1RO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

HOSPITAL GENERAL DE MEXICO
SECRETARIA DE SALUD

ALTERACIONES MORFOLOGICAS EN LA

MANIPULACION FARMACOLOGICA DE LA

ISQUEMIA Y REPERFUSION HEPATICA:
Modeclo experimental en Rata

T E S I S
TITULO DE
E N :

PARA OBTENER EL
ESPECIALISTA
ANATOMIA PATOLOGICA
P R E S E‘ N T A H
DR. JOSE EDUARDO :SAMAYOA PALMA

A 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.



‘AZQUEZ,
JEFE DEL ARTAMENTO DE PATO-
LOGIA QUIRURGICA, UNIDAD Dg
ANATOMIA PATOLOGICA, HOSPITAL
GENERAL DE MEXICO, S.S5. PROFE-
SOR TITULAR DE PATOLOGIA, FA-

CULTAD PE MEDICINA, UNAM,

PROFESOR DEL# CURSBO

FOR A. RODRIGUEZ NA
JEFE DE LA UNIDAD DE AATOMIA
PATOLOGICA, HOSPITAL GENERAL DE
MEXICO, S.S. PROFESOR TITULAR DE
PATOLCGIA, FACULTAD DE MEDICINA,

UNAM.

RS- Eh I

PR R L




ESTA TEBIS QUEDO REGISTRADA EN EL SERVICIO DE
INVESTIGACION CLINICA HOBPITALARIA DEL HOSPXI~
TAL GENERAL DE- MEXICO DE LA S8ECRETARIA DE

S8ALUD CON LA CLAVE:

DIC/91/PC/03/304/01/02.

§£°«)o¢s'}4»v;ocmaoqagq, .
g . HOSPITAL GENERAL
/*’ 2 ey
¢ DE wrvicg  ; \
s
§ F MER IR z
s HEY rESvHREVISADA POR BL DR. _OCTAVIO AMANCIO CHABSIN,

=
4,

3 5
A P TR RRTA Y

JEFB .DBI. ‘BFRVICIO DE INVESTIGACION CLINICA



RECONOCIMIENTOS

Agradezco al Dr., Homero Lépez su colaboracién para

la obténcién dal naterial quirGrgico utilizado.

Al pr. Octavio Amancic por su ayuda en el anélisis

estadistioco.

Al 8r, Jorge Lira, por su apoyo en 1la ela-
boracién de las técnicas (tinciones) especiales

realizadasa.

A mi amiga, la Dra. Norma Uribe, por tantas mo-~

lestias que le cause.

A Josefina Pérez y Maria Lucas, encargadas del

archivo, por su disposicién.



RESUMNMEN.

Mdltiples han sido los intentos para reducir el dafio
provocado por el proceso de isquemia y reperfusién en el
higado, utilizando gran diversidad de f&rmacos, entre los
cuales destacan: el adenosin trifosfato-clorato de magnesio
(ATP-MgCly), los prostanoides, el glucagon, la hidralazina, la
superdxido dismutasa, el alopurinol, los bloqueadores de los
canales de calcio y la coenzima Q. En el presente estudio se
utilizaron 4 farmacos con esta finalidad, y fueron: el piroxi-
cam, la cimetidina, la naloxona y la ciclosporina.

fe utilizaron 160 ratas machos, sanas, divididas en 16
grupos: el grupo 1 no'fue sometido a procedimiento alguno, a
los 1.5 grupos restantes se les produjo isquemia de los 18bulos
medio e izquierdo hepidticas, con un clamp durante.Go, 90 & 120
minutos, segin fué el caso y reperfusién posterior. Hubo una
poblacién control (grupos 2, 3 y 4), a la cual no se le admi-
nistré medicamento, 1la naloxona se administré de la siguiente
forma: 100 mc/Kg en solucién a 400meg/ml, 1-2 minutos previos
(durante 5, 6 y 7), la cimetidipa: 1.2 g/Kg/24 hrs., via oral,
una hora previa (grupos 8, 9 y 10}, ciclosporina 10 mg/Kg/24
hrs., via oral, 3 dias antes (grupos 11, 12 y 13) y piroxicam
0.3 mg/Kg, 48, 24 y 1 horas previas, via intraperitoneal
{(grupos 14, 15 y 16). Cinco rataé fueron sacrificadas de cada
grupo para obtener los segmentos sometidos a isquemia y se

valoraron: la congestién, necrosis e infiltrado inflamatorio



presentes en el tejido, asf como, también la pérdida de glu-
cégeno intracitoplasmitico; las 5 ratas restantes se dejaron
en observacién para valorar la soﬁrevida.

La congestién fué el dato mis constante en el tejido
analizado y fué mayor en periodos prolongados de isquemia, la
necrosis sélo se presen@é en forma esporddica y el infiltrado
inflamatorio estuvo presente en localizacién medio zonal en
todos los casos. La pérdida de glucégeno intracitoplasmitico
fué directamente propofcional al periodo de isguemia; la
naloxona presenté la menor pérdida de glucégeno y el piroxicam
la mayor. Hubo diferencias significativas en la sobrevida de
las ratas que se les administrd piroxicam y ciclosporina a las
24 hrs.; la naloxona es el medicamento que mejor protege al

higado en la isquemia.



INTRODUCCTION.

La vida surgié espont&neamente en la tierra hace
aproximadamente 3,500 millones de afios a partir de compuestos
reducidos simples en una atmésfera primitiva con
caracteristicas reductoras, aungue a Gltimas fechas se ha
manejadovel concepto de que las moléculas primigenias de la
vida pueden ser parte del universo mismo. Con la aparicién de
células capaces de llevar a cabo el proceso de la fotosintesis
{(algas cianoficeas o azul-verdosas), hace aproximadamente
2,600 millones de afiocs comenzé a acumularse lentamente el
oxfgeno molecular (02 en la atmésfera. S61lo hasta entonces
(hace aproximadahente 2,600 millones de afios) se pudieron
desarrollar los ofganismos aerdbicos, capaces de utilizar
oxigeno para extraer mayor cantidad de energia de los
nuﬁrimentos, que se oxidan en el ciclo de Krebs después de
haber sido transformados en acetilcoenzima A (1).

Los procesos metabélicos de la respiracién y de 1la
fosforilaci6én oxidativa facilitaron un gran avance evolutivo
que facilitéd la multiplicacién y la diversificacién de 1los
eucariotes monocelulares y pluricelulares. Por esta razén, es
dificil aceptar que el oxigeno pueda ser, a su vez, una
molécula téxica con efectos deletéreos sobre diverzos sistemas

biolégicos,



Como evidencia de la toxicidad del oxigeno, adenmas de
la clinicamente éonocida, se observaron los sindromes de
isqdamié)reperfﬁsiéﬁ (infarto del miocardio, chogque
circulatorio, trasplantes de 6rganos), el dafio tisular se
extiende y agrava precisamente durante la reperfusién. Estos
datos han llevado a la conclusién de que la toxicidad del
oxigena y de sus derivados desempeila un papel primordial en
las lesiones tisulares y celulares producidas en una gran
variedad de procesos fisiopatolfgicos.

