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RESUMEN

El higado tiene la extraordinaria capacidad de regenerarse en respuesta a la
pérdida de su propia masa; este proceso es cuidadosamente regulado por sefiales
hormonales, con la finalidad de mantener un balance entre el numero de células y
la cantidad de componentes de la matriz extracelular en el que las propias células
se mantienen. La regeneracion hepatica es un proceso implicado en patologias
que afectan cronicamente al higado (como cirrosis hepatica), por lo que

representa un tema central de investigaciones con indole endocrino y paracrino.

La hepatectomia parcial (HP) descrita por Higgins y Anderson en 1931, consiste
en remover una parte del higado quirurgicamente y es uno de los modelos mas
utilizados para la investigacion de los mecanismos reguladores de la proliferacion
celular [53]. Este modelo estimula la regeneracidn hepatica, involucrando
hiperplasia e hipertrofia como dos procesos controlados y compensatorios.
Ademas, induce cambios en los flujos hemodinamicos en el higado remanente al

aumentar tres veces el flujo portal por unidad de tejido.

A nivel celular, las células expuestas a una HP o lesion hepatocelular
experimentan un cambio de estado quiescente a estado proliferativo, lo que
desencadena la expresién de genes especificos, cuyos productos participan en el
transito de hepatocitos por el ciclo celular. Posterior a la HP, los factores
mitogénicos e inhibidores de los mismos aumentan en sincronia para preservar

una proliferacion celular controlada.

El proceso de regeneracién también implica un aumento selectivo de enzimas
hepaticas en el suero que, dependiendo del tipo de lesién, presenta patrones
caracteristicos de liberacion. Ahora se sabe que este aumento de enzimas no solo
depende de la muerte celular, consecuente de la lesién del tejido, sino que
también puede depender de una proliferacién celular compensatoria y que el
patron de liberacion de cada una de las enzimas depende de la identidad de las
mismas. Asi pues, en una lesion aguda hay dos picos de aumento; el primero es
debido a la necrosis y el segundo se atribuye a una liberacion de enzima por las
células remanentes durante la proliferacion. De aqui, que se considere que la

determinacion de actividades séricas es "marcadora” del tejido hepatico y pueda
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ser una manera semi-cuantitativa para discriminar entre diferentes lesiones del

higado.

Para dilucidar los factores que afectan la salida de las enzimas al medio extra-
hepatico, se han realizado estudios que evidencian el papel del flujo
hemodinamico en la salida de las enzimas del tejido hacia la sangre, mediante
fuerzas mecanicas (friccion) y activacion de mecano-transduccion en células
epiteliales [29]. Estos estudios demostraron que el gradiente de salida no se da
por simple difusion, sino que varia de acuerdo a la localizacion celular de la
enzima y la velocidad del flujo, mostrando una liberacién reversible y selectiva.
Ante tal hallazgo se ha planteado que la salida depende parcialmente de fuerzas
mecanicas; es decir, la salida de enzimas hepaticas puede ser dependiente del

flujo sanguineo (1) o independiente de él (2).

El presente trabajo aborda la cuantificacion de actividades enzimaticas en rata en
un modelo in vitro, donde se incubaron rebanadas de higado y pulmén en solucion
de Krebs-Ringer, para obtener resultados directamente proporcionales a la
cantidad de enzima "funcional" liberada. Para esto, se utilizaron dos grupos
experimentales: ratas macho de la cepa Wistar (2509g) a las que se les realizé una
HP del 70% y sus respectivos controles que fueron sometidos al trauma
quirurgico, pero sin remover el higado (Sham). Cabe mencionar que esta
liberacidn no se sometid a ningun tipo de fuerza, por lo que es independiente del
flujo hemodinamico. La variable de este experimento es la induccién de la
proliferacion hepatica y dos tiempos de recuperacion, a las 24 y 48 horas. Se
seleccionaron las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), glutamato
deshidrogenasa (GDH), transaminasa glutamico-oxalacética (TGO), transaminasa
glutamico-piravica (TGP), ornitina transcarbamilasa (OTC) y la de la arginasa
(ARGasa) por formar parte de los llamados mapas o modelos enzimaticos

tisulares.

Se eligid al pulmén como érgano comparativo, ya que experimentos preliminares
han senalado la presencia de la enzima OTC en el tejido pulmonar. Ademas, dado

que el higado actua como una pieza de interconectividad con todo el organismo,
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es de suponer que cuando hay un cambio homeostatico, existe la posibilidad de

afectar otros érganos.

Conjuntamente, para explicar el transporte de enzimas de un 6rgano a otro, este
trabajo propone que las enzimas se encuentran en exosomas, paquetes que se
secretan al espacio extracelular en forma de vesiculas membranosas, que impiden
su degradacion y permite su reconocimiento. Utilizando el método mas
convencional para su aislamiento, que es la centrifugacion diferencial y ultra-
centrifugacion, se determiné la proporcion de enzimas "libres" o solubles y

enzimas transportadas en exosomas o particuladas.

El higado en proliferacion mostré un aumento transitorio en la tasa de liberacion
de las enzimas TGO, OTC, ARGasa, LDH y GDH mostrando, en general, un
aumento de actividad en el medio de incubacion en las primeras 24 horas post-
HP. La OTC, una enzima mitocondrial, se liberd a partir de rebanadas hepaticas y
mostré actividad en precipitados obtenidos por ultra-centrifugacion, indicando la
presencia de enzimas particuladas. En el caso de la GDH, una enzima también de
localizacion mitocondrial, no mostré variaciones en funcién de la HP y se observo
que las ratas control muestran mas actividad enzimatica particulada en

comparacion con la encontrada en higado en regeneracion.

Las enzimas citoplasmaticas como la ARGasa y la LDH, mostraron que su
liberacion también se exacerba por la regeneracion hepatica. En el caso de la
LDH, la enzima presenta actividad en exosomas de muestras de higado de ratas
control, asi como en aquellas cuando el higado se encuentra en regeneracion tras
una HP. La ARGasa, por su parte, mostr6 una mayor actividad en exosomas

provenientes de higado en regeneracion.

La unica enzima que no presentd un incremento en la tasa de liberacion en higado
proliferante fue la TGP, esta enzima que es exclusiva del citoplasma hepatico,

tuvo un bajo indice de particulacion en muestras hepaticas.

En conclusion, la remocién de tejido hepatico incremento la tasa de liberacion de
todas las enzimas (a excepcion de la TGP), sin importar su localizacion celular,

por lo que creemos que el aumento dramatico en el flujo portal a través de una
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masa hepatica disminuida por la cirugia, antes de sacrificar a la rata, estimula un
"sistema" de liberacion que podria involucrar transportadores inter-membranales.
Lo anterior se correlaciona con estudios recientes, que demostraron que la
liberacion de enzimas hepaticas “citoplasmicas” depende en gran medida de la
entrada de calcio extracelular, probablemente a través de canales de calcio

activados por estiramiento (“stretch-sensitive”) [29].

En cuanto al pulmodn, las enzimas OTC y ARGasa, que pertenecen al ciclo de la
urea, estan en menor cantidad con respecto a las encontradas en el tejido
hepatico (menor al 4%); en relacién a las transaminasas y deshidrogenasas, se
presentan en menor proporcion que en el higado (equivalente al 70% de la enzima

contenida en el higado).

La tasa de liberacion de las enzimas de pulmén, contrastaron mucho con respecto
al tejido hepatico. Las enzimas que fueron claramente influidas en su liberacién
por la escision de tejido hepatico fueron la OTC y ARGasa, ya que ambas
aumentaron su actividad en el medio en muestras provenientes de animales
hepatectomizados, con la diferencia de que la OTC present6é este aumento a las
24 horas y la ARGasa a las 48 horas. En cuanto a su localizacion en exosomas,
pese a que la ARGasa se encuentra en mayor cantidad en el pulmén, fue la OTC

la enzima que mostrd una liberacion particulada.

Las transaminasas por su parte, no se vieron influenciadas por la HP,
manteniendo una liberacién similar a los animales control. Sin embargo, la TGO
presentd un sorprendente porcentaje de localizacion exosomal, alrededor del

20%, tanto en Sham como en animales hepatectomizados parcialmente.

En cuanto a las deshidrogenasas, encontramos que la LDH se libera activamente
del pulmédn, con una pequefia influencia de la HP; ademas, no se observd una
localizacion particulada de esta enzima. La GDH también se liber6 a partir de
rebanadas pulmonares, presentando mayor liberacion en exosomas cuando el

higado se encontraba en regeneracion.

Los resultados obtenidos indican que la liberacién de enzimas y su transporte

dependen de cada enzima en particular, pero es evidente que el higado y el
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pulmén mantienen una comunicacion de indole enzimatica, la cual aun es un

misterio.
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INTRODUCCION

1. Higado

El higado es la glandula mas grande del cuerpo humano (entre 1.8% al 3.1% del
peso corporal), y se encuentra dentro de la cavidad abdominal superior derecha,
debajo del diafragma. Posee un surco en su superficie, llamado hilio hepatico, que
permite la entrada de la vena porta, la arteria hepatica y el conducto hepatico. Es
un organo doblemente vascularizado, ya que la vena porta y la arteria hepatica
abastecen al higado de sangre desoxigenada Yy sangre oxigenada,
respectivamente. La sangre venosa proviene de los érganos gastrointestinales’ y
del bazo, por lo tanto, el higado es el primer érgano que recibe los nutrientes
absorbidos del tracto intestinal a través de la circulacion portal y se encarga de la
eliminacién, almacenamiento y liberacion de sustancias nuevas al organismo en
su estado inalterado o metabolizado, teniendo especial importancia en la

detoxificacion de xenobidticos (moléculas extrafas al organismo).

El higado esta constituido en su mayoria por hepatocitos, que son células
responsables de numerosas funciones metabdlicas, endocrinas y exocrinas; estos
ocupan entre el 70 y 80% del volumen total y se conocen como células
parenquimales. El resto del higado (entre el 20 y 30%) esta compuesto por células
no parenquimales, las cuales son: células estelares hepaticas?, células
endoteliales sinusoides, células de Kupffer3, células del epitelio biliar, células
ovales y células de Pitt*. Las células no parenquimales se encargan, entre otras
cosas, de regular hormonas circulantes (por ejemplo noradrenalina) y de
implementar la respuesta humoral mediante la circulacion de citocinas
inflamatorias y la sintesis y liberacién de las anafilotoxinas como C3a y Cba

(sistema del complemento) [47,78].

Los hepatocitos tienen una forma poliédrica con un nucleo unico y central, uno o

varios nucléolos y un citoplasma de aspecto granuloso con gran cantidad de

" Pancreas, estdmago, intestino y vesicula biliar.

2 CEH, también conocidas como lipocitos, las células de ito o las células de almacén lipidico.
Ademas almacenan vitamina A y regulan y producen tejido conectivo.

3 Absorben y destruyen particulas foraneas como bacterias.

4 Células NK contra virus y células tumorales metastasicas.
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glucégeno. En su superficie estan recubiertos de micro-vellosidades que entran en
contacto con el plasma sanguineo, las cuales sirven para la captacion y
posicionamiento dentro del tejido. En el espacio inter-hepatocito se encuentran los
capilares biliares, que son canaliculos encargados de transportar la bilis
segregada por los hepatocitos a los conductos biliares. La interaccién hepatocito-
hepatocito se da por uniones de gap® y su arreglo es formando hexagonos
irregulares por laminas fenestradas que se posicionan en torno a la vena central o
vena centrolobulillar, y esta vena sirve como desague para la sangre que transita
de forma centripeta en las laminas de los hepatocitos a través de los sinusoides
hepaticos (vasos sanguineos). Cada hexagono forma una subunidad conocida
como lobulillo hepatico (Figura 1) [47,89,90].

El espacio entre las laminas de los hepatocitos y los sinusoides hepaticos, que
contienen a las células de Kupffer y células estelares, se llama espacio de Disse y
esta delimitado por paredes revestidas de células planas endoteliales que carecen
de membrana basal verdadera. El endotelio tiene un papel central en la
comunicacion al permitir el libre intercambio metabdlico del plasma sanguineo con
los hepatocitos; ademas, tienen la capacidad de responder a fuerzas mecanicas y
traducirlas a efectos fisiolégicos con la participacion de la liberacion de segundos

mensajeros.

El principal componente del espacio de Disse es la matriz extracelular (MEC),
formada por colagenas tipo I, lll, IV, V, VI y VIIl, asi como por fibronectina,
laminina, elastina, glicosaminoglicanos y varios tipos de proteoglicanos, que esta
sostenida por una red de fibras reticulares. Cuando aparece una muerte masiva
del parénquima, es en estos espacios donde se acumula la fibra compuesta
principalmente de colagenas tipo | y Ill, en respuesta a los estimulos fibrogénicos
que tienen como consecuencia el deterioro de la circulacion portal y la pérdida de

la funcién hepatica.

5 Una unién gap esta formada por dos hemicanales (llamadas conexinas), donde estan contiguas
dos células, de manera que la luz de uno se continta con la del otro.
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Las areas triangulares entre los lobulillos hepaticos se denominan espacios porta
o triadas y estan constituidos de estromas conjuntivos laxos, ramas de la arteria
hepatica, ramas de la vena porta y conductos biliares. De forma imaginaria,
usando los espacios porta y las venas centrales de dos lobulillos hepaticos como
vértices, se forma una zona rombica que delimita un acino portal o hepatico (figura
2) [35,90,97].

1.1 Vascularizacién del higado

El flujo sanguineo dentro de los lobulillos hepaticos se puede simplificar como un
circuito de entrada y salida:
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ENTRADA. La sangre venosa y arterial forman un "shunt"® fisioldgico, que al
avanzar se distribuye en ramas de angulo recto (sinusoides hepaticos) que
penetran al lobulillo hepatico, donde finalmente converge en la vena

centrolobulillar.

El avance de este “shunt”, rico en nutrientes (por la vena porta) y oxigeno (por la
arteria hepatica), genera un gradiente de concentracién; es decir, las zonas
acinares periportales son los primeros en recibir oxigeno y nutrientes, mientras
que las zonas acinares perivenosas reciben mas CO:2 y toxinas. A lo largo de este
gradiente se distinguen tres zonas metabdlicas, donde las reacciones de
transformacién de xenobidticos y la produccion de factores de crecimiento son
distintas. La zona | (periportal) se encarga de procesos oxidativos, glucogénesis,
B-oxidacién, sintesis de colesterol y secrecion de acidos grasos. Mientras que en
la zona Il (perivenoso) se lleva a cabo la glucdlisis, lipogénesis y el metabolismo
de los xenobidticos, incluso en esta zona la morfologia de los hepatocitos es
diferente, con el nucleo mas grande y reticulo endoplasmatico mas abundante. La

zona Il es la zona media y lleva a cabo ambos procesos.

SALIDA. La sangre que se drena a la vena centrolobulillar es transportada a la

vena cava inferior mediante las venas hepaticas (derecha, central e izquierda).

Las venas hepaticas convergen y se dividen en dos grupos, el grupo superior y el
grupo inferior. El grupo superior drena todo el higado (excepto el l6bulo caudado),
por medio de la vena hepatica central que se conecta a la vena hepatica derecha y
a la vena hepatica izquierda. El grupo inferior drena al I6bulo caudado en forma
directa hacia la vena cava inferior, a través de vasos segmentarios directos
[65,102].

1.2 Anatomia macroscoépica de higado

El higado tiene cuatro Iébulos de acuerdo a la disposicion de los conductos
vasculares y biliares; los dos principales son el I6ébulo derecho y el lébulo
izquierdo, separados por el ligamento falciforme. El I6bulo derecho contiene a su

6 "cortocircuito" en inglés, que también se usa para nombrar a una mezcla venosa y arterial de

sangre.
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vez el I6bulo caudado (o I6bulo de Spiegel), situado entre la vena cava inferior y la
fisura del ligamento venoso, y al I6bulo cuadrado, entre |la fosa de la vesicula biliar

y la fisura para el ligamento redondo del higado.

El higado muestra una cara convexa superior, amplia y regular, que se alarga,
estrecha y aplana, tomando forma triangular en su parte izquierda con superficie
diafragmatica. De igual manera, posee una cara plana, ligeramente céncava,
visceral o inferior que se relaciona con el estbmago mediante el epiplon menor y
con otras visceras meta y retro peritoneales, asi como una cara posterior o borde

hepatico, romo y grueso [6].

El higado posee tres surcos principales. El primero es el surco transversal o del
hilio hepatico, es aqui donde salen o entran vasos sanguineos (excepto las venas
supra hepaticas), el plexo nervioso’, los vasos linfaticos y el conducto cistico que
al reunirse forma el colédoco?® [4,46]. El segundo es el surco longitudinal derecho o
fosa cistica, que comienza en el borde superior anterior, este divide al higado en
cuatro cuadrantes por su forma de H y se caracteriza por contener a la vesicula
biliar. El tercero es el surco longitudinal izquierdo, situado en la cara anterior y que

es la continuacion de la linea de insercion del ligamento falciforme.

Para obtener un panorama metddico del higado, los anatomistas han establecido
una division sistematizada basada en la distribucidén de las venas supra hepaticas
y pediculos portales. La proyeccion vertical de las venas supra hepaticas divide al
higado en cuatro secciones: posterior derecha, anterior derecha, medial izquierda
y lateral izquierda. Si a esto se traza un plano horizontal sobre el eje de las venas,
se obtienen ocho segmentos. Actualmente, se usa la terminologia de Brisbane

que establece secciones y segmentos (Figura 3) [3,17].

" El plexo nervioso esta acompafado de los vasos nerviosos simpético y vago.

8 El conducto biliar comin o colédoco es un conducto de la via biliar originado de la fusién del
conducto hepatico comun con el conducto cistico y que desemboca en la segunda porcién del
duodeno. Se llama asi porque conduce la bilis al intestino
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En ratas Wistar, al igual que en el humano, el higado se ubica sobre la cara caudal
del diafragma extendiéndose del lado derecho al izquierdo; ademas presenta una
cara superior plana y convexa relacionada al musculo del diafragma y una cara
concava, plana y visceral relacionada al estbmago y parte del duodeno. La
diferencia es que el higado de rata posee seis I6bulos: dos lobulos derechos
(lateral y medial), dos I6bulos izquierdos (lateral y medial), el I6bulo cuadrado y el
l6bulo caudado, el cual estd en contacto con el rifién y estémago. Ademas, no
presenta vesicula biliar y los ligamentos que sostienen al higado son diferentes
[72].

2. Regeneracion hepatica

Cuando hay un dafo en el higado existen dos tipos de respuesta, la primera es la
prevencion de un dafio mayor y la segunda es la regeneracion del tejido después
de una lesién. Los factores determinantes del tipo de respuesta hepatica aun no
son claros; sin embargo, se conoce que la respuesta es diferente dependiendo del
estimulo o dafo (quirdrgico, genético, metabdlico, infeccioso, inmunoldgico,
colestasico, alcohdlico o toxico) y del tiempo de exposicion. Por ejemplo, frente a
lesiones agudas, intensas o que destruyan muchas células, se inducira la

regeneracion hepatica; sin embargo, si el dafio es pequefio, repetitivo y cronico,
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los intentos por restaurar la homeostasis son insuficientes, conduciendo a la
fibrosis o cirrosis observables en el higado enfermo. En la mayoria de los casos de
fibrosis progresiva y cirrosis, es posible observar una combinacion de ambas

respuestas [36,45].

La regeneracion hepatica esta regulada por eventos locales y, en menor medida,
por eventos sistémicos. En este proceso la proliferacion celular y el metabolismo

de la MEC, actuan en sincronia [92].
2.1 Regulacion en la regeneracion hepatica

La regeneracion hepatica esta mediada por la produccidon de metabolitos, citocinas

y factores de crecimiento, que promueven o inhiben la proliferacion celular.

Los factores de crecimiento son primeros mensajeros que interactuan con
receptores glicoproteicos de membrana para traducir sefiales y estos receptores
son cinasas, que por lo general fosforilan en el aminoacido tirosina (TK). Durante
la proliferacién, los factores de crecimiento que inducen la divisidon celular son: El
factor epidérmico de crecimiento (EGF), el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), el factor de crecimiento tumoral a (TGF-a) y el factor de crecimiento de los
fibroblastos (FGF). Mientras que el factor involucrado en la inhibicion de la

proliferacion es el Factor de Crecimiento Tumoral B (TGF-B).

Para que la proliferacion se produzca es necesaria la formacion de nuevos vasos
sanguineos o angiogénesis. Este proceso ocurre cuando las células endoteliales
son estimuladas por una amplia gama de factores angiogénicos originados por los
hepatocitos durante la regeneracion hepatica. Dentro de estos encontramos:
VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial), la angioyectina (1 y 2), TGF-q,
FGF y HGF. ElI VEGF es el factor de crecimiento mas especifico y potente, tanto

para la angiogénesis como para la vasculogénesis.

