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Si has construido castillos en el aire...
no has perdido el tiempo,
alli es donde deben estar.
Ahora, ponle cimientos.

Thoreau
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Introduccion a la cirugia hepatica
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Resefia historica de la cirugia hepatica

A principios del siglo XVII,
Wilhelm  Fabricius  Hildanus
describié las primeras maniobras
quirurgicas realizadas con éxito en
las heridas hepaticas penetrantes;
series subsiguientes fueron

descriptas durante las guerras

Napoleénicas y Franco-Prusiana ¢

Wilhelm Fabricius Hildanus (1560-1634) realizando un 3)

procedimineto quirdrgico en la era pre-anestesia.

El primer intento de reseccion de
un tumor hepatico no fue llevado a cabo hasta el 1886 por Luis, quien ese mismo afio
extirpd un adenoma del Iébulo izquierdo mediante ligadura y corte del peddnculo
tumoral, con intentos fallidos de hemostasia por lo que, no sorpresivamente, el paciente
murié en las primeras horas de postoperatorio por hemorragia .

La primera reseccion hepatica exitosa se atribuye a von Langenbuch, quien en 1888,
resecd una porcion del 16bulo izquierdo de 370 gramos que contenia un adenoma.

Dos afios mas tarde, McLane Tiffany, cirujano de Baltimore, report6 la exportacion de
un tumor benigno y al afio siguiente se realiz6 en manos de Lucke la primera reseccion
por malignidad .

En 1908, en una magistral presentacién, J. Hogarth Pringle describié la maniobra de
clampeo temporaneo de todos los elementos del pediculo hepéatico (maniobra de

Pringle) para el tratamiento de los traumatismos del higado ®.
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En 1911, Wendel publicé el primer caso de hepatectomia derecha por tumor maligno

primario y en el 1940 Cattell fue el primero en remover con éxito una metastasis de un

carcinoma colorrectal © %9,

Fotografia de inicio del S.XX que muestra una operacion conducida
por Sir William Macewen (1848-1924).

A su derecha, lo asiste James Hogarth Pringle.

En 1943, Wangensteen realiz6 en
forma combinada una reseccion
hepatica con gastrectomia Y,
mientras que la primera correcta
descripcion de una reseccion
anatomica pertenece a Raven,
quien en 1948, llevé a cabo una
segmentectomia izquierda por una
metéstasis colonica 2.

En 1952 Lortat-Jacob y Robert
realizaron la primera hepatectomia

derecha @2,

En 1960, Heaney y Jacobson propusieron la “Exclusion Vascular Total”, procedimiento

en el cual toda la circulacion hepatica es interrumpida, (clampeo de pediculo hepético

con clampeo de la vena cava inferior supra e infrahepética) para el tratamiento de

severos traumatismos hepéaticos 4.

Thomas Starzl realiz6 en 1963 en Denver el primer trasplante de higado en humanos

con escaso éxito, sin embargo, su persistencia se vio premiada en los afios

subsiguientes. En 1968 se inauguraba el segundo equipo de trasplante hepatico en el

mundo bajo la direccion de Sir Roy Yorke Calne en Cambridge.
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Grandes esfuerzos durante mas de dos décadas, permitieron los actuales alentadores
resultados del trasplante hepatico con una excelente sobrevida de los pacientes e injertos
(15)

A pesar de los anteriormente mencionados, lentos pero
firmes pasos en la cirugia hepatica, ésta fue considerada
: hasta décadas recientes un campo “heroico” de la

medicina asociado con importante pérdida hematica y

elevadas morbilidad y mortalidad. Con esta “reputacion”

4

Thomas Starzl extrema a pacientes en condiciones criticas.

la cirugia hepética era solamente ofrecida como medida

Los avances tecnoldgicos, la mejor comprension de la anatomia y de la fisiologia
hepaticas, el perfeccionamiento del soporte anestésico y del manejo postoperatorio junto
a un entrenamiento quirdrgico intensivo han contribuido a su desarrollo y continuo
avance.

Hoy, la cirugia hepatica es uno de los campos mas
complejos y exitosos de la especialidad, incluye una
sofisticada variedad de procedimientos que abarcan
desde la realizacion de técnicas miniinvasivas al uso de

complejos injertos segmentarios obtenidos de donantes

cadavéricos o0, incluso, de donantes vivos para

Sir Roy Yorke Calne trasplante.

10
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Trasplante hepatico: revolucion de la cirugia hepatica

San Cosme y San Damian, gemelos que ejercian la medicina gratuitamente. Vivieron durante la época del emperador romano

Diocleciano (284-305). Fueron inmortalizados en diferentes pinturas “trasplantando” a un sacerdote el miembro inferior.

El higado es el 6rgano noble por excelencia. La historia del trasplante hepético va
indisolublemente ligada a la de un cirujano norteamericano nacido en lowa: Thomas
Starzl. Verdadero antecesor de los cirugia trasplantolégica que constituye actualmente
una verdadera especialidad en todo el mundo. Fue uno de los primeros cirujanos en
hacer trasplantes renales al inicio de los afios sesenta. Prepard una técnica experimental
de trasplantes en animales que validé hasta la saciedad y el 1 de marzo de 1963, llevé a
cabo el primer trasplante de higado en el Veteran’s Hospital de Denver, Colorado. El
receptor seria un nifio de 3 afios victima de una atresia congénita de la via biliar, al que
implantd el 6rgano de otro nifio fallecido como consecuencia de un tumor cerebral.
Como el mismo Starzl describiera graficamente: “la intervencién comenzé con un clima
de confianza que sin embargo acabd en tragedia”. El nifio murié por hemorragia en la
sala operatoria. Dos meses mas tarde, el 5 de mayo, realizé el segundo intento en un

hombre de 48 afios con un cancer de higado que recibi6 el 6rgano de un paciente de 55

11
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afios muerto a causa de un tumor cerebral. El paciente trasplantado vivio 22 dias, pero
murio a causa de embolia pulmonar con el injerto funcionando. EI camino comenzaba a
abrirse.... pero solo un poco. Entre 1963 y 1967, en Francia (Demirleau), Inglaterra
(Calne) y los Estados Unidos (Starzl) se hicieron varias decenas de trasplantes hepaticos
con resultados diversos, sin alcanzar el afio de sobrevida 9.

La historia del trasplante de higado esta plagada de numerosos intentos en todo el
mundo durante las décadas de los sesenta y los setenta, pero con unos resultados muy
pobres, que en las mejores manos apenas suponia una sobrevida al afio del 30% de los
pacientes.

Hubo que esperar a la década de los ochenta para que los avances quirdrgicos,
anestesiologicos, de manejo de la coagulacion, de las terapias antibioticas, y sobre todo
de la inmunosupresion llevaran a una verdadera explosion de la técnica.

Finalmente, una conferencia de consenso celebrada en Bethesda (Maryland) en Junio de
1983 declara al trasplante hepatico de utilidad terapéutica demostrada, llevando a su
verdadera difusién por todo el mundo ©?. La sobrevida al afio pasé del 30 al 70%,
mejorando mas aln subsecuentemente, en enfermos que, de otra forma, eran
condenados a muerte en dias 0 meses.

La disparidad entre el nimero siempre creciente de pacientes en lista de espera para
trasplante y la escasez en el nimero de donantes impulsé la ideacion de diferentes
estrategias. El uso de érganos de donantes en paro cardiaco (non-heart-beating-donors),
la biparticién del injerto (split livers), el uso de 6rganos considerados marginales por su
calidad (donantes con importante esteatosis, con positividad para hepatitis B o C,
donantes con tumores malignos extrahepaticos, donantes ancianos, etc.) e incluso el uso
de injertos provenientes de donantes vivos son técnicas utilizadas por la mayoria de los

principales grupos dedicados al trasplante hepatico en el mundo ®V.

12
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Sigue siendo un importante campo de la investigacion la potencial utilizacion de
organos obtenidos de otras especies genéticamente modificadas (fundamentalmente
cerdos y primates) para la realizacion de xenotrasplantes, asi como la realizacion de

trasplante de células madre y hepatocitos.

13
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Isquemia-reperfusion

Revision
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Fisiopatologia de la isquemia-reperfusion hepatica

El proceso de isquemia-reperfusion hepatica (IRH) representa una serie de complejos
eventos que ocurren durante el bloqueo transitorio del flujo de sangre y oxigeno
(isquemia) y el retorno del flujo (reperfusion), condicionando la disfuncién celular del
6rgano 32,

La IRH se produce en diferentes situaciones clinicas que van desde la cirugia del
trauma, reseccion, shock y trasplante, entre otras. En trasplante, la IRH es un fenémeno
inevitable, que se puede minimizar en extremo en los donantes vivos relacionados, pero
que se ve incrementado con el uso de donantes en paro cardiaco (Non-heart-beating
donors) @®. Del 5 al 15 % de los higados trasplantados de donantes cadavéricos
desarrollan no-funcion primaria del injerto (primary non-function) llevando al receptor
al retrasplante o al 6bito mientras que hasta un 30% sufre disfuncion inicial (delayed
graft function) con la consecuente lenta recuperacion 29,

En el trasplante, el higado puede sufrir tres tipos diferentes de isquemia: 1) la isquemia
“fria" que se relaciona casi exclusivamente a la parte ablativa del trasplante, cuando el
organo es intencionalmente conservado en frio para reducir la actividad metabolica
hasta su implante; 2) la isquemia “tibia o caliente” que es caracteristica de la cirugia del
trauma, reseccion hepéatica con clampeo del pediculo, shock hipovolémico, etapa
ablativa del o6rgano para trasplante, y 3) la isquemia de “re-calentamiento” que ocurre
durante la manipulacion del higado y la confeccién de las anastomosis vasculares pre-
reperfusion en el trasplante (considerada generalmente como isquemia tibia) .
Notoriamente, la injuria de las células hepaticas en cada uno de los mencionados tipos

de isquemia se detecta fundamentalmente luego de la reperfusion cuando el aporte de

oxigeno es restablecido.

15
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Fig. 1 Fotografia electrénica de higados de rata
preservados en solucion fria de Euro-Collins por 16
horas. (A) Tipica injuria por isquemia fria con
abalonamiento y desprendimiento de células endoteliales.
(B) Higado a una hora de reperfusion. Células
endoteliales apoptéticas con condensacion de la
cromatina, mitocondrias intactas y vacuolizacion
citoplasmatica. (C) En el mismo grupo, células de
Kupffer activadas con fagolisosomas. S, Sinusoide; EC,
célula endotelial; K, célula de Kupffer; L, linfocito; H,
hepatocito; R, eritrocito; A, cuerpo apoptético. (Con

permiso de Clavien et al.)

del Pozo A.C.

Fig. 2 Micrografia electronica que representa injuria por
isquemia tibia en el higado de rata. Se observa abalonamiento de
células endoteliales acompafiada de necrosis hepatocitaria (nH).
Presencia sinusoidal de polimorfonucleares (PMN), plaguetas
(PLTs) y eritrocitos (R).

Estudios morfoldgicos en animales luego de
cada uno de los diferentes tipos de isquemia
han demostrado diferencias significativas
segun ésta sea fria o tibia. Ya en la década
del ochenta, se observd que la isquemia fria
produce dafio en las células endoteliales
(SEC) ©¥¥  gstas  se

sinusoidales

desprenden, pierden sus procesos
citoplasmaticos, se abalonan como resultado
de la alteracion de la matriz extracelular y
citoesquelética y precipitan en el lumen
sinusoidal (Fig. 1).

A pesar de estos cambios estructurales, la

mayoria de las SEC permanecen vivas durante el periodo de isquemia muriendo

rdpidamente una vez instaurada la reperfusion

(35,36)

16
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La disrupcién de la pared endotelial promueve la adherencia de leucocitos y plagquetas

que inducen alteraciones de la microcirculacion.

El grado de perturbacién del endotelio se correlaciona con la duracion de la isquemia.