A pesar de que el oxigeno es indispensable para la vida
aerdbica, tiene caracteristicas téxicas, y en los procesos
metabélicos s6lo se puede utilizar si los 6rganos cuéntasn con
una baterfia de moléculas que los protejan de los derivados del
oxigeno. X .

Cuando éste equilibrio se rompe y los sistemas
productores de radicales derivados de oxligeno sobrepasan la
capacidad neutralizadora de los sistemas de defensa sobreviene
la enfermedad, local y generalizada.

Tradicionalmente se ha considerado gue el higado estd
constituido por unidades regulares, dotadas de una vena
central eferente, denominadas lobulillos. Mas recientemeﬁte
éstas unidades han sido consideradas como acinos, con un
espacio portal como estructura central. El parénquima de los
acinos se divide en tres zonas: la uno que es la mis préxima a

la 1irrigacién arterial y portal, la tres, la mas cercana a la



vena ceﬁﬁrblobulillar Y la dos, situadé en la parte
‘inteﬁmedia. Entre los espacios porta y las venas céntrales,
los sinusoides forman una trama regular que se apoya en fibras
de reticulin;. Eséas Gltimas, a veces, se irradian a partir de
las venas centrales; esta disposicién esta mas influida por el
£flujo sanguineo qne.por estructuras anatémicas y se altera
facilmente cuando aumenta la presién venosa hepatica (2).

En cada espacio porta se observa una arteria o
arteriola, una rama de la vena porta, uno o varios
conductillos biliares, vasos linfAticos & tejido conectivo.
Este iltimo contiene un nGmero variable, pero en general,
pequefio de linfocitos ¢ c&lulas mononucleares mds grandes. No
se ven células plasmiticas.

El parénquima esta constituldeo por hepatocitos que
forman l&minas, separadas unas de otras por el laberinto
sinuscoidal. Entre los hepatocitos y el endotelio sinusoidal se
encuentra el espacio de Disse, que contiene ligquido histico,
coldgeno y fibras de reticulina. Las células endoteliales son
alargadas. En la periferia de los lﬁbulillos se ven células de
Kupffer globulosas y PAS-positivas. Normalmente también se ven
en los sinusoides o en los espacios de Disse células cargadas
de grasa o lipocitos y un escaso nGmero de células
mesenquimatosas de otros tipes. En el adulto, las laminas
hepaticas suelen tener una célula de espesor, aungue en
cualquier corte histelégice se ven algunas l&minas que parecen

mas gruesas por haber sido cortadas tangencialmente. El té&rmi-

3



no periportal se aplica tanto al parénquima Vepino al espacio
porta éomb al tejido gue rodea una rama de la vena porta.

Los hepatocitos son de forma poligonal, tienen limites
-netos, poseen ndcleos redendos con nucl&olos bien definidos.
Normalmente se ven algunas células binucleadas. Las mitosis
son muy infrecuentes y su presencia no es necesariamente
patoldgica. El tamafio de los nficleos varia; 1a'mayor parte de
ellos son diploides, aunque también hay algunos tetraploides,
octaploides e incluso mayores. Algunos nGcleos contienen
vacuolas de glucégeﬁo que no siempre pueden demostrarse con
los métodos habituales. Lo mismo sucede con el glucégeno
intracitoplasmitico. El citoplasma de los hepatocitos normales
es pdlido. En las preparaciones coloreadas con hematoxilina-
eosina, el reticulo endoplésmico rugoso, rico en &cido
ribonucléico, se ve en forma de grumos basGfilos dispersos en
un fondo eoéinofilico..En personas normales se pueden ver
algunas vacuolas de grasa. El hierro coloreable es escaso o'no
existe (3).

En patologia clisica los cambios morfoldgicos de la
lesién no letal se denominaban degeneraciones, pero
actualmente se designan mAs sencillamente, lesiones
reversibles. En microscopia 6ptica se reconocen dos patrones:
Tumefaccién celular y degeneracién grasa. La tumefaccién
celular aparece siempre gue la cé&lula es incapaz de mantener

la homeostasis iénica y de los liguidos, es la primera mani-



festacién de casi todas las formas de lesién celular, y es
consecuencia del paso de agua extracelular al interior de la
célula. Cuando afecta a todas ias células de unlérgano produce
cierta palidez, turgencia y aumento de peso del mismo.
Microscépicamente, el agrandamiento celular es més discernible
por la comprensién de la microvascularizacién del 6rgano, como
ocurre, por ejemplo, con los sinusoides hepdticos y la red
capilar de la corteza renal.

Si el agua continGa acumul&ndose en el interior de 1la
célula'aparecen pequeﬁas.vacuolas ciaras en el citoplasma.
Estas vacuglas representan segmentos separados o secuestrados
del reticulo endoplismico dilatado. Este patrdn de lesién no
letal es denominado a veces <degeneracidédn hidrépica» o
<degeneracién vacuolar>.

En microscopia 6ptica las cé&lulas pueden reconocerse
como muertas s8lo cuando han experimentado una secuencia de
cambios deﬁominados necrosis. La necrosis puede definirse como
los cambios que siguen a la muerte celular en un organismo o
tejido, viva, y que se deben a la progresiva accién
degradativa de las enzimas sobre las células lesionadas de
forma letal.

Dos procesos, esencialmente coincidentes, producen los
cambios de la necrosis: 1) la digestién enzimitica de la
célula y 2) la desnaturalizacién de las proteinas. Las enzimas
cataliticas derivan de los lisosomas de las células muertas,

en cuyo caso la digestién enzimitica se denomina autoélisis, o



de los lisosomas de los leucocitos quevaéuden, lo qué se
denomina heter6lisis (4).

La célula muerta suele mostrar auménto'de la
eosinofilia, atribuible en parte a la pérdida de la basofilia
normal del ARN citoplasmitico y en parte debida a la unién de
la eosina a las proteinas intracitoplasmiticas. Las células
pueden'tener un aspecto mds esmerilado y homogéneo gue las
normales, lo gue se debe a la pérdida de glucdgeno. Cuando las
enzimas lisosémicas han digerido los organelos citopléasmicos,
el citoplasma se vacuoliza y tiene un aspecto apolillado:
Finalmente, en algunos casos puede tener lugar la
caleificacién de las células muertas.

En las células con lesjones letales o subletales,
también se producen. cambios nucleares (Fig. 1). El1 primer
cambio ultraestructura) es la condensacién reversible de la
cromatina, que forma grandes actGmulos adheridos a la membrana
nuclear y al nucleélo. Sin embargoe, a medida que progresan los
cambios degradativos en las células, la degeneracién nuclear
puede tomar dos caminos. En algunas células el nfcleo se
contrae progresivamente Yy se transforma en una pequefa masa
arrugada de cromatina condensada, una alteracifén denominada
picnosis puclear. Con el tiempo, ésta cromatina sufre
disolucién progresiva (caridlisis), aparentemente a
consecuencia de la accién hidrolitica de ADNasas de origen

lisos6mico. En otras células, tras la picnosis, tiene lugar un



proceso denominado cariorrexis, en el gue el nficleo
desaparece.

La sangre gque irriga el parénquima hepiatico procede de
los espacios porta y se dirige hacia 1las venas
centrolobulillares; de ella, un 30 a 40 por ciento llega por
-las ramificaciones terminales de la arteria hepatica y el
resto por las raices venosas portales.