Las citocinas, como las interleucinas, también actuan como mediadoras; la IL-6
aparece en el periodo pre-replicativo y hay un aumento transitorio de la IL-10 hacia
el final de la regeneracién. Otra citocina importante en la regeneracion es el factor
de necrosis alfa (TNF-a), sintetizado por los macrofagos y neutréfilos. En el

higado, el TNF-a desempefa un papel dual, ya que no soélo actia como un
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mediador de muerte celular, sino que también induce proliferacion de los
hepatocitos y regeneracion hepatica. Este es responsable de liberar el factor
transcripcional NFkB, con capacidad de activar vias pro-apoptoéticas
(principalmente caspasas) y anti-apoptéticas (NFkB) junto con la disminucion de
factores pro-mitéticos, para limitar la proliferacion y favorecer el estado quiescente
de las células. De esta forma, se mantiene un microambiente heterogéneo y un
balance entre el numero de células y de la MEC para la conservacién morfolégica

y funcional del tejido.

En los ultimos anos, se ha esclarecido el fendmeno de la regeneracion del higado
mediante el estudio del proceso regenerativo experimental en el higado de rata,
posterior a una HP® o después de una dosis necrogénica de CCL4'° (tetra cloruro
de carbono). Se sabe que existe un periodo de latencia que dura 12 horas en las
ratas hepatectomizadas y 24 horas en las ratas expuestas a CCL4. Posterior al
periodo de latencia, se da lugar a la sintesis maxima de ADN y 8 horas mas tarde
se continua con una onda de mitosis. La sintesis maxima de ADN permite
distinguir un intervalo pre-replicativo en los hepatocitos cuando pasan de la fase
Go (estado quiescente) a la G1 (crecimiento), seguido del intervalo replicativo en el
que toman lugar la fase S (sintesis) y la mitosis. La sincronizacion de ambos
intervalos indica que la mayoria de los hepatocitos se encuentran en Go del ciclo
celular, aunque se considera que las areas portales tienen mayor potencialidad
replicativa. En contraste con otros tejidos como la piel y la médula dsea, la
regeneracion hepatica depende de las células maduras remanentes y no de las

células ovales [51,74,92].
2.1.1 Regulacién genética

La sefal reguladora que el higado genera para si mismo activa la expresion de
genes especificos, cuyos productos participan en el ciclo celular del hepatocito, y

se caracteriza por la expresion especifica y transitoria de los ARNm de

9 Técnica de Higgins y Anderson. Que consiste en remover los 16bulos mediano y lateral izquierdo,
con lo que se quita el 70% del higado, sin alterar a los otros lI6bulos. Se tiene como resultado una
hiperplasia compensatoria de los |6bulos remanentes.

9 E| CCls induce dafio hepatico ya que produce estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y dafio al
DNA.
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protogenes'' y del "encendido-apagado" de los genes ALB (Albumina) y AFP
(Alfa-Fetoproteina).

Los niveles de ARNm’s de los protoncogenes fos, myc, pb3 y ras, median como
un evento secuencial su activacién. Los mensajeros de fos, myc y p53 aparecen
durante el intervalo pre-replicativo después de una HP. La expresion inmediata de
fos y myc sugiere que se encuentran involucrados en la transicion de los
hepatocitos de Go a G1 y que son la respuesta inicial a las sefiales de crecimiento
generadas por la HP. En cambio, la elevacién maxima del nivel de ARNm de ras
coincide con el pico de sintesis de ADN y se encuentra fuertemente asociada a la
mitosis, ya que coincide con el intervalo replicativo. La expresidén de p53, por otro
lado, es mas dificil de explicar porque es un gen supresor de la proliferacion, pero
se especula que se expresa como respuesta a estimulos hormonales inhibidores

en prevencion de una replicacion descontrolada.

En el sistema "encendido-apagado", participan los genes AFP y ALB. En el
periodo pre-replicativo el gen de ALB se encuentra encendido y el gen de AFP
permanece apagado y es en este intervalo de tiempo donde se incrementa la
sintesis de ADN. Después de 24 horas, se presenta un cambio gradual en la
expresion de estos genes, las ratas sujetas a la HP muestran una elevacion de 2 a
3 veces en el contenido de ARNm nuclear de AFP, asi como la presencia
citoplasmatica de la proteina; mientras que con la administraciéon de CCl4, se
logran niveles maximos del ARNm nuclear y aumento citoplasmicos de la AFP,
hasta 48 horas después del tratamiento. El aumento de la expresion de AFP esta

acompanado de la reduccion del ARNm de ALB [74].
2.2 Morfologia de la regeneracion hepatica

La HP genera cambios morfologicos rapidos en todas las poblaciones celulares
del higado. La proliferacion celular alcanza un pico a las 72 horas y termina
después de 7-14 dias. Al segundo o tercer dia se aprecian grupos de hepatocitos
rodeados de capilares. Entonces, las células del mesénquima penetran entre

estos grupos de hepatocitos y comienzan a secretar lamininas y otras moléculas

" Genes cuyos productos promueven el crecimiento y la divisién de la célula.
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de remodelacidon. Los componentes de la MEC se modifican, volviéendose mas
tipica del higado sano, para permitir el flujo normal de la sangre portal hacia la
vénula central, difundiéndose libremente a través de los sinusoides. Hacia el final
de la regeneracién, los capilares se transforman en verdaderos sinusoides que
llegan a formar hileras constituidas por endotelio fenestrado y las células de

Kupffer, dando al higado una apariencia normal.

Los hepatocitos y las células del sinusoide hepatico participan activamente en el
recambio de la MEC, a través de la interaccion regulada entre las células
hepaticas, los procesos de activacién/inactivacion celular, la secrecion de citocinas
y de factores de crecimiento, asi como la liberacion de enzimas con la capacidad
de degradar la MEC. La remodelaciéon de la MEC depende de la induccion de
MMPs (metaloproteinasas de la matriz extracelular) y de TIMPs (inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas). En etapas tempranas, aumenta la expresion
de MMP-3, MMP-10, MMP-13 y MMP-14, alcanzando una expresidon maxima de
12 a 24 horas. La MMP-2 muestra una elevacion retardada, alcanzando un nivel
maximo a las 72 horas. En simultaneidad, TIMP-1 y TIMP-2 mantiene su expresion
basal en la etapa temprana y aumentan durante el periodo de 12 a 72 horas post-
HP. La expresion y actividad de MMPs y TIMPs regulan también de forma
indirecta la remodelacion matricial, ya que participan en el proceso conocido como
"priming", o periodo de acondicionamiento pre-proliferativo, a través de la
liberacidon local de citocinas mitogénicas y factores de crecimiento unidos a la
MEC. Ademas, preparan a la MEC para una degradacion posterior con la
participacion primordial de gelatinasa que preceden y se sinergizan con
colagenasas. Finalmente, el equilibrio entre las MMPs y TIMPs favorece la

reduccion de la MEC hacia el final de la regeneracion [37,67,74].
2.3 Otros fendmenos relacionados a la regeneracion hepatica

Ademas de los mecanismos ya mencionados, se han identificado otros fenémenos
asociados al proceso de regeneracion hepatica, como son los cambios tempranos
en los flujos hemodinamicos y aumento en las actividades séricas de algunas
enzimas consideradas como marcadoras de dafo hepatico. Dichos cambios se

han asociado mas a una progresion de la regeneracidn hepatica que a una
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consecuencia de dafio hepatocelular y necrosis, y muy probable debido a cambios
en la magnitud del flujo sanguineo a través de la vena porta. Aqui el endotelio
puede tener un papel central en la mediacién de estos efectos de transduccion, ya
que estas células tienen la capacidad de responder a fuerzas mecanicas y
traducirlas a efectos fisiologicos con la participacion de la liberacién de segundos

mensajeros [29].
2.3.1 Mecanotransduccion

Al aumentar fuerzas mecanicas en la irrigacion sanguinea del higado (Porta-
Cava), se genera estrés por friccidn (laminar) y esta friccidon, en consecuencia,
activa muchas vias de transduccion de sefales en las células epiteliales, llamada
mecano-transduccion. Este fendbmeno activa los canales idnicos de calcio, las
proteinas transmembranales expuestas a la superficie extracelular y la produccion
de ON. En las células endoteliales, las integrinas que conectan a las células con la
matriz extracelular que las rodean, establecen una union con la actina del
citoesqueleto, generando cambios estructurales dentro de la célula y activacion de
prostaglandinas y de la via MAPK p38 cinasa, sensible al estrés y responsable de

regular la transcripcion de proteinas con respuesta inflamatoria [51,96].
3. Perfil enzimatico

Las enzimas en el organismo se encuentran en mayor medida dentro de las
células y en menor medida en el medio extracelular. Cuando un tejido se dafia, y
se rompen las barreras que delimitan a las células (muerte celular), las enzimas se
liberan al medio extracelular. Este aumento en el nivel enzimatico en la sangre se
usa como un indicador para el diagnéstico y prondstico de enfermedades; sin
embargo, existe la enorme desventaja de que muchas de las enzimas no son
propias de un solo tejido y es el analista 0 médico quien debe interrelacionar estos
conocimientos con la sintomatologia del individuo para averiguar qué tipo de dafo

esta ocurriendo [11,101].

Después de lesiones, la concentracién plasmatica de una enzima liberada puede
aumentar en etapas tempranas y tardias, declinar de manera rapida o con lentitud;

es decir, las enzimas del citoplasma tienden a aparecer con mayor rapidez que las
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de los organelos sub-celulares. En cambio, su eliminacion del plasma, varia de
acuerdo a su susceptibilidad a la protedlisis y permeabilidad a través de los

glomérulos renales [27,92].

Existen dos categorias generales de enzimas hepaticas que reflejan el estado

general del higado y del sistema biliar:

® EIl primer grupo incluye las enzimas transaminasas: la glutamato-oxalacetato
transaminasa sérica o aspartato aminotransferasa (TGOs o ASTs) y la
glutamato-piruvato transaminasa sérica o alanina aminotransferasa (TGPs o

ALTSs). Estas enzimas son indicadoras del dafio celular hepatico.

® El segundo grupo incluye ciertas enzimas hepaticas, como la fosfatasa alcalina
y la y-glutamiltranspeptidasa, las cuales indican obstruccion del sistema biliar,
ya sea en el higado o en los canales mayores de la bilis que se encuentran

fuera de este 6rgano [51,61].
3.1 Transaminasas

Las transaminasas desempefian un papel amplio en el metabolismo de los
aminoacidos, ya que se encargan de la transferencia del grupo amino,
generalmente del glutamato, a un a-cetoacido, con la sintesis de otro aminoacido y
el derivado a-ceto del glutamato (a-cetoglutarato). Este proceso, denominado
transaminacién, tiene una especial importancia metabdlica porque genera

intermediarios del ciclo de Krebs a partir de otros aminoacidos.

Existen aminotransferasas especificas en las células animales para la sintesis de
todos los aminoacidos que se encuentran en las proteinas en tanto se disponga de

los correspondientes cetoacidos (excepto la treonina y la lisina).

Las aminotranferasas utilizan la forma activa de la vitamina Be, el piridoxal fosfato,
como coenzima. El piridoxal fosfato tiene como parte funcional un grupo aldehido
que se une al grupo amino de una transaminasa, en este sitio es donde la catalisis
inicia con la condensacion del aldehido y el grupo amino para dar un intermediario

de la base de Schiff o aldimina.
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Las reacciones de transaminacion tienen constantes de equilibrio préximas a la
unidad. En consecuencia, la direccibn en que se produce una determinada
transaminaciéon esta controlada en gran parte por las concentraciones
intracelulares de sustratos y productos. Esto significa que la transaminacion puede
utilizarse no solo para la sintesis de aminoacidos, sino también para su
degradacion de manera concertada con la glutamato deshidrogensa. También
participa en el direccionamiento del exceso de aminoacidos hacia el catabolismo y

la regeneracion de energia [18,70].
311 TGO

La TGO (SGOT, GOT, AST) cataliza la reaccion de transferencia de un grupo
amino del L-aspartato al 2-oxoglutarato para formar oxalacetato y L-glutamato,

aunque también actua sobre la L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptéfano [118].

Reaccion 1. Reaccion catalitica de la TGO o AST

TGO

+—>

L-aspartato 2-oxoglutarato Oxalacetato L-glutamato

Organismo: Rattus norvegicus

Parametros TGO mitocondrial TGO citosolica

Km para L-aspartato 0.75 mM 0.35 mM

Km para 2-oxoglutarato 1.75 mM 1.25 mM

Actividad especifica 22.37 ymolemin-'emg" 48.45 pymolemin-'emg™’

pH 6ptimo 6.8 7.5

[118]

La TGO se encuentra intracelularmente en el citoplasma y en la mitocondria. La
TGO citosdlica (TGO1 o AST) se encuentra principalmente en sangre y corazon,
mientras que la TGO mitocondrial (TGO2 o ASTm) se localiza predominantemente
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en el higado. Esta enzima, también se encuentra en lugares como los musculos,
riniones y cerebro. La TGO mitocondrial es dimérica, ya que consta de dos
subunidades idénticas, cada una con aproximadamente 400 residuos de

aminoacidos y un peso molecular de aproximadamente 45 kDa.

La TGO participa en la gluconeogénesis'?, ya que produce a-oxalacetato, que
puede actuar como precursor de la glucosa. También participa en procesos
metabodlicos de aspartato y glutamato, 4-hidroxiprolina, acido dicarboxilico y L-
quinurenina'®; forma parte de la respuesta a glucocorticoides, etanol y al estimulo
de la insulina, y facilita la captacién celular de acidos grasos libres de cadena larga
[113].

Cuadro 1. E.C. 2.6.1.1-TGO o AST mitocondrial
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO-OXALACETICA

MITOCONDRIAL HUMANO

Los colores estan dados por cadena. Consiste en dos subunidades idénticas (dimero).
Contiene elementos alfa (46%) y beta (14%). Opera a través de reconocimiento de doble

sustrato (mecanismo ping-pong). Su cofactor es piridoxal 5'-fosfato.

6290 atomos, 6436 enlaces, 802 grupos, 2 cadenas, 2 polimeros

[118]

12 Proceso cuando la glucosa se sintetiza a partir de precursores no glicidos.
13 Precursor del acido quinurénico (antagonista de aminoacido excitativo).
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Cuadro 2. E.C. 2.6.1.1 —=TGO o AST citoplasmatica
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA TGO

CITOPLASMATICA DEL HUMANO

Los colores estan dados por cadena. Consiste en una sola subunidad (monémero).
Contiene elementos alfa (43%) y beta (13%). Opera a través de reconocimiento de doble

sustrato (mecanismo ping-pong). Su cofactor es piridoxal 5'-fosfato.

6526 atomos, 6692 enlaces, 828 grupos, 1 cadena, 2 polimeros

[118]
312 TGP

La TGP (SGPT, GPT, ALT) cataliza la transferencia de un grupo amino desde la L-

alanina al 2-oxoglutarato, para formar como productos piruvato y glutamato.

Reaccion 2. Reaccion catalitica de la TGP o ALT

TGP

L-alanina 2-oxoglutarato Piruvato L-glutamato
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Organismo: Rattus norvegicus

Parametros TGP
Km para L-alanina 0.51 mM
Km para 2-oxoglutarato 0.12 mM

AlaAT | 30.58 pmolemin-temg™
Actividad especifica
AlaAT Il 43.3 ymoleminemg""

pH 6ptimo 8.5

[118]

La TGP no es exclusiva del higado, pero es donde se encuentra en mayor
concentracion. Tiene isoenzimas (AlaAT | y AlaAT Il) citoplasmaticas vy
mitocondriales y dada su distribucion tisular, su aumento es un reflejo mas

especifico que la TGO en enfermedades hepaticas [13,32].

La TGP participa en el metabolismo global de alanina, aspartato y glutamato;
ademas, de participar activamente en la gluconeogénesis y glucolisis por proveer

alanina y piruvato.

En caso de dano severo en el higado, como hepatitis viral aguda, la TGP y la TGO
pueden estar elevadas hasta mas de 1,000 U/L. En la cirrosis, el aumento de
estas enzimas puede ser minimo (menos de 2-3 veces de lo normal) o moderado
(100-300 U/L), debido a la presencia de fibrosis y por consecuencia a la
disminuciéon de hepatocitos funcionales. Aumentos leves o moderados de la TGP y
la TGO son a menudo usados para valorar el avance de la hepatitis cronica y la

respuesta al tratamiento con corticoesteroides e interferon [51,85].
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Cuadro 3. E.C. 2.6.1.2-TGP o ALT
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA TRANSAMINSA GLUTAMICO-PIRUVICA

MITOCONDRIAL HUMANA

Los colores estan dados por cadena. Consiste en una subunidad (monémero). Contiene
elementos alfa (43%) y beta (16%). Opera a través de reconocimiento de doble sustrato
(mecanismo ping-pong). Su cofactor es piridoxal 5'-fosfato (puntos rojo= atomos de

oxigeno, azul= nitrégeno, gris =carbono).

3696 atomos, 3682 enlaces, 557 grupos, 1 cadena, 3 polimeros

[118]
3.2 Deshidrogenasa

Las deshidrogenasas son conocidas como enzimas redox y estan constituidas por
dos dominios: un dominio al que se le une la coenzima (NAD*/NADH,
NADP*/NADPH y FAD/FADH2) y un dominio al que se le une el sustrato. Su
accién catalitica se basa en la oxidacion o reduccidn de sustrato, por la remocién o
adicién de dos atomos de hidrégeno a la coenzima que actuan como aceptor o

como donador de electrones y protones.

La importancia metabdlica de las deshidrogenasas en el organismo es su
participacion en el ciclo de Krebs y en la cadena transportadora de electrones
[30,108].
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3.21 Lactato deshidrogenasa

La liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) es un marcador de dano tisular
ampliamente utilizado, se encuentra distribuida por todo el organismo y las
mayores concentraciones de LDH se encuentran en el higado (LDH-5), pulmones
(LDH-3), corazon, rindn, cerebro, musculo esquelético y eritrocitos. La enzima
lactato deshidrogenasa cataliza la reduccion de piruvato por el NADH a L-lactato y
NAD®*. La reaccion es reversible, por lo que depende de las concentraciones de

sustrato y productos [35,86].

Reaccion 3. Reaccion catalitica de la LDH

LDH H,C 0
+ NADH + HY <€+—— ; .:E + NAD*
HO OH

Piruvato L-lactato

Organismo: Rattus norvegicus

Parametros LDH

Km para L-lactato 1.79 mM

Km para piruvato Varia con cada isoenzima

pH 6ptimo 8

[118]

En términos cuantitativos el lactato es el precursor gluconeogénico mas
importante. La LDH es abundante en el musculo, y el equilibrio se decanta hacia la
reduccion del piruvato a lactato. Asi pues, se libera lactato a la sangre, de donde
puede captarse con facilidad por el corazén que lo oxida como combustible y por
el higado que lo re-oxida a piruvato, para dirigirse a la gluconeogénesis y producir
glucosa, la cual se devuelve al torrente sanguineo y es captada por el musculo
para regenerar las reservas de glucégeno. La ruta es esencialmente activa

durante la recuperacién posterior a un ejercicio muscular intenso [62].
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En seres humanos, la LDH esta presente en los tejidos de vertebrados, en forma
de al menos cinco isoenzimas diferentes separables por electroforesis. Todas las
isoenzimas de la LDH contienen cuatro cadenas polipeptidicas, pero las cinco
isoenzimas contienen proporciones diferentes de dos tipos de polipéptidos que
difieren en composicién y frecuencia. Las cadenas A (también llamada M de
musculo) y las cadenas B (también designadas H de "heart" corazén) estan
codificadas por dos genes diferentes. En el musculo esquelético la isoenzima
predominante contiene cuatro cadenas B. Las isoenzimas de la LDH de otros
tejidos son una mezcla de las cinco formas posibles, que se pueden designar A4,
AsB, A2B2, ABs y Ba4. Las diferentes isoenzimas de la LDH tienen valores
significativamente diferentes de Vmaxy de Km, especialmente para el piruvato. Las
propiedades de la isoenzima A4 de la LDH favorece la reduccion rapida de
concentraciones muy pequefas de piruvato a lactato en el musculo esquelético,
mientras que las de la isoenzima B4 tienden a favorecer la oxidacion rapida del
lactato a piruvato en el corazén. La cuantificacion de las isoenzimas es util para

determinar si la isoenzima hepatica A4 (LDH-5) esta elevada [30].
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Cuadro 4. E.C. 1.1.1.27 -LDH
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LACTATO DESHIDROGENASA DEL HUMANO

Los colores estan dados por cadena. Consiste en cuatro subunidades (tetramero).
Contiene elementos alfa (44%) y beta (18%). Usa NADH/NAD(+) como co-sustrato.