Activacion del
complemento

Linfocito CD4

SINUSIOIDE
Leucocito

Célula de Kupffer

[cones [
=

: [APAF-1]
=m HEPATOCITO
4» Fragmentacion ADN J—#=| Muerte Celular

Fig. 3. Mecanismos de injuria por isquemia tibia. El
principal mecanismo incluye apoptosis mediada por
TNF-a, dafio en la distribucion iénica y generacién de
radicales libres (RL). La acumulacién de sodio
intracelular es causada por una combinacion del
bloqueo de la bomba Na+/K+ y el influjo de Na+ por
parte del intercambiador Na+/H+. En la isquemia fria,
factores similares causan injuria de las células
endoteliales. Luego de la reperfusion estas células

sufren rapidamente apoptosis.

La adherencia de plaquetas al endotelio induce la
apoptosis de las SEC durante la reperfusion
post-isquemia ™39, La liberacion de o6xido
nitrico (ON) a partir de las plaquetas en
combinacion con la produccion de radicales
libres durante la re-oxigenacién aumenta la
formacion de perioxinitrito, potente activador de
la apoptosis de las SEC.

En contraste a la isquemia fria, la isquemia tibia,
muy pobremente tolerada, induce una rapida
muerte hepatocitaria (Fig. 2). Este severo dafio
es probablemente precedido por una masiva
muerte de las células endoteliales. El rol de las

células de Kupffer, leucocitos y plaquetas

adheridos constituye una activa area de investigacion. Durante la reperfusion, las células

de Kupffer son activadas, fendmeno que se evidencia por los cambios estructurales, la

formacion de radicales libres, el aumento de la capacidad fagocitaria y la liberacion de

enzimas lisosomales y citoquinas que incluyen el Factor de Necrosis Tumoral Alfa

(TNF-a) (Fig.3). La union de estas sustancias a sus receptores y la liberacion de

radicales libres durante la etapa temprana de la reperfusion inicia un complejo

mecanismo de apoptosis que conduce a la muerte de los hepatocitos (40).

17
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Durante la reperfusion, los leucocitos se adhieren rapidamente a los sinusoides
denudados contribuyendo mas aun a la injuria. Tanto la Interleukina-1 (IL-1) como el
TNF-a liberados por las células de Kupffer producen un aumento (up-regulation) del
receptor CD11 en la membrana de los leucocitos recluyéndolos dentro de los sinusoides.
El impacto de la isquemia de re-calentamiento en la integridad estructural del higado y
sus mecanismos de injuria son poco conocidos, se cree que probablemente sean el
reflejo de la sumatoria de los efectos de la isquemia fria y tibia ¢+,

Los mecanismos moleculares responsables de la lesion son tan complejos que no puede
definirse una via final comdn de muerte celular.

Aunque no siempre es posible determinar el lugar bioquimico preciso sobre el que actia
una agente lesivo, en este caso la isquemia-reperfusion, 4 son los sistemas intracelulares
vulnerables: 1) mantenimiento de integridad de membranas celulares, de la que
dependen la homeostasis ionica y osmotica de las células y sus organulos; 2) la
respiracion aerobica que afecta la fosforilacién oxidativa y la produccion de trifosfato
de adenosina (ATP); 3) la sintesis de proteinas enzimaticas y estructurales y 4) la
conservacion de la integridad del aparato genético de la célula.

s Los elementos estructurales y biogquimicos de la célula estan tan
estrechamente interrelacionados que cualquiera sea el punto preciso
del ataque inicial, la lesién conduce a efectos secundarios de gran
alcance. Por ejemplo la alteracion de la respiracion aerdbica
interrumpe la actividad de la bomba de sodio dependiente de energia
que mantiene el equilibrio i6nico de la ceélula, dando lugar a
alteraciones en el contenido de iones y agua de dicha célula.

% Los cambios morfoldgicos de la lesion celular se hacen evidentes solo

después de haberse alterado alguno de los sistemas bioquimicos

18
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criticos del interior celular.

Las reacciones de la célula a los estimulos lesivos dependen del tipo
de lesion, su duracién y su gravedad. Por ejemplo la isquemia de corta
duracion puede generar cambios reversibles, mientras que la isquemia
de larga duracion puede conducir a una muerte celular instantanea o a
una lesion lenta que con el tiempo conduce a la muerte celular.

El tipo, estado y adaptabilidad de la célula lesionada también

determinan las consecuencias de la lesion celular.

Diferentes temas bioquimicos comunes parecen ser importantes en la determinacion de

la lesion y/o muerte celular, cualquiera sea el agente instigador. Estos comprenden:

X/
L X4

X/
L X4

Oxigeno y radicales libres derivados del oxigeno. La falta de oxigeno
sirve de base a la patogenia de la lesion celular en la isquemia.
Especies de oxigeno activado parcialmente reducidas son mediadores
importantes de la muerte celular. Estos radicales libres causan
peroxidacion oxidativa y tienen efectos nocivos sobre la estructura
celular.

Respiracién aerdbica de la célula. Al afectarse la respiracidn aerobica,
es decir, la fosforilacion oxidativa de la mitocondria, disminuye el
oxigeno en el interior celular, con lo que se retarda la produccion de
ATP, aumentando progresivamente el monofosfato de adenosina
(AMP). Esto estimula la actividad de la fosfofructokinasa y
fosforilasa, activando el proceso de glucdlisis anaerobica con el fin de
mantener las fuentes de energia. La glucdlisis da lugar a la
acumulacién de acido lactico y fosfatos inorganicos que reducen el Ph

intracelular.

19
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Deplecion de ATP. La pérdida de ATP y la disminucion de su sintesis,
consecuencia de la isquemia, juega un papel fundamental en la pérdida
de la integridad de membranas. El fosfato de alta energia en forma de
ATP es necesario en muchos procesos sintéticos y degradativos de la
célula que abarcan, entre otros, el transporte de membrana, la sintesis
de proteinas, la lipogénesis y las reacciones de deacilacion-reacilacion
necesarias para el recambio fosfolipidico.

Calcio intracelular y pérdida de la homeostasis del calcio. El calcio
citosdlico libre se mantiene en concentraciones extremadamente bajas
(menos de 0.1 uM) en comparacion con los niveles extracelulares (1.3
uM). La mayor parte del calcio intracelular se encuentra secuestrado
en las mitocondrias y reticulos endoplasmaticos. Dichos gradientes
estan mantenidos por bombas Ca™*-Mg"™" ATPasas dependientes de
energia. La isquemia causa un aumento precoz de la concentracion de
calcio citosélico debido a su afluencia a través de la membrana
plasmatica y a su liberacion desde mitocondrias y reticulos
endoplasmicos. Los aumentos sostenidos de calcio activan, a su vez,
una serie de enzimas con efectos celulares nocivos. Las enzimas que
se saben son activadas por el calcio comprenden las fosfolipasas
(fomentando por tanto la lesion de la membrana celular), las proteasas
(que escinden proteinas citoesqueléticas y de membrana), las ATPasas
(acelerando la deplecion de ATP) y las endonucleasas (que se asocian
a la fragmentacion de la cromatina). Aunque no cabe duda de que las
células lesionadas acumulan calcio y que éste es un mediador de los

mecanismos de lesion celular, existe controversia respecto a si el

20
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aumento de calcio es necesariamente la causa inicial de la lesion
celular irreversible o una consecuencia (Fig. 4).

Efectos de la permeabilidad de membranas. La pérdida precoz de la
permeabilidad selectiva de la membrana que conduce a una lesion
franca de la misma es un rasgo caracteristico de todos los tipos de
lesion celular. Este efecto puede ser el resultado de una serie de
acontecimientos que implican deplecion de ATP vy activacion
moduladora del calcio de las fosfolipasas. Las membranas celulares
también pueden ser dafiadas en forma directa por toxinas bacterianas,
proteinas virales, componentes liticos del sistema de complemento,
productos de linfocitos citoliticos (perforinas), agentes fisicos y
quimicos (Fig. 4).

Activacion del Sistema Toll Like Receptor (TLR). El sistema Toll
Like Receptor (TLR), homologo de la Drosophila Toll Proteins, juega
un rol fundamental en los mecanismos innatos de defensa del huésped
contra agentes patdgenos mediante el reconocimiento de sus
moléculas asociadas. Los receptores TRL, expresados en diversos
tipos celulares que incluyen macrofagos, monocitos y células
dendriticas, se unen a diferentes estructuras moleculares de bacterias,
virus y hongos, favoreciendo la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias. TLR4, uno de los receptores TRL mejor caracterizados,
inicialmente identificado como el receptor celular para el
reconocimiento de los polisacaridos de la pared celular de las bacterias
Gram negativas, se une también a diferentes proteinas enddgenas

generando una respuesta inmune incluso en ausencia de infeccion. La
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congestion portal que se produce durante la isquemia hepética
conduce a la liberacion de ligandos/agonistas endogenos en el torrente
circulatorio que incluyen proteinas de la matriz extracelular (como el
dominio A de la fibronectina, fibrindgeno, acido hialurénico, heparan
sulfato, beta defensina, proteinas de shock séptico, proteina S100 y el
grupo hemo). Estudios recientes han demostrado que la activacion del
TLR4 generada durante el proceso de IRH desencadena un proceso de
inflamacién local que culmina en dafio hepatocelular. Diferentes
trabajos han demostrado que la participacion del TLR4 resulta de
importancia critica en el proceso de injuria por IRH ya que ratones

deficientes de TLR4 resultaron indemnes al dafio “*%).

Las células de los mamiferos poseen una elevada presion coloidosmética debido a la
presencia elevada de proteinas intracelulares. Para equilibrar esta presion, el sodio se
mantiene a bajas concentraciones intracelulares gracias a la accion de la bomba Na*-k*
ATPasa. La disminucién de la actividad de esta bomba hace que se acumule sodio
intracelular.

Durante el proceso de isquemia-reperfusion, el aumento intracelular de sodio junto a la
acumulacion de catabolitos como el &cido lactico y fosfatos inorgénicos producen un
aumento de la osmolaridad que es contrarrestado con el ingreso de agua y el
consecuente edema celular.

La intensa vacuolizacion mitocondrial, el intenso influjo de calcio, la perdida
importante de proteinas, enzimas, coenzimas y acidos ribonucleicos y la deplecién de
fosfatos de alta energia intracelulares producen lesion de las membranas lisosomales y

alteracion del citoesqueleto, seguida de la salida de sus enzimas al citoplasma y la
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activacion de sus hidrolasas (ARNasa, ADNasa, proteasas, glucosidasas y catepsinas),
Ilevando a un proceso de digestion celular. La célula finalmente muere y es fagocitada
por otras celulas.

La duracion de la hipoxia necesaria para

Lesion Reversible Lesion Irreversible
SpEnE i wssswsssnnnd Lesidn d ln membrang prOdUC" los  mecanismos  deletéreos
4¢ E salida de enzimas . . ,
aumento de caleio anteriormente mencionados varia
Iitocondria @ A , A
E—— _ considerablemente segun el tipo de
ol homade s = a0y R0 4
J’ dmewode Celul , . . .
| célula 'y el tipo de isquemia.
’ AT N p: aghufinacidn de k2
| FH cromating - . .
D;Eﬁecfﬂs 1 g S ibvaimiachiard Paradojicamente, el restablecimiento de
eraimas [lsosomicas
desi;iriz;n;ssnio 8 e SINOSES PPO2CA e pOsity e Hpidos I ac i rcu I ac | é n san g u I,n ea p rOd uce un
Basofilia
Cambios nucleares

e continuo e incluso mayor deterioro. Los
Fig. 4. Secuencia postulada de dafios inducidos por la isquemia. radicales libres generados durante la
reperfusion parecen ser los responsables
de, al menos, parte este fenomeno.
En 1981, McCord propuso un mecanismo para explicar el rol del oxigeno en la injuria
por isquemia-reperfusion. La clave de este mecanismo es la conversion de la xantino
deshidrogenasa a xantino oxidasa, lo que genera el radical superéxido (radical libre
altamente reactivo), mediante la reduccion del oxigeno en la via catabodlica final del
ATP a ADP. Los radicales libres formados durante la reperfusion producen activacion
de células fagocitarias, liberacién de moléculas de adhesion y activacién del sistema de
complemento 4649,
El ataque a los acidos grasos de la bicapa fosfolipidica de las membranas celulares por

parte de las formas reactivas del oxigeno, puede estudiarse mediante la cuantificacion

de los productos finales de la peroxidacion lipidica, como por ejemplo el
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malondialdehido (MDA), producto altamente reactivo de la peroxidacion de &cidos
grasos poliinsaturados y del metabolismo del &cido araquidonico.