Se ha dicho que los hepatocitos situados alrededor de
las venas centrolobulillares se encuentran mas alejados del
flujo sanguineo, por lo dque estarian en‘la periferia de los
acinos, que est&n centrados por ramas de la vena porta y la
arteria hepatica, gque salen a intervalos de los espacios porta
¥ que corren por los lados del lobulillo cl&sico para irrigar
a segmentos cuneiformes de lobulillos contiguos (5, 6).

La oclusién de ramas de la arteria hepética
ocasionalmente produce infartos, a pesar de la existencia de
aporte sangufneo adicional procedente de la circulacién venosa
portal. Son capaces de producir oclusién arterial 1la
poliarteritis nodosa, embolias, trombosis y ligaduras
quirGrgicas. Se han publicado casos de infartos consecutivos a
homotrasplantes hepaticos (7).

Los infartos suelen medir pocos centimetros de diémetro
estan situados profundamente dentro del higado y son
independientes de los limites lobulillares. En los infartos
grandes se distinguen cuatro zonas, que de adentro a fuera

son: un 8rea central de necrosis coagulativa, a continuacién



una banda de infiltracién neutrofilica, por fuera de &sta un
halo de necrosis pexiférica y finalmente una zona necrobistica
en la due los hepatocitos se ven encogidos y acidéfilos. En
los infartos pequefios sélo se ven las zonas mas periféricas.
Los espacios porté Yy el parénguima centrolopuliilar (8, 9).

El dafio que sufre el higado durante el tiempo que se ve
privado de irrigacién sanguinea clinicamente ocurre por
diversas causas, condicionando lesiones en ocasiones
irreversiples. Entre las causas, que con mas frecuencia se
asocian a isquemia hepatica se encuentran las traumatismos,

. procedimientos guirfirgicos del tipo de la hepatectomia y el
trasplante. Estas situaciones cada dia son de presentacifn mas
frecuente, por lo que es indispensable conoccer a fondo los
mecanismos de lesi6tn durante el periodo de isquemia y
reperfusién, lo mismo que las posibilidades de manejo con las
que contamos actualmente.

Estudios previos, han confirmado las alteraciones
fisiopatolégicas que ocurren durante la lesién de isquemia y
reperfusién (1). A los cambios circulatorios que por
definicidn ocurren en la lesién de isquemia/reperfusiédn (I/R),
se afiaden otras alteracicnes producidas por clertos
componentes de la sangre, como los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) que intensifican el grado de lesibn
tisular. Durante la primera etapa de la lesién de reperfusién
la migracién e infiltracién de PMN y de neutrdéfilos ocupan un

papel muy importante. En el pasado no se sabia directamente



‘que la lesién de I/R estuviera asociada a los neutréfilos;
recientemente se ha acumulado evidencia sﬁficiehté para
explicar la relacién causal de los neutrtfilos con la lésién
i/R. Asil los estudios iniciales, aungue a través de un
mecanismo diferente, adquieren mayor importancia para entender
y manejar la iesibn de I/R.

Mecanismos de produccién de isquemia y reperfusién:
Entre otras causas, la irrigacioén hepdtica disminuye durante
el éstado de choque, trauma severo, sepsis y ligadura de 1la
arteria hep&tica. Por otra parte, la interrupcidn total del
flujo sanguineo es necesaria durante el trasplante hepatico,
en la reparacién de traumatismos vasculares o cuando se
realiza una reseccidn .amplia por céncer. La ligadura de la
arteria hepAtica se recomienda en el tratamiento del céncer de
higado, hemangioma, aneurisma, fistula arteriovenosa y
hemorragia poi lesiones parenquimatosas. La isquemia hepdtica
para disminuir el sangrado como parte de un procedimiehto
quirGrgico fu& propuesta por Duchinova, quien realizé oclusién
temporal de la arteria hep&tica y vena porta (10). El control
tumoral por ablacién de neoplasias metastisicas ha fomentado
la cirugfa hepdtica resectiva. Asi, en 1974, Fortner informé
que en un total de 29'resecciones hepédticas amplias en humanos
en las que se utilizé un método de aislamiento vascular
completo y perfusién hipotérmica, se registré una mortalidad
transoperatoria de 10%. Diez afios m&s tarde Delva informé de

24 resecciones’ hepidticas con exclusiédn vascular sin que hu--



biera fallecido ningﬁn,caso_durantekla inteﬁvéncién. Por otro
_1ado,'se ha demostrado el dafio celular progresivo en la
isquemia asociada a estado de choqﬁe, encontrindose que hasta
un 2% de pacientes chocados presentaban ictericia moderada a
sevéra debida a un defecto celular en la excrecién de
bilirrubina condicionado con la hipoxia hepatica. En lo
referente a trasplantes de 6rganos, desde que Starzl, realizé
con é&xito el primer trasplante ortotépice de higado en humano
(11), han existido grandes progresos para prolongar la
viabilidad de injerto. En 1987, el registro europeo de
trasplante de higado reporté 1,218 pacientes trasplantados
entre 1968 y 1987. En la Universidad de Wisconsin, EUA, por
mencionar s6lo uno de los centros gue realizan este tipo de
trasplantes, se han realizado un total de 223 trasplantes
ortotépicos de higado entre 1984 y 1990. Una limitante que se
ha enfrentado con éxito parcial es el manejo de la isquemia
hepatica; pero ésta continGa siendo uno de los principales
factores de tipo no inmunolégico gue, durante el procuramiento
del 6rgano y el trasplante mismo, puede condicionar disfunsién
hepatica transitoria o definitiva. Dado el escaso tiempo de
isquemia tolerado por el higado, el transporte del sitip en
que se obtuvo al que habra de ocuparse resulta critico,

convirtiendo al procedimiento en una situacién de urgencia.
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BITUACION ACTUA AL

Los tejidos bien diferenciados como el corazén,
cerebro, higado y rifién, requieren de gran cantidad de oxigeno
para realizar sus funciones especializadas, las cuales son
mantenidas por la energia procedente del metabolismo aerobio y
cesan al disminuir el aporfe de dicho elemento (12). Cuando el
periodo es breve, habitualmente se recupera la funcién del
6rganc afectado, pero éste se prolonga, el &aﬁo es irrevisible
(13).

Se ha encontrado gue la rata tolera 30 minutos de
isquemia hepé&tica, manteniende la capacidad de regenerar
niveles normales de ATP; sin'embargo, a las 2-3 horas de
isquemia existe necrosis extensa (14).

El dafio sufrida por un érgano al que se le privé de su
circulacién sanguinea por un perfodo determinado de tiempo, no

. 88lo esti condicionado por la isquemia perse, sino que también
la reperfusién ocasiona considerable dafio mediado por 1la
produccién de radicales libres de oxfgenoc (15), lo cual ha
sido corroborado en la isquemia hep&itica en rata (16). Una
fuente importante de radicales libres de oxigeno (RLO) es la
via xantin-oxidasa (X0); en condiciones normales, la enzima
que actda sobre la xantina es ia xantin-deshidrogenasa (XD),
que utiliza al NAD+ como aceptor de electrones, produciendo

NADH (16). Durante el proceso de I/R, la XD se convierte, por
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oxidacién, en xo[ al haber disposicién de oxigeno en exceso.
La X0 utiliza al oxigeno como aceptor de electrones,
produciendo RLO a una velocidad mayor que su degradacibén por
la sﬁperéxido-dismutasa endbgena (SOD)Y (16,17). El sustrato de
la X0 es generado por la degradacién de nuclettidos de adenina
producidos por la isquemia, de esta forma la hipoxantina, que
durante la reperfusién la X0 la convierte en &cido frico,
consumiendo oxigeno y generando RLO {16-19).