10919 atomos, 10848 enlaces, 1610 grupos, 4 cadena, 4 polimeros

[118]
3.2.2 Glutamato deshidrogenasa

El glutamato se desamina oxidativamente en la mitocondria por la glutamato
deshidrogenasa, la unica enzima conocida que, por lo menos en algunos
organismos, puede aceptar tanto NAD* como NADP* como su coenzima redox. La
reaccion ocurre con la transferencia de un ion hidruro del Ca del glutamato al
NAD(P)*, formando asi un a-iminoglutarato que es hidrolizado a a-cetoglutarato y
amoniaco [86,105]. El equilibrio de la reaccion en condiciones estandar favorece

en gran medida la formacion de glutamato sobre la formacion de NH4* [118].
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Reaccidn 4. Reaccion catalitica de la GHD

GDH
+ NADH*+ NH; + HY €+——» + NAD* + H20

2-oxoglutarato L-glutamato

I Organismo: Rattus norvegicus I

Parametros GDH

Km para 2-oxoglutarato 0.00138 mM

Km para NADH* 0.03609 mM

Actividad especifica 0.35 ymolemin-'emg™’! I

I pH 6ptimo 8 I

[118]

En el humano y otros primates, la enzima glutamato deshidrogenasa esta
codificada por dos genes (GLUD1 y GLUD?2) y tiene dos isoenzimas, la GDH-1y la
GDH-2, ambas se expresan en sangre, cerebro, retina, higado, mucosa intestinal,
pancreas, rinones, testiculos y ovarios, pero a diferencia de la LDH, no se expresa
en el musculo. En la especie Rattus norvegicus, la GDH esta codificada solo por el
gen GLUD1 y la enzima se encuentra en musculo esquelético, pancreas, higado,
rindn, mucosa intestinal, corazén y cerebro. La GDH tiene una catalisis que
depende de los sustratos y productos, por lo que también participa en la formacion
de glutamato por aminacién reductora; esta reaccion constituye un primer paso en
la biosintesis de muchos otros aminoacidos. Se encuentra involucrada en el
metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato, regula positivamente la
secrecion de insulina y participa en el proceso metabdlico de acidos tricarboxilicos.

La isoenzima GDH-1 se expresa en niveles altos en el higado [30,118].
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Cuadro 5. E.C. 1.4.1.2-GDH
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA GLUTAMATO DESHIDROGENASA MITOCONDRIAL DEL HUMANO

Los colores estan dados por cadena. Consiste en seis subunidades (hexamero).
Contiene elementos alfa (48%) y beta (13%). Usa NADH/NAD(+) como cofactor.

23244 atomos, 23748 enlaces, 2976 grupos, 6 cadena, 6 polimeros

[118]
4. Funcion hepatica

El higado puede considerarse como una pieza de interconectividad en el
organismo. En otras palabras, el higado al importar y exportar gran cantidad de
moléculas a todo el cuerpo, es el responsable de modular una compleja red de
comunicacién; y dado que en este 6érgano se realizan practicamente todas las
rutas metabdlicas (mas de 1500 funciones quimicas), se considerado el laboratorio

del cuerpo humano y de otras especies. Sus funciones son:

¢¢ Almacenamiento y metabolismo de carbohidratos: si la glucosa se encuentra
en exceso, el higado la almacena como glucdgeno, y si hay deficiencia de ésta
en sangre, se realiza la gluconeogénesis. El higado no solo almacena
glucdgeno, sino que también tiene depdsitos de vitaminas liposolubles (A, D y

E), vitaminas K, vitaminas B12 y metales como hierro y cobre [11].
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&

Intervencion en el metabolismo de proteinas (degradacion y sintesis):
albumina, proteinas transportadoras, factores de coagulacion, hormonas y

factores de crecimiento.

&

Eliminacion de amonio por el ciclo de la urea.

&

Participacion en la lipogénesis'# y en la B-oxidacion'® de acidos grasos [63].

&

Sintesis y eliminacion de colesterol y apoproteinas A (las cuales captan el
colesterol). Ademas esta involucrado en la degradacion de hormonas

esteroides.

&

Transformacion de farmacos y productos quimicos liposolubles en
hidrosolubles para su eliminacién, mediante la gama de enzimas hepaticas que
oxidan, reducen, hidrolizan y desmetilan. De forma similar, el higado modifica o
excreta diversas hormonas como la tiroxina y hormonas esteroideas
(estrégeno, cortisol y aldosterona). Cuando el higado debe excretar sustancias
insolubles, como el colesterol y la bilirrubina, utiliza la bilis formada por los

hepatocitos. La bilis también es esencial en la digestion y absorcion de grasas.

&

Sintesis de la transferrina, la cual transporta hierro a través de la sangre y

permite la formacién de grupo hemo.

Finalmente cabe mencionar que el higado tiene su propio sistema inmune, donde
los linfocitos convencionales y no convencionales estan dispersos en el

parénquima y los tractos portales [8,25,37].
5. Ciclode laurea

La degradacion de aminoacidos, en todos los dérganos del cuerpo, produce
amoniaco, el cual se transporta al higado para su conversion final en urea. La
mayoria de los tejidos utilizan la glutamina sintetasa para convertir el amoniaco en
glutamina, un producto atoxico y eléctricamente neutro. La glutamina se transporta
por la sangre al higado donde se degrada hidroliticamente por la glutaminasa para

formar glutamato y amoniaco [63].

14 Sintesis de &cidos grasos.
15 Uso de los &cidos grasos como combustible que requiere su conversion en acetil CoA, FADH2 y
NADH.
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El sitio mas importante para el catabolismo de amonio, en animales ureotélicos'®,
es el hepatocito, donde se expresan todos los elementos del ciclo de la urea [45].
El ciclo de la urea comienza cuando el amoniaco (-NHs3*) entra a la mitocondria
como glutamato en forma de zwitterion'” (+/-). Dentro de la mitocondria, se une al
HCOs™ presente (proveniente del CO2 y agua) y se fosforila por la hidrolisis de
ATP; todo esto esta catalizado por la enzima carbamoil fosfato sintetasa | (CPS-1),

que como lo indica su hombre, favorece la sintesis de carbamoil fosfato.

El ciclo de la urea continua con la reaccién del carbamoil fosfato con la ornitina
presente en la mitocondria (producto de este mismo ciclo); a través de la accion de
la enzima ornitin carbamoil transferasa o transcarbamilasa (OTC), se transfiere el

grupo carbamoil a la ornitina para formar citrulina. Este a-aminoacido "no
estandar" se exporta de la mitocondria al citoplasma por medio del transportador

citrulina-ornitina en la membrana mitocondrial para continuar con el ciclo [63].

En el citoplasma se encuentra el aspartato (también como zwitterion) vy, tras la
llegada de la citrulina, la enzima argininosuccinato sintetasa condensa el grupo
ureido de la citrulina con el grupo amino del aspartato para producir arginina
succinato. Esta reaccién es de indole endergdnico y requiere una molécula de
ATP; ademas, el ATP también permite formar el intermediario citrulil-AMP,

indispensable para esta reaccion [70].

La arginina succinato, en este punto del ciclo, tiene los componentes de la
molécula de urea; sin embargo, el grupo amino proveniente del aspartato todavia
esta unido a su esqueleto de carbono. Por esta razén, la arginina succinato liasa
cataliza la formacion de fumarato, compuesto del esqueleto de carbono del
aspartato, para dejar libre a la arginina que es el precursor inmediato de la urea. El
fumarato es redirigido al ciclo de Krebs (o ciclo del acido citrico) y se transforma a

L-malato y después a oxalacetato [70].

Finalmente la arginina sirve de sustrato para la enzima arginasa, la cual cataliza la

unién de un oxigeno (proveniente de una molécula de H20) al carbono del grupo

16 Son aquellos animales que excretan urea.

7 Del aleméan zwitter que significa hibrido. Es un compuesto aminoacido eléctricamente neutro a
pH fisiologico (7.4), ya que el grupo carboxilo no esta protonado (-) y el grupo amino esta
protonado (+).
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amino y su conversion a un grupo amida. Esta hidrolisis de la arginina da como
productos la urea y la ornitina. La ornitina se adentra nuevamente a la mitocondria

y reacciona con el carbamoil fosfato, comenzando el ciclo otra vez (figura 4) [88].

El ciclo de la urea convierte de este modo dos grupos amino (uno del glutamato y
otro del aspartato) y un atomo de carbono de HCOs3, en la urea, con el costo de
cuatro enlaces fosfato de alta energia'®. Este costo energético se recupera con
creces por la formacion de NADH, a partir de sustratos del ciclo de la urea, como
por la reaccion de la glutamato deshidrogenasa y la conversién del fumarato a
través del oxalacetato a aspartato. La re-oxidacion mitocondrial de NADH produce
seis ATPs [63,70].

5.1 Regulacién del ciclo de la urea

Evidentemente, cuando hay un aumento en la degradacién de aminoacidos se
genera un exceso de nitrégeno que debe ser excretado y se requiere un aumento
en la velocidad de sintesis de la urea. Los incrementos en esta tasa de

degradacion implican un aumento en la concentracion de glutamato a través de

18 (1) ATP, (2) ATP->AMP + PPi, (3) AMP->Pi y (4) PPi->2Pi
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reacciones de transaminacioén [70]. Esta situacion a su vez, provoca un aumento
en la sintesis del N-acetil-glutamato a partir de acetil-CoA y glutamato, por la N-
acetil-glutamato sintetasa. El N-acetil-glutamato activa alostéricamente a la CPS-1

y, por lo tanto, estimula a todo el ciclo de la urea [63].

Las enzimas restantes del ciclo de la urea estan controladas por las

concentraciones de sus respectivos sustratos.
5.2 Urea

La urea, una molécula relativamente pequena (60.06 g/mol) y con una carga
practicamente neutra, cruza facilmente las membranas celulares, de tal modo que
se filtra en el glomérulo para pasar a formar parte de la orina. En presencia de la
ADH (hormona antidiurética) la reabsorcion de agua aumenta en el tubulo
recolector aumentando el concentrado de urea. En esta zona existen
transportadores especificos para urea que permiten la reabsorcion de la urea y
que son asimismo estimulados por la ADH. Sin embargo, en ausencia de ADH, el
tubulo colector es mas impermeable al agua, por lo que la urea se concentrara
menos y sera menos reabsorbida y mas excretada en la orina. A pesar de que la
urea se reabsorbe pasivamente en todo el I6bulo renal, su permeabilidad es menor
a la del agua, de tal modo que solo se reabsorbe la mitad de la cantidad total
filtrada. Debido a esto, el rindn sirve como el sitio donde se excreta la mayoria de
la urea producida por el higado. Sin embargo, parte de la urea circulante también
puede difundirse pasivamente de nuevo en el intestino, en donde actuan sobre ella
las ureasas bacterianas para obtener amoniaco y agua. Una fraccién del
amoniaco generado se excreta en forma de ion amonio y el resto es reabsorbido

de nuevo para ser manejado por el higado una vez mas [70].
5.3 Ornitina transcarbamilasa (OTC)

La ornitina transcarbamilasa fue descubierta por Grisolia y Cohen en 1952,
cataliza la segunda reaccion del ciclo de la urea; esto es, la sintesis de citrulina a
partir de ornitina y carbamoil fosfato. La OTC esta presente en la mitocondria de

los hepatocitos en animales ureotélicos y en menor medida en la mucosa intestinal
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de los mamiferos, aunque también se han detectado en el rifion de algunas

especies ureotélicas, en algunas plantas y microorganismos.

Debido a la alta concentracion de OTC en el higado y su baja concentracién en el
suero, los cambios en el citoplasma y mitocondrias de los hepatocitos, hacen que

las infecciones degenerativas o factores téxicos, den lugar a su aumento de

actividad en el suero.

En humanos, la deficiencia de OTC es el defecto congénito mas frecuente en el

ciclo de la urea y se vincula al cromosoma X [54,78,95].

Reaccion 5. Reaccion catalitica de la OTC

OH
+ ‘OTC,HO—IL_“O +
o
Carbamoil fosfato L-ornitina Fosfato L-citrulina

Organismo: Homo sapiens

Parametros oTC

Km para carbamoil fosfato 0.13-1.24 mM

Km para L-ornitina 0.36-0.55 mM

Actividad especifica 86.5 ymolemin-'emg’!

pH éptimo 7.6

[118]
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Cuadro 6. E.C. 2.1.3.3 -OTC
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA ORNITINA TRANSCARBAMILASA

MITOCONDRIAL HUMANA

Los colores estan dados por cadena. Es un mondmero, pero su forma funcional es como

trimero. Contiene tanto elementos alfa (41%) y beta (14).

8085 atomos, 7761 enlaces, 1440 grupos, 1 cadenas, 3 polimeros

[118]
5.4 Arginasa (ARGasa)

La arginasa fue descrita por primera vez en 1904, pero no fue sino hasta 1932
cuando Krebs y Henseleit establecieron su rol como la enzima terminal en el ciclo
de la urea [1,58]. Se encuentra principalmente en el higado, pero se han reportado
niveles bajos de actividad en eritrocitos, leucocitos, plaquetas, riidn, musculo
esquelético, corazon, cerebro, intestino, pancreas, pulmon, epidermis, placenta,
testiculos, glandulas salivales, plasma y fibroblastos. Las funciones metabdlicas

de la ARGasa extra-hepatica son pocas claras.

La ARGasa hepatica tiene un peso molecular de 37KDa y presenta una estructura
oligomérica de dimeros y trimeros. Es una enzima citosdlica adherida a las

estructuras subcelulares, cuyas propiedades cinéticas muestran un pH 6ptimo de
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9.5 y es dependiente del i6n divalente Manganeso (Mn*2) a concentraciones de 2
mM [21,54,118].

Reaccioén 6. Reaccion catalitica de la ARGasa

ARGasa 0
+ HL0o + J'k
H,N NH,
L-aginina L-ornitina Urea
W
Parametros ARGasa
Km para L-arginina 1-50 mM
Actividad especifica 562 pmolemin-'emg™’
pH 6ptimo 9.5

[118]
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Cuadro 7. E.C. 3.5.3.1 —ARGasa
Homo sapiens

FORMA MADURA DE LA ARGasa EN HUMANO

Los colores estan dados por cadena. Es un mondémero, pero su forma funcional es en
trimero. La enzima requiere un grupo de metal de dos moléculas de manganeso con el
fin dar estabilidad a la molécula. Cada subunidad idéntica de la enzima contiene un sitio
activo que se encuentra en la parte inferior de una hendidura. Contiene tanto elementos
alfa (38%) y beta (15%).

7593 atomos, 7335 enlaces, 1374 grupos, 1 cadenas, 3 polimeros

[118]

La ausencia de actividad de ARGasa en sujetos humanos produce una hiper-
argininemia, una rara enfermedad hereditaria metabdlica, cuya deficiencia se ha
demostrado en higado, células rojas y leucocitos. La determinacion de ARGasa en
eritrocitos es considerado como el principal parametro en el diagndstico de este

desorden hereditario.

Otra aplicacién clinica de la determinacién de ARGasa ha sido descrita en ciertos

tipos de anemia [20].
6. Pulmén

El pulmén es el 6rgano encargado de abastecer de oxigeno a la sangre y de
eliminar CO2. Esto ocurre cuando la sangre venosa del organismo regresa al

corazon y es recolectada en el ventriculo derecho, de aqui por medio de la arteria
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pulmonar'® entra a los pulmones [75]. Este intercambio gaseoso se lleva a cabo en
los alveolos??, que se encuentran uno junto a otro y comunicados por numerosos
poros en sus paredes (poros de Kohn), permitiendo una distribucion homogénea
del aire intra-alveolar. En cambio, la entrada de aire al alveolo depende solo de
una abertura controlada por la accion de un esfinter de musculo liso (fibras
elasticas y colagena lll). Los alvéolos se encuentran separados por septos inter-
alveolares, una lamina epitelial basal y tejido conectivo con una abundante red

de capilares sanguineos (vasos y nervios nutritivos) [94].

El epitelio alveolar de los conductos aéreos esta recubierto principalmente por una
capa continua de neumocitos tipo | 0 membranosos (aplanados) y neumocitos tipo
Il (redondos). Estas células especializadas cumplen las funciones de contener y
producir una sustancia surfactante en su pared interna, que contrarresta y
equilibra la tension superficial [24]. EI 95% de la superficie alveolar esta constituido
por neumocitos de tipo | y el 5% esta constituido por los neumocitos tipo Il, a pesar
de que los tipo Il son mas numerosos que los tipo | (relacion 2:1). Cabe mencionar
que cuando hay una destruccion del epitelio alveolar los neumocitos tipo Il

participan en su reparacion [35].

La lamina epitelial varia su composicidon a medida que recubre las vias aéreas,
incluyendo bronquios y bronquiolos?'. La lamina epitelial es sencilla cuando los
conductos son mas pequefos (bronquiolos y préximos a la zona alveolar), pero a
medida que el didmetro aumenta (hacia los bronquios) el epitelio se vuelve
pseudoestratificado??. Es importante hacer notar que el revestimiento del epitelio,
tampoco es uniforme, ya que se encuentran formado por capas de cinetocilios?3
(que recubre la cara apical de las células epiteliales) y células caliciformes?* (que

se distribuyen y especializan de forma diferente). Un ejemplo de lo anterior son las

'% Llamada arteria, a pesar de transportar sangre venosa.

20 Delgada barrera celular epitelial que forma evaginaciones y permite la hematosis.

21 Los bronquios son conductos tubulares fibrocartilaginosos, derivados de la traquea que guian al
oxigeno al tejido parenquimatoso de los pulmones, donde se dividen en bronquiolos.

22 Son aquellos epitelios en que todas las células hacen contacto con la lamina basal, pero no
todas alcanzan la superficie, por lo que en realidad son epitelios simples, con varios tipos de
células dispuestas en una sola capa, pero con sus nucleos a diferentes niveles.

23 Son apéndices celulares en forma de pestafa o flagelo, que realizan movimientos ritmicos.

24 Células glandulares, unicelulares secretoras de moco.
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células de Clara (o células club) que representan del 11 al 22% del numero total
de células epiteliales en los bronquios terminales; son célula caliciformes sin cilios,
distribuidas de forma muy heterogénea y se encarga de producir la proteina CCSP
(antiinflamatoria e inmunosupresora) y las principales células progenitoras
después de una lesion bronquial. Otros ejemplos son las células cepillo, células
serosas y las ceélulas SNED (o Kulchitsky). En general, las células ciliadas y
caliciformes disminuyen en numero a medida que se aproximan a los bronquiolos

terminales, mientras que el numero de células de clara aumentan.

La pared de los conductos aéreos consta de tres componentes (1) una capa
mucosa compuesta de una lamina epitelial y de tejido conectivo; (2) una vaina de

musculo liso; y (3) un tubo de tejido conectivo provisto de cartilago.

El tejido conectivo (compuesto de colagena, glicoproteinas, proteoglicanos,
glicoproteinas y colagenosas, como fibronectina y laminina), que tiene una
presencia reducida en las paredes de los alveolos y mayor presencia lejos de
ellas, alberga al sistema linfatico (ademas de unos pocos macrofagos
intersticiales, fibroblastos y miofibroblastos) y forma estructuras auxiliares en la
pared del conducto aéreo, tales como vainas musculares lisas o cartilago. Consta
de tres subdivisiones: (a) bronco-arterial (axilar), rodeando las ramas bronco-
arteriales desde los hilios hasta el punto en que las paredes bronquiolares se
relacionan intimamente con el parénquima pulmonar; (b) parenquimatoso o acinar,
situado entre las membranas basales alveolares y capilares y (c) sub-pleural,
situado entre la pleura y el parénquima pulmonar el cual se continua con los
septos inter-lobulares y el espacio intersticial peri-venosos que llega nuevamente

hasta los hilios pulmonares.

La red capilar del pulmén es diferente a la del resto del cuerpo, el endotelio que
recubre los vasos sanguineos es mas grueso Yy, claramente, tiene células
metabodlicamente mas activas. Estas células son particularmente mas ricas en
cuerpos de Weibel-Palade?®, que juegan un papel fundamental en la hemostasis y
la inflamacion. El endotelio también cumple con muchas de las funciones

metabdlicas no respiratorias del pulmon, en particular la transformacion de ciertas

25 Granulos de almacenamiento de dos moléculas: el factor de von Willebrand y la P-selectina.
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sustancias bioactivas, tales como la angiotensina y prostaglandinas, gracias a
pequefias vesiculas llamadas caveolas [42,94].