ElI MDA se conjuga con multiples grupos funcionales que incluyen proteinas,
lipoproteinas y ADN produciendo importantes cambios estructurales. Al reaccionar con
el ADN, forma deoxiadenina, deoxiguanosina y pyrimidopurinas, importantes
transformaciones oncogénicas del ADN. Las proteinas modificadas por el MDA
muestran alteraciones fisico-quimicas y antigénicas.

Aunque el mecanismo de injuria por isquemia-reperfusion en el higado no esta
totalmente dilucidado, se hipotetiza que las células de Kupffer serian las responsables
de la activacion de las diferentes vias que conllevan al dafio. Las células de Kupffer,
macrofagos hepaticos, tienen como funcion fundamental la fagocitosis de bacterias,
endotoxinas, virus, complejos inmunes, la iniciacién de una respuesta inmune no
especifica, la presentacion de antigenos y la liberacion de diferentes productos
citotoxicos como el TNF, interleuquinas, ON, leucotrienos y proteasas “°°0.
La activacion de las células de Kupffer durante la IRH, se comprueba mediante un
aumento de su capacidad de fagocitosis, de la secrecion de sus productos toxicos y a
cambios ultraestructurales. Esta activacion precipita la muerte de las células endoteliales
con el consecuente trastorno de la microcirculacion que conduce a inflamacion,
incremento del metabolismo aerdbico de los hepatocitos, aumento de la susceptibilidad
de hepatocitos a la hipoxia, muerte celular y, consecuentemente, fallo del érgano 52,
La principal sustancia relacionada con el dafio celular es el TNF-c., potente activador de
la respuesta inflamatoria, inductor de la produccion del anidén superoxido y de
metabolitos tdxicos, generador de apoptosis de hepatocitos y células endoteliales,

activador de la adherencia leucocitaria al endotelio, entre otras funciones.

El TNF-a puede inducir apoptosis mediante su unién a un receptor de superficie celular,
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el TNF-R1, que traduce su sefial mediante la activacion de una familia Unica de
proteasas llamadas caspasas. Las caspasas pertenecen a una familia de cisteina-
proteinasas. Isoformas especificas estan involucradas en la iniciacion y ejecucion de las
diferentes etapas de la apoptosis. Entre estas isoformas, por ejemplo, la caspasa 8 se
activa durante las fases iniciales de la apoptosis mientras que la caspasa 3 lo hace en las
fases tardias. La supresion o inhibicion de la actividad de las caspasas reduce o, incluso,
S (53-56)'

previene la apoptosis en modelos de cultivos celulare

Por otra parte, el TNF-o estimula las
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Fig. 5. Reguladores locales de la microcirculacion sinusoidal

hepética. El sinusoide estd compuesto por células contractiles altera la microcirculacién a través de la
no parenquimales como las células estrelladas (CE), células

endoteliales (SEC), y de Kupffer, que constituyen fuente y formacion de microtrombos.

blanco de la ET-1, ON sintetasa (NOS) y Hemoxigenasa (HO),

entre otros. Otra via por la cual el TNF-a lleva a la
alteracion de la microcirculacién es mediante la induccion de la liberacion de
endotelina-1 (ET- 1) por parte del endotelio vascular asi como mediante la generacién
local de la proteina de activacion de neutréfilos epiteliales-78 (ENA-78) que juegan un
rol fundamental en la quimiotaxis y activacion de PMN (Fig. 5).

Se observa una correlacion directa entre el grado de adherencia de PMN vy el nivel de
las transaminasas en el postoperatorio, lo que sugiere que los PMN contribuyen al dafio

parenquimatoso por IRH.

A pesar de las numerosas investigaciones sobre la participacion de las células de
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Kupffer, endoteliales y PMN en la injuria por IRH, poco se conoce sobre el rol de las
células estrelladas hepaticas en este proceso de dafio hepatocelular. Las células
estrelladas, dispuestas bajo la linea de células endoteliales en los espacios de Disse,
contienen proteinas contractiles (actina y miosina) en el citoplasma que, mediante su
contraccion o relajacion, regularan la microcirculacion hepatica. Se supone que la ET-1
actuaria produciendo contraccion de las células estrelladas durante la IRH resultando en
una disrupcion de la microcirculacion.

Durante el proceso de IRH se activa, asi mismo, el sistema de complemento, que
presumiblemente favorece la opsonizacion de las células dafiadas mediante fagocitosis.
Se comprueba un aumento de los niveles plasmaticos de los componentes del
complemento en estado activado durante estudios experimentales de IRH en cerdos y
humanos. Productos del sistema de complemento como las anafilatoxinas y el sistema
de ataque a membranas (MAC) poseen efectos deletéreos en el higado, contribuyendo a
la activacion de PMN, vasoconstriccion y alteracion de la microcirculacion, aumento de
la permeabilidad vascular y lisis celular. En ratas, la deplecion experimental de los
componentes del sistema de complemento previa a la isqguemia ha demostrado atenuar la
generacion de superdxido a partir de las células de Kupffer y la acumulacion de PMN
en el parénquima hepatico durante la reperfusion, atenuando por lo tanto, la injuria. La
inhibicion de la cascada de complemento mediante la administracion experimental del
receptor de complemento tipo 1 (SCR1) inmediatamente posterior al inicio de la
isquemia demostrd reducir significativamente la deposicién de C3 y la ocurrencia de
necrosis hepatocitaria.

El principal activador de la via clasica del complemento es la presencia de complejos
antigeno-anticuerpo IgM o 1gG, mientras que diferentes componentes bacterianos

activan la via alternativa. Las citoquinas, la presencia extracelular de proteinas
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citoplasmaticas y de radicales libres constituyen, asi mismo, activadores del sistema de
complemento.

Los productos de activacion del complemento C3a y C5a juegan un rol importante en la
respuesta de proliferacion y regeneracion hepatica actuando sobre la expresion de TNF-
o e -6 ®7™) esta dltima, a su vez, inductora de la 11-17, mediador critico de la
quimiotaxis y migracion de PMN.

La interleuquina-6 (lI-6) es una citoquina multifuncional reguladora del proceso
inflamatorio. En el higado, su liberacion inducida por el TNF-a, induce una respuesta
de fase aguda en caso de injuria parenquimatosa (ejemplo resecciones quirurgicas,
necrosis por hepatitis, etc.) que conlleva a un aumento de la regeneracion tisular
mediante efectos pro-mitogénicos y anti-apoptoticos. Este mecanismo estaria asociado a
una inhibicién de la activacion mitocondrial y al aumento de la expresion de los factores
anti-apoptoticos Bcl-2 y Bel-xL.

En diferentes estudios se ha suministrado 11-6 en forma experimental como tratamiento
frente a situaciones de “stress” hepatico, observando una disminucién en la liberacion
de caspasas Yy de proteinas mitocondriales y de consecuencia un efecto protector frente a
la muerte celular programada. Sin embargo, una exposicién prolongada a la IL-6 se
asocia, no sélo a un aumento continuo de multiples factores anti-apoptosis, sino que
también, se asocia a la induccion de la proteina mitocondrial Bax que ejerce en
contrapartida una funcion pro-apoptética. La induccion de las proteinas Bax sensibiliza
a los hepatocitos a la via intrinseca de muerte celular inclinando el equilibrio entre
sefiales pro- y anti-apoptosis hacia la desestabilizacion mitocondrial y la muerte celular
mediante la activacion de las caspasas-9. En casos de enfermedad hepatica cronica y en
estadios finales de sepsis se observa upregulation de las Bax hepaticas />,

Otra interleuquina reguladora del proceso inflamatorio constituye la 11-10, involucrada
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en la supresion de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y la inhibicion de las
células presentadoras de antigenos, jugando consecuentemente, un rol fundamental en la
regulacién de la respuesta a la injuria. La II-21, producida por linfocitos CD4 activados
y Natural Killers (NK) actua a nivel del tejido linfoideo y no-linfoideo a través de su
unién a receptores especificos expresados en linfocitos T, B y NK, favorecieno el
crecimiento y diferenciacion de estas poblaciones celulares. En vivo, se comprob0 que
la deficiencia de 11-21 conlleva a un estado de hipogammaglobulinemia. La Il-21 actua
directamente sobre las células B para inducir la expresion de Bcls y regular la respuesta
de los centros germinales. Aunque la II-21 puede potencialmente aumentar las
respuestas celular y humoral, posee, asi mismo, funciones inhibitorias. La II-21 resulta
critica en la regulacion de la produccion de inmunoglobulinas y en la diferenciacion de
células B a células plasmaticas, en la expansion de linfocitos CD8 y NK vy, de esta
manera, en el montaje de una respuesta antitumoral. Contrariamente, la 11-21 puede
ejercer un efecto negativo sobre el tejido linfoide y mieloide que implica la apoptosis de
linfocitos B y la inhibicion y maduracién de las células dendriticas.

El resultado final de la actividad de la 11-21 depende, presumiblemente, del contexto
biolégico &9,

Existen otros sistemas enddgenos de proteccion que contienen fundamentalmente
enzimas como las catalasas, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, el complejo
Q10 y vitaminas antioxidantes como el o-tocoferol y el acido ascérbico 9.
Resultados obtenidos en diferentes estudios indican que el preacondicionamento
térmico previo a la injuria (hipertermia corporal total) induce una importante expresion
de la proteina de shock térmico (HSP) y de la hemooxigenasa-1 (HO-1) que protegen al
higado frente a la injuria. La proteina de shock térmico-70 (HSP-70), proteina de 70-

kDa originalmente descripta como chaperona estd intimamente involucrada en el
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trasporte transmitocondrial de proteinas. Ademas de sus funciones como chaperona, la
HSP-70 funciona como importante citoprotector frente al stress oxidativo y la apoptosis.
Frente al stress celular, como el producido durante el proceso de isquemia-reperfusion,
la concentracion de calcio aumenta favoreciendo la fosforilacion del factor de
transcripcion 1 (HSF1) mediante una proteinkinasa C, lo cual lleva a la transformacién
del HSF1 en trimeros. El trimero del HSF1 se trasloca al nucleo donde se une con el
ADN e induce, de esta manera, la transcripcion de la HSP-70 6199,

Las posibles funciones de las HSPs incluyen reparacion de proteinas dafiadas, supresion
de citoquinas pro-inflamatorias y reparacion de los canales i6nicos. Sin embargo, a

pesar de los beneficios tedricos del preacondicionamiento térmico y la consecuente

activacion de la HSPs, su aplicacion en la practica clinica es muy limitada.
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Manejo actual de la isquemia-reperfusion hepatica

Con la finalidad de contrarrestar el dafio por IRH diferentes estrategias han sido
sugeridas, aungque no sisteméaticamente aplicadas en la actividad clinica, probablemente,
debido a la complejidad del mecanismo de injuria que incluye cambios metabolicos,
inmunoldgicos y microvasculares y a las numerosas interacciones entre ellos, que
condicionan la dificultad de individualizar un tinico “target” en el intrincado mecanismo
(56-64).