Los RLO provocan.lesién tisular por mfltiples
necanismos: peroxidan la membrana celular y de organelos,
tales como los lisomas (20), lesionan el endotelio vascular,
provocando extravasacién de liquido y células al 4&rea
previamente isquémica (21).

Existen mGltiples intentos para reducir el dafo
provacado por el proceso de isquemia y reperfusién en el
higado, entre los cuales destacan: la administracién de
adenosin trifosfato-clorato de magnesio (ATP-MgCi2) (22) puede
mejorar significativamente las funciones celulares afectadas
por el estado de choque; también se ha encontrado mejoria en’
la funcién hepética cuando se administré® ATP-MgCl2. Los
prostanoides, como la prostaciclina (23), que es un derivado
del Acido araquidénico producido por las células del endotelio
vascular, poseen las siguientes acciones farmacolégicas: evita
la agregacién plagquetaria, provoca vasodilatacién coronaria,
estabiliza la membrana lisosomal, aumenta el flujo sanguineo

esplacniceo e inhibe la formacién de tromboxano por las plague-
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tas. Un efecfo benéfico de este prostanocide en la célula
hepitica puede ser el aumento del flujo esplacﬁico. El
glucagon, una hormona polipeptidica (24), gQue entre otras
acciones libera &cidos grasos e incrementa los niveles de AMP
ciclico en el higado, tiene un efecto inotrépico y
‘cronotrépico positivo en el miocardio, la microcirculacién
esplacnica, incrementa el pH, disminuye el &cido l&ctico y
mejora el metabolismo hep&tico en el chogque hemorragico. La
hidralazina (25) ha demostrado que induce una.redistribucién
del gasto cardfaco con un aumento en el flujo hepatico
proporcionalmente mayor que el incremento en el gasto
cardfiaco. La superdéxido dismutasa (26) es una enzima gque
rédpida y especificamente transforma cataliticamente dos
moléculas de superdxido a oxigeno y peré6xido de hidrégeno,
actuando en los sistemas biolégicos como antioxidante y
evitando el dafic celular provocado por RLO.

cuando se administra durante o inmediatamente después
del inicio de la isquemia, la SOD ha demostrado disminuir el
grado de lesién por reperfusién; en el higado se ha demostrado
que al momento de la reperfusién la presencia de la SOD reduce
los niveles de RLO y el dafio mediado por estos, la funcién
hepAtica mejora si la administracién se efectfia al inicio de
la reperfusién. El alopurinol (27) es un andlogo de la
hipexantina y junto con su metabolito primario, el oxipurinol,
son inhibidores de la X0, en concentraciones bajas es un

sustrate e inhibe por competitividad, peroc en concentraciones
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altas es un inhibidor no competitivo de 1la enzima; el’
alopurinol ha demostrade un efecto protector del dafio mediado
por isquemia y reperfusidn, se ha establecido gue el momento
ideal para la administracién de alopurinol, empleado como
protéctqr del dafic po I/R en este 6rgano es antes de iniciarse
la isquemia en un lapso de cuatro horas a diez minutos. Los
bloqueadores de los canales de calcio, como el verapamil (28),
ha sido empleado para prolongar la tolerancia del higado en
modelos experimentalesvcon rata, encontrdndose resultados
ligeramente favorables en la scbrevida de los animales. La
coenzima Q (29), es un componente mitocondrial gque funciona
come transportador de electrones y protones en la cadena
respiratoria, lo cual la hace indispensable para la produccisn
de ATP mitocondrial. La coenzima Q tiene gran poder
antioxidante protegiendo las membranas celulares vy
subcelulares contra la peroxidacién de lipidos. Otros
medicamentos que han sido utilizados comprenden los fArmacos
anti-inflamatorios no esteroideos, antagonistas de los
receptores Hé de la histamina, naloxona y ciclosporina.

Un f&rmaco anti-inflamatorio no esteroideo de uso
reciente es el Piroxicam(carboxamidas N-heterociclicas del 1,2
benzotiacina-1,1~diéxido; presenta un protén 4 hidroxi
débilmente &cido y un nitrégeno piridinilo débilmente basico)
que posee efectos inhibitorios en las funciones de leucocitos
polimorfonucleares (PMN), tales como la desgranulacién y

liberacitn de RLO (30). Se sabe que dicho firmaco ejerce ac~
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cién anti-inflamatoria principélmente inhibiendo a la ciclo-
oxigenasa, aunque se han implicado otros mecanismos tales como
la inhibicién en la generacién de RLO al bloquear la unién
ligando-receptor (31). El piroxicam, asi como, otres anti-
inflamatorios no este;oideos, forman quelantes de Cobre, dque
catalizan la demutacién de los RLO por PHN humanos en
paclentes con artritis reumatoide tratados con piroxicam (33).
Por‘ﬁitimo, se¢ ha encontrado due el tratamient$ con piroxicam
en ratones protege del dafio pulmonar producido ﬁor Pseudomona
aeruginosa al disminuir la lesién. creada por la respuesta
inflamatoria (34).

La Naloxona ‘[(-)-17-alilo—4,5 a‘ epoxi-3,14~dihidroxi-
morfinan-6~uno hidrocloruro), un inhibidor de receptores
opidceos con efectos pfesores, ha demostrado reducir la
liberacién ‘de RLO de PMN humanos por medio de la probable
inhibicién de la X0 y no como ahorrador de RLO (35). La
naloxona ha sido usada conAéxito para disminuir el dafio
provocado por €l proceso isquemia-reperfusién en el intestine
de rata (36).

Tanto la Cimetidina (N"-ciano-N-metil-N'-(2(((S-metil-
1H-imidazol-4 y 1) metil) tio) -etil) guanidina) como la
ranitidina, antagonistas de los receptores H2 de la histamina,
pueden inhibir la produccién de RLO de neutré6filos activados,
a dosis suprafarmaceclégicas (37), probablemente por medio de

la inhibicién de la enzima X0 y no como depurador de RLO.
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La Ciclosnorina A (CyA), (polipéptido ciclico de 11
aminodcides), un potente inmunosupresor ampliamente aceptado
en la préactica clinica para evitar el rechazo a‘6rganos
trasplantados, ha mostrado efectos protectores del hepatocito
sometido a isquemia, gracias a un efecto hepatotréfico,
demostrado por una menor liberacién de enzimas intrahepéaticas
(transaminasas), menor porcentaje de necrosis y una mayor

actividad mitética con respecto a controles (38).
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JUBTIFICACTION.

Con el presente estudio se pretende prolongar
significativamente el tiempo tolerado por el higado de la rata
a la isquemia, por medio del uso de farmacos, tales como el
piroxicam, la naloxona, la cimetidina y la ciclosporina, asi
como, determinar diferencias entre ellos,

Al prolongar dichos tiempos de isquemia, se
solucionarfan los problemas enfrentados en las situaciones

clinicas anteriormente descritas.