6.1 Anatomia macroscédpica

La cavidad pulmonar, donde se encuentran los pulmones, esta recubierta por
membranas pleurales y cada pulmoén esta encerrado en un saco pleural seroso,
que consiste en dos membranas continuas: la pleura visceral y la pleura parietal
[45]. Entre éstas se forma un espacio (cavidad pleural) con una capa capilar de
liquido seroso que permite deslizar suavemente las capas de la pleura durante la

respiracion [75].

Los pulmones son ligeros, suaves, esponjosos Yy elasticos, tienen forma de semi-
cono con un vértice superior y una base inferior (cara diafragmatica). Se pueden
describir tres caras: una cara costal, una cara mediastinica y una cara
diafragmatica. La cara costal es regular, lisa y convexa, y esta en contacto con las

costillas y con los espacios intercostales. La cara mediastinica se apoya contra los
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organos mediastinicos?® y contiene al hilio pulmonar. La cara diafragmatica es

concava y se moldea sobre el hemi-diafragma?’ correspondiente [35,42].

Cada pulmén esta profundamente separado por las fisuras inter-lobares que los
dividen en lobulos desiguales. El pulmén derecho, con tres I6bulos, es 10% mayor
y mas pesado que el pulmén izquierdo, que solo tiene dos lébulos. Sin embargo, a
pesar de ello, el pulmon derecho es mas corto y mas ancho que el izquierdo,
puesto que la cupula derecha del diafragma es mas alta y el corazon y el

pericardio protruyen mas a la izquierda.

La division de los pulmones en Iébulos se caracteriza por la existencia de fisuras y
la existencia de un bronquio que ventila cada I6bulo y que, acompafado por
elementos lobulares de la raiz pulmonar, le confiere su individualidad anatéomica y
funcional a los llamados segmentos pulmonares (Véase en la Figura 6). Cada
segmento comprende el area de distribucién de un bronquio de tercer orden
dentro del tejido pulmonar, el cual va acompafado de la arteria correspondiente y
posee en su periferia una vena inter-segmentaria. Los segmentos son de forma y
dimension variable, conica o piramidal de base cortical y de vértice

correspondiente al hilio pulmonar.

26 Corazon, parte del timo, parte distal de la traquea, partes proximales de los bronquios derecho e
izquierdo, esdfago y el conducto toracico.

27 Cupula del diafragma que cierra por abajo a la cavidad toracica y la separa de la cavidad
abdominal.
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Existen dos fisuras en el pulmon derecho: la fisura oblicua y la fisura horizontal. La
fisura oblicua es la de mayor tamafio y se encarga de separar el I6bulo superior
del inferior y el I6bulo inferior del medio. La fisura horizontal es la de menor
tamarno y se limita a separar el I6bulo superior del medio. ElI pulmén izquierdo solo
tiene una fisura oblicua, que separa el l6bulo superior del I6bulo inferior con un

plano fisural irregular.

Los pulmones estan separados uno del otro por el mediastino, al cual se sujetan
por las raices pulmonares, esto es, el bronquio, arterias pulmonares, venas
pulmonares superior e inferior, los plexos nerviosos pulmonares (simpatico,

parasimpatico y fibras aferentes viscerales) y vasos linfaticos [75,42,94].

En el hilio pulmonar, entra la raiz pulmonar (bronquio principal y arteria pulmonar)

y emergen las venas pulmonares y elementos linfaticos.
6.2 Vascularizacion del pulmén
Funcionalmente, la vascularizacion se divide en:

1. Circulacién pulmonar o pequefa circulacion: asegura el pasaje de sangre
carbo-oxigenada, a través de la arteria pulmonar que se divide en derecha
(mas voluminosa y mas larga) y en izquierda y posteriormente se convierten en

vasos delgados y fragiles que transportan sangre "venosa" a baja presion en
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los segmentos pulmonares. Su distribucion general sigue la del arbol bronquial
y adoptan una ramificacién de acuerdo con la distribucion segmentaria de los

bronquios. En los segmentos pulmonares la sangre es abastecida de oxigeno.

Posteriormente la sangre fluye hacia las venas pulmonares que se originan en
la red capilar peri-alveolar y se reunen en una red peri-lobulillar, que recoge la
sangre de las venas bronquiales periféricas y de las venas sub-pleurales

(sangre carbo-oxigenada).

2. Circulacion nutricia o gran circulacion: pertenece a la circulacidn sistémica, que
proviene del ventriculo izquierdo por medio de arterias bronquiales y ramas de
la aorta toracica (esta nace del ventriculo izquierdo), abasteciendo a los tejidos
pulmonares de sangre oxigenada. Los bronquios sirven como guia para la
distribucion de estas ramas. Existe una rama bronquial derecha y dos ramas
bronquiales izquierdas, para el pulmoén derecho e izquierdo. La rama bronquial
derecha nace de la aorta a la altura de la tercera arteria intercostal derecha,
mientras que las ramas izquierdas se originan de la aorta a nivel de la sexta

vertebra toracica.

La sangre venosa de los bronquios principales y lobares es drenada por
vénulas de la gran circulacién que terminan a la derecha, en la vena acigos, y a
la izquierda, en la vena hemiacigos o en el tronco comun de las venas
intercostales superiores. Estas son afluentes de la vena branquiocefalica

izquierda y desembocan en la auricula derecho [98].

Es importante tener en cuenta que los resultados obtenidos en un modelo animal,
en especial roedores, no son un reflejo fiel de lo que pasa en el humano. Las
diferencias notables entre especies, incluyen la circulacion bronquial, la presencia
de los bronquiolos, la composicion ultra-estructural y la distribucidon de las células
epiteliales en los bronquios; ademas del patréon de expresion de ciertos tipos
celulares, como son las células cepillo, las células alveolares y las células

intersticiales [42].
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JUSTIFICACION

En el ambito médico, los analisis enzimaticos permiten determinar cual 6rgano
esta dafnado e, incluso, diferenciar el tipo de lesién en un érgano especifico. Otro
elemento a considerar para un diagndstico clinico es la manifestacion de patrones
enzimaticos caracteristicos, que brindan informacién de la posible lesion y pueden
ser indicativos de la localizacidon intracelular del dafo, asi como su curso
temporal. Es por esta razén que la enzimologia clinica constituye una eficaz

herramienta para el diagnostico y prondstico de enfermedades.

En el diagndstico de enfermedades hepaticas, las determinaciones séricas de las
enzimas de mayor relevancia son las transaminasas (TGO y TGP), ya que se
consideran como indicadores sensibles de dafo hepatico, y la lactato
deshidrogenasa (LDH), cuyo aumento sugiere un dafio isquémico del higado [61].
En tanto, la determinacién de la OTC y ARGasa, a pesar de ser enzimas
especificas del higado, son clinicamente menos utiles que las transaminasas. La
GDH es una enzima mitocondrial que por su parte es altamente inespecifica, ya
que se encuentra en diversas partes del organismo y no se considera como una
enzima que refleje la condicion del higado. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que la OTC y la GDH aumentan significativamente en el tejido
después de una HP, por lo cual se ha relacionado ampliamente con el progreso de
la regeneracion hepatica. En vista de ello, el presente trabajo pretende evaluar la
tasa de liberacion de cada enzima (OTC, TGO, TGP, LDH y GDH y ARGasa) tanto
en higado y pulmon, con el fin de demostrar que la liberacion selectiva y
controlada de enzimas esta relacionada intimamente a la proliferacion celular y

que, a su vez, es independiente de factores extra-hepaticos y extra-pulmonares.

Para este protocolo se seleccion6d al pulmén como un dérgano comparativo e
inexplorado, con el objetivo de estudiar qué efectos desencadena la regeneracion
hepatica en érganos vecinos. La interconectividad del higado y pulmén esta dada

por la irrigacion de la vena cava inferior-corazén-arteria pulmonar.

La comunicacion inter-6rgano por medio de enzimas, es un concepto innovador y

muy poco estudiado. En la regeneracion hepatica se ha sugerido que el
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incremento de actividad enzimatica en plasma, y por ende su liberacion, podria
estar relacionada con el control de la progresidon del proceso proliferativo. De ser
asi, los niveles séricos de actividades enzimaticas constituirian una parte de un

sistema complejo de comunicacion inter-6rganos.

Si existe este sistema de comunicacién, la "exportacion" e "importacion" de
enzimas seria el medio por el cual se transmitirian los mensajes. No obstante para
que este sistema funcione, las enzimas necesitan estar en un estado que permita
su reconocimiento y evite su inmediata degradacion. Ante tal incognita, este
trabajo de investigacion propone que las enzimas, al ser exportadas hacia el
torrente sanguineo, cuentan con una cubierta de naturaleza lipidica que facilita su
transporte y reconocimiento en el érgano receptor. Se cred un protocolo tentativo
para estudiar la presencia de esta capa lipidica y para hacer una correlacion con la

liberacidn enzimatica en ambos tejidos.

A pesar de que aun no se conocen en detalle los mecanismos que controlan la
tasa de liberacion de enzimas hepaticas y su influencia en otros 6rganos, este
trabajo permitira dilucidar algunas interrogantes y establecer algunas otras, para
comprender el proceso de proliferacion, desde el punto de vista enzimatico. Este
conocimiento a su vez, dara directrices en la liberacion y transporte de las enzimas
estudiadas para ser consideradas, como indicadores sensibles en la regeneracién

hepatica y en un futuro ser utilizadas en la clinica.
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HIPOTESIS

Ya que la regeneracion hepatica, se ve acompafnada de una elevacion drastica en
las actividades séricas de algunas enzimas consideradas como marcadores de
funcién hepatica y este incremento enzimatico es independiente a la necrosis y de
una disfunciéon mitocondrial, la liberacion enzimatica se presenta como un proceso
controlado cuya funcién es servir de sefales a distancia a 6rganos blancos como
el pulmon, el cual se utiliza como un tejido comparativo. Por lo tanto, la liberacion
de enzimas en muestras hepaticas seria totalmente diferente a la que podria darse

en el pulmén.
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OBJETIVOS

General

Demostrar que la liberacion de enzimas hepaticas depende parcialmente de
fendmenos de mecano-transduccion, como consecuencia de un aumento en el
flujo sanguineo, por haber realizado una HP. Estos cambios se estudiaran al
eliminar la accion de una presién de flujo por utilizar como sistema rebanadas de
higado. Estudiaremos si dichas enzimas se liberan de forma soluble, como podria
esperarse, o se liberan en forma "particulada" como exosomas y compararemos el

efecto de esta liberacion en otro érgano, en este caso el pulmén.

Particulares

B Caracterizar la liberacién de enzimas hepaticas, tanto en animales control
como animales sometidos a una HP del 70%, utilizando rebanadas
hepaticas y pulmonares, donde se conservan los vasos sanguineos y no se

tiene una presion de flujo por perfusion.

i Explorar si existe una buena correlacion entre la salida de las enzimas

hepaticas y la actividad remanente en el tejido después de incubar.

¥ Caracterizar si las enzimas se liberan en forma soluble o se encuentran

particuladas, en exosomas.

¥ Estudiar el efecto de la liberacion de enzimas hepaticas en condiciones

basales (Sham) y hepatectomizadas sobre otro 6rgano, como es el pulmon.
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METODOLOGIA

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar con un peso inicial de 250-300g, a las cuales
se les mantuvo bajo condiciones controladas de temperatura, humedad, y bajo un
ciclo de 12:12 horas de luz/oscuridad. Los animales se mantuvieron con una dieta
(cubos de purina) y agua libre. Se dividieron en dos grupos experimentales: Sham
(sujetos con trauma quirdrgico pero sin remociéon alguna del tejido hepatico) y
hepatectomizados al 70% (modelo de HP de Higgins y Anderson). Los animales
se sedaron en una camara cerrada de éter y se sacrificaron por decapitacion a dos

tiempos diferentes post-cirugia, 24 y 48 horas.

Se recolectaron muestras de sangre del cuello de los animales en BD Vacutainer
SST, con heparina y EDTA, y se separd el suero por centrifugacion en una
centrifuga clinica (700 xg). Las muestras obtenidas se almacenaron en

refrigeracion.
1. Manejo y obtencidén de muestras hepaticas y pulmonares

Después de sacrificar a la rata, se extrajo el pulmén e higado de la cavidad
abdominal superior e inferior, respectivamente. El método de sacrificio, ademas de
ser humanitario, favorece la obtencion del tejido con la minima cantidad de sangre
y como medida adicional, los tejidos se colocaron en una solucion de NaCl al 0.9%
(p/v) para eliminar todo rezago superficial de sangre. Una vez "limpio" se procedio
a rebanar cada tejido, por medio del aparato Mcllwain Tissue Chopper, que cortd

al tejido finamente en rebanadas con un grosor de 500 pm.
2. Recoleccion de muestra hepatica

De las rebanadas de tejido hepatico obtenidas, se pesaron tres muestras de
aproximadamente 1 g cada una. Las primeras dos muestras se incubaron en
solucién de Krebs-Ringer durante una hora y la tercera muestra no fue incubada
(basal).

Las muestras incubadas se sumergieron en 5 mL de solucién de Krebs-Ringer
como medio de incubacion, previamente gaseado con carbdgeno y con pH a 7.4;

se incubaron durante 60 minutos, con agitacion constante a una temperatura de
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37°C. Se recolectaron 3 mL de muestra del medio de incubacion cada diez
minutos, con la respectiva reposicion del medio; excepto a los 60 minutos, que se
obtuvo como sobrenadante, tras centrifugar las rebanadas en el medio. Después
de la incubacion el tejido se saco del medio y se homogenizo en 5 mL de solucion
de Krebs-Ringer. Ademas, la muestra de tejido no incubada se homogenizo en el
mismo volumen que las muestras incubadas, por lo que se obtuvieron tres

muestras de homogeneizado, dos muestras incubadas y una no incubada (basal).

Para el medio de incubacidon se tomaron siete muestras. La primera muestra o
muestra basal, tuvo contacto con el tejido, pero fue recolectada inmediatamente.
Las otras muestras se obtuvieron al recolectar un volumen de 3ml cada 10

minutos, durante la hora de incubacion.
3. Recoleccién de muestra pulmonar

De las rebanadas de tejido pulmonar obtenidas, se pesaron tres muestras de
aproximadamente 0.5 g cada una. Las primeras dos muestras se incubaron en
solucion de Krebs-Ringer durante una hora vy la tercera muestra no fue incubada
(basal).

Las muestras incubadas se sumergieron en 4 mL de solucion de Krebs-Ringer
como medio de incubacion, previamente gaseado con carbégeno y con pH a 7.4;
se incubaron durante 60 minutos, con agitacion constante a una temperatura de
37°C. Se recolectaron 2 mL de muestra del medio de incubacion cada veinte
minutos, con la respectiva reposicion del medio; excepto a los 60 minutos, que se
obtuvo como sobrenadante, tras centrifugar las rebanadas en el medio. Después
de la incubacién el tejido se saco del medio y se homogenizo en 4 mL de solucién
de Krebs-Ringer. Ademas, la muestra de tejido no incubada se homogenizo en el
mismo volumen que las muestras incubadas, por lo que se obtuvieron tres

muestras de homogeneizado, dos muestras incubadas y una no incubada (basal).

Para el medio de incubacidon se tomaron cuatro muestras. La primera muestra o
muestra basal, tuvo contacto con el tejido, pero fue recolectada inmediatamente.
Las otras muestras se obtuvieron al recolectar un volumen de 2ml cada 20

minutos, durante la hora de incubacién.
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4. Determinacion de actividad enzimatica

Todos los ensayos se midieron utilizando el método de espectrofotometria por la

adicién de un cromoégeno o por la absorcion especifica de un sustrato o producto.
4.1. Determinacion de actividad enzimatica de la TGO

La actividad de la transaminasa TGO se midié por el aumento de oxalacetato, al
ser formado por la transferencia de un grupo amino del L-aspartato al 2-
oxoglutarato. El oxalacetato se determind por la adicion de 2,4-dinitrofenil
hidracina, la cual reacciona con él. Algo de oxalacetato es descarboxilado
espontaneamente a piruvato. La mezcla de ensayo contiene, por lo tanto,
oxalacetato, piruvato y 2-oxoglutarato, los cuales forman 2,4-dinitrofenilhidrazonas.
Es posible discriminar las hidracinas adyacentes formadas al usar un blanco de
reactivo, el cual, contiene a las hidracinas formadas ajenas a la accion catalitica
de la TGO. Como consecuencia de que la absorbancia de la mezcla reactiva no
constituye una funcion lineal de la concentracion de oxalacetato, se recomienda
utilizar una curva testigo, utilizando la enzima malato deshidrogenasa (MDH) como
indicador de la enzima, la MDH cataliza la reaccion oxalacetato + NADH <->
Malato + NAD", siendo el parametro de la desaparicion de NADH el indicador de la

cantidad de oxaloacetato producido.

Se agrega 1 mL Buffer de fosfatos (0.1M, pH 7.4), que contiene L-Aspartato (0.1
M) y a- oxoglutarato (2 mM), a 0.2 mL de la muestra. Se mezcla e incuba durante
60 minutos a 37°C. Transcurrida la reaccion se agrega 1 mL de 2,4- dinitrofenil
hidracina (1 mM) y se deja reposar por 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se afade 10 mL de NaOH (0.4 N), se mezcla y se lee a 546 nm contra
el blanco de reaccién, para determinar el contenido de la hidrazona del acido
oxalacético formado. El blanco de reaccion se prepara de la misma forma excepto
que no se incuba, para que no se produzca la reaccion catalitica. El control tiene

todo menos la muestra, para ajustarse a cero.

La solucion de NaOH vy el reactivo de cetona que contiene al 2,4-dinitrofenil
hidracina son estables indefinidamente. El buffer de sustrato y la solucion de

piruvato se almacenan entre 0 y 4°C, para ser estables por un mes.

58



La enzima es estable por dos semanas o mas, si se almacena a una temperatura
de 4 o0 -20°C. De ser posible debe almacenarse entre -70 y -80°C, para que su

estabilidad se mantenga por incluso un afo.
4.2. Determinacién de actividad enzimatica de la TGP

La actividad de la transaminasa se mide por el incremento de piruvato. El piruvato,
formado a partir de la L-Alanina y 2-oxoglutarato, se determina colorimétricamente
por la adicion de 2,4-diitrifenil hidracina en medio alcalino. El 2-oxoglutarato
residual también reacciona con la 2,4-dinitrofenil hidracina, lo cual se toma en
cuenta al hacer un blanco de reaccion. EI método es estandarizado por
comparacion directa con la determinacion de TGP con LDH como indicador de la
enzima o con estandares conteniendo diferentes cantidades de piruvato, pero con

cantidades moleculares constantes de piruvato y 2-oxoglutarato.

Se agrega 1 mL Buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.4), que contiene L-Alanina (0.2 M)
y a- oxoglutarato (2 mM), a 0.2 mL de la muestra. Se mezcla e incuba durante 30
minutos a 37°C. Transcurrida la reaccion se agrega 1 mL de 2,4- dinitrofenil
hidracina (1 mM) y se deja reposar por 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se afiade 10 mL de NaOH (0.4 N), se mezcla y se lee a 546 nm contra
el blanco de reaccién, para determinar el contenido de la hidrazona del acido
priravico formado. El blanco de reaccion se prepara de la misma forma excepto
que no se incuba, para que no se produzca la reaccion catalitica. El control tiene

todo menos la muestra, para ajustarse a cero.

La solucion de NaOH y el reactivo de cetona que contiene al 2,4-dinitrofenil
hidracina son estables indefinidamente. El buffer de sustrato y la solucion de

piruvato se almacenan entre 0 y 4°C, para ser estables por un mes.

La enzima es estable por dos semanas o0 mas, si se almacena a una temperatura
de 4 o0 -20°C. De ser posible debe almacenarse entre -70 y -80°C, para que su
estabilidad se mantenga por incluso un afo. La actividad se mantiene por mas

tiempo si se mantiene en una solucién de glicerol 25%.
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4.3. Determinacion de actividad enzimatica de la LDH

La actividad de la LDH se determina a 30°C como la cantidad de piruvato
consumido por disminucién de la absorbancia debida a la oxidacion del NADH a

340nm. El equilibrio es hacia el lactato y el NAD*. No es necesario el blanco.