Entre las numerosas estrategias que han sido utilizadas con el fin de disminuir la injuria

por IRH se encuentran:

A - Estrategias Quirurgicas

Preacondicionamiento isquémico

Consiste en un breve periodo de isquemia seguido de un corto intervalo de reperfusion
previos al procedimiento quirdrgico en el cual ocurre el stress por IRH (por ejemplo
mediante la maniobra de Pringle previa a la reseccion hepatica) 4% E| principio
bioldgico del preacondicionamiento se basa en la hipotesis de la activacion de
mecanismos de defensa protectores frente a una similar subsecuente injuria. Este
fendmeno fue inicialmente propuesto por Murry en la isquemia miocardica en 1986 (108)

Posteriormente los similares beneficios fueron demostrados en otros tejidos como

(111) (112) (113) (114)

musculo ®, cerebro ™% médula espinal ‘Y, rifion ™2 retina“*®, pulmén
intestino “* e higado ™% A pesar de que los beneficios del preacondicionamiento

hepéatico fueron demostrados por diferentes estudios clinicos y por un gran estudio
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randomizado, la comprension de los mecanismos moleculares sigue siendo limitada ©¥.
Diferentes hipotesis han sido propuestas como base del preacondicionamiento
incluyendo la produccién de adenosina, el aumento del ON 29y proteinas de shock
térmico “® y el bloqueo del TNF-o. %212 Clavien et al. realizaron los primeros
estudios de preacondicionamiento hepéatico en humanos a través del clampeo del flujo
portal durante periodos de 10 minutos. Los resultados fueron una mayor estabilidad
hemodindmica intraoperatoria y una reduccion significativa de los marcadores
postoperatorios de dafio hepatocitario . Sin embargo, numerosos estudios no han
sido capaces de demostrar beneficios clinicos, e incluso, un estudio sefialé6 un aumento

en el dafio post-reperfusion 24129,

Clampeo intermitente

Consiste en la interrupcion de largos periodos de isquemia con multiples cortos
intervalos de reperfusion. Se asume que los mecanismos protectores serian similares a
los del preacondicionamiento, basicamente por inhibicién de la apoptosis “?®. En un
estudio randomizado, Belghiti et al. demostraron que periodos de 15 minutos de
isquemia intercalados en forma repetitiva con intervalos de 5 minutos de reperfusion
aportaron un efecto hepatoprotector con similares resultados a los del
preacondicionamiento. En la practica quirdrgica la eleccion de uno u otro sistema se

basa en la duracion total de isquemia necesaria 2"1%®),

Sistema de Perfusion Extracorporeo

De potencial utilidad en el trasplante, las maquinas de perfusion extracorporea han sido
propuestas para preservar la calidad del 6rgano durante el tiempo de isquemia fria o

para prolongar el mismo mediante un aporte continuo de glucosa, aminoacidos,
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nucleotidos, oxigeno, etc. Diferentes estudios han demostrado que la perfusion de
sangre tibia oxigenada permitiria conservar la funcion hepéatica por un periodo de
isquemia de 24 horas, mientras que la simple conservacion en solucion de preservacion

por un perfodo similar rendia al 6rgano inutilizable 25133,

Preacondicionamiento hipertérmico

Diversos estudios indican que el higado puede ser preacondicionado mediante su
exposicion temporanea o, incluso mediante la exposicién corpérea total a hipertermia
(134139 E| beneficio aportado por la hipertermia se asocia a la induccion de las proteinas
de stress intracelular, en particular HSP-70 y HO-1 36437 Estudios experimentales han
demostrado que estas proteinas aumentan frente a diferentes injurias que incluyen la
isquemia. A pesar de que no es improbable practicar hipertermia corporea en humanos,

esta estrategia podria ser de mayor utilidad durante la fase ablativa del trasplante.

B - Estrategias farmacologicas

Un gran numero de agentes farmacol6gicos se demostraron Utiles en conferir
hepatoproteccién frente a la injuria por isquemia-reperfusion. Estas sustancias actuan
inhibiendo el dafio en forma directa, o bien, produciendo un preacondicionamiento
farmacoldgico al causar bajos niveles de stress previos al gran insulto subsecuente. Una

lista de algunas de los potenciales agentes son enunciados en la Tabla 1.

Antioxidantes

Debido al importante rol del stress oxidativo en el cuadro de isquemia-reperfusion, un

gran nimero de estudios (Tabla 1) ha intentado identificar métodos farmacoldgicos para
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prevenir o neutralizar al stress oxidativo o, incluso, para favorecer la sobreexpresion de

protefnas antioxidantes (Ej.: superéxido dismutasa “***Y). Sin embargo, ninguna de

estas estrategias encontrd una total aplicacion clinica, con excepcién de algunas
sustancias antioxidantes introducidas en las soluciones de reperfusion. Ejemplos de
antioxidantes incluyen:

- N-acetil cisteina (NAC): potente antioxidante “scavenger” de facil absorcion, es un
derivado N-acetil del aminoacido L-cisteina. NAC es precursora del glutation,
conocido antioxidante intracelular que viene deplecionado durante la injuria por
IRH. Ademas de sus propiedades antioxidantes, directas e indirectas, NAC parece
ser beneficiosa para las funciones del citocromo P-450. Asi mismo, al ser dador de
grupos sulfidrilos, NAC prolonga la vida media y potencia el efecto del 6xido
nitrico (ON). Contribuye, asi mismo, a la regeneracion del factor de relajacion
derivado del endotelio, protegiendo consecuentemente, al higado frente a las
alteraciones de la microcirculacion. En adicion, NAC posee efectos
antiinflamatorios que parecen ser el resultado de la inhibicion de la transcripcion de
los receptores del sistema TRL, atenuando la produccion de citoquinas inflamatorias
y la quimiotaxis de PMN y plaquetas. Disminuye, ademas, los niveles circulantes de
las moléculas de adherencia. Diferentes estudios han demostrado que desempefia
efectos inotrépico positivo y vasodilatador y, consecuentemente, optimiza el
consumo sistémico de oxigeno. Sin embargo, existen informes ambiguos en cuanto
a su eficacia clinica para prevenir los dafios por isquemia-reperfusion 414,

- a-Tocoferol: constituye un scavenger liposoluble, de bajo peso molecular, que actla
como antioxidante introduciéndose en las membranas celulares, reduciendo las

especies lipofilicas de los radicales libres a una forma menos toxica. Su efectividad
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en la reduccién de la injuria por isquemia-reperfusion se ha demostrado en

diferentes modelos experimentales de isquemia-reperfusion 44148,

- Allopurinol: durante la isquemia, fosfatos de alta energia son catabolizados
generando productos como el AMP, inosina, hipoxantina, xantina y adenosina, que
se acumulan en la célula isquémica. Las alteraciones en el transporte del calcio
activan una proteasa citosolica que transforma a la xantina deshidrogenasa en
xantina oxidasa. La hipoxantina, acumulada durante la isquemia, reacciona con el
oxigeno molecular que aumenta luego de la reperfusion generando un aumento en la
produccién de radicales libres. El allopurinol, un inhibidor de la xantino oxidasa,
podria limitar la produccion de radicales libres de esta fuente, y por lo tanto,
proteger frente a este componente de la injuria. El efecto beneficioso parece ser
parcial ya que la xantino oxidasa no es la tUnica fuente creadora de radicales libres

que, a su vez, no son el Gnico factor relacionado con el dafio por reperfusion 49150,

Agonistas de la Adenosina y Oxido Nitrico

Desde hace varias décadas, en varios modelos animales de preacondicionamiento
miocardico, se observo que la acumulacién de adenosina resulta protectora frente a la

injuria  por isquemia-reperfusion 52154,

Diferentes estudios experimentales
identificaron mecanismos similes de proteccién en la IRH que se basarian en la
induccion de la enzima ON sintetiza que produciria un aumento de la produccion de ON
con el consecuente beneficio hepatocitario 59 Este fendmeno ofrece diferentes
posibilidades farmacoldgicas que incluyen el uso de agonistas de los receptores de

adenosina (A;) y agonistas o precursores del ON (donantes de ON) que conferirian

protecciéon frente al dafio por isquemia tanto tibia como fria. Alternativamente, la
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administracion de donantes de ON como la L-arginina protejeria, exclusivamente, frente

a la isquemia tibia %5159,

Superoxido dismutasa (SOD)

Es una metaloproteina con reconocido efecto scavenger. Convierte al anion superoxido
a peroxido de hidrégeno que posteriormente se transforma en agua y oxigeno mediante
la catalasa. La utilizacion de la SOD, en forma aislada o conjuntamente a la catalasa,
produciria una reduccion de la adherencia de leucocitos al endotelio y a una
disminucion de la inactivacion del ON. Sin embargo los resultados en su utilizacion son

contradictorios 16°-162)

Favorecedores de la Microcirculacion

La alteracion en la microcirculacion hepética y en la interaccion leucocitos-endotelio

representan, en parte, mecanismos responsables de la injuria por IRH.

Ejemplos de agentes que favorecen la microcirculacién y oxigenacion tisular son:

- Pentoxifilina: constituye un derivado del las metilxantinas que ha sido utilizado
durante varios afios para el tratamiento de las vasculopatias periféricas. El
mecanismo de accidn aceptado es la inhibicion del aumento de la fosfodiesterasa del
monofosfato ciclico de adenosina, conllevando a un aumento intracelular de sus
niveles. Una observacion importante es que la pentoxifilina reduce la sintesis de
TNF-a en diferentes 0rganos. Por otra parte, la pentoxifilina produce aumento de la
flexibilidad de la membrana eritrocitaria, reduccion de la viscosidad sanguinea e
inhibicién de la agregacion plaquetaria, factores que mejorarian los disturbios de la
oxigenacion y microcirculacion. Estos efectos protectores fueron observados tanto

en la isquemia fria como tibia. 1¢3167)
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Antitrombina 111 (AT I11) y aprotinina: estas proteasas reducirian el reclutamiento de
leucocitos en la microvasculatura. La AT 11l es un anticoagulante que inhibe la
actividad de proteasas séricas como la trombina en la cascada de la coagulacion.
Estudios experimentales certifican que la AT Il estimula la produccion de
prostaciclina por parte de las células endoteliales, potente vasodilatador e inhibidor
de la agregacion plaquetaria. La administracion de AT Il reduciria, asi mismo, la
interaccion leucocitos-endotelio y prevendria frente a las alteraciones de la
microcirculacion 68169,

Heparina: aunque las vias exactas por las cuales la heparina confiere proteccién
frente a la injuria por IRH no son del todo comprendidas, varios podrian ser los
mecanismos responsables. Por un lado su carga fuertemente negativa mantiene
dispersos a los eritrocitos y tal vez a otras células sanguineas y reduce la viscosidad
de la sangre favoreciendo una adecuada microcirculacion. Por otra parte, la heparina
administrada en forma prolongada ha demostrado ser eficiente en reducir la presion
arterial debido a una importante caida de la resistencia periférica. Este fenémeno
puede parcialmente ser explicado debido a la inhibicion, por parte de la heparina, de
la produccion de endotelina-1 (ET-1) por el endotelio vascular (Fig. 4). ET-1,
potente vasoconstrictor, aumenta en pacientes con infarto de miocardio, isquemia
hepética, insuficiencia renal aguda o hipertension severa. Se comprob6 que la ET-1
produce un aumento importante de la presion de la vena porta, acompafiado por un
aumento de la glicogenolisis y alteraciones en el consumo hepético de oxigeno, por
lo que su inhibicion podria ser beneficiosa frente al dafio por isquemia-reperfusion
(170-174)_

Prostaglandinas: liberadas principalmente por las células de Kupffer activadas

durante la fase de reperfusion, mostrarian un efecto beneficioso frente a la IRH al
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producir un incremento de la perfusion hepatica, inhibicion de la agregacion
plaquetaria e, incluso, directa citoproteccion por reduccion de la liberacion de
proteasas y radicales libres por parte de leucocitos activados. Diferentes estudios
han demostrado que el tratamiento del higado a trasplantar con albumina y
prostaglandinas mejoraria la funcion del injerto. Sin embargo, el uso de
prostaglandinas en dosis farmacoldgicas se ve obstaculizado por la frecuente
ocurrencia de efectos adversos. En estudios experimentales analogos sintéticos de
las prostaglandinas como el misoprostol se asociaron a menor incidencia de efectos

adversos y a un mayor tiempo de vida media ¢">17®,

Inhibidores de las Proteasas y Moléculas Antiapoptosis

La activacion de PMN ha sido ampliamente considerada un mecanismo importante en la
IRH. Moléculas de adhesion al endotelio favorecen la adherencia y migracion de PMN a
través de la pared vascular, fendmenos potenciados por las proteasas secretadas por

parte de los mismos PMN.