HIPOTESTIES.

NULA:
El piroxicam, la naloxcna, cimetidinay ciclosporina no
prolongan el tiempo de isquemia tolerade por el higado de la

rata, con respecto a controles.

ALTERNA:
El piroxicam, la naloxona, cimetidina y ciclosporina
prolongan el tiempo de isquemia tolerado por el higado de la

rata, con respecto a controles.
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OBJETIVOBSBS.

1.- Encontrar qué farmaco protege de manera mis efectiva
contra -el dafio causado por el tiempo de isquemia hepAtica y la

reperfusién.

2.- Identificar los cambios histopatolégicos a nivel hep&tico,

causados por la isquemia y reperfusién.
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MATERIAL Y METODOS:

Se utilizaron 160 ratas machos, raza Lewis, con peso de
200 a 300 g./ sanas, provistas de alimento standard y agua ad
libitum; se excluyeron ratas diagnosticadas como enfermas,
hembras o con un peso mayor de 300 g., © menor de 200 g y se
eliminaron ratas gque enfermaron o murieron por causas ajenas
al experimento.

Se dividieron a las 160 ratas en 16 grupos de 10 ratas
cada uno (tabla 1): la poblacisn control comprendié 4 grupos
de 10 ratas cada uno, las que fueron sometidas a periodos de
tiempo de isquemia gue variaron de 0 minutos hasta 120
minutos, respectivamente, sin utilizar medicameptos
hepatoprotectores.

En la segunda poblaci6n de ratas estudiadas se utilizé
naloxona, administrada de la siguiente forma: 100 mcg/Kg, en
solucidén a 400 mcg/ml, 1-2 minutos previos a la isquemia, los
grupos formados quedaron de la siguiente manera: grupo 5,
administracién de naloxona y sometidas a 66 minutos de
isquemia grupo 6, administracién de naloxona y sometidas a 90
minutos de isquemia y el grupo 7 administracién de naloxona y
sometidas a 120 minutos de isquemia (36).

En la tercera poblacidn de ratas estudiadas el farmaco
utilizado fué la cimetidina, a dosis triple de la necesaria
para inhibir la secresi6n de &cido gastrico en la rata: 1.2

g/Kg/24 hrs, via oral, una hora previa a la isquemia (37), los
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grupos formados quedaron de la siguiente manera: grupo 8,
administracién de cimetidina y sometidas a 60 minutos de
isquemia, grupo 9 administracién de cimetidina y sometidas a
90 minutos de isquemia y grupo 10 administracién de cimetidina
y sometidas a 120 minutos de isquemia.

En la cuarta poblacién de ratas estudiadas el
medicamento hepatoprotector utilizado fué la ciclospori a
razén de 10 mg/Kg/24 hrs., via oral, 3 dias previos a la
isquemia, los grupos quedaron de la siguiente forma: grupo 11,
administracién de ciclosporina y sometidas a 60 minutos de
isquemia, grupo 12 administracién de ciclosporina y sometidas
a 90 minutos de isquemia y grupo 13, administracién de
ciclosporina y sometidas a 120 ﬁinutos de isguemia (39).

En la Gltima poblacién de ratas sometidas al
experimento, el fdrmaco administrado fué el piroxicam, el cual
se aplicé en forma intraperitoneal en la siguiente dosis 0.3
mg/Kg 48, 24 y 1 horas previas a la isquemia (34), los grupocs
quedaron de la siguiente forma: grupo 14, administracién de
piroxicam y sometidas a 60 minutos de isquemia, grupo 15
administracién de piroxicam y sometidas a 90 minutos de
isquemia y grupo 16, administraciédn de piroxicam y sometidas a
120 minutos de isquemia. ’

Ccada una de las ratas se anestesid con 60 mg/Kg de
pentobarbital sédico (Anestesal, aproximadamente 0.2 ml)
intraperitoneal (Fig. 3), se practicé incisién media amplia

para exponer el hilio hepatico (Figs. 4,5,6). Se realizé oclu-
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sién vascular de los lébulos medio e izquierdo con un clamp
microvascular {(Fig. 7) y a los 60, 90 6 120 minutos, segGn fué
el caso, se liber6 dicho clamp. Con este procedimiento el 70%
del higado se torné isquémico y no causé estasis portal. al
momento de retirar el clamp. Con este procedimiento el 70% del
higado se torné isquémico y no causd estasis portal. A)
momento de retirar el clamp de los vasos de los 1lébulos medio
& izquierdo, se resecaron los 1l6bulos restantes, estos son el
lateral derecho y caudado; finalmente, se procedi6é a cerrar el
abdomen en dos planos (Fig. 8).

Una hora después de permitida la reperfusidén, se
sacrificaron 5 ratas de cada grupo para obtener los segmentoas
hep&ticos sometidos a isquemia; estos segmentos hep&ticos
fgeron seccionados en varios fragmentos de 5 mm de espesor y
fijados inmediatamente en formol al 10%. Posteriormente se
incluyeron en las cépsulas respectivas para el proceso de
deshidratacién se colocaron en blogques de parafina y se
realizaron cortes de § micras de espesor. Estos cortes fueron
tefiidos con peryédico de Schiff (PAS), para valorar 1los
cambioé en la cantidad de glucégenc, asi como, tinciones de
retficulo. Todas y cada una de las laminillas fueron valoradas
por dos patélogos con criterio unificado y los par&metros
valorados fueron: congestidn necrosis, infiltrado inflaratorio
¥y pérdida de glucdgeno, todos ellos se tabularon en cruces.
Una cruz (+) significé escasa congestiédn, minima necrosis,

leve infiltradeo inflamatorio o nula pérdida de glucbgeno, se-
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gan fue el caso y cuatro cruces (++++) para midxima congestisdn,
necrosis e infiltrado inflamatorio y pérdida total del

glucdgeno intracitoplésmico.
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RESULTADO 8.

Los cambios encontrados en los l6bulos hepaticos
sometidos a isquemia se dividieron en dos aspectos

caracteristicos.

1. Alteraciones macroscépicas: el 16bulo medio del higado de
la rata en promedio midié 5x3x1 cm.- En la poblacién control,
el gruporl mostré6 lé6bulo medio de color café palido
consistencia ahulada, no se encontraron alteraciones en la
superficie ni al corte. El grupo 2, sometido a 60 minutos de
isquemia , mostré la superficie de color café palido con areas
pequefias, diseminadas, mal delimitadas, de color azfil violAceo
y consistencia ahulada; éstas mismas caracteristicas se
encontraron en la superficie de corte. A los 90 minutos de
isquemia, la superficie fué de color gris palido, con Areas
extensas de color gris pdlido, de bordes irregulares y
difuminados, diseminadas, encontradas también en los difer-
entes niveles de corte.