Se agrega 2.5 mL de solucion de Tris/NaCI/NADH (Tris 81.3 mM, NaCl 203.3 mM,
NADH 0.244 mM, pH 7.2) en 0.05 mL de muestra a 30°C. Se mezcla y se agrega
0.5 mL de la solucién Tris/NaCl/Piruvato (Tris 81.3 mM, NaCl 203.3 mM, piruvato
9.76 mM, pH 7.2) para disparar la reaccién. Se mezcla y, después de 30

segundos, se lee a 340 nm cada minuto, durante 5 minutos.

La estabilidad de la enzima en suero permanece por un periodo de 48 horas a
20°C 0 4°C. Después de congelada disminuye la actividad de acuerdo al patrén de
la isoenzima (10 al 20% en 48 horas). No debe congelarse a temperaturas de -

20°C, ya que tiene una pérdida de 20% en la actividad.
4.4. Determinacion de actividad enzimatica de la GDH

La actividad de la enzima mitocondrial GDH, se mide en funcidén de su catalisis en
la incorporacién directa de amonio al 2-oxoglutarato, empleando NADH como
cofactor y donador de electrones, para formar NAD* y L-glutamato. Se mide su
actividad a una temperatura de 20-25°C mediante la disminucion de NADH a una

longitud de 340nm. No es necesario el blanco.

Se agregan 2 mL de Buffer de fosfatos KH2PO4 (75 mM, pH 7.4), 0.3 mL de la
solucion acetato de amonio (1.2 M), 0.05 mL de NADH (9 mM), 0.05 mL de ADP
(90 mM) y 0.55 mL de agua a 0.1 mL de la muestra. Se mezclan y se afiade 0.02
mL de a-cetoglutarato, para disparar la reaccion. Se mide cada minuto a la

longitud de 340 nm durante 5 minutos.

La estabilidad de la enzima permanece mayor al 90% de su actividad original por
un mes si se almacena a 4°C. Si se desea conservar por varios meses es
recomendable almacenarla en una suspensién de sulfato de amonio saturado al
50%, DTT 0.1 mM y glutamato 25 mM.
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4.5. Determinacion de actividad enzimatica de la OTC

La OTC cataliza la transferencia de un grupo carbamil activo del grupo amino de la

ornitina del ciclo de la urea para formar citrulina.

En suero se encuentra en bajos niveles. La actividad de la OTC aparentemente no
requiere coenzimas. Es inhibida por sustancias que bloquean grupos -SH. No es

influenciado por la hemolisis. La conversion del substrato es lineal con el tiempo.

El equilibrio de la reaccion es hacia la citrulina. La cantidad de citrulina formada

por unidad de tiempo es una medicién de la actividad de OTC.

La citrulina se determina por la alta sensibilidad de la reaccion con la
diacetiimonoxima-antipirina. La urea en la muestra, la cual puede interferir, es
destruida al agregarse ureasa. Blancos individuales de las muestras son

necesarios para corregir la citrulina presente (citrulina preformada o basal).

Se agrego sustrato de ureasa (carbamilfosfato 23 mM, ornitina 2.5 mM, ureasa
2,500 U/L) a 0.025 mL de muestra. Se mezcla y se incuba a 37°C durante 30
minutos. Se anade 3 mL de reactivo cromogénico. Hervir por 15 minutos. Enfriar la
muestra a chorro de agua y leer la absorbancia a 460 nm, para determinar la
cantidad del compuesto cromégeno formado a partir de citrulina vy

diacetilmonoxima-antipirina. El blanco de reaccion se prepara sin la muestra.

La solucion de sustrato y urea es inestable, por lo que se debe preparar fresca. Se
pueden congelar alicuotas y descongelar antes de utilizarlas. El reactivo

cromogeénico es estable a temperatura ambiente por dos horas.
4.6. Determinacion de actividad enzimatica de la ARGasa

La actividad catalitica de la arginasa esta determinada por la disminucion en la
concentracion de arginina o en el incremento de la concentracidon de urea y
ornitina. En este caso se mide la ornitina después de detener la reaccion con
acido acético. En la presencia de acido acético, la ornitina reacciona con la
ninhidrina para dar un color rojo que se lee a 515 nm. Es necesario utilizar un
blanco de reaccion para compensar la cantidad de sustrato y productos pre-

existente en la muestra.
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De forma rutinaria, la reaccion se activa al agregar en la muestra solucion de Mn?2*
e incubar por 55°C, pero en este caso la activacién no se llevo al cabo debido a
que la actividad de la muestra era muy alta. Se agrega 0.3 mL de buffer de
carbonato (0.1 M, pH 9.5, 37°C) y 0.1 mL de una solucién de arginina (0.1M) en
0.0025 mL de la muestra. Se mezcla e incuba durante 10 minutos a una
temperatura de 37°C. Para detener la reaccién se afiade 1.5 mL de acido acético.
Como cromogeno se adiciona 0.5 mL de ninhidrina. Se mezcla y se deja 60
minutos en incubacion en agua hirviendo. Se enfria y lee a 515 nm, para

determinar la cantidad de ornitina formada.

El blanco de reaccién se prepara de la misma forma, cambiando unicamente el
momento de adicion de la solucidn de arginina, la cual se agrega después de

detener la reaccién con acido acético.

Estabilidad de las soluciones: guardar todas las soluciones a una temperatura de 0
a 4°C. Preparar solucion de arginina fresca, el mismo dia. La solucién estandar de
ornitina y ninhidrina son estables por un mes cuando se guardan en oscuridad. El
buffer de Tris, el buffer de carbonato y la solucion de manganeso son estables

mientras no se contaminen.

La muestra control a la cual se ajusta el cero lleva todo los reactivos, pero sin la

muestra.

La enzima se puede almacenar a una temperatura de -20°C y ser estable por tres
semanas o a -70°C y ser activa durante varios meses. Si se almacena a 0 0 4°C

su actividad no cambia durante dos semanas.
5. Muestras ultra-centrifugadas

Las muestras obtenidas al recolectar la solucion de Krebs-Ringer durante la hora
de incubacion se centrifugan a 1,850 xg por 10 minutos a 4°C, para remover
nucleos y membranas del medio; posteriormente se centrifuga a 9,700 xg durante
10 minutos a 4°C, en este punto la muestra se divide en dos, una a la que se le
denomina "completa o total", la cual no se ultracentrifuga y la que es ultra-
centrifugada. La ultra-centrifugacién se realiza a 120,000 xg durante 60 minutos a

4°C para precipitar todo lo que no sea completamente soluble en el medio. El
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boton o pellet se re-suspende en 1 ml de buffer de fosfatos (50mM de K2HPO4) a
pH de 7.4.

Finalmente para obtener la actividad especifica se realiz6 la determinacion de

proteina por el método de Lowry en el pellet re-suspendido.
6. Analisis estadistico

Los datos se expresan como promedio * el error estdndar de 4 o 5 ratas
experimentales independientes y el analisis estadistico se obtuvo con una prueba
de “t de Student’, donde se considerd un valor de p< 0.05 como significativo.
También se utilizé al analisis de varianza ANOVA, test de Tukey, con un valor de
p< 0.05 como significativo. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa

Prisma 5 para Windows Version 5.
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RESULTADOS

1. Liberacidon de enzimas al medio extra-hepatico y extra-pulmonar: Niveles
de actividad enzimatica en higado y pulmén de ratas controles (Sham) y

aquellas que fueron sometidas a una HP del 70%.
1.1 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de TGO o AST.

TABLA 1.1.1 Actividad enzimatica de TGO en homogenados (HM) de higado obtenidos a

partir de ratas controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de TGO en el HM de higado (nmolemin-1e g-1 de higado)
No incubado (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 170.14 + 25.41 103.77 £ 20.50
HP del 70%-24h 306.90 + 40.35* 174.92 + 35.63**
Sham-48 h 162.65 + 5.88 127.93 +18.22
HP del 70%-48h 207.13 + 30.72 139.33 +27.46

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar la actividad de la enzima entre las muestras no incubadas e
incubadas de la rata control a las 24 horas, no se observa estadisticamente un
aumento significativo; a pesar de esto, si es evidente que hay una disminucion de
la actividad enzimatica, sugiriendo una liberacion al medio. Tras efectuar una HP
del 70% vy extraer el tejido a las 24 horas, la muestra no incubada presenta una
valor de actividad de TGO significativamente mayor a el tejido hepatico incubado.

Esto se interpreta como una liberacion enzimatica al medio, ya que la actividad
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esta disminuyendo en el tejido. Si comparamos la muestra obtenida de animales
sometidos a una HP del 70% no incubada con su control, vemos que el aumento
en la actividad de la enzima es del doble, mostrando que si no hay incubacion la
enzima no sale del tejido. Tomando en cuenta estos resultados, se puede plantear
que el aumento en la liberacion es resultado de la regeneracion hepatica (HP-
70%) y el aumento en el flujo sanguineo como consecuencia de la disminucién de
la masa en el higado y se observa al incubar las muestras en el medio de Krebs-

Ringer.

En tanto, a las 48 horas cuando comparamos las muestras de animales control y
hepatectomizados entre ellas, ya sea incubadas o no incubadas no encontramos
diferencias en la actividad enzimatica en el tejido. Esto nos indica que la respuesta

a la HP del 70% que se observa a las 24 horas, disminuye a las 48 horas.
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Grafica 1.1.1 Actividad enzimatica de la TGO en el medio de incubacién a partir de
rebanadas hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto

al tiempo.
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Cada punto en la grafica estd representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La liberacion de la TGO del tejido hepatico, es discreta a los 10 minutos y a partir
de los 20 minutos se da la maxima liberacion, después de este tiempo la liberaciéon

se mantiene mas o menos en el mismo nivel.

La actividad enzimatica de la TGO en el medio de incubacion revela una liberacién
de la enzima a partir de rebanadas hepaticas hacia el medio, tanto en tejido
hepatico de animales hepatectomizados, como en su control. La liberacion
enzimatica difiere en magnitud entre ambas preparaciones, poniendo de
manifiesto que tras una HP la liberacién se incrementa, como consecuencia de la

proliferacion y el aumento en el flujo sanguineo.
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Grafica 1.1.2 Actividad enzimatica de la TGO en el medio de incubacién a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica estd representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Se presentd una liberacion de la enzima TGO al medio a partir de rebanadas
hepaticas de ratas sacrificadas a las 48 horas post-cirugia, tanto en el higado de
ratas hepatectomizadas, como en el control. Al igual que a las 24 horas, la
liberacion a los 10 minutos es discreta y a los 20 minutos se observa la maxima
liberacion enzimatica, para posteriormente mantenerse constante a los largo del
tiempo medido. La libracibn a partir del tejido hepatectomizado difiere
significativamente de su control en solo dos tiempos (40 y 50 minutos), por lo tanto

el efecto de la HP no es tan evidente como a las 24 horas.

Se puede concluir que la TGO o AST es una enzima que se libera del tejido

hepatico al medio, incluso si no hay dafio tisular. Sin embargo, el dano tisular
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favorece un aumento en la salida de la enzima a las 24 horas y disminuye a las 48

horas.

TABLA 1.1.2 Actividad enzimatica de TGO en HM de pulmoén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de TGO en el HM de pulmén (nmolemin-1e g-1 de pulmén)
No incubada (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 91.74 + 6.82 73.07 + 6.90
HP del 70%-24h 210.43 +45.52 120.95 + 23.63
Sham-48 h 100.5 + 21.05 72.87 +4.68
103.34 + 21.04 59.95 +7.29

HP del 70%-48h

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra el

grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar el tejido pulmonar incubado con el no incubado, tanto en animales
hepatectomizados como en los controles, se observa que el tejido incubado
presenta menor actividad, a pesar de esto no existen diferencias significativas

entre ambos tejidos.

En una primera aproximacion al comparar la actividad enzimatica de la TGO en
tejido pulmonar de ratas sujetas a una HP del 70% y sacrificadas a las 24 horas
con su control, se encontré que se presenta mayor actividad de TGO tras una HP.
Sin embargo, como la diferencia no es estadisticamente significativa, no se puede

afirmar que la HP tenga efecto en la enzima total en el tejido pulmonar.
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Grafica 1.1.3 Actividad enzimatica de TGO en el medio de incubacién a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes + el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: ¥*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La actividad enzimatica de la TGO que se presenta en el medio de incubacién nos
indica una discreta liberacion desde las rebanadas de pulmén al medio. Este
comportamiento se debe a que el contenido total de TGO en el tejido pulmonar es
menor al presentado en el tejido hepatico y a que el pulmén libera un menor

porcentaje de enzima que el higado.

La HP del 70% no tiene efecto en la liberacién de la TGO a partir de rebanadas
pulmonares, ya que en la liberacion de la enzima en las muestras pertenecientes a
ratas hepatectomizadas y sacrificadas a las 24 horas, no se presentan diferencias

significativas al compararse con sus controles.
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Grafica 1.1.4 Actividad enzimatica de TGO en el medio de incubacién a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica estd representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

En el caso de animales sacrificados a las 48 horas después de la cirugia, la
actividad determinada en el medio también se mostré de forma discreta (6 veces
menor), partiendo del hecho de que en el tejido la actividad enzimatica fue menor
que a las 24 horas y su liberacion no presentaron diferencias significativas,

indicando que la HP del 70% no tiene efecto.

En conclusion, a pesar de que la enzima TGO si se encuentra dentro del tejido

pulmonar, la liberacién hacia el medio es minima.
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1.2 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de TGP o ALT.

TABLA 1.2.1 Actividad enzimatica de TGP en HM de higado obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de TGP en el HM de higado (nmolemin-1e g-1 de higado)
No incubada (basal) Después de la incubacién
Sham-24 h 223.41 +51.53 160.75 + 21.07
HP del 70%-24h 251.27 + 55.10 199.60 + 22.28
Sham-48 h 200.09 + 36.51 161.12 +18.81
HP del 70%-48h 179.28 + 32.54 172.28 +0.72

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Podemos observar que a pesar de que no hay una diferencia estadistica
significativa, tanto en las muestras de tejido hepatico de las ratas Sham como de
las ratas sujetas a una HP del 70% hay una posible liberacion de la enzima TGP al
medio de incubacion, aunque es muy pequefa, sin observarse diferencias entre
los tiempos de sacrificio de las ratas. De acuerdo a los resultados, la HP del 70%

no tiene un papel claro en la liberacion de esta enzima al medio.
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Grafica 1.2.1 Actividad enzimatica de TGP en el medio de incubacién a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estdndar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Se puede observar en la grafica, que la liberacion de la TGP del tejido hepatico al
medio de incubacion no se ve afectada por la HP del 70% en ratas sacrificadas a
las 24 horas. La enzima se libera al medio de incubacion a partir de los 10 minutos
de incubacién, alcanzando su maximo a los 20 minutos, de manera semejante a lo

observado para la TGO.
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Grafica 1.2.2 Actividad enzimatica de TGP en el medio de incubacion a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes # el error estdndar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

En muestras de animales sacrificados a las 48 horas post-cirugia, tanto en el
control como en ratas hepatectomizadas, se presenta una liberacion de la enzima
a partir de rebanadas hepaticas al medio de incubacion. La cinética de liberacion
de la enzima TGP es similar a la observada a las 24 horas, excepto a los 20
minutos donde el tejido de animales sujetos a una HP del 70% muestra diferencia
significativa con su control, alcanzando su maxima liberacion a este tiempo.
Posteriormente, la actividad de la TGP disminuye y mantiene una magnitud de
liberacion similar a su control, sin presentar diferencias significativas. Estos
resultados indican que posiblemente la liberacién no aumenta tras una HP y no se

ve afectada durante la regeneracién hepatica.
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TABLA 1.2.2 Actividad enzimatica de TGP en HM de pulmoén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de TGP en el HM de pulmén (nmolemin-1e g-1 de pulmén)
No incubada (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 189.20 + 29.38 163.66 + 10.75
HP del 70%-24h 202.5 +20.24 168.54 + 19.02
Sham-48 h 204.32 £ 33.77 173.17 +6.01
HP del 70%-48h 160.06 = 23.49 125.80 +9.10

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al analizar los datos mostrados en esta tabla, es evidente que se presenta una
ligera disminucién de actividad en tejido incubado respecto al no incubado, tanto
de animales control como hepatectomizados; sin embargo, estas diferencias no
son estadisticamente significativas. Esto se puede interpretar como una pequefa
liberacién que no se ve reflejada en el contenido total de enzima en el tejido

pulmonar.

Por otro lado, al comparar los tejidos de animales hepatectomizados con sus
controles, las actividades son muy parecidas y no presentan diferencias
significativas entre ellas. Estos resultados nos indican que la HP no afecta el

contenido de actividad en tejido.
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Grafica 1.2.3 Actividad enzimatica de TGP en el medio de incubacién a partir de rebanadas

pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la gréfica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estdndar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

De manera semejante a la liberacion de la TGO en tejido pulmonar, la actividad de
la enzima TGP en el medio es de magnitud menor a la presentada en el tejido
hepatico.

La liberacion de la enzima sigue el mismo perfil tanto en ratas control como en
ratas sujetas a una HP, sin presentar diferencias significativas entre ambas. Esto
sugiere que en ratas hepatectomizadas y sacrificadas a las 24 horas, la liberacion

no se ve afectada tras una HP del 70%.
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Grafica 1.2.4 Actividad enzimatica de TGP en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

En animales sacrificados a las 48 horas post-cirugia la liberaciéon de la enzima
TGP fue de magnitud similar a la presentada en animales sacrificados a las 24
horas. El perfil de liberacion es semejante en muestras de animales
hepatectomizados y de animales control, ya que no se presentan diferencias

significativas durante el tiempo de incubacion.

En conclusion, el contenido de TGP o ALT en tejido pulmonar y su liberacion al

medio, no se ve influenciada por la regeneracion hepatica tras una HP.
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1.3 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de OTC.

TABLA 1.3.1 Actividad enzimatica de OTC en HM de higado obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de OTC en el HM de higado (nmolemin-1e g-1 de higado)
No incubada (basal) Después de la incubacién
Sham-24 h 1,534.89 +211.46 1,466.31 + 18.82
HP del 70%-24h 2,899.36 + 308.46* 2,855.15 + 65.2*
Sham-48 h 1,191.12 + 47.25 1,144.73 +15.40
HP del 70%-48h 2,349.74 + 63.72* 2,286.21 + 12.28*

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

En esta tabla se observa que la actividad de OTC en tejido incubado en
comparacion al tejido no incubado no muestra una diferencia significativa. Por otro
lado, al comparar la muestra de animales hepatectomizados con su control, tanto
a las 24 como a las 48 horas, se demostré que la actividad enzimatica es mayor
tras una HP del 70%, indicando que el incremento en la actividad enzimatica esta
ampliamente relacionado con la regeneracidon hepatica, inducida por una HP del
70%.
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Grafica 1.3.1 Actividad enzimatica de OTC en el medio de incubacidon a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Los resultados muestran una evidente liberacion de la actividad enzimatica de la
OTC al medio de incubacion. Esta liberacion claramente se ve favorecida por la

HP de 70%, aumentando de 2 a 3 veces en esta condicion.

Tanto en la muestra control como hepatectomizada, la liberacién tiene una cinética
decreciente, donde se muestra una liberacion casi inmediata a los 10 minutos y

conforme avanza el tiempo disminuye.
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Grafica 1.3.2 Actividad enzimatica de OTC en el medio de incubacidon a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

A las 48 horas post-cirugia, también se presenta una liberaciéon de la enzima OTC
al medio de Krebs-Ringer; esta liberacion es menor (50%) a la observada a las 24
horas y por lo contrario a lo observado a las 24 horas, no se observan diferencias
significativas al comparar la muestra de animales hepatectomizados y su control;
el maximo de actividad se muestra a los 20 minutos, por lo tanto, el efecto de la

HP 70% mostrado a las 24 horas desaparece totalmente.

A diferencia de lo presentado a las 24 horas, la liberacibn maxima al medio de
esta enzima se da a los 20 minutos; aun asi, a partir de este tiempo, la cinética de
liberacidon se mantiene decreciente. Cabe mencionar que la magnitud de liberacion

es semejante a la presentada en la Sham de 24 horas.
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En conclusion la OTC es liberada a partir del tejido hepatico y este efecto se ve
exacerbado en un tiempo de 24 horas tras una HP; no obstante, el efecto

desaparece a las 48 horas.