Dafio por I-R Hepética

Hepatocito CK (Macrofago) Fig. 6. Interacciones entre la proteasas de PMN vy la respuesta
— LI 4 v, / \ .TLR 4 inflamatoria local. Las células de Kupffer (CK) y hepatocitos
producen TNF-a. que conlleva a expresion de moléculas de

adhesion en el endotelio vascular y a la consecuente migracion
de PMN desde el lumen vascular al parénquima hepético. La

liberacion de proteasas por parte de PMN acelera los dafios por

IRH mediante la injuria de los componenetes de las
membranas. Las proteasas sirven, incluso, como ligando
enddgenos del TLR4, causando su up-regulation en las células

Adhesion de Moléculas de Kupffer y hepatocitos. (XCL, ligando quimiochinas)
Dafio directo a componentes
de la membrana
Transmigracion

0 [ A, » Adherencia  Up-regulation de ligandos
) . Dy 0) = _endogenos de TLR.-4 []

' -, Estas proteasas desempefian un rol

Parénquima Hepético

fundamental en la migracion leucocitaria gracias a la disrupcién de las uniones

intercelulares del epitelio endotelial y la degradacién de los componentes de su
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membrana basal “**17918%)  Como resultado se produce degradacién de elastina,
colageno, laminina y otros componentes de la matriz extracelular del endotelio que
conduce al dafio %%,

Estos fenomenos sugieren que la inhibicion de las proteasas conduciria a un efecto
protector frente a la IRH (Fig. 6).

Las proteinasas caspasas, como anteriormente mencionado, se activan durante el
proceso de apoptosis, favoreciendo sus diferentes fases. El tratamiento de animales de
laboratorio sometidos a IRH con inhibidores de las caspasas demostré ser protector
frente al dafio. El peligro potencial de este tratamiento seria la inhibicion de la apoptosis

en tejidos no sometidos a isquemia y su interferencia con el recambio celular fisiologico

o la remocion de células tumorales (85-189),

Soluciones de preservacion

La actividad metabdlica del higado puede reducirse mediante su conservacion a bajas
temperaturas (1-4°C). Esta estrategia permite prolongar el tiempo de preservacion del
organo a aproximadamente 8 horas, mientras que a temperatura ambiente seria
solamente de un hora. El enfriamiento requiere la utilizacién de liquidos de
perfusidn/preservacion. Un hito fundamental en este tema fueron los estudios de Belzer
y Southard durante la década del 80. Estos investigadores idearon una solucion basada
en los hipotéticos efectos negativos de la hipotermia. Estos efectos negativos incluyen:
edema celular causado por la inhibicién de la bomba Na+/K+, la acidosis intracelular
causada por el metabolismo anaerdbico y la acumulacién de lactato, alteraciones en al
homeostasis del calcio y la generacion de radicales libres. Belzer y Southard
formularon, de este modo, la solucion de Wisconsin (UW) con elementos que

contrarrestan los fendbmenos mencionados. A pesar de que la solucién UW representa
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uno de los progresos mas significativos en la historia del trasplante que permitio
extender a casi 24 horas el tiempo de preservacion (en comparacion con las 8 horas de
la solucion de Euro-Collins), los mecanismos involucrados contindan sin ser
comprendidos en su totalidad. Se sabe que la solucion UW previene fundamentalmente
contra la injuria de las SEC.

Nuevas estrategias para intentar mejorar la eficacia de las soluciones actualmente
utilizadas mediante el agregado de diferentes agentes farmacologicos deberian ser de

prioridad en el campo de la investigacion trasplantolégica “*¢"189),

C - Estrategias Génicas

Recientes avances en la manipulacion del genoma brindan nuevas herramientas para
suprimir o reducir la injuria hepatica resultante de la isquemia-reperfusion. La
utilizacion de adenovirus recombinante modificado podria ser eficaz para actuar sobre
el higado sin afectar otros 6rganos. Con respecto al trasplante, el pretratamiento de los
donantes con los mencionados vectores podria ser beneficioso. Sin embargo, el
trasplante de higado resulta ser un procedimiento urgente que no permite la realizacion
de complejas maniobras previas. En el caso del trasplante con donante vivo, podria ser

de utilidad limitada debido a factores éticos %190,

En conclusion, de las diversas estrategias farmacol6gicas enunciadas, solamente un
namero limitado resultan de aplicacidon clinica, siendo las estrategias quirurgicas las de
mayor utilizacion. La terapia génica, al menos en la actualidad, se encuentra lejana de

poder ser una realidad en la practica diaria.
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Tabla 1: Agentes farmacologicos reportados protectores frente a la injuria por IRH.

Droga Injuria Sistema Efector Especie Ref.

Stress Oxidativo

Alblimina Fria Antioxidante Rata 192
Allopurinol Friay Tibia Stress oxidativo, scavenger Rata 193
Peptido Natriurético Atrial Friay Tibia Stress oxidativo, receptor GMP Rata 193-196
Bucilamina Fria Antioxidante Rata 194
Ciclosporina + Ibuprofeno Tibia Peroxidacion lipidica, stress oxidativo Rata 197
Ebselen Tibia Peroxidacién lipidica, stress oxidativo? Rata 198
FK-506 Tibia Radicales libres, supresor de citoquinas Rata 199
v-glutamilcisteina Tibia Stress oxidativo Rata 200
Estracto de té verde Tibia Scavenger de radicales libres Rata 201
Melatonina Tibia Stress oxidativo Rata 202
Nicaraven Tibia Stress oxidativo Rata 203
PGI2, superéxido dismutasa, catalasa Tibia Stress oxidativo Rata 204
a-tocoferol Friay Tibia Peroxidacién lipidica Rata 29,205,206
Trimetazidina Tibia Scavenger de radicales libres Rata 207

Deplecién de energia mitocondrial

Niacinamida Tibia Trifosfato de adenosina Rata 208

Ozono Tibia Trifosfato de adenosina Rata 209

Microcirculacion

2-aminoetil-isotiurea Tibia Induccidn de 6xido nitrico sintetaza Rata 210
Furosemida + bumetanide Tibia Bomba Na+-K+-2Cl- antagonista Rata 211
Misoprostol Tibia Sitema microsvascular Rata 212
Verapamilo Tibia Blogueante canales de calcio Rata 213
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Inhibidores de Proteasas/Antiapoptoticos

Cbz-Leu-Leu-Tyr-CHN2 Tibia Inhibidor de caspasa Rata 214,215
Mesilato de Gabexato Tibia Inhibidor de proteasas Rata, Humanos = 216, 217
ONO-5046 Tibia Elastasa de granulocitos Rata 218, 219

Inhibidor de proteasas leucocitarias Tibia Proteasas leucocitarias Raton 220

Inhibidor de tripsina urinaria Tibia Mieloperoxidasa, proteasas de PMN Rata 221

Z\VAD-fmk Tibia Inhibidores de caspasa Rata 222

Adherencia leucocitaria/inflamacion

Inhibidor de Cox-2 Tibia Antiinflamatorio Rata 223

Tacrolimus Tibia Inhibidor infiltracion neutrofilica Rata 224

Ciclosporina Tibia Nucleétidos, funcién mitocondrial Cerdo 225

11-6 Tibia Antiinflamatorio Ratén 226

11-10 Fria Atenuacion de citoquinas Raton 227

Lipopolisacaridos Tibia Preacondicionamiento inflamatorio Rata,Ratén 228

Prostaglandina F1 Tibia Adherencia leucocitaria Rata 229

Ranitidina Tibia Antagonista H(2), activacion PMN Rata 230

Factor de crecimiento hepatocitario Tibia Inhibidor de infiltracion neutréfilos Rata 231
Ligando de P-selectina Friay Tibia Bloqueante de P-selectina Rata 232,233
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Lidocaina

-

R

Erythroxylon coca
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Historia

A fines del siglo XIX se descubrié de manera casual que la cocaina, sustancia que
abunda en las hojas de la coca (Erythroxylon coca), tenia propiedades anestésicas.
Durante siglos los nativos de los Andes habian mascado un extracto alcalino de estas
hojas por sus acciones estimulantes y euféricas.

La cocaina, primer anestésico local, fue aislada por Andean Niemann en 1860, que al
igual que muchos quimicos de la época, sabore6 su compuesto recién aislado y observo
que producia adormecimiento de la lengua. Sigmund Freud estudié sus acciones
fisiolégicas y Carl Koller la introdujo en el ejercicio clinico en 1884 como anestésico
topico para operaciones oftalmologicas. Poco después, Halstead popularizé su uso para
la anestesia por infiltracion y bloqueo de la conduccion nerviosa. Los muchos
anestésicos locales que se emplean en el ejercicio clinico actual se originan de estas
primeras observaciones.

La cocaina es un éster del acido benzoico y del alcohol complejo 2-carbometoxi, 3-
hidroxi-tropano. A causa de su toxicidad y propiedades adictivas, en 1892 se inicié una
busqueda de sustitutivos sintéticos con las investigaciones de Einhorn y colaboradores.
En 1905 este esfuerzo culmind en la sintesis de la procaina, que se convirtié en el
prototipo de los anestésicos locales durante mas de medio siglo, siendo la procaina,
lidocaina, bupivacaina y tetracaina los agentes mas utilizados en la actualidad.

La lidocaina, sintetizada por Lofgren en 1943 es actualmente el mas utilizado de los
anestésicos locales, de hecho, constituye el miembro prototipo del grupo de las

aminoetilamidas #4239,

43



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

Propiedades quimicas y relaciones entre estructura y actividad

La estructura de los anestésicos locales tipicos contiene dominios hidréfilos e
hidrofobos que estan separados por un éster intermedio o un enlace amidico. Gran
variedad de compuestos que contienen estos aspectos estructurales minimos satisfacen
los requisitos para funcionar como anestésicos locales. La optimizacion de su efecto

presupone un delicado equilibrio entre las fuerzas lipofilicas e hidrofilicas de tales

grupos.
- El grupo hidréfilo suele ser una amina
0 (83 . . .
I - secundaria 0 una amina terciaria, el grupo
7
- - T— N . , . s
M T @ETN hidrofobo suele ser una mitad aromatica. La
N
CH CiD) naturaleza del grupo de enlace determina

alguna de las propiedades de estos agentes
(Fig. 7).

Los anestésicos locales, bases débiles, son
solubles en lipidos y relativamente insolubles

en agua. Para permitir su inyeccion, son

preparados en forma de solucién acida de una
Fig.7. Férmula quimica y tridimencional de la lidocaina ~ Sal hidroclorada.

En esta combinacion, el grupo amina, se hace cuaternaria, aumentando la
hidrosolubilidad de la droga permitiendo, de esta manera, su inyeccion.

Luego de su administracién, los buffers tisulares incrementan el Ph de la solucion, por
lo que parte de la droga liposoluble es liberada pudiendo difundir a través de las
membranas celulares lipidica hacia el citoplasma donde se ioniza nuevamente. Una vez

ionizada, entra en los canales de sodio.
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Simplificando la interaccién, podria pensarse que la Lidocaina obstruye el poro por el
cual entra sodio a la célula, lo que en realidad ocurre es una interaccion de la molécula
de Lidocaina con parte del canal interfiriendo en la apertura de sus compuertas.

La cualidad hidrofoba incrementa la potencia, la duracion de accion y la toxicidad de
los anestésicos locales. La asociacion del farmaco en sitios hidréfobos (canales de
sodio) favorece la distribucion del mismo hacia sus sitios de accion y disminuye su tasa
de metabolismo por estearasas y enzimas hepaticas.