En la poblaciéin de ratas a las cuales se les administré
paloxona, se encontraron los siguientes datos: a los 60 minu-
tos de isquemia y posterior reperfusién, la superficie del
16bulo hepatico fué de color café palido y consistencia ahula-
da, con varias 4reas de color azul violaceo, pequefias y mal
delimitadas, diseminadas en dicha superficie y en el

parénquima. A los 90 minutos el lébulo presentd superficie de
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color café gris&ceo y consistencia ahulada, con éxtensaé Zonas
de color violdceo, de bordes irregulares y difuminados,
4diseminadas en la misma. ¥ a los 120 minutos de isqguemia
correspondiente al grupo 7, la superficie se notd de color
café grisdceo y consistencia media, con zonas mal delimitadas
" de color gris rojizo, de bordes irregulares y poco aparentes,
poco extensas, diseminadas en la misma. Estos cambios
presentes en esta poblacién, son '~ aparentes a sinple
inspecci6én macrosc6pica y cuanto mayor es el tiempo de
isquemia, mayor el nGmero y la extensién de las lesiones.

A la poblacién de ratas a las que se les administré
cimetidina, los cambios aparecieron a los 60 minutos, de
manera notable, la superficie del 1l6bulo se noté de color café
roiizo y consistencia blanda, con Adreas de color azul
vicldceo, poco extensas y diseminadas, encontradas también en
los diferentes niveles de corte del parénguima. A los S0
minutos, mostré superficie de color café rojizo y consistencia
media, con mGltiples y pequefias dreas de color azGl violédceo,
de bordes irregulares & difuminados, diseminadas en la misma.
Los cambios m&s aparentes se encontraron a los 120 minutos, la
superficie fué de color gris obscurc y consistencia ahulada
con varias &reas de color rojo violaceo, poco extensas,
diseminadas, de bordes irregulares y mal delimitados.

A las ratas que se les administré ciclosporina, los
cambios también aparecieron de manera temprana, vale la pena

mencionar que esta poblacién es la que menor nGmero de especi-
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menes tuvo por el fallecimiento de dos ratas por causas ajenas
al experimento. lLos cambios encontrados en los 1l8bulos some-
tidos a 60 minutos de isquemia, correspondiente al grupo 11,
fueron los siguientes: la superficie fué de color café oscuro
y consistencia media, con varias dreas de color azul violAceo,
diseminadas, de bordes irregqulares y poco aparentes. a los 90
minutes de isquenia, mostré superficle de color café& gris&ceo
y consistencia media, con &reas extensas de color azul viola-
ceo, de bordes irrequlares y bien delimitados, enhcontrados en
los diferentes niveles de corte del parénguima ¥ a los 120
ninutos mostré las siguientes caracterfisticas: la superficie
fu&é de color café& palido y consistencia blanda, c¢on mGltiples
dreas de color azul violédceo, de borde irregulares y mal
delimitados, poco extensas. v

La Gitima peblacién sometida al experimento consts de
ratas a las que se les administré piroxicam, los cambios
presentes en el l1l6bulec fueron los siguientes: a los 60
minutos, la superficie se encontré de color café grisdceo y
consistencia media, con mGltiples &reas de color gris oscuro,
de bordes irregulares y difuminados, poco extensas,
diseminadas en diéha superficie; los diferentes niveles de
corte del parénguima mostraron las mismas caracteristicas. A
los 90 minutos, los cambios consistieron en superficie de
color café amarillento y consistencia blanda, con mGltiples
zonas de color rojo viocldceo, de bordes irregqulares, pequeiias,

diseminadas en dicha superficie, que alternaron con &reas de
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cox:lqestién, de aspecto 'en nuez moscada, estos cambios se
encontraron también en los diferentes niveles de corte. Final-
mente, a los 120 minutos, el lSbulo medio presenté superficie
lisa, despulida, de color café rojizo y consistencia media,
con miltiples zonas diseminadas de color azul violaceo, de
bordes irregulares y mal delimitados, presentes en el parén-
quima de los cortes.

2. Alteraciones microscépicas: el estudio histolégico
comprendié la valoraci6én cuantitativa (en cruces) de
congestién con 1localizacién portal, centrolobulillar o
sinusoidal; necrosis de leocalizacién portal, centrolobulillar
o medio zonal, también en cruces; infiltrado inflamatorio
localizado en los espacios porta, centrolobulillar o medio
zonal y, finalmente, la presencia de glucégeno ihtracitoplas-
matico,

En la poblacién control, el grupo que no fué& sometido a
isquemia, ni a la administracién de farmacos, correspondiente
al grupo 1, no presenté congestidn, necrosis ni infiltrado
inflamaterio y conservé totalmente el glucégeno intracitoplas—
mitico. A los 60 minutos de isquemia presenté congestién en
las tres localizaciones, en menor cuantia en la regién centro
lobulillar, no hubo necrosis y la pérdida de glucégeno fué
leve (+), el infiltrado inflamtorio fué minimo y con localiza~
cion medio zonal (fig. 12), A los 90 minutos presentéd

congestién importante en las tres localizaciones (fig. 10), no
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presentd necrosis y el infiltrado inflamatorio estuvo presente
en los espacios porta y en la zona media del acino (fig. 12),
la péraida del glucégeno fué marcada (+++). A los 120 minutos
los cambios histolégicos encontrados fueron los siguientes:
congestién acentuada en las tres localizaciones (fig. 11),
aparicién de necrosis con localizacién medio zonal y aumento
de la presencia de infiltradeo inflamatoric en las 3 localiza
cioneé, la pérdida de glucégeno fué& total (++++4). Otras al
teraciones encontradas fueron: presencia de nGcleos hipercro
maticos y picnosis, y microvacuolaciones citopl&smicas en
varios hepatocitos.

Los cambios histolégicos encontrados en el tejido
correspondiente al l6bulo medio sometido a 60 minutos de.
isquemia, previa administracién de naloxona, en el espacio
porta fué minimo Yy no huﬁo en la regiétn centrolobulillar (fig.
9), la necrosis se presenté en un s6lo caso y tuvo
localizacién medio zonal, al igual que la presencia de
infiltrado inflamatorio; la pérdida de glucégenc fué notable
(++). A los 90 minutos presentd congestién portal y sinusoidal
(fig. 10}, ausencia de necrosis e infiltrado inflamatorio
minimo de localizacibén medio zonal (fig. 12); practicamente no
hubo pérdida de glucégeno. A los 120 minutos presentd conges-
tién notable en las regiones porta y sinusoidal (fig. 11),
ausencia de necrosis e infiltrado inflamatorio leve de locali-
zacién medio zonal; la pérdida de glucdgeno fué valor da como

severa (++++), Otras alteraciones encontradas fueron: presen-
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cia de nticleos hipercromiticos, por lo menos, un caso de cada
.grupo y de microvacuolaciones citoplésmicas. También se noté
la presencia de dilatacién sinusoidal en un caso del grupo
sometido a 60 minutos de isquemia.

En la poblacién a la que se administrs gimetidina, 1los
cambios histolSgicos encontrades fueron: a los 60 minutos,
congestién leve en las tres localizaciones, no mostré
necrosis, infiltrado inflamatorio minimo y con localizacidn
medio 2zonal; la pérdida de glucSgenc se valerd como leve (++).
A los 90 minutos de isquemia y posterior reperfusiémn mostré
congestién en las tres localizaclones, de moderada intensidad
(fig. 10), presentd necrosis en 2 casos, uno de ellos con
localizacién medio zonal, el otro con necrosis leve en las
‘tres localizaciones, el infiltrado inflamatorio estuvo
presente en la regién medio zonal en forma minima y la pérdida
de glucSgeno se valordé como moderada (+++). A los 120 minutos
mostré congestiédn grave en las tres localizaciones (fig. 11)
ausencia de necrosis y el infiltrado inflamatorioc estuvo
presente en la zona 2 del acino en forma minima (fig. 12);
hubo pérdida total de glucdgenoc (++++). Otras®alteraciones
encontradas fueron picnosis en 3 casos sometidos a 90 minutos
de isquemia y microvacuclaciones en hepatocitos de los lébulos
sometidos a 60 y 120 minutos de isquenia.