TABLA 1.3.2 Actividad enzimatica de OTC en HM de pulmén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de OTC en el HM de pulmén (nmolemin-1e g-1 de pulmén)
No incubada (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 65.98 £ 11.50 27.53 £7.08*
HP del 70%-24h 100.36 + 15.11* 63.40 + 11.44**
Sham-48 h 50 +7.82 15.25 +3.08*
HP del 70%-48h 76.67 +18.13 30.23 £ 2.56**

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales independientes
+ el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra el grupo control,

**p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

La actividad de la enzima OTC en tejido no incubado e incubado de pulmones
obtenidos de animales sacrificados a las 24 y 48 horas tras realizarse una HP del
70%, son estadisticamente diferentes, lo que se interpreta como una liberacion al
medio. Mientras que los controles no muestran diferencias después del periodo de

incubacion.

Si comparamos la actividad enzimatica de animales hepatectomizados y sus
controles a las 24 horas, se muestran diferencias estadisticamente significativas,
en tejido incubado y no incubado. Mientras que a las 48 horas, las diferencias
significativas se presentan solo en el tejido incubado. Esto nos indica que la HP
puede ser responsable de un aumento en el contenido total de la enzima presente

en el tejido pulmonar, como respuesta a la regeneracion.
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Grafica 1.3.3 Actividad enzimatica de OTC en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes # el error estdndar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La actividad de la enzima OTC en el medio de Krebs-Ringer a partir de rebanadas
pulmonares, tanto de animales control como de animales hepatectomizados,
muestra una liberacion discreta. La liberacion en animales sujetos a una HP del
70% presenta su maxima liberacién a los 20 minutos y es significativamente mayor
a su control a los 20 y 40 minutos. Esto nos indica un aumento en la liberacion de

OTC relacionado a la regeneracion hepatica tras una HP del 70%.
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Grafica 1.3.4 Actividad enzimatica de OTC en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La actividad de la enzima OTC evaluada en animales sacrificados a las 48 horas
post-cirugia, mostré una magnitud similar a la presentada en las muestras de

tejido pulmonar de ratas Sham sacrificadas a las 24 y 48 horas.

En conclusién, la cantidad de la enzima OTC que se encuentra en el tejido
pulmonar es muy baja, solo el 4.2 % de la que hay en el higado, y tras una HP el
nivel enzimatico en el tejido aumenta a corto plazo (24 horas), para después

regresar a los valores basales (48 horas) aun después de la HP.
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1.4 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de ARGasa.

TABLA 1.4.1 Actividad enzimatica de ARGasa en HM de higado obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Actividad de ARGasa en el HM de higado (pmolemin-1e g1 de

Tratamiento higado)
No incubada (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 77.61 £12.98 45.05 £+ 4.80
HP del 70%-24h 118.07 +10.48* 58.99 + 5,91 **
Sham-48 h 9794 +11.73 70.46 £10.44
HP del 70%-48h 147.26 + 21.76 85.49 + 13.98

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar la actividad de la enzima ARGasa en el tejido hepatico incubado y no
incubado de ratas sujetas a una HP del 70% y sacrificadas a las 24 horas se
observa que la actividad enzimatica de la ARGasa es significativamente menor en
el tejido incubado, lo cual sugiere una liberacién al medio. En tanto, la actividad de
ARGasa en ratas Sham y hepatectomizadas y sacrificadas a las 48 horas,
muestran una disminucion en el contenido de enzima tras la incubacion; sin
embargo, no presentan diferencias significativas. Lo anterior indica que la
liberacidn es mas apreciable a las 24 horas de sacrificio, pero también se hace

presente a las 48 horas.

Si comparamos la muestra obtenida de animales tras una HP del 70% vy
sacrificadas a las 24 y 48 horas con su control, se observa que la cantidad de

enzima total en el tejido es significativamente mayor en muestras de animales
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hepatectomizados. Aunque este efecto es evidente, la diferencia estadistica solo
se aprecia a las 24 horas.

Grafica 1.4.1 Actividad enzimatica de ARGasa en el medio de incubacion a partir de
rebanadas hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto

al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Como se observa en la grafica, la actividad enzimatica de ARGasa en el medio de
incubacion refleja una liberacion en ambas muestras; sin embargo, la muestra de
tejido hepatico procedente de animales hepatectomizados y sacrificados a las 24
horas, presenta el doble de liberacion que el tejido hepatico de animales control.
Esto quiere decir que la liberacién de ARGasa al medio se ve aumentada como
resultados de la regeneracion hepatica tras una HP.
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Grafica 1.4.2 Actividad enzimatica de ARGasa en el medio de incubacion a partir de
rebanadas hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto

al tiempo.
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Cada punto en la gréfica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes + el error estdandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

En cuanto a las 48 horas después de la cirugia se observa que la HP pierde su
efecto sobre la liberacion, ya que el tejido de animales hepatectomizados solo
presenta dos diferencias significativas con su control, a los minutos 10 y 30.
Ademas, la magnitud de liberacion enzimatica en ambas muestras, se asemeja a

la presentada en ratas Sham sacrificadas a las 24 horas.

Por lo tanto la ARGasa contenida en el tejido se libera al medio y esta liberacion
se exacerba tras una HP del 70% después de 24 horas; sin embargo, este efecto

no se aprecia a las 48 horas.
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TABLA 1.4.2 Actividad enzimatica de ARGasa en HM de pulmoén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

ivi 5 emin-le o-1
Tratamiento Actividad de ARGasa en el HM de pulmén (umolemin-1e g-1 de

pulmoén)
No incubado (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 0.86 £ 0.14 0.61+0.14
HP del 70%-24h 3.10 + 0.36* 1.73 £ 0.28**
Sham-48 h 0.76 £ 0.11 0.46 +0.06
HP del 70%-48h 2.00 £ 0.54 0.43 £ 0.06**

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Se encontrd actividad de ARGasa en el tejido pulmonar, aunque muy disminuida
en relacién al tejido hepatico. El tejido pulmonar no incubado de animales que
sufrieron HP de 70% y fueron sacrificados a las 24 horas son los que muestran
menor aumento en la actividad de ARGasa (38X), mientras que tanto sham de 24
horas como ambas preparaciones de ratas sacrificadas a las 48 horas muestran
aumentos mucho mayores en la actividad de la enzima (73-128X). En las
muestras que fueron incubadas se observa un comportamiento similar. Las
muestras de animales hepatectomizados, tanto a las 24 como a las 48 horas de
sacrificio, presentaron una disminucién de actividad de ARGasa en el tejido
pulmonar incubado con respecto al tejido pulmonar no incubado, lo cual nos indica
que hay una liberacion de la actividad enzimatica al medio, la cual es mucho
mayor en animales con HP 70% vy sacrificados a las 48 h. Es decir, tras una HP
del 70% que da como resultado la induccion de la regeneracion hepatica, la

liberacion de ARGasa aumenta.
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Al comparar la muestra de animales hepatectomizados y sacrificados a las 24
horas con su control, se observa que la actividad de ARGasa es significativamente
mayor en tejido pulmonar proveniente de animales sujetos a una HP (3,6 X). En
tanto, en las muestras de animales hepatectomizados y sacrificados 48 horas
después si se observan un aumento (2.6X), aunque no es estadisticamente
significativo en relacion a su control. Estos datos indican que tras una HP, es muy
evidente que el mayor incremento en la actividad de ARGasa en el tejido se

observa cuando los animales se sacrifican a las 24 horas.

Grafica 1.4.3 Actividad enzimatica de ARGasa en el medio de incubacién a partir de
rebanadas pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas,

respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estdndar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La actividad de ARGasa encontrada en el medio de incubaciéon nos indica que
tanto el tejido pulmonar de las ratas sujetas a una HP del 70% como su control,

presentan un patrén de liberacion semejante, con una cinética de campana y un
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maximo a los 20 min. El dnico tiempo al cual se muestra una diferencia
significativa entre los animales sujetos a una HP con respecto a su control es al

minuto 60, por lo que parece no haber un efecto claro de la HP.

Grafica 1.4.4 Actividad enzimatica de ARGasa en el medio de incubacion a partir de
rebanadas pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas,

respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes # el error estdndar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

En muestras de animales sacrificados a las 48 horas después de la cirugia se
observa que, la liberacion de ARGasa a partir de tejido pulmonar es mayor en
animales que fueron hepatectomizados. Por lo tanto, el efecto de la HP del 70% es

mas notorio en animales sacrificados a las 48 horas.

En conclusion, un porcentaje de la ARGasa contenida en el tejido pulmonar se

libera al medio, tanto en muestras de animales hepatectomizados como de
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animales control y, a pesar de que el efecto de la HP no es claro, se observa que
tiende a aumentar a las 48 horas.

1.5 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de LDH

TABLA 1.5.1 Actividad enzimatica de LDH en HM de higado obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de LDH en el HM de higado (umolemin-1e g-1 de higado)
No incubado (basal) Después de la incubacién
Sham-24 h 4.25+1.03 0.68 + 0.05*
HP del 70%-24h 1.36 £ 0.26* 0.64 + 0.13**
Sham-48 h 3.98+0.90 2.73 +0.45
HP del 70%-48h 2.45+0.36 1.62 +0.17

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar las muestras obtenidas de animales hepatectomizados con sus
controles observamos que la HP del 70% parece provocar que la actividad
enzimatica de la LDH disminuya, de manera contraria a lo observado en otras
enzimas. Este comportamiento es apreciable a las 24 y 48 horas post-cirugia, pero
solo es estadisticamente significativo a las 24 horas, tanto en tejido incubado

como no incubado.

Sorprendentemente la actividad de la LDH encontrada en el tejido hepatico de
animales sin HP y sacrificados a las 24 h disminuy6 apreciablemente (84%) en
relacion a la no incubada, indicando que la regeneracion celular no es la Unica
sefal que produce la liberaciéon de la enzima (animales con HP liberan 53%). En

cualquiera de las condiciones probadas, se observo una disminucion después de
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la incubacion en la actividad de LDH determinada en el tejido, indicando que hay
liberacion de la enzima. Sin embargo, en ninguna de las muestras estudiadas del
tejido de animales de 48 horas post-cirugia se detectaron diferencias
estadisticamente significativas, indicando que la cantidad liberada es muy
pequena. Por otro lado, la salida de la actividad enzimatica como resultado de la

HP solo se observa a las 24 horas post-cirugia.

Grafica 1.5.1 Actividad enzimatica de LDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales

independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Como se observa en la grafica, la liberacion de LDH al medio de Krebs es mayor
en tejido hepatico obtenido de animales hepatectomizados con respecto a su

control (6 veces), presentando un maximo a los 20 minutos.
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Grafica 1.5.2 Actividad enzimatica de LDH en el medio de incubacién a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

A diferencia del comportamiento presentado a las 24 horas, se observa que en
muestras obtenidas de animales sacrificados a las 48 horas la HP del 70%
provoca la maxima salida al medio de la actividad de LDH a los 20 min, para
luego disminuir; en contraste en el control se observa un pico de actividad
enzimatica hasta los 50 min (75 % del observado para animales con HP), para
caer después al nivel de la actividad observada en los animales
hepatectomizados. La maxima actividad alcanzada en animales que sufrieron la
HP del 70 % es menor de la que se observa a las 24 horas post-cirugia (aumenta

4 veces con respecto al control).

En conclusion, aparentemente la HP del 70% provoca que la actividad enzimatica
de la LDH disminuya, de manera contraria a lo observado en otras enzimas; este

efecto es significativo en el tejido hepatico de animales sacrificados a las 24 horas.
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En cualquiera de las condiciones probadas se observo la liberacion de la LDH al
medio, aunque es también mas evidente a las 24 horas. Sorprendentemente la
actividad de la LDH encontrada en el medio, después de incubar el tejido hepatico
de animales control y sacrificados a las 24 h, disminuy6 apreciablemente (84%) en
relacion a la no incubada, indicando que la regeneracion celular no es la unica

sefal que produce la liberacion de la enzima (animales con HP liberan 53%).

TABLA 1.5.2 Actividad enzimatica de LDH en HM de pulmén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de LDH en el HM de pulmdn (pmolemin-1e g-1 de pulmén)
No incubado (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 2.71+£0.25 1.78 £ 0.26
HP del 70%-24h 3.77 £ 091 2.39+£0.19
Sham-48 h 2.86 +0.37 2.13 £0.23
HP del 70%-48h 3.09 £ 0.65 1.89 £ 0.31

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se us6 la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra

el grupo control, **p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

La actividad de la enzima LDH en tejido pulmonar fue semejante a la actividad en
el tejido hepatico. Al comparar el tejido pulmonar no incubado e incubado de
muestras provenientes de animales sujetos a una HP del 70% y animales control,
no se observan diferencias significativas, tanto a las 24 como a las 48 horas. Por
lo tanto, la liberacién no se ve reflejada en el contenido total de actividad de la
LDH en el tejido pulmonar. De la misma manera, al comparar las muestras de
animales hepatectomizados y sus respectivos controles, no se presentan
diferencias significativas que indiquen un incremento en la liberacibn como

respuesta a la HP.
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Grafica 1.5.3 Actividad enzimatica de LDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estdndar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La liberacién de la LDH al medio de incubacion a partir del tejido pulmonar es
menor (aproximadamente 2.5 veces) y con un patron diferente, en comparacién al
tejido hepatico. Tanto las muestras provenientes de animales hepatectomizados
como las de animales control muestran el mismo perfil de liberacion de la enzima
con respecto al tiempo, lento y escaso, sin un maximo aparente. Sin embargo, al
minuto 40 la liberacion de la actividad enzimatica a partir del tejido pulmonar de
animales hepatectomizados muestra estadisticamente un valor significativamente
mayor con respecto a su control. Estos resultados muestran la posibilidad de que

la liberacion de la LDH al medio posiblemente sea incrementada por efecto la HP.
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Grafica 1.5.4 Actividad enzimatica de LDH en el medio de incubacién a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes + el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: ¥*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Después de 48 horas de la cirugia, se observa un perfil de salida de la LDH
semejante al de las 24 horas, con la diferencia de que la liberacion de muestras de
animales hepatectomizados es significativamente mayor a su control a los minutos
20 y 60. Por lo tanto, el efecto de la HP a las 48 horas es mas evidente que a las
24 horas.

En conclusién, a diferencia de las otras enzimas estudiadas, la LDH es una
enzima que se encuentra abundantemente en el pulmon, similar a la contenida en
el higado. La liberacion, por su parte, es constante y muy discreta (cerca del 3%
del total en el tejido), y aparentemente es afectada por la HP a las 48 horas de

sacrificio.
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1.6 Resultados obtenidos para la actividad enzimatica de GDH

TABLA 1.6.1 Actividad enzimatica de GDH en HM de higado obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de GDH en el HM de higado (umolemin-1e g-1 de higado)

No incubado (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 3.35+0.20 2.83+0.21
HP del 70%-24h 3.43+0.51 2.50+0.15
Sham-48 h 2.93+0.48 2.17 +£0.10
HP del 70%-48h 1.72 £0.14* 1.33+0.30

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales independientes +
el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra el grupo control,

**p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar la actividad de la enzima GDH no se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre las diferentes muestras de tejido hepatico
obtenidas en ninguna de las condiciones estudiadas a excepcion del tejido
hepatico obtenido a las 48 horas post-cirugia, donde la actividad en ratas control
es significativamente mayor que la actividad presentada en las muestras
hepatectomizadas, ya sea incubada o no; este fendomeno es semejante al
observado en la LDH. A pesar de esto, es evidente que hay una disminucion de la

actividad enzimatica después de la incubacion, sugiriendo su liberacion al medio.
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Grafica 1.6.1 Actividad enzimatica de GDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes + el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La liberacion de la GDH a partir de tejido hepatico al medio es de magnitud
discreta, tanto en muestras de animales hepatectomizados como en animales
control. La tasa de liberacion mantiene valores mas o menos al mismo nivel,
presentando dos discrepancias estadisticamente significativas, a los 10 y 60
minutos. Esto nos indica que la HP no tiene un efecto claro en la liberacion tras 24
horas de la HP.
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Grafica 1.6.2 Actividad enzimatica de GDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas

hepaticas de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al tiempo.
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Cada punto en la grafica esta representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

Se presentd una pequefa liberacion de la enzima GDH al medio a partir de
rebanadas hepaticas de ratas sacrificadas a las 48 horas después de la cirugia,
tanto en el higado de ratas hepatectomizadas, como en el control. Al igual que a
las 24 horas, la liberacion mantiene valores mas o menos constantes. Si
comparamos la liberacion obtenida de muestras de animales hepatectomizados y
sus respectivos controles, observamos que no se muestra ninguna diferencia

significativa durante el periodo de incubacion.

Se puede concluir que la GDH es una enzima que se libera del tejido hepatico al

medio y que no se ve influenciada por la HP del 70%.

97



TABLA 1.6.2 Actividad enzimatica de GDH en HM de pulmén obtenidos a partir de ratas

controles (Sham) y ratas sujetas a una HP del 70%.

Tratamiento Actividad de GDH en el HM de pulmén (pmolemin-le g-1 de pulmoén)
No incubado (basal) Después de la incubacion
Sham-24 h 3.21+0.86 2.38+0.04
HP del 70%-24h 1.39 £0.25%* 1.04 £ 0.04*
Sham-48 h 2.37+0.31 1.96 +0.15
HP del 70%-48h 2.00 £ 0.46* 1.52+0.11

La actividad esta expresada como promedio de la actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales independientes +
el error estandar. Para la estadistica se usd la prueba de t de Student y ANOVA: *p<0.05 contra el grupo control,

**p<0.05 tejido no incubado contra el incubado.

Al comparar la muestra de animales hepatectomizados con la muestra control, se
observa que tanto a las 24 como a las 48 horas, las muestras controles tienen una
actividad significativamente mayor; este fenémeno es similar a lo presentado en la
LDH. Por lo tanto la HP parece estar asociada a la disminucién de enzima GDH en

el tejido.

La actividad de la GDH presentada en el tejido pulmonar es parecida a la actividad
de la GDH en el tejido hepatico. Al comparar la actividad presentada en la muestra
no incubada e incubada de tejido pulmonar de ratas sujetas a una HP del 70% y
sus controles, no se presentan diferencias significativas, a pesar de ello se
observa que las muestras incubadas tienen menor actividad . Estos datos sugieren

una pequefia liberacion de la actividad enzimatica al medio.
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Grafica 1.6.3 Actividad enzimatica de GDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-24h) y ratas con HP-70% a las 24 horas, respecto al

tiempo.

Pulmon. Liberacion de GDH al medio con respecto

- al tiempo de incubacion
‘g 0.009
L] *
= 0.008 o -A-HP del 70%-24h
g 0.007 = T ~®-Sham-24h
= /
= 0.006 = I [
E 0.005
E 0.004 = /,»f’ T
ED.DDE - f;r -]— T I l
- / : -
oo i X
= A
20001 /
w e
q D — | | ] | | | | | | ]
0 10 20 30 a0 50 60 70

Tiempo (min)

Cada punto en la gréfica estad representado por el promedio de actividad enzimdtica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes + el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La presencia actividad de la enzima GDH determinada en el medio de incubacién
del tejido pulmonar nos indica que tanto el tejido pulmonar de las ratas sujetas a
una HP del 70% como su control, presentan una liberacion discreta al medio; esta
actividad enzimatica es mayor a la que se obtiene en el tejido hepatico (0.007 vs
0.0035). Las muestras provenientes de animales hepatectomizados tienen una
maxima liberacién a los 20 minutos, presentando un valor 3 veces mayor a su
control, para después disminuir a los mismos niveles. Tomando en cuenta estos
resultados, se puede plantear que la HP del 70% puede tener efecto en el

aumento de liberacion.

99



Grafica 1.6.4 Actividad enzimatica de GDH en el medio de incubacion a partir de rebanadas
pulmonares de rata control (Sham-48h) y ratas con HP-70% a las 48 horas, respecto al

tiempo.
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Cada punto en la grafica estd representado por el promedio de actividad enzimatica de 4 o 5 ratas experimentales
independientes * el error estandar. Para la estadistica se usé la prueba de t de Student y ANOVA. Significancia

estadistica: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.005.

La actividad enzimatica de la GDH en el medio de Krebs a partir de tejido
pulmonar de animales hepatectomizados y animales control, sacrificados a las 48
horas, presentan una liberacion discreta. Los valores obtenidos entre ambas
muestras en los primeros 40 minutos de incubacién son muy similares, mientras
que al aumentar el tiempo de incubacion a los 60 minutos la liberacion de la
actividad enzimatica en la muestra de animales sujetos a una HP del 70% es

significativamente mayor a su control.

Por lo tanto la GDH que se encuentra en el pulmén se libera de forma discreta al

medio y la liberacion puede estar afectada por la HP del 70%.
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2. Determinacion de la presencia de exosomas en el medio extra-hepatico y

extra-pulmonar.