El tamafio molecular influye en la tasa de disociacion de los anestésicos locales desde
sus sitios receptores. Las moléculas méas pequefas del farmaco pueden escapar del sitio
receptor con mayor rapidez. Esta caracteristica es importante en los tejidos con
activacion rapida, en los cuales el anestésico local se fija durante los potenciales de

accion y se disocia durante los periodos de repolarizacion de la membrana 49,
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Farmacodinamica

Mecanismos de accién y funciones

Mecanismo de accion

El mecanismo de accion primario de los anestesicos locales consiste en el bloqueo de
los canales de sodio voltaje dependientes. La membrana axonal, la membrana de las
células miocardicas asi como la membrana de los cuerpos celulares neuronales se
caracterizan por un potencial transmembrana comprendido entre -90 y -60 mV. Durante
la fase de excitacion los canales de sodio se abren permitiendo una corriente rapida de
ingreso que despolariza la membrana a valores del potencial de equilibrio para el sodio
(+40 mV); luego de la despolarizacion los canales de sodio se cierran y se abren los
canales de potasio favoreciendo la salida de este electrolito al espacio extracelular. La
salida de potasio conlleva la repolarizacién de la membrana a valores del potencial de
equilibrio para tal ion (-95 mV) y la restitucion del estado basal para los canales de
sodio. El gradiente de iones transmembrana es mantenido por la bomba de sodio. Los
anestésicos locales se unen a la extremidad intracelular de estos canales de sodio

blogueandolos en manera tiempo- y voltaje-dependiente ¢4+242).

Caracteristicas estructura-actividad de los anestésicos locales

La interacciéon de los anestésicos locales con los canales de sodio es tanto mas veloz
cuanto mas pequefia es la molécula y la potencia es directamente proporcional a la

liposolubilidad.
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Accion sobre troncos nerviosos

La accidn de los anestésicos locales no se limita exclusivamente a la paralisis sensitiva,
ya que poseen, asi mismo, la capacidad de bloquear otros tipos de nervios. La paralisis
motora, por ejemplo, puede dificultar la actividad respiratoria, mientras que el bloqueo
simpatico puede determinar hipotension arterial. Cada tipo de fibra nerviosa posee una
sensibilidad al bloqueo diferente segun su grado de mielinizacion. Los anestésicos
locales actlan particularmente sobre fibras de pequefio calibre en las cuales la
propagacion pasiva del impulso eléctrico es méas breve, resultando ser las primeras en
ser bloqueadas. Otro importante motivo que explica la mayor capacidad de bloqueo de
las fibras sensitivas por parte de los anestésicos locales reside en el peculiar mecanismo
de accidn de los mismos en relacion a las caracteristicas electrofisiologicas de las fibras
en cuestion. EI blogueo anestésico resulta, de hecho, méas pronunciado a frecuencias y

periodos de despolarizacion mas elevado.

Efecto sobre otras membranas excitables

Los anestésicos locales presentan una débil capacidad de bloqueo neuromuscular de
escasa relevancia clinica. En cambio, resulta de gran importancia la accién de los

mismos sobre las células miocérdicas y su funcion como antiarritmicos.

Efectos cardiacos

La Lidocaina es uno de los farmacos antiarritmicos mas comunmente utilizado por via
endovenosa. Presenta baja toxicidad y un alto grado de eficacia en las arritmias
asociadas a infarto agudo de miocardio. La Lidocaina es un potente supresor de la
actividad cardiaca anormal al actuar sobre los canales de sodio en estado tanto activo

como inactivo. De esta manera, reduce la duracion del potencial de accion, prolongando

47



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

la diastole y el periodo necesario de recuperacion. Los canales de sodio despolarizados
(inactivos) permanecen en gran parte bloqueados durante la didstole. La Lidocaina
suprime la actividad eléctrica del tejido despolarizado generador de la actividad
arritmica, mientras actia minimamente sobre el tejido normal. Este hecho parece ser el
motivo por el cual la Lidocaina es muy efectiva en el tratamiento de arritmias asociadas
a problemas de despolarizacion (isquemia, intoxicacion digitalica), mientras es
relativamente ineficaz en el tratamiento de arritmias originadas en el tejido

normalmente polarizado (flutter y fibrilacion auricular) ®4?,
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Otras acciones

Efecto antimicrobiano. En décadas pasadas se han publicado numerosos estudios
que han descripto un efecto suplementario antimicrobiano de los anestésicos locales
a concentraciones clinicas, fundamentalmente de la bupivacaina y la lidocaina. Estos
han mostrado potente actividad bacteriostatica, fungostatica y fungicida contra un
amplio espectro de microorganismos 43249,

Efecto antiinflamatorio. Numerosos reportes sugieren la actividad antiinflamatoria
de los anestésicos locales a través de su efecto sobre las células del sistema
inmunitario, microorganismos, trombocitos y eritrocitos, entre otras. El potente
efecto antiinflamatorio de los anestésicos locales seria superior, incluso, al de los
tradicionales agentes antiinflamatorios como los esteroideos y no esteroideos. Este
hecho, junto con la baja incidencia de efectos adversos, son en parte los motivos por
los cuales diferentes grupos de trabajo los introduce en el tratamiento de condiciones
mediadas por inflamacion como en extensas quemaduras, proctitis ulcerativa,
artritis, infecciones por herpes simple, peritonitis en modelos experimentales, etc.
(239-248) " |_os mecanismos intrincados por los cuales la Lidocaina posee este efecto
antiinflamatorio no son adn totalmente dilucidados, aunque se supone que su
interaccion reversible con proteinas y lipidos de membrana y la consecuente
regulacién del metabolismo celular, de la migracién, exocitosis y fagocitosis seria la
clave a la respuesta. Se ha demostrado que los anestésicos locales inhiben la
migracion leucocitaria mediada por TNF-o y la expresion de moléculas de
adherencia en los sitios de inflamacion. Asi mismo, los anestésicos locales inhiben
la liberacion de histamina, leucotrieno B4 e I1l-1 por parte de las células

proinflamatorias. Estos mediadores son componentes significativos de la cascada
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inflamatoria. La migracion y adherencia de las células inflamatorias, como la de los
PMN, se ve, asi mismo, inhibida #4929,

Efecto sobre factores de coagulacion y fibrinolisis. Se ha demostrado que la
anestesia epidural reduce la incidencia de fendmenos tromboticos en el periodo
postoperatorio %7 y las pérdidas heméticas intraoperatorias. Estos efectos pueden
ser atribuidos a la combinacion de cambios fisiologicos inducidos por la anestesia
neuroaxial y a factores farmacologicos de los mismos anestésicos locales. Con la
anestesia epidural se ha observado una menor liberacion del factor VI1II y del factor
de von Willebrand, un incremento de la actividad fibrinolitica debida a la reduccion
postoperatoria de la proteina inhibidora del activador del plasmindgeno, una mayor
concentracion de activadores del plaminégeno y una mayor produccion de
activadores del plasmindgeno por parte del endotelio venoso. Asi mismo, la
antitrombina I11, principal inhibidor de la actividad trombinica que progresivamente
disminuye su concentracién durante el postoperatorio temprano, se restituye mas
rapidamente a concentraciones preoperatorias en pacientes que reciben anestesia
epidural %8,

Agregacion plaquetaria. Numerosos estudios publicados en los afios 80 han
establecido el efecto inhibidor de los anestésicos locales sobre la agregacion
plaquetaria , uno de los pasos fundamentales en el intrincado proceso de hemostasia.
Se comprob6, asi mismo que los anestésicos locales inhiben las sefiales del
tromboxano A-2 (TXA,), la despolarizacion, los cambios en la microviscocidad de
la membrana plasmatica asi como el aumento en la recaptacion del sodio, todos
factores estimulantes de la temprana agregacion plaquetaria %9272,
Microcirculacion. Se demostré que luego de la aplicacion topica de lidocaina, la

formacion de trombos se vio netamente inhibida y la microcirculacion sanguinea se
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vio restituida en caso de dafio endotelial. La reduccion de la adherencia se observo
tanto entre las misma células sanguineas entre si como entre los clusters celulares y
el endotelio vascular. Diferentes investigaciones sugieren un efecto sistémico de los
anestésicos locales sobre la prostaglandina E,, el TXA,, receptores del acido
lisofosfatidico y otros receptores asociados a proteinas-G que son de significativa

importancia en la regulacion del flujo microcirculatorio ¢"27).
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Efecto protector frente a la isquemia-reperfusion

El efecto protector de la Lidocaina frente a la isquemia-reperfusion seria el resultado de

las multiples funciones descriptas previamente y ejercitadas por esta droga en multiples

estadios y mecanismos del preceso:

Inflamacion: la Lidocaina disminuye las concentraciones de IL-1, IL-6 e IL-8 y la
expresion de ICAM-1 en presencia de TNF-a. Este efecto seria ejercido sobre
diferentes poblaciones celulares como monocitos, macréfagos y neutréfilos. La
inhibicion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias, la quimiotaxis de
neutrofilos y la expresion de moléculas de adherencia por parte del endotelio,
modularfa consecuentemente la respuesta inflamatoria 43259 .

Bloqueo de los canales de sodio y reduccién del calcio intracelular: la Lidocaina
favorece la conservacion del trifosfato de adenosina (ATP) mediante una reduccion
de la actividad de la bomba sodio-potasio ATPasa debido a la reduccién en la
concentracion del sodio intracelular resultante del bloqueo de sus canales. Este
blogueo se relaciona con una paralela disminucion del calcio intracelular por
reduccion en la actividad de la bomba de intercambio sodio-calcio que normalmente
permite el ingreso de calcio al citoplasma a expensas de la salida de sodio. Durante
el proceso de IRH aumentan en forma marcada las concentraciones
intracitoplasmaticas de sodio y calcio, por lo que la Lidocaina podria reducir esta
sobrecarga ¢76-2%9),

Propiedad antioxidante y estabilizador de membranas: la Lidocaina constituye un
scavenger de radicales hidroxilo e inhibe la peroxidacion de lipidos dependiente de

NADPH ©8282) ohservada durante el proceso de isquemia-reperfusion.
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- Prevencion de la apoptosis: podria ser el resultado de diferentes mecanismos

enunciados como la de estabilizadora de membrana y antioxidante (283289,
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Farmacocinética

Absorcién

La absorcion sistémica del anestésico local a partir del sitio de administracion depende
de algunos factores como la dosis, la sede de inyeccion, la uniéon farmaco-tejido, la
presencia de sustancias vasoconstrictoras y las propiedades fisicoquimicas de la
molécula. La inyeccién de los anestésicos locales en areas ricamente vascularizadas

comporta una absorcion mas rapida.

Distribucion

La Lidocaina es en su mayor parte metabolizada por el higado en un primer pasaje, por
lo cual solamente el 3% del farmaco suministrado por via oral pasa al plasma, motivo
por el cual, se administra por via parenteral. Los anestésicos locales resultan
distribuidos difusamente luego de la suministracién endovenosa en bolo. Existe
evidencia de la acumulacion en el tejido adiposo. Luego de una veloz fase de
distribucidn inicial en encéfalo, higado, rifién y corazén tiene lugar una segunda fase de
distribucion mas lenta, por parte de tejidos mas discretamente vascularizados como el

musculo esquelético y el intestino.

Metabolismo de excrecion

La Lidocaina posee una vida media de 2 horas, es transformada en el higado y en el
plasma en metabolitos hidrosolubles y excretados por via urinaria. La excrecion urinaria
ocurre en forma neutra y minima ya que los anestésicos locales en forma no ionizada

difunden a los lipidos con facilidad. La acidificacion de la orina produce ionizacion de
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las bases terciarias con el consecuente aumento de la hidrosolubilidad, impidiendo su
reabsorcion por parte de los tubulos renales y, consecuentemente, aumentando la
eliminacién renal. La unién amida de los anestésicos locales es hidrolizada por el
sistema microsomal hepatico del citocromo P450, por lo que su toxicidad aumenta en

pacientes con insuficiencia hepatica.

En resumen los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de la Lidocaina son:
- Disponibilidad por via oral: 35%

- Excrecion urinaria: 2%

- Unidn a proteinas plasmaticas: 70%

- Clearence 38,4 L/ora/70 Kkg.

- Tiempo de vida media: 2 horas

- Concentracion eficaz: 1,5-6 mg/L

- Concentracién toxica: >6 mg/L
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Efectos adversos

Toxicidad

Los anestésicos locales interfieren con la funcion de todos los 6rganos en los que ocurre
conduccion o transmision de impulsos. Por tanto, tiene efectos importantes en el sistema
nerviosos central, ganglios autondmicos, union neuromuscular y todas las formas de
musculo. La probabilidad de observar reacciones adversas es proporcional a la

concentracion del anestésico local en sangre.