Las alteraciones microscépicas encontradas en los
cortes histolégicos de los 16bulos hepéticos, de las ratas

sometidas al experimento y administracién de ciclosporina,
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fueron las siguientes: a los 60 minutos hubo congesti®n en los
‘sinusoides Y los espacios porta predominantemente y en menor
cuantia en la regién centrolobulillar (fig. 9), el infiltrado
inflamatorio estuvo presente en forma minima con localizacién
media zonal y no hubo necrosis; la pérdida de glucégeno se
valoré como severa (+++), A los 90 minutos la congestién
estuvo presente de forma méds aparente en las 3 localizaciones,
un s6lo caso presentd necrosis de localizacién media zonal y
el infiltrado inflamatorio fué minimo en la zona 2 del acino;
la pérdida de glucégeno también se valord como severa (+++), Y
a los 120 minutos mostré congestién que predoninédé en los
sinusoides y en las regiones centrolobulillares, hubo necrosis
en un caso y con localizacidn medio zonai y el ipfiltrado
inflamatorio, también medio zonal se encontré en forma leve;
hubo pérdida notable de glucégeno intracitoplasmatico. Otras
alteraciones encontradas fueron: preséncia de ntcleos
hipercrométicos en dos casos del grupo sometido a 60 minutos
de isquemia y en uno a los 90, un casoc de degeneracién
vacuolar de los sometidos a 920 minutos y en uno de los someti-
dos a 120 y flebitis en este Gltimo.

En la Gltima poblacidén sometlida al experimento, y que
constS de ratas a las gue se les administrd piroxicam, los
cambios microscépicos presentes en las laminillas revisadas
consistieron, en la poblacién sometida a 60 minutos de

isgquemia, de congestién en las tres localizaciones, mayor en
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los sinusoides y leve en las regiones porta y centrolobulillar
el infiltrado inflamatorio se presentd en un 5616 caso, con
localizacién medio zonal, en forma minima (+), ﬁ& présenté
necrosis y la pérdida de glucégenc fué leve (++); témpbco
presenté otras alteraciones, como las encontfadas en. casos
anteriores. A los 90 minutos, la congestién'estuvo preégnté en
forma importante en las 3 localizaciones, en infiltrado
inflamatorio estuvo presente en 3 de los casos, uno de ellos
con linfocitos en las 3 localizaciones, en tres casos
presentaron necrosis de localiazcidén centrolocbulillar y la
pérdida de glucdgeno se valordé como grave (+++), un s6lo caso
presentd, ademids, picnosis y los 3 casos que presentaron
necrosis, también presentaron degeneracidén vacuolar del
citoplasma. Finalmente, en la poblacién sometida a 120 minutos
de isquemia la congestién se encontré en las 3 localizaciones
{fig. 11), en la misma intensidad, cuatro de los cinco casos
presentaron necrosis con localizacién centrolobulillar el
infiltrado inflamatorio estuvo presente y con localizécién
medio zonal en forma moderada, la pérdida de glucdgeno se
valorb como total y s6lo dos casos mostraron degeneracioén
vacuolar de sus citoplasmas, no se encontraron ;tras

alteraciones.
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DIBCUSION.

Desde hace varias décadas se han realizado multiples
intentos para reducir el dafio que sufre el higado durante el
transcursce de varias entidades patolégicas, tales como:
chogue, trauma severo, sepsis, ligadura de la arteria
hep&tica, é&sta filtima de manera accidental o como parte del
tratamiento del cancer primario, hemangioma, aneurisma, etc.,
asi como, tambié&n en casos de oclusibn grterial por
poliarteritis nodosa, embolias y trombosis (6), para lo cual
han sido utilizados varlos medicamentos con propiedades
hepatoprotectoras o bien medicamentos que limitan el dafio
producido por el proceso de isquemia-reperfusién, blogueando
alguna de sus vias del mecanismo de defensa intrinseco; éncre
éstos farmdcos destacan el ATP-MgCl2, la prostaciclina, el
glucagon, blogueadores de los canales de calcio, 1la
hidralazina, la super&xido dismutasa, el alopurinol, la
coenzima Q (22-24) y farmacos con propiedades protectoras del
dafio hepaéico como la naloxona, la cimetidina, la ciclosporina
y el piroxicam (30-39).

En el presente estudio se corroboraron. algunos de los
varios cambios histolégicos presentes en el higado de animales
de experimentacién, sometidos al procedimiento de isquemia-
reperfusién, previa administracién de los f&rmacos utilizados

para éste propdsito.
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Al comparar las alteraciones microscépicés de los
lébulos hepé4ticos sometidos a periodos de isquemia preestable-
cidos y posteripr reperfusién, sin administracién de medica-~
mentos eon especimenes a los gue se les admisnistré naloxona,
cimetidina, ciclesporina o piroxicam, se encontraron los
siguientes datos:

En 1los éspecimenes del grupo control los cambios se
presentaron sujetos en forma gradual, es decir, la congestién
aumenté su intensidad al prolongar el periodo de isquemia y la
localizacién en la que predominé fué la sinusoidal, lo ante-
rior fué equiparable a lo encontrado en los especimenes a los
que se les administrd algfin farmaco; el infiltrado inflamato-
rio también se presenté en forma gradual esto difirié con lo

.observado en los otros especimenes y las necrosis s6lo estuvo
presente a los 120 minutos de isquemia.

La administracién de la naloxona, un inhibidor de
receptores opidceos con efectos presores, mostré sus efectos
hepatoprotectores al disminuuir el grado de congestién
presente en las diferentes localizaciones, con respecto al

'grupo control, y en los diferentes perfiodos de isquemia; esta
congestidn no se presentd en ningin momento en la localizacién
centrelobulillar. El dafio causado por la isquemia y presente
como necrosis, s6lo estuvo presente en un caso y el infiltrado
inflamatorio se hizo aparente en periodos de isquemia prolon-
gados. Estos datos son comparables a los reportados en otros

experimentos (36) y el mecanismo probable de accién sea el de
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reducir la liberacién de RLO por PMN, al inhibir a la X0 (35),
al actuar a nivel intracelular en los neutr6filos, siempre que
sea adninistrado antes de la isquemia.

E1 ﬁso de un antagonista de los receptores H, de la
histamina mds comunmente prescrito en todo el mundo para
reducir la acidez gé&strica, como la cimetidina, en animales de
experimenfacién durante el proceso de isquemia, ha mostrado
ser>de poca utilidad en la prevencién del dafio tisular (37),
durante nuestro estudio, la administracién de la cimetidina a
dosis extremadamente altas, la congestién en las 3
localizaciones fué comparable a la presente en el grupo
control. La necrosis se presentd s6lo en dos casos (Fig.13) y
la presencia del infiltrado inflamatorio fué constante en una
sola localizacién. Lo anterior corrobora los datos previos y
el efecto protector tisular, adn cuando es minimo, se piensa
que es debido al efecto inhibidor del farmaco sobre la enzima
X0 (37).