Las soluciones de Krebs obtenidas a partir de la incubaciéon del tejido
hepatico y pulmonar de ratas controles (Sham) y aquellas que fueron
sometidas a una HP del 70%, se ultra-centrifugaron. Se midieron las
actividades, tanto en las muestras que fueron ultra-centrifugadas y se

compararon con muestras sin ultra-centrifugar, denominadas totales.
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Grafica 2.1. A. Cinética de la particién de la actividad enzimatica de la TGO de higado y pulmén en el

medio de incubacién. B. Actividad totales y especificas particuladas de la TGO.

Las actividades de la TGO, determinadas en el medio de incubacién obtenidas de
la muestra hepatectomizada y Sham, fueron similares al comparar las muestras
totales y ultra-centrifugadas; sin embargo, las actividades totales reflejan una muy

pequefia fraccion de actividad enzimatica que se precipitd (3.3%), sugiriendo que

102



se encuentra en forma particulada. No obstante, al comparar las actividades
totales de las fracciones particuladas se observa que la actividad es mayor en
sujetos Sham que en los sujetos HP-70%, indicando que el higado en

regeneracion libera la TGO en una propocién menor.

A pesar de que como ya habiamos mencionado anteriormente, el pulmon libera 7
veces menos actividad de TGO, que el higado al medio de incubacién, es de
sorprender el alto porcentaje de particulacion de la actividad enzimatica (20%) en
pulmén de rata Sham y HP-70%, cuando se determino en actividad especifica. Al
comparar la actividad especifica del pulmon con el higado, se observa que la del
pulmon es mayor, lo que sugiere que la enzima liberada en pulmon se encuentra

mas particulada de la que se pueda liberar en higado.
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Grafica 2.2. A. Cinética de la particion de la actividad enzimatica de la TGP de higado y pulmoén en el

medio de incubacién. B. Actividad totales y especificas particuladas de la TGP.

Las actividades de la TGP determinadas en el medio de incubacion obtenidas de
la muestra hepatectomizada y Sham, presentan actividades semejantes al
comparar las muestras totales y ultra-centrifugadas, tanto en higado como en
pulmén. Sin embargo, al analizar la actividad total y especifica se observa una

pequefia fraccion de actividad enzimatica en el higado. Esta actividad de las
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fracciones particuladas, aunque pequenas, fueron significativamente mayores en
el higado proveniente de animales hepatectomizados (15%) que en ratas Sham
(2.6%), indicando que el higado en regeneracion libera la TGP un poco mas que el

higado de animales Sham.

El pulmén por su parte, no presenta actividad en la fraccion particulada,
sugiriéndonos que toda la actividad de la TGP se encuentra de forma soluble en el

medio de incubacion.
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Grafica 2.3. A. Cinética de la particién de la actividad enzimatica de la OTC de higado y pulmén en el

medio de incubacién. B. Actividad totales y especificas particuladas de la OTC.

Las actividades de la OTC, determinadas en el medio de incubacién obtenidas de
animales hepatectomizados y Sham, fueron diferentes al comparar las muestras

totales y ultra-centrifugadas de higado, ya que las muestras ultra-centrifugadas

106



mostraron menos liberacién de la actividad enzimatica. La fraccion particulada
presenta una actividad enzimatica similar en tejido hepatico de ratas Sham y
hepatectomizadas (alrededor del 26%), indicando que la actividad de la OTC en la

fraccion particulada no depende del proceso de regeneracion hepatica.

A pesar de que el pulmén libera una muy pequena actividad de OTC al medio de
incubacion en comparacion con el higado, la liberacidon presenta un alto porcentaje
de particulacion de la enzima. La actividad en la fraccion particulada obtenida de
animales Sham (50%) fue significativamente mayor a la de en animales
hepatectomizados (26.8%), sugiriendo que el pulmén de una rata sujeta a una HP-

70% tiene una menor liberacién de enzima particulada.
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Grafica 2.4. A. Cinética de la particiéon de la actividad enzimatica de la ARGasa de higado y pulmén en el

medio de incubacién. B. Actividad totales y especificas particuladas de la ARGasa.

Las actividades de la ARGasa, determinadas en el medio de incubacion obtenidas
de la muestra hepatectomizada y Sham, fueron mayores en las muestras totales al
compararlas con las muestras ultra-centrifugadas, indicando que una parte de la
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actividad esta particulada. Lo anterior se ve reflejado en la fraccion de actividad
enzimatica determinada en las fraccién particulada obtenida tanto en animales
hepatectomizados como en animales Sham. Al comparar la actividad total en
higado, la fraccion particulada de la ARGasa fue mayor en muestras de animales
hepatectomizados (32.3%) que en animales Sham (19%), indicando que el higado

en regeneracion libera ARGasa en una proporciéon mayor.

En el pulmén, las la actividades de ARGasa fueron similares en las muestras
totales y ultra-centrifugadas. Ademas no se mostré actividad en la fraccion
particulada, lo que nos indica que la actividad de la ARGasa esta toda en forma

soluble en el medio de incubacion.
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Grafica 2.5. A. Cinética de la particién de la actividad enzimatica de la LDH de higado y pulmén en el

medio de incubacién. B. Actividad totales y especificas particuladas de la LDH.

En el caso de la LDH es posible observar actividad enzimatica en el medio de
incubacion, tanto en higado como en pulmdén, y aunque no parece haber

diferencias significativas entre las muestras ultra-centrifugadas y aquellas que no
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lo fueron, se pudo determinar una muy pequefa fraccion de la actividad
particulada en el caso del higado (10.8% para HP 70% y 18.6% para Sham), lo

que no pudo observarse para el pulmon.
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Grafica 2.6. A. Cinética de la particion de la actividad enzimética de la GDH de higado y pulmén en el

medio de incubacion. B. Actividad totales y especificas particuladas de la GDH.

En cuanto a la actividad enzimatica de la GDH puede observarse, tanto en higado
como en pulmén, que en la fraccion que se libera al medio de incubacion hay una

porcidn que se particula, ya que se encuentran diferencias entre la actividad total
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en el medio sin centrifugar y aquella que fue ultra-centrifugada. En el caso del
higado es mas evidente en las muestras obtenidas de ratas Sham, mientras que
en el pulmoén, la presencia de actividad particulada es muy clara en ambos tipos
de muestras (tanto en ratas Sham como en aquellas que fueron sometidas a una
HP 70%). Este hallazgo se ve reflejado cuando se determina la actividad
enzimatica en las fracciones particuladas, donde observamos que para higado, la
mayor actividad se observa en muestras de animales Sham (19.4% de la actividad
determinada en el medio de incubacién), mientras que en pulmén, la actividad
enzimatica encontrada en las muestras de ratas con HP 70% tiene casi el doble de

actividad (44.3% y 25.4%, respectivamente).
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DISCUSION

La regeneracion hepatica es un proceso extraordinario y cuidadosamente
regulado, implicando una cuidadosa regulacién tanto endocrina como paracrina.
La hepatectomia parcial (HP) consiste en remover una parte del higado
quiruargicamente y es uno de los modelos mas utilizados para la investigacion de
los mecanismos reguladores de la proliferacion celular [53]. Este modelo induce
cambios en los flujos hemodinamicos en el higado remanente, al aumentar tres

veces el flujo portal por unidad de tejido.

A nivel celular, las células expuestas a una HP experimentan un cambio a un
estado proliferativo, implicando un ciclo celular controlado. El proceso de
regeneracion también implica un aumento selectivo de enzimas hepaticas en el
suero con patrones caracteristicos de liberacién dependientes de la proliferaciéon
celular compensatoria, considerandose a las actividades séricas como
"marcadoras" del tejido hepatico. Para dilucidar los factores que afectan la salida
de las enzimas al medio extra-hepatico, se han realizado estudios que evidencian
el papel del flujo hemodinamico en la salida de las enzimas del tejido hacia la
sangre, mediante fuerzas mecanicas (friccibn) y activacibn de mecano-
transduccion en células epiteliales [29], demostrandose que el gradiente de salida
no se da por simple difusién, sino que varia de acuerdo a la localizacion celular de
la enzima y la velocidad del flujo, mostrando una liberacion reversible y selectiva

que puede ser dependiente del flujo sanguineo (1) o independiente de él (2).

Se ha postulado que el higado actua como una pieza de interconectividad con
todo el organismo, por lo que se puede suponer que un cambio homeostatico en
este organo puede afectar algunos otros. Experimentos preliminares han

senalado la presencia de la enzima hepatica OTC en el tejido pulmonar.

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue estudiar los posibles
mecanismos que controlan la liberacién de enzimas, a partir de un higado sano de
rata, asi como el efecto de la regeneracion hepatica como resultado de una HP del
70%, que exacerba la liberacidn enzimatica. Ademas, para determinar qué
consecuencias tiene un cambio homeostatico en el higado en otros érganos, se

comparé el efecto de la HP del 70% en la liberacion de enzimas pulmonares,
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donde los “neumocitos”, se encuentran siempre en un estado quiescente. Dado
que se ha demostrado que las presiones hemodinamicas influyen mayormente en
este fendmeno, este estudio se efectud en rebanadas de tejido, las cuales con una
influencia minima o nula de las fuerzas fisicas generadas por un flujo hidrostatico,

liberan cantidades abundantes de enzimas.

En la practica clinica, la liberacion neta de enzimas hacia la circulacion sanguinea
se puede considerar como indicativa de dafo hepatico, independientemente de
que permanezcan en niveles “normales” [26] o se encuentren elevadas en el
organo en cuestion [114]. Cuando se estudiaron en el modelo experimental de
dafio hepatico inducido por la administracion de tetracloruro de carbono (CCls) en
ratas, las actividades enzimaticas en suero sanguineo y en el tejido hepatico, se
demostrd que las actividades varian de acuerdo a la enzima estudiada [31], con un
patron de aparicion determinado, en donde las enzimas consideradas
“‘marcadoras” de localizacion mitocondrial, tardan mas en aparecer que las
enzimas que se encuentran en el citoplasma del higado [91,114]. Por ejemplo, las
actividades de las isoenzimas de la malato deshidrogenasa (MDH) y de la TGO,
que aparecen en el medio de perfusiéon del higado aislado, se derivan
principalmente del citoplasma hepatico y no de las isoformas mitocondriales
[93,114]. Por lo tanto, la liberacién de enzimas a partir de un érgano determinado
puede depender de alteraciones en la integridad de las membranas plasmatica,
una disfuncién mitocondrial y/o cambios probables en la regulacién del volumen
celular [34,104]; ademas, la tasa de liberacion de una enzima dada también puede
depender de la susceptibilidad del tipo de la célula hepatica danada en el

“‘microambiente” celular del higado [43,71].

En el caso de enfermedades hepaticas avanzadas, se encuentran valores altos de
actividades séricas para la TGO y la TGP, y se dice que la relacion TGO/TGP
(Ritis ratio) esta asociada al tipo de lesion hepatica y/o a su progresion, lo que le
confiere un valor pronéstico [10,104,107]. Del mismo modo, se ha sugerido que las
variaciones plasmaticas de la GDH pueden reflejar necrosis celular,
preferencialmente en la zona de la vena central de los I6bulos hepaticos [43]. En
relacion a la preservacion de trasplantes, las actividades de la TGO y la de la LDH,
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asi como la produccion de urea, parecen discriminar entre higados viables y no-
viables [55,108]; sin embargo, el que aumente la actividad de transaminasas
durante la perfusion de un higado potencialmente adecuado para trasplante, no
significa necesariamente que el érgano se haya dafiado durante la preservacion
[106].

En el caso del higado de rata en regeneracion inducida por una HP, hemos
encontrado un patréon de liberacion de enzimas a la circulacion totalmente
diferente a lo que se encuentra en modelos de regeneracion inducidos por dafo
quimico al higado. A pesar de que los niveles séricos tanto de TGP como de TGO
reflejan la progresidon de la necrosis, que también se induce por la administracion
aguda de CCls en ratas [50], se ha reportado una disociacion entre el potencial
proliferativo hepatico y la salida masiva de enzimas del higado necroético. De
hecho, en el modelo de dafio hepatico por CCls se puede diferenciar la etapa de
liberacion de enzimas que corresponde a la necrosis masiva, de la etapa que
representar una regeneracidon compensatoria del higado [31]. Estos datos
confirman que la magnitud del indice mitético de los hepatocitos corre en paralelo
con la extension de la necrosis, mientras que los niveles séricos de TGP y de TGO
aumentan mas tempranamente sin una clara correlacion con la necrosis o

proliferacion celular [56].

De manera muy importante, nuestro grupo de investigacion encontré una
predominancia en la liberacion de enzimas que se localizan en la mitocondria
(principalmente OTC y GDH) sobre aquellas consideradas “citoplasmicas” (LDH vy
TGP) en ratas sometidas a una hepatectomia del 70%, lo que contrasta con los
modelos de regeneracion hepatica por dafio quimico. Esta situacion “dnica” no se
acompafio de una disminucion de estas enzimas en el tejido hepatico remanente
después de la HP, excepto en el caso de la LDH [29]. Igualmente se encontrd, que
la magnitud de liberacion enzimatica depende de la cantidad del tejido removido;
sin embargo, el porcentaje de la HP no afecta la predominancia de liberaciéon de
enzimas mitocondriales [29]. El aumento transitorio de enzimas liberadas a la
sangre inducido por una HP, se conoce desde hace muchos afos [5,7,12], pero

recientemente se ha relacionado con una mayor mortalidad en ratas sometidas a
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HP mayores del 70% [83]. Creemos que esta mortalidad esta relacionada al
aumento dramatico en el flujo de la vena porta que se da al pasar la sangre portal
a través de una masa hepatica disminuida por la cirugia y esto, a su vez, induce la
activaciéon progresiva de las células de Kupffer en el higado remanente y
promueve la liberacion de factores pro-inflamatorios [83,112]. Sin embargo, los
trasplantes parciales de higado se han hecho con éxito, pese al aumento abrupto
de actividad sérica de TGP, la cual se normaliza progresivamente en la semana
siguiente al trasplante [109]. Por lo tanto, a pesar de que las enzimas hepaticas se
pueden liberar masivamente, esto no impide que se generen sefales tempranas
de regeneracion que permitan la restauracion exitosa de la masa hepatica original
[76,83].

Con base en esto, se ha dicho que la liberacion de enzimas por parte del higado
en proliferacion es un proceso selectivo, donde ocurre una predominancia clara en
la salida de enzimas que se encuentran en el compartimiento mitocondrial hacia la
circulacion sistémica [29]. Esta liberacion de enzimas hepaticas mitocondriales
coincide con los picos de sintesis de DNA, en ausencia de alteraciones
morfoldgicas evidentes in vivo [76] e in vitro [29]. En el trabajo de Diaz-Juarez et
al. [29], se demostrd que la liberacion diferencial de enzimas por parte del higado
en regeneracién se puede reproducir en modelos in vitro de higado perfundido,
solo variando la relacién velocidad de flujo/masa hepatica. Los efectos de
aumentar el cociente flujo/masa sobre la liberacion de enzimas fueron reversibles,
ademas, se pudo incrementar la salida de enzimas hepaticas en o6rganos de
animales controles, que mimetizaron parcialmente lo que ocurre en higados
provenientes de animales sujetos a una HP. También se demostrd, en
preparaciones in vitro, que una fraccion muy importante de las enzimas liberadas
no dependié de factores extra-hepaticos, sin que se observaran grandes
alteraciones en la morfologia hepatica a pesar de que estos 6rganos fueron
sometidos a perfusiones prolongadas [29]. La liberacion de enzimas también se
registré en rebanadas hepaticas y en hepatocitos aislados, aunque de magnitudes
muy diferentes [29]. Estos efectos diferenciales en la liberacion de enzimas
coinciden con el hallazgo de que la actividad sérica de GDH aumenta mucho en

muestras de animales con hepatectomia, mientras que en preparaciones in vitro
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se libera muy poco. Esto se podria explicar si los niveles séricos de la GDH se
remueven o eliminan lentamente en animales con HP, ya que se ha reportado una
variabilidad grande en la vida media de las actividades séricas de enzimas
diferentes [81]. Por otro lado, el hecho de que la liberacion de enzimas sea
parcialmente independiente de factores extra-hepaticos, indicaria la existencia de
factores hepaticos locales de importancia en el control de este fendmeno [16].
Estos hallazgos permiten sugerir que las fuerzas mecanicas ejercen una influencia
importante en la liberacion de enzimas por parte de higados sanos y de 6rganos
en regeneracion, donde las células endoteliales pueden ser las “dianas” de estas

fuerzas mecanicas.

Esto ultimo se comprobd con otro protocolo experimental donde se estudio la
participacion o papel del estrés por friccion (“shear stress”) al que estan sometidas
las células endoteliales de los vasos sanguineos [28]. Aqui se demostré que la
liberacion de enzimas hepaticas “citoplasmicas” depende en gran medida de la
entrada de calcio extracelular, probablemente a través de canales de calcio
activados por estiramiento (“stretch-sensitive”). Ademas, de que la produccion de
NO también ejerce cierta regulacion sobre la liberacion de enzimas, principalmente
en aquellas “mitocondriales”. Todo esto esta fuertemente regulado por la magnitud
de estrés por estiramiento, o que se demostré a través de incrementar la
viscosidad del medio de perfusién, que también afecté en una forma selectiva la

liberacion de las enzimas hepaticas que se determinaron en este estudio [28].

Lo anterior concuerda con lo que se ha visto en relacion a la liberacion de enzimas
hepaticas durante el proceso de regeneracion en ratas, liberacion que se asocia
mas frecuentemente con periodos de isquemia, reperfusion y cambios
hemodinamicos. Por ejemplo, cuando se inducen periodos cortos de isquemia en
el higado durante la proliferacion, se promueve la aparicion de niveles altos de
actividades séricas de la TGP y de la TGO, pero sin afectar la capacidad
regenerativa del higado [68]. De aqui, que exista un mecanismo dependiente de
los cambios de presion del flujo que controla parcialmente la liberacion de
enzimas, y que sea el responsable de traducir las sefiales que ejercen las fuerzas

fisicas sobre el endotelio y otras estructuras hepaticas (parénquima) como una
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funcién, conocida como “mecano-transduccion”, donde el estrés por estiramiento

es de importancia fundamental [57].

La mecano-transduccion regula muchos procesos fisiolégicos en mamiferos que
incluyen el control de la presion sanguinea, asi como respuestas al estiramiento
de varios érganos vascularizados [59]. Esta fuerza mecanica de transduccién
puede regular, a través de sefales bioquimicas intracelulares en las células
endoteliales, eventos como el control del flujo sanguineo en el rifidn y la presién

arterial involucrando muchas moléculas aun desconocidas [19].

Actualmente se conoce un numero importante de eventos intracelulares que son
“disparados” por el estrés de friccidon y que induce el paso de un fluido. Estos,
incluyen una estimulacion directa a las proteinas trans-membranales en la
superficie luminal de los vasos sanguineos, activacion de canales ionicos,
movilizacion de calcio intracelular y produccién de NO [2]. El estrés mecanico se
traduce a lo largo de los elementos del cito-esqueleto, lo que produce cambios en
las membranas de las células endoteliales, que actuan como mecano-receptores
primarios en respuesta a la fricciéon [82]. Un posible papel que puede tener la
mecano-transduccion en la liberacion de las enzimas hepaticas podria estar ligado
a que, al incrementar la magnitud de estrés por friccion inducida por un flujo dado,
dicha mecano-transduccion regula la entrada de calcio a la célula y la produccién
de NO [28].

Las fuerzas de estiramiento aumentan la cantidad de calcio intracelular a través de
los canales sensibles al calcio y, adversamente, forman especies reactivas de
oxigeno (EROs), que podrian ser las responsables del dafo celular [15]. Sin
embargo, algunos estudios sugieren, que al aplicar una fuerza mecanica a las
integrinas de membrana, se pueden activar los canales idonicos mecano-sensibles
que participan en la modulacion de la estructura del cito-esqueleto o en su
contractilidad [38]. La produccion de estrés por friccion laminar ejerce efectos anti-
apoptaticos, anti-ateroscleroticos y anti-trombéticos en las células endoteliales, y
la fuerza mecanica puede regular el desarrollo cardiaco, incluyendo apoptosis de
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cardiocitos, remodelacion eléctrica del corazon, asi como cambios en la expresion

geénica y efectos autocrinos y paracrinos [96].

A pesar de lo ya expuesto, la cuestion de ¢ por qué las enzimas mitocondriales se
liberan mas que las citoplasmicas en el higado de rata en regeneracion? continua
aun sin una respuesta. En relacién a la mitocondria, existe suficiente evidencia
que indica que la funcion mitocondrial aumenta en lugar de estar dafiada durante
la proliferacion hepatica [44,51,80]. Entonces, si un posible dafio mitocondrial
inducido por la HP se puede descartar como la causa de la liberacion de enzimas
mitocondriales hacia el citoplasma hepatico [40], los mecanismos involucrados en
este fendmeno permanecen desconocidos. De tal manera, que el presente trabajo
de tesis haya sido un intento experimental de explicar esos mecanismos

autocrinos y paracrinos.