Toxicidad cardiaca

Entre los farmacos comunmente utilizados en el tratamiento de las arritmias cardiacas,
la Lidocaina es aquella que presenta el menor grado de toxicidad. Los efectos adversos
cardiovasculares son en parte la resultante de acciones directas sobre el muasculo liso y
cardiaco y acciones indirectas a nivel de los nervios vegetativos. Empeora las arritmias
ventriculares en menos del 10% de los pacientes, en aproximadamente el 1% de los
pacientes con infarto agudo de miocardio puede agravar el bloqueo del nodo
senoauricular o dificultar una conduccion ya alterada. A dosis elevadas, sobre todo en
pacientes con insuficiencia cardiaca preexistente, la Lidocaina puede provocar

hipotension debido a depresion de la contractilidad del miocérdico.

Toxicidad neurologica

El efecto colateral mas frecuente de la Lidocaina son los neuroldgicos, que pueden
manifestarse como parestesias, temblores, nausea, perturbaciones del oido, del leguaje y
convulsiones. Las convulsiones pueden presentarse fundamentalmente en pacientes

ancianos o vulnerables o cuando un bolo del farmaco viene suministrado en forma
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excesivamente rapida. Estos efectos adversos son, en general, dosis dependientes, de

corta duracion y responden a la administracion endovenosa de diazepam 40242,

Hipersensibilidad

Son infrecuentes los casos de reacciones de hipersensibilidad que pueden manifestarse
como dermatitis alérgica o ataque asmatico. Parece ocurrir sensibilidad casi
exclusivamente con los anestésicos locales del tipo estérico, mientras que los

compuestos amidas estan practicamente libres de este problema.

Toxicidad de la union neuromuscular y sinapsis ganglionar

Los anestésicos locales afectan la transmision en la union neuromuscular al igual que a
nivel de los ganglios autonémicos como consecuencia del bloqueo de los canales de

iones de los receptores de acetilcolina.

Toxicidad en el musculo liso

Los anestésicos locales deprimen las contracciones en el intestino intacto y en tiras de
intestino aislado. Relajan, de igual modo, al musculo liso vascular y bronquial, aunque a
concentraciones bajas pueden producir inicialmente espasmo de los mismos. Las
anestesias raquidea y epidural, lo mismo que la inyeccion intraperitoneal, pueden

producir parélisis del sistema nervioso simpatico.
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Fundamentos de la eleccion del tema
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Objetivo General

Disminuir los efectos deletéreos de la isquemia-reperfusion experimental en el higado

de rata.

Objetivos Especificos

1) Conocer el efecto de la isquemia-reperfusion sobre la concentracion de diferentes

marcadores de injuria hepatica.

2) Establecer el efecto de la isquemia-reperfusion sobre las diferentes poblaciones

celulares del higado de rata.

3) Investigar el efecto de la Lidocaina administrandola a los animales en estudio,
evaluar si su efecto protector frente a la isquemia-reperfusion planteado por
diferentes equipos de trabajo a nivel miocardico y cerebral, se cumple en el higado

de rata.
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Material y Métodos
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Los procedimientos quirurgicos fueron realizados en el Laboratorio de Trasplante de
Organos de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata,

luego de haber realizado la Pasantia en Microcirugia Experimental.
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Animales

Se utilizaron 72 ratas adultas machos de la raza Wistar de un peso de 180 a 300 gramos
de las que se obtuvieron los explantos hepéaticos y muestras de sangre para realizar el
estudio. Los animales fueron mantenidos en bioterio con ciclos de luz controlado (12
horas luz/12 horas oscuridad), alimentados ad libitum con dieta standard para ratas de

laboratorio y con acceso libre al agua.

Anatomia hepatica de la rata

El higado de la rata estda compuesto por cinco I6bulos diferentes (Fig. 8). El I6bulo
medial o I6bulo cistico, que representa el 70% del volumen hepatico, esta subdividido
en los l6bulos centrales derecho e izquierdo por una cisura mediana. El I6bulo caudado
o de Spiegel se encuentra alrededor del es6fago y se interpone entre éste y el estbmago.
Los l6bulos lateral derecho y triangular nacen de una base en comun. El lébulo
triangular, envuelve practicamente en toda su circunferencia a la vena cava inferior
infrahepética y cubre el polo superior del rifidén derecho, se une con el lI6bulo caudado
por detras de la vena porta.

Los medios de fijacion son el ligamento falciforme, el ligamento lateral izquierdo, las
adherencias con el retroperitoneo y fundamentalmente los pediculos vasculares.

El higado de rata posee un doble sistema circulatorio, recibe sangre oxigenada a través
arteria hepatica y sangre venosa de la region esplacnica a traves de la vena porta. La
arteria hepatica, rama terminal de la arteria hepatica comun luego de emitir la arteria
gastroduodenal, corre paralela a la vena porta, hacia su lado izquierdo en el ligamento

hepatoduodenal, para finalmente dividirse en las diferentes arterias lobares. La vena
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porta se divide en una rama derecha e izquierda. La rama derecha irriga al 16bulo medial
y lateral derechos, al l6bulo triangular y al I6bulo caudado, mientras que la rama
izquierda irriga al 16bulo medial y lateral izquierdos.

Digfragna Wdﬁm Inf

Vena Cava Fnf sangre de las venas centrales de los

Las venas hepaticas reciben la

lobulillos hepéticos y convergen en

[
= Plexo esaftigico ™|
la vena cava inferior soprahepatica

O justo por debajo del diafragma.
WHA| Aarig _ ) )
UE La vena cava infrahepaética recibe a
AGy
4GD /L las venas suprarrenales derechas y
vena suprarrenal der.
Vana Forta Arferia Mesentérioa Sty
corre embebida en el tejido
Fig. 8. TC: tronco celiaco; AHC: arteria hepatica comdn; AH: arteria hepético por la cara posterior del
hepética; AE: arteria esplpénica; AGD: arteria gastroduodenal; VB: via
biliar; VP: vena porta. higado, recolectando las tributarias
hepaéticas.

Los conductos biliares de cada I6bulo convergen para formar el conducto biliar comun,
que transcurre en el hilio sobre la vena porta, cubriendo a la arteria hepatica en el borde
libre del ligamento hepatoduodenal.

El conducto biliar comdn converge con el conducto pancreatico un centimetro por
debajo del higado. La rata no posee vesicula biliar. El bajo tono del esfinter de Oddi
impide el almacenamiento de la bilis, produciendo un permanente flujo de bilis hacia la

porcién descendente del duodeno aproximadamente a 2.5 cm del piloro.
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Material de Microcirugia

Los materiales de microcirugia estan especialmente disefiados por lo que resultan
delicados y costosos. La buena calidad y conservacion de sus partes son esenciales para
el éxito de la técnica microquirdrgica. La sangre es corrosiva por lo que cada
instrumento debe lavarse inmediatamente luego de ser utilizado, sumergiéndolos en una
solucion con jabon durante 15 minutos para posteriormente ser cepillados suavemente y
secados. Se conservan en cajas especialmente disefiadas para evitar su deterioro.
Para el presente trabajo se utilizaron:

% Microscopio quirdrgico

¢ Pinzas de relojero tamafio 3, 4 y 5, rectas y curvas

s Tijeras de microcirugia

< Porta-agujas de microcirugia

s Mini-clamps tipo bulldog

.

¢+ Suturas irreabsorbibles, monofilamento, 1-0 para cierre del plano

musculoaponeurético y 3-0 para el cierre de la piel.
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Anestesia y Preparacion

Las ratas se premedicaron con una combinacion de atropina (0.04 mg/kg de peso) y
diazepam (5 mg/kg de peso) y posteriormente se anestesiaron con ketamina (75 mg/kg
de peso). Las drogas se aplicaron mediante inyeccion intraperitoneal con aguja de
insulina en forma separada, en el cuadrante inferior izquierdo del abdomen, a fin de
evitar la inyeccion en el ciego que ocupa el cuadrante derecho.

Se protegieron las corneas con ungiento oftdlmico y se rasur6 la superficie abdominal.
Se colocd al animal en decubito dorsal sobre una tablilla operatoria con manta térmica,
se fijaron las extremidades con cinta adhesiva y se colocé la cabeza dentro de una

mascarilla conectada a un tubo de oxigeno. Se realiz6 la antisepsia con alcohol 70°.
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Técnica Quirdrgica

1) Abordaje: se realiz6 una laparotomia mediante una incision bisubcostal a

aproximadamente 2 cm del reborde costal. Se retrajo el cartilago xifoides con una

pinza hemostatica. Se lateralizaron hacia la izquierda las asas intestinales

protegiéndolas con gasas humedas con solucion fisioldgica a 38° C. Se secciono el

ligamento falciforme.

2) Preparacion del pediculo hepatico: se elevaron los Iébulos derecho y central

exponiendo el pediculo hepético. Se secciond el ligamento gastrohepatico para

identificacion del conducto biliar, vena porta y arteria hepéatica. Las maniobras de

diseccion se realizaron bajo microscopio con la utilizacion del instrumental de

microcirugia y la ayuda de hisopos himedos con solucion fisioldgica a fin de

minimizar el dafo tisular.

Fig. 9. Miniclamps posicionados en el pediculo

hepético durante la maniobra de Pringle.

3) Clampeo: se realizO wuna
maniobra de Pringle, clampeo de
los tres elementos del pediculo
(arteria hepaética, vena porta y via
biliar) mediante la colocacion de
dos miniclamps bulldog en forma
paralela. Se mantuvo la maniobra
durante 50 minutos (Fig. 9).

4)  Hidratacion:  durante el

procedimiento se administraron 3 ml de solucion fisiologica a 37° C en forma

subcutéanea a fin de reponer los fluidos perdidos por perspiracién y ventilacion.
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Desclampeo: transcurrido el tiempo estipulado de isquemia, se retiraron los clamps
a fin de permitir la reperfusion hepatica.

Cierre de la laparotomia: se reintrodujeron las visceras en la cavidad abdominal y se
procedio al cierre de la pared en dos planos con sutura continua,
musculoaponeurético con material monofilamento irreabsorbible 1-0 y piel con
material monofilamento irreabsorbible 3-0. Los animales fueron mantenidos en
bioterio con ciclos de luz controlado, alimentados ad libitum y con acceso libre al

agua.
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Extraccion de muestras de sangre, biopsias y explante

Se extrajeron muestras de sangre a cada una de las ratas, para la medicion de
Transaminasa glutdmico oxalacética (TGO), Transaminasa glutamico piravica (TGP) y
Lactato deshidrogenasa (LDH), a fin de observar sus variaciones en los diferentes
periodos de reperfusion.

La sangre se obtuvo mediante la puncién del seno retrobulbar con un capilar
heparinizado 0 mediante puncion de la vena cava infrahepatica. La muestra se colocé en
un tubo seco y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su procesamiento, el cual se
realizd dentro de los 30 minutos posteriores a la extraccion.

Para la determinacion de ARNm de TNF-o mediante técnica de PCR se realizaron
biopsias hepéticas seriadas (de aproximadamente 1 mm?®) a 60 minutos, 24, 48 y 72
horas postreperfusion.

Para efectuar el estudio histoldgico y una vez finalizado el tiempo post-reperfusion
estipulado para cada grupo se realizd la ablacién hepética mediante una nueva
laparotomia. Se seccionaron los elementos ligamentosos, los elementos del pediculo
hepético y finalmente la vena cava inferior infrahepética y soprahepatica. Se extrajo el
higado de la cavidad abdominal y se lo coloc6 en un frasco con formol-buffer al 10 %

para su posterior procesado.

Procesado del material
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Los explantos se fijaron con formol-buffer al 10 %, se deshidrataron en alcoholes de
graduacion creciente y en benzol y se incluyeron en parafina. Un lobulo fue conservado
a -20° C. Sobre las muestras se realizaron cortes histologicos para microscopia de luz
con tinciones de rutina (hematoxilina-eosina, tricromico de Gomori, verde Luz y PAS).
Por medio de las técnicas sefialadas se cuantificaron numéricamente vy
densitométricamente las células investigadas utilizando un analizador de imagenes

digitalizadas.