La ciclosporina A, un jinmunosupresor ampliamente
utilizado para evitar el rechazo a é6rgancs transplantados,
presents disminucién del dafic hepstico en las ratas sometidas
al experimento gracias a sus efectos protectores, demostrados
por la presencia de infiltrado inflamatorio en una sola loca-
lizacién y en poea cuantia, el grado de congestién, presente
en las 3 localizaciones, con predominio centrolobulillar y
mucho menor en los espacios porta y con s6lo 2 casos de necro-

sis, uno en cada uno de los periodos mias prolongados de isque=
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mia. Esta proteccién esta condicionada por un efecto "hepato-
tr6fico", adn no determinado, pero corroborado por menor
iiberacién de enzimas intrahepiticas (transaminasas), menor
porcentaje de necrosis y mayor actividad mitética (38-39). Los
mecanismos ' implicados podrian ser: 1) un efecto estabilizador
de membrana y 2) una accién como aceptor de radicales libres.

.Un farmaco no-esteroideo, piroxicam, también fue utili-
zado eh el experimento, este farmaco ha demostrado ser de
utilidéd para disminuir el dafio producido por los PMN y los
RLO al inhibir la desgrahulacién y liberacién de los RLO (30).
El efecto anti-inflamatorio se presenta por inhibicién de la
-ciclo—oxiqenasa, otros mecanismos implicados: inhibicién de la
generacién de RLO por blogueo de la unién ligando-receptor
(31). Estos datos son corroborados en el presente estudio al
presentar s6lo en algunos de los casos la.presencia lave de
infiltrado inflamatorio de localizacién medio zonal; sin
embargo, la congestién se encontrd de manera acentuada en la 3
localizaciones Yy con la mayor cantidad de casos de necrosis,
presente en los periodos prolongados de isquemia, de manera
importante. Estos 2 Gltimos pardmetro difieren de los reporta-
dos en otros experimentos. (34)

Un parametro evaluado en el presente estudio, no
mencionadoc en la literatura, fué la presencia o ausencia de
glucégeno intracitoplasmitico, cuantificado en cruces, el cual
en el grupo control disminuyé en forma gradual al aumentar el

tiempo de isquemia (Fig. 14). La pérdida de glucégenoc en el
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tejido hepdtico de los especimenes a los que se les administré
algfin farmaco se presentdé en forma muy acentuda: con la admi-
nistracién de naloxona, mostré menor pérdida de glucégeno; con
la administracién de cimetidina ‘o ciclosporina, la pérdida de
glucégeno fué igual para ambas y de forma gradual. Sin embar
go, con la administracién de piroxicam se noté la mayor pérdi
dé de glucégeno.

Estos datos pudieran tener cierta concordancia con
respecto al grado de congestién y necrosis, y deberin ser
analizados més especifica y minuciosamente.

Otros dapos encontrados fueron la presencia de
microvacuolaciones intracitoplamiticas (Fig. 16), nficleos
hipercromaticos, picnosis y flebitis (Fig. 15) dque expfgsan,
en mayor o menor grado, el dafio celular sufrido por el proceso
isquemia-reperfusién.

La sobrevida de las ratas sometidas a los diferentes
perfodos dg isquemia hepAtica, observadas a las 24, 48 y 72
horas posteriores al procedimiento; mostraron diferencias
significativas entre dos de los farmacos utilizados (piroxicam
y ciclosporina) en el periocdo de 24 horas y s6lo el piroxicanm,
respecto al resto de los farmacos a las 48 horas. Este farmaco
present6 100% de sobrevida a las 24 horas y el 40% a las 72

- horas; en cambio, la ciclosporina presenté 0% de sobrevida en
&ste tGltimo perfiode de tiempo. La naloxona preservd, en forma
constante, la sobrevida de las ratas en los tres periodos de

tiempo cuantificados. La cimetidina s6lo mostrd un pequefio
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porcentaje de sobrevida a las 24 horas (40%) no hubo sobrevida-

en perfiodos de tiempo prolongados (Fig. 19).

3



CONCLUSION:

A) De los farmacos evaluades, parece gue la naloxona

. presenta una mayor protecciéh, seguido por el piroxicam.

B) El dafio histolégico a nivel sinusoidal y portal son los

constantes.
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NORMAL ‘

Fagoecito

NECROSIS - APOPTOSIS

Fig. 1. Necrosis celular y apoptosis.



GRUPO

PROCEDI MI ENTO

FARMACO Tiempo de
UTILIZADO No. Dosis y via de adminlgtracion Isquami
c 1l -}
o
N 2 60"
T Ninguno
R 3 90"
4]
L 4 120"
5 60"
100 me/ kg
NALO~ 6 90
XONA . en sofucion a 400 meg/mi -
T 120
8 - ) ) 6 0
Vo2 ¢ /% /24 hes
CIME - 9 ) R 9 o'
TIDINA . “ovla oral
‘o g 12a
" R SRR 60
10mg kg /24 hes
crCLOS- V2 oo
PORINA . . ~vlazoral.
'3 120"
14 60"
0.3 mg / kg
PIRO 8 00
AICAM introperitone ot
1 e 120

TABLA 1
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Fig. 2. Dibujo esquematico de los organos toracicos y
abdominales de la rata.



Fig. 3 Fijaci6n de la rata y administracién de! anestésico
intraperitoneal.

Fig. 4 Exposicion de visceras abdominales.



Fig. 5 Exposicibn del higado.

Fig. 6 Exposicién del hilio hepdtico.



Fig. 7 Oclusifn del hilio hepdtico por el clamp.

Fig. 8 Cierre de la pares abdominal,



CONGESTION HEPATICA A LOS 60 MIN DE

ISQUEMIA/REPERFUSION
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FIGURA 9




CONGESTION HEPATICA A LOS 90 MIN DE

ISQUEMIA/REPERFUSION
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CONGESTION HEPATICA A LOS 120 MIN DE
ISQUEMIA/REPERFUSION
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INFILTRADO INFLAMATORIO PRESENTE EN EL
HIGADO CON ISQUEMIA/REPERFUSION
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B riroXiCAM 1 GICLOSPORINA
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FIGURA 12
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Fig. 13 Necrosis de hepatocitos a los 90 minutos de isque-
mia-reperfusién. ({ 16x, H-E ).

Fig. 14 Pérdida de gluctgeno, demostrado en el higado de -
la rata, a los 60 minutos, sin administraci6n de med}
mento. ( 40 x, PAS ).



H-E ).

( 40 x,

15 Flebitis

Fig.

16 Microvacuolaciones intracitoplasmiticas y conges -

tion sinusoidal

Fig.

( 40 x, H-E )



Fig. 17 Necrosis acentuada en la regi6n medio zonal.
{ 40 x, H-E ).

Fig. 18 Fotomicrografia del higado normal de la rata; Se .
observa la vena central, el espacio porta y la zona 2
del acino. { 40 x, H-E ).



SOBREVIDA EN RATAS CON MEDICAMENTOS
PROTECTORES DEL DANO HEPATICO
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