Por ejemplo en el caso de la OTC, la actividad enzimatica aumento casi dos veces
después de 24 h de la HP 70%, manteniéndose este aumento a las 48 h, lo que
nos esta indicando un claro efecto de la HP 70% sobre la expresion de la enzima y
la regeneracion hepatica; sin embargo, tanto en los controles como en los
animales hepatectomizados la actividad de la enzima en el tejido hepatico no
disminuy6é después de la incubacion; a pesar de ello, al medir la cinética de
liberacion de la enzima al medio, se observdé un poco de actividad a tiempos
cortos, que fue mas evidente en animales con HP, aunque sin ser significativa. En
el caso de otra enzima de localizacién mitocondrial, la GDH, no se aprecié un
aumento en su actividad enzimatica como resultado de la HP al 70%, aunque si se
observo una liberacion discreta al medio después de la incubacion del tejido. Sin
embargo, se ha demostrado que hay un claro efecto en muestras de animales
hepatectomizados al aumentar tres veces el flujo hemodinamico por perfusion [29].
Esta discrepancia se podria explicar por la existencia de posibles “pools”, o sea
enzimas maduras confinadas en algun compartimento sub-celular, principalmente
vesiculas, que ademas no dependen de sintesis de novo de las enzimas, ya que
este fendmeno ocurre, incluso, tratando a los animales con clicloheximida, que es
un compuesto bien reconocido que inhibe la sintesis de proteinas en células

eucariontes.
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En el caso de las enzimas citoplasmicas, los resultados fueron muy diferentes. Por
ejemplo, la actividad enzimatica encontrada en el tejido hepatico de la LDH
después de la HP al 70% disminuye en relacién a sus controles, siendo mas
evidente a las 24 h después de realizada la hepatectomia. Asi mismo, la actividad
de la enzima es liberada al medio a partir del tejido hepatico en mayor proporcion
a ese tiempo. En cambio, la ARGasa, que es la enzima con mayor actividad en el
tejido hepatico, aumenta su actividad en higado después de la HP, y muestra una
clara salida del tejido hepatico al medio después de su incubacion. Por otro lado,
la otra enzima considera exclusiva de citoplasma hepatico, la TGP, no muestra
cambios significativos en su actividad después de la HP, pero si es clara su
liberacion al medio de incubacién, aunque esta no sea significativa
estadisticamente. Estos datos apoyan a lo previamente reportado, sobre que la
liberacion de enzimas hepaticas citoplasmicas depende de la entrada de calcio
extracelular, mientras que la produccién de NO regula mas la liberacion de
enzimas mitocondriales, como se demostro al usar bloqueadores de canales de

calcio, asi como inhibiendo la produccion de NO [28].

En cuanto a los resultados encontrados en las enzimas del pulmén, estos
contrastaron mucho con respecto al tejido hepatico. En el pulmdén de rata adulta
encontramos una actividad muy baja de la enzima mitocondrial hepatica OTC,
similar a la reportada para pulmoén de humanos adultos (4-4.2%), comparadas con
las determinadas en sus correspondientes higados [41]. En el tejido pulmonar de
animales sometidos a HP aumentaron los niveles de la actividad de OTC 1.5
veces con respecto a los controles; se pudo observar liberacion de esta actividad
enzimatica al medio de incubacién, aunque no se observo disminucion significativa
en el tejido pulmonar después de ser incubado. La actividad de OTC pulmonar se
libera también al medio de incubacion de ratas controles, aunque en menor
proporcion. Estos resultados sugieren que el aumento observado en la actividad
de OTC pulmonar en ratas que habian sufrido la HP70%, se debié a una
“‘importacion” de la OTC circulante en sangre, liberada a partir del higado
proliferante in vivo; ademas, pareciera que el proceso de regeneracion hepatica en

la rata requiere de un cierto aumento de la OTC en el pulmén.
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La ARGasa es una enzima citoplasmatica muy importante por su relacién con la
inmunidad celular, involucrada en la proliferacion celular al ser una fuente de
ornitina para la sintesis de poliaminas y cuya presencia es muy importante en el
higado. Se ha reportado la presencia de la ARGasa tanto en pulmén de rata como
el de humano [20,73]. Nuestros resultados nos muestran que el tejido pulmonar de
animales controles liberd actividad de ARGasa al medio de incubacion, a pesar de
que esta liberacion no fue estadisticamente significativa. La hepatectomia
incrementa la actividad de la enzima pulmonar aun mas que para el caso de la
OTC (hasta 3.5 veces a las 24 post-cirugia) pero, a diferencia de lo que ocurrié
con la OTC, la mayor liberacion de la actividad de ARGasa al medio fue
observado a las 48 h de haberse efectuado la HP. Tanto la OTC como la ARGasa
son enzimas involucradas en el ciclo de la urea en higado; de acuerdo a nuestros
resultados, podemos proponer que ambas enzimas parecen liberarse con la
misma temporalidad a la circulacion sistémica, en el higado de rata en
regeneracion. Sin embargo, pareceria que en el pulmén no ocurre lo mismo,
aunque se debe de considerar que los niveles de actividad para ambas enzimas

son muy bajos en este tejido.

En el caso de la TGP, no se ha reportado esta actividad en el pulmén de rata, pero
existe una actividad de TGP en células cancerosas de pulmén humano [14]. En
nuestro modelo, pudimos detectar una considerable actividad de TGP en pulmodn,

la cual se libera en una proporcién muy baja y la HP no tuvo efecto.

El pulmén de rata tiene una considerable actividad de TGO [64], como ocurre en
otros tejidos ademas del higado y corazén. En el caso del pulmén, se habla de
una AST-1, que en un modelo de hipertension pulmonar en rata, disminuye su
expresion de manera paralela a la acumulacion de colagena en el pulmon [64]. La
liberacidn de esta enzima a partir del pulmoén fue también muy pequena y tampoco
encontramos efecto de la HP en la liberacién de su actividad enzimatica en el

tejido pulmonar.
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En cuanto a las deshidrogenasas en el tejido pulmonar, se ha reportado que la
LDH se sobre-expresa en tumores cancerosos de pulmén [110]. En este estudio,
encontramos que la LDH se libera activamente del pulmén al medio de incubacion;
la HP al 70% increment6 su liberacion a las 24 horas post-cirugia e,
interesantemente, disminuyo su actividad a las 48 h en relacion a su control,
indicando que la actividad de la LDH pulmonar disminuye cuando el higado esta
en proliferacion; este hallazgo no podemos explicarlo y debera ser investigado con
mayor detalle. Proponemos dos posibles explicaciones: (1) se ha demostrado en
investigaciones preliminares que el nivel de LDH aumenta en la mitocondria
cuando el tejido hepatico es sometido a una HP, por lo tanto la cantidad de enzima
contenida en la mitocondria no es considerada en la determinacion de actividad
enzimatica en tejido hepatico y (2) la liberacion post-HP de la LDH al suero podria
contribuir a su disminucion en el tejido en condiciones in vivo. La HP aumenta la
liberacion de LDH hacia la circulacidon in vivo y, aunque suponemos que dicho
aumento en la actividad sérica de la LDH dependeria del higado remanente, no

podemos descartar una participacién del pulmon en este proceso.

Finalmente, el pulmén tiene una cantidad significativa de actividad de GDH
involucrada en el metabolismo de amonio por el pulmén, aunque la principal ruta
de destoxificacion de este cation es la reaccion de la glutamina sintetasa [23]. La
GDH se liberod del pulmén control, aunque no fue estadisticamente significativo. La
remocién quirurgica de una parte del higado, nuevamente disminuyo los niveles de
la actividad enzimatica, sin modificar la tasa de liberacion de la actividad al medio

de incubacion.

En conjunto, estos datos muestran que un érgano como el pulmén puede liberar

también actividad enzimatica al torrente sanguineo en forma diferencial.

De todas las enzimas estudiadas, tanto en higado asi como en el pulmén, la Unica
actividad enzimatica que se encuentra muy disminuida en el pulmén, es la de la
OTC. Nuestra observacion es que la presencia de esta enzima solo se eleva en el
pulmoén de las ratas sujetas a una HP y su liberacion a partir de este érgano
aumenta solo a las 24 horas post-cirugia. De aqui, suponemos que ese aumento
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de actividad de OTC pulmonar es de origen hepatico y la “importacion” al pulmén
es por via sanguinea. Sin embargo, esta posibilidad abre la pregunta de ¢como
una enzima cataliticamente activa pueda ser transportada al interior de un tejido,

como el pulmén?

Durante la ultima década se ha confirmado que practicamente todas las células
son capaces de liberar paquetes de informacion con el potencial de regular el
funcionamiento celular a larga distancia. Estos paquetes son secretados al
espacio extracelular en forma de vesiculas membranosas que contienen un
repertorio de proteinas y moléculas de ARN determinado por la célula que las
produce. El cargamento y concentracion de las vesiculas extracelulares se
modifica drasticamente en casos de enfermedades crénicas y degenerativas.
Puesto que las vesiculas extracelulares modulan a distancia la funcion celular, es
posible que la informacion contenida en las vesiculas extracelulares pudiera iniciar

procesos degenerativos en ciertos tejidos.

Una vesicula extracelular engloba a las particulas esferoides y membranosas que
son liberadas al espacio extracelular por practicamente todas las células
procariontes y eucariontes [87]. Por su origen subcelular, las vesiculas se han
clasificado en exosomas, ectosomas (también conocidas como microparticulas o
microvesiculas) y cuerpos apoptéticos. Actualmente los tipos de vesiculas que se
consideran relevantes para el proceso de comunicacion intercelular son los
exosomas Y los ectosomas. Los exosomas se generan por la invaginacién de los
denominados cuerpos multivesiculares que a su vez provienen de endosomas
tempranos [48,86]. Los exosomas son secretados tras la fusion de los cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica. Dado su origen subcelular, los
exosomas presentan un enriquecimiento de proteinas endosomales como las
tetraspaninas (CD9, CD81 y CD63) y de lipidos como el colesterol, la
esfingomielina, la ceramida y la fosfatidilserina [22]. De manera similar, los
ectosomas presentan una composicion lipidica y proteica mas parecida a la
membrana celular, ya que se forman a partir del desprendimiento de dominios de

la membrana.
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El método mas convencional para su aislamiento es la centrifugacion diferencial y
ultra-centrifugacion (100,000 a 200,000g), que permite obtener una coleccién de
particulas que se les denomina vesiculas extracelulares para referirse a todas las
subpoblaciones de vesiculas independientemente de su origen [66]. Los
mecanismos de produccién de los exosomas comprenden la maduracion de los
endosomas (organelos involucrados en el reciclamiento de componentes de
membrana y degradacion de proteinas), que se van acumulando como vesiculas
en su lumen. Algunas subpoblaciones de endosomas o cuerpos multivesiculares
que contienen tetraspaninas y marcadores de endosomas tardios son capaces de
fusionarse con la membrana celular y liberar las vesiculas al exterior [22]. En la
movilizacion, reciclamiento y fusidén de los cuerpos multivesiculares a la membrana
plasmatica, estan involucradas proteinas de las familias Rab, SNARE y SNAP.
Aunque se ha avanzado en el entendimiento de los mecanismos intracelulares que
participan en la secrecion de los exosomas, todavia no se conoce a cabalidad las
vias de sefializacién que regulan su secrecién en condiciones fisiologicas. De igual
manera, tampoco se sabe qué determina que se liberen vesiculas de
compartimentos intracelulares o de la membrana plasmatica y como varia esta

proporcion dependiendo del tipo celular.

Uno de los aspectos mas sobresalientes de las vesiculas extracelulares es que
funcionan como vectores de moléculas de ARN (ARNmi, ARNm, ARNInc, ARNpi),
lo cual les brinda el potencial de modificar la expresién genética, y por ende la
funcionalidad, de las células receptoras [97,103]. Ademas, se han predicho por
analisis bio-informaticos posibles secuencias de ARN que determinan su movilidad
en vesiculas extracelulares [9]. No obstante, sigue sin entenderse como se
determina el contenido de una vesicula. Mucho menos se conoce las
implicaciones funcionales que trae consigo un cambio en la composicion molecular
de las vesiculas extracelulares para la fisiologia general de un organismo. Sin
embargo, el hecho de que las vesiculas circulen en todos los fluidos corporales
(sangre, saliva, orina, liquido sinovial, liquido biliar, leche, liquido cefalorraquideo,
etc.), hace suponer que juegan un papel primordial en la regulacion de los
procesos fisiologicos. Ademas, el estudio de las vesiculas extracelulares ha
adquirido gran relevancia clinica por su uso potencial en diagndstico y terapia. Se
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postula que la composicion molecular de la vesicula pudiera reflejar diferentes
estadios de una enfermedad y servir como monitor de la accion de algun
tratamiento [77]. De igual manera, las vesiculas extracelulares también participan
en procesos homeostaticos tales como la coagulacion, la angiogénesis, la
respuesta inmune, el desarrollo embrionario, la reparacion tisular y el

mantenimiento de nichos de células troncales y calcificacién 6sea [49,111].

El estudio de la funcién de las vesiculas en condiciones normales es un area en
pleno desarrollo que al momento solo ha permitido la asociacion de ciertos
componentes de las vesiculas con la regulacién de algunos procesos biologicos.
En un modelo de reparacién hepatica, las vesiculas extracelulares derivadas de
células madre del higado aceleraron la recuperacion morfoldgica y funcional en un
proceso dependiente de la transferencia de ARN [52]. Un papel bien definido de
las vesiculas es su participacion en procesos de mineralizacion del hueso. Las
vesiculas extracelulares contienen las enzimas y proteinas necesarias para
promover la formacion de cristales de hidroxiapatita; ademas, transportan BMP,
VEGEF vy la sialoproteina de hueso, que en conjunto promueven la expresion de la

fosfatasa alcalina y la formacién de capilares en la placa de crecimiento [79].

De acuerdo a estos reportes, nosotros planteamos que existe la posibilidad de que
las enzimas hepaticas puedan ser transportadas en estas particulas lipidicas, los
exosomas, lo cual explicaria mucho de los hallazgos en relacion a los mecanismos
que controlan la importacién y exportacion de estas enzimas. La actividad
enzimatica presente en el medio de incubacion de los tejidos hepatico y pulmonar
en las diferentes condiciones, fue comparada con una fracciéon de este medio
donde se obtuvieron exosomas por ultra-centrifugacion; los resultados obtenidos
fueron muy interesantes. La actividad enzimatica de OTC fue muy importante en
los exosomas aislados del medio de incubacion del tejido hepatico, en las
diferentes condiciones, mientras que en el pulmén la actividad observada en estas
vesiculas fue discreta. Estos resultados sugieren que de ser cierto que la OTC sea
exportada del higado al pulmén, posiblemente ocurra a través de una cubierta
lipidica. En cuanto a la ARGasa, que es la enzima con mayor tasa de liberacion
hepatica, mostré6 un alto porcentaje de exosomas, cuya mayor actividad fue
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determinada en higado en proliferacion. Bajo estas mismas condiciones el pulmoén
no liber6 enzimas particuladas, por lo que postulamos que el contenido de
ARGasa en tejido pulmonar esta relacionado a la exportacién desde el higado y

que esta ARGasa no se libera a partir del pulmén, mas que en forma soluble.

La LDH mostré salida de enzima particulada a partir del tejido hepatico y, al igual
que la ARGasa, no mostro precipitacidn alguna en tejido pulmonar, lo que quiere
decir que su salida es en forma soluble. La GDH, por su parte, presentd un alto
porcentaje de actividad enzimatica particulada en muestras control, con respecto
al higado en proliferacion; en cambio el pulmon presenta un patron contrario en el
cual la HP aumenta la particulacion de GDH en el medio. Estos datos pueden
indicar que cuando hay una induccién de proliferacién en el higado, el pulmén en

"repuesta" puede contribuir al aumento en suero de GDH.

La TGO en tejido hepatico liberé un pequefio porcentaje de enzima particulada al
medio, donde la mayor cantidad se obtuvo a partir de rebanadas de higado de
animales control. En cuanto al tejido pulmonar, la TGO sorprendentemente liberd
un alto porcentaje de actividad enzimatica particulada. La actividad de la otra
transaminasa evaluada, la TGP, no pudo ser observada en la fraccion particulada
ni en el pulmon ni en el higado, lo cual nos indica que la enzima liberada en el

medio es mayormente soluble.

En general, en este estudio encontramos que la mayoria de las enzimas hepaticas
estudiadas salen en una gran proporciéon en forma particulada, lo que indica que
estan localizadas en los exosomas. En el caso del pulmon, las pocas enzimas
liberadas a partir de este d6rgano, se encuentran de manera “soluble”. Esta
discrepancia podria explicarse en el hecho de que las enzimas hepaticas se
liberan en dos estados, uno soluble y otro “particulado”, siendo este ultimo el que,
por mecanismos aun desconocidos, pudiese atravesar las membranas celulares y

alcanzar érganos a distancia.

A pesar de que existe la idea de que la liberacidn de enzimas por parte del higado

podria ser un mecanismo de sefalizacién a distancia, se requiere aun de mucho
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trabajo para explorar estas posibilidades que abren por completo un nuevo campo
de investigacion en el area de la biologia celular y la fisiologia.
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CONCLUSIONES

» Se demostré que el tejido hepatico libera actividad enzimatica a través de un
mecanismo independiente del flujo de perfusion. Ademas, las enzimas de
localizacion mitocondrial presentan tasas mayores de liberacion que las

citoplasmicas.

» Se observd que la liberacién de la actividad enzimatica es aun mayor en el
higado en regeneraciéon posterior a hepatectomia parcial. Este efecto fue
transitorio, puesto que a las 48 horas posteriores a la cirugia, no hubo ya

diferencias entre higados proliferantes y aquellos quiescentes (controles).

» En comparacion, el pulmon de la rata mostrd una discreta liberacion de
actividad enzimatica (después de incubacién in vitro), a pesar de poseer

actividades significativas de la mayoria de las enzimas estudiadas.

» El pulmdén normal de rata adulta presenté actividad muy baja de OTC, la cual
se incrementd en muestras de animales hepatectomizados. Esto nos hace
suponer que la OTC encontrada en pulmén tuvo su origen hepatico y se importo al

pulmon por via sanguinea.

» Las enzimas hepaticas se liberan en dos estados o situaciones, solubles o
particuladas, presumiblemente en exosomas. De aqui que consideramos que
algunas enzimas hepaticas pueden alcanzar y ser incorporadas por otros organos

cuando se transportan a través de dichos exosomas.

» Se encontré una actividad especifica relativamente alta en los precipitados del
medio de incubacion, lo que refuerza la idea de que ese confinamiento de enzimas
hepaticas en exosomas tiene una funcion fisiolégica como parte de un nuevo

mecanismo de sefializacién inter-érganos.
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PERSPECTIVA

» Demostrar que las enzimas liberadas del higado se incorporan en el pulmon,

preferencialmente o Unicamente en su forma particulada.

» En caso de conseguir lo anterior, estudiar cambios del metabolismo pulmonar
como consecuencia de importar enzimas cataliticamente activas que en

condiciones normales no se encuentran en este tejido.

» Comparar la expresion de algunas enzimas como la OTC y la ARGasa tanto en
higado control como bajo condiciones de proliferacién, y contrastarla con su

expresion en los pulmones de los mismos animales.
» Aislar y “purificar” los exosomas, para caracterizar que otros componentes

moleculares acompafan a las enzimas liberadas, buscando en particular factores

de crecimiento y citocinas.
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ANEXO

Hepatectomia parcial del 70% con exclusion previa de los Iébulos
eliminados. (A) Higado normal de rata diferenciado en los I6bulos medianos vy
laterales izquierdos que se elevan hacia la cabeza de la rata, para descubrir los
I6bulos lateral derecho y caudado. El arbol biliar, la arteria hepatica y la vena porta
estan expuestos en el hilio del higado. (B) Las venas que irrigan a los Iébulos
mediales y lateral izquierdo son ligadas. Posteriormente los I6bulos son disecados

y removidos, para finalmente cerrar la abertura por planos [120].
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Procedimiento quirurgico en sujetos experimentales. (A) HP-70%: Incisién abdominal
en rata Wistar y remocion de Iébulos mediales y lateral izquierdo. (B) Sham: Incision

abdominal, sin remover ningun I6bulo del higado [121].
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