

B conTROL ciMETIDINA Bl NALOXONA PHROXICAM CIGLOSPORINA

grafica 7



CONCLUSIONES
Si analizaramos por separado |a sobrevida y los resultados histopatoldgicos
anconlrariamos las siguientes conclusiones importanies:

Con respecto a la sobrevida cbservamos que a los 60 minulos de isquemia hay una
marcado aumento cuando se usd plroxicam, naloxona y clclosporina, 8 los 90 minutos
destaca la proteccion del piroxicam, manteniendo una gréfica constanle al 80% de
sobrevida de 1 a 3 dias. Sinembargo, a los 120 minulos de isquemia no se obseiva
alguna proteccién (ranca can los fArmacos usados en refacién al grupo control. De estos
datos, podemos inferir que la naloxona ofrece una proteccién a codo plazo post-
reperfusion hepatica, que no es constante al segundo y tercer dia; por ofra parte, €l
plroxicam ofrece una gréfica de sobrevida que s maniiene constante y deslaca a los 60
y 80 minulos. '

Otro dato categdrico que muestra nueslro esludio es el efecto protector que la
naloxona ofrece en la congestion hepatica centrolobulillar, ya que ésta fue nula a los 60,
80 y 120 minutos de isquamia. Dicha proteccién puede estar refacionada con el aumento
en la sobrevida de los grupos tratados con naloxona a los 60 minulos de isquemia. Ef
grado de congeslibn sinusoidal y portal no mosttd gran disminucién en los grupos

tratades frente al control.

El infiltrado i io disminuyé importantemente el los grupos lratados con

piroxicam a los 60, 90 y 120 minutos de isquemia, lo cual podria estar relacionado con un

aumento en la sobrevida a los 60 y 80 minutos de fsquemia.

Einal

F consid s que serla int e conlinuar el estudio haciendo la

combinacién de dos farmacos con diferente mecanismo de acclon prolectora en et
fendmeno de isquemia y reperfusién hepéatica, como son la naloxona, secuestrador de

radicales libres de oxigeno y piroxicam, antilr io no i que impide la

degranulacién de leucocitos polimorfonucleares
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