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubo seco (sin anticoagulante), y
centrifugadas dentro de los 30 minutos posteriores a la extraccion durante 15 minutos a
3000 rpm. Los sueros fueron separados y conservados a -20°C hasta el momento de ser
analizados.

Las determinaciones de TGO y TGP se realizaron en un autoanalizador Targa BT 3000
con reactivos Wiener por método enzimatico (UV optimizado IFCC) y se sometieron a
controles de calidad internos (Standatrol S-E) y externos (Programa de Evaluacién
Externa de Calidad de la Fundacion Bioquimica Argentina).

La determinacion de la actividad de LDH se realiz6 en un autoanalizador Targa BT
3000 con reactivos Wiener por metodo enzimético (UV optimizado SFBC) y se
sometieron a controles de calidad internos (Standatrol S-E) y externos (Programa de

Evaluacion Externa de Calidad de la Fundacion Bioquimica Argentina).

Determinacion de marcadores de injuria por

iIsquemia-reperfusion
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Ademas del estudio histolégico y enzimatico (TGO, TGP y LDH) se realizaron las
siguientes técnicas para el estudio de los diferentes marcadores de injuria por isquemia-

reperfusion:

TUNEL (terminal  deoxynucleotidyl-transferase-mediated  2’-deoxyuridine 5’-
triphospate-biotin nick-end labeling): fue realizado en los diferentes cortes histoldgicos
para la deteccion de cuerpos apoptéticos. Se siguieron fielmente las recomendaciones e
instrucciones del fabricante (Apoptag: ONCOR, INC, Gaithersburg, Maryland). En
resumen, secciones de tejido hepatico de 4 um conservados en parafina fueron tratados
con 20pL/mL de proteinasa K (DAKO; Glostrup, Denmark) durante 30 minutos a 37°C.
Luego del lavado, las secciones fueron incubadas con digoxigenina-deoxyuridina en
presencia de deoxynucleétido transferasa. Posteriormente al bloqueo de la funcion
enzimatica, las secciones fueron tratadas con anticuerpos anti-peroxidasa. La peroxidasa
fue posteriormente reducida utilizando 0.05 diaminobenzidina en 0.1 mL/L de un buffer
de solucién salina (PBS), pH 7.6, conteniendo 1% de agua. Luego del lavado, las
secciones fueron ligeramente tefiidas con hematoxilina.

Reacciones de control negativas fueron realizadas para cada paso del procedimiento.
Secciones de linfoma humano embebidos en parafina fueron utilizados como controles

positivos.

Inmunohistoquimica (IHQ): consiste en un método util para evaluar de la presencia y
localizacion de determinadas proteinas en secciones tisulares. A pesar de su sensibilidad
inferior con respecto a inmunoensayos como el Western blot o el ELISA, permite la
observacion del proceso en el contexto del tejido intacto. Este hecho resulta

particularmente util en combinacién con la microscopia para obtener un ‘“‘cuadro
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general” del fenomeno a estudiar. La tincion por IHQ se efectia mediante la utilizacién
de anticuerpos que reconocen una proteina “target” especifica. Debido a la alta
especificidad de dichos anticuerpos, éstos se unen solamente a la proteina en cuestién
presente en la seccion tisular. La interaccion antigeno-anticuerpo es finalmente
visualizada mediante deteccién cromogénica (en donde una enzima conjugada con el
anticuerpo produce el clivage de un sustrato produciendo la precipitacion coloreada en
el sitio donde se encuentra la proteina) o por fluorescencia (en donde una sustancia
fluorescente es conjugada con los anticuerpos para evidenciarlos y estudiarlos mediante
microscopia de fluorescencia).

Mediante la IHQ se evaltan tejidos previamente fijados (en general en formalina) y
posteriormente embebidos en parafina. Los pasos basicos de los protocolos de IHC

incluyen:

1- Fijacion del tejido

2- Corte del tejido

3- Deparafinizacion de las secciones y rehidratacion
4- Recuperacion del antigeno

5- Tincion por inmunohistoquimica

6- Deshidratacion y estabilizacion de la tincion

7- Estudio microscépico de la seccion

Para el presente estudio Se obtuvieron secciones de 4 pum de los tacos hepaticos
embebidos en parafina. Las secciones fueron deparafinadas utilizando xyleno,
deshidratadas mediante inmersion en agua y alcohol y sumergidas en una solucion 0.3%
vol/vol de peroxido de hidrogeno y metanol durante 30 minutos con el fin de bloquear

las peroxidasas enddgenas. Los antigenos fueron recuperados mediante microondas a
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750 W durante 15 minutos en 0.01 mol/L de buffer de citrato trisodico a pH 6.0 y
posteriormente enjuagados en PBS, bloqueando las uniones no-especificas con suero
equino al 10%.

Las secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-C3, anticuerpos
policlonales de cabra anti-TNF-a, anti-11-6, HSP60 (K-20) y HO-1 (C-18), anticuerpos
policlonales de conejo anti-Bcl-2, 1gG policlonales de conejo anti-Bax (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) y anticuerpos anti-MDA (Abcam plc,
Cambridge Science Park Cambridge, UK).

Luego del enjuagado de las secciones con PBS, las mismas fueron incubadas con
anticuerpos secundarios en concentraciones segun las instrucciones del fabricante
(Vectastain, Universal Quick Kits; Vector Laboratories Ltd, Peterborough, UK). Las
peroxidasas fueron visualizadas mediante incubacion de las secciones en 3.3’-
diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., Poole, UK) y peroxido de hidrégeno.
Experimentos controles negativos fueron realizados mediante omision de la incubacion
con los anticuerpos primarios. La extension del area afectada fue calculada analizando

10 campos 200x consecutivos utilizando la siguiente escala semicuantitativa:

o <5%=1
o 6-25%=2
o 26-50% =3
e 51-75% =4
o >75%=5

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Quantitative Real-Time Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR) para determinacion de TNF-a: ARN mensajero

(ARNm) del higado de rata fue extraido con el reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
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CA) y el ARN total fue trascripto en forma reversa a ADN complementario (ADNCc). La
técnica de gRT-PCR fue llevada a cabo utilizando el instrumento Rotor-Gene 6000
(Corbett Life Science). La relativa abundancia del gen target TNF-o fue normalizada a

Cyclophilin ARNm como control interno.
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Grupos

Se utilizaron 72 animales, los cuales fueron randomizados y distribuidos en 5 grupos:

Total
n=72 animales
Basal Control Tratado
n=12 n=30 n=30
N=6 n=6 n=24 n=6 n=24 n=6
TGO, TGP, LDH TGO, TGP, LDH Histol. 60 min. TGO, TGP, LDH, Histol. 60 min. TGO, TGP, LDH,
TNF-a TNF-a Histol. 24 hs. TNF-a Histol. 24 hs. TNF-a
Histologia Histologia Histol. 48 hs. a 60 min. Histol. 48 hs. a 60 min.
Histol. 72 hs. 24,48y 72 hs. Histol. 72 hs. 24,48y 72 hs.

Los 72 animales fueron randomizados y distribuidos en 6 grupos:

1) GRUPO BASAL.: constituido por 12 ratas de las cuales se obtuvieron muestras
de sangre para determinacion de niveles basales de TGO, TGP, LDH, biopsia
hepética para realizacion de PCR para determinar TNF-a y ablacién hepatica
para estudio de la histologia del higado de rata y sus diferentes poblaciones
celulares. Las primeras 6 ratas fueron consideradas Grupo Basal Control y las
segundas 6 Grupo Control Tratado, ya que estas ultimas recibieron
premedicacion con Lidocaina a la dosis y modalidad indicada en Material y

Métodos.

2) GRUPO CONTROL.: constituido por 30 animales sometidos a 50 minutos de

isquemia con posterior reperfusion. Del total de estas ratas, 24 ratas sirvieron
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para la realizacion de ablacion hepatica y estudio histologico del higado a 60
minutos, 24, 48 y 72 horas post-reperfusion. Las restantes 6, fueron sometidas a
extraccion sanguinea y biopsia hepéatica seriadas a iguales tiempos post-

reperfusion para la determinaciéon de TGO, TGP, LDH y TNF-a.

GRUPO TRATADO: constituido por 30 animales premedicados con 1.5 mg/kg
de Lidocaina via intraperitoneal y sometidos a 50 minutos de isquemia con
posterior reperfusion. Del total de estas ratas, 24 ratas sirvieron para la
realizacion de ablacion hepética y estudio histoldgico del higado a 60 minutos,
24, 48 y 72 horas post-reperfusion. Las restantes 6, fueron sometidas a
extraccion sanguinea y biopsia hepéatica seriadas a iguales tiempos post-

reperfusion para la determinacion de TGO, TGP, LDH y TNF-a.
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Analisis Estadistico

Se compararon las resultados de los distintos pardmetros estudiados entre los grupos
BASAL, CONTROL y TRATADO en los diversos tiempos de reperfusion utilizando el
T-test. Las diferencias entre los grupos fueron consideradas estadisticamente

significativas cuando el valor de la P fue inferior a 0.05.
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Resultados
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Resultados Enzimaticos

Grupo BASAL

Los niveles enziméticos se expresaron en U/ml. Se obtuvieron los niveles de TGO, TGP

y LDH (Ul/ml) y se volcaron en las siguientes tablas:

Animal TGO TGP LDH
Basal Control 1 = 108 56 421
Basal Control 2 = 102 63 480
Basal Control 3 = 103 39 541
Basal Control 4 145 53 620
Basal Control 5 99 38 555
Basal Control 6 47 25 500

Animal TGO TGP LDH
Basal Lidocainal 100 50 417
Basal Lidocaina 2 98 61 464
Basal Lidocaina 3 85 40 539
Basal Lidocaina 4 80 49 615
Basal Lidocaina 5 99 37 549
Basal Lidocaina 6 47 25 499
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Grupo CONTROL

Se obtuvieron los niveles de las enzimas TGO, TGP y LDH (Ul/ml) en el grupo

CONTROL a los 60 minutos, 24, 48 y 72 horas post-reperfusion y se volcaron en las

siguientes tablas:

Animal

Control 60 min.
Control 60 min.
Control 60 min.
Control 60 min.
Control 60 min.
Control 60 min.

Animal
Control 24 hs.
Control 24 hs.
Control 24 hs.
Control 24 hs.
Control 24 hs.
Control 24 hs.

Animal
Control 48 hs.
Control 48 hs.
Control 48 hs.
Control 48 hs.
Control 48 hs.
Control 48 hs.

Animal
Control 72 hs.
Control 72 hs.
Control 72 hs.
Control 72 hs.
Control 72 hs.
Control 72 hs.

ool WN - OO B~AWN PP

o OB~ WN

o g~ wN e

TGO TGP LDH

177
170
200
188
254
364

99
112
72
90
82
124

1353
1375
1177
1657
1320
2980

TGO TGP LDH

803
303
450
810
520
754

TGO
303
450
171
523
366
185

230
79
76
98
84

102

TGP
79
76
50
136
127
62

1930
1520
1466
1364
1870
1745

LDH
1578
1466
1466

714
772
1785

TGO TGP LDH

94
189
114

84
110
293

49
49
43
31
46
59

1080
1122
578
579
1000
1653
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Se obtuvieron los valores promedios de las concentraciones de cada una de las enzimas

en el grupo BASAL y CONTROL, se completo la siguiente tabla y se trazo el grafico

correspondiente:

Ul/ml

1800 7
1600
1400 +
1200 +
1000 +
800
600 +
400 +
200 +

Grupo TGO TGP LDH

Basal 100 46 519
Control 60 min. 225 96 1644
Control 24 hs. 606 111 1649
Control 48 hs. 333 88 1297
Control 72 hs. 147 46 1002
—TGO ——TGP ——LDH

V- o~

/ ~

/ T~

/ T~

/ /\

__— e

/ \

Basal 1h 24hs 48hs 72hs

Tiempo Post-reperfusion
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Grupo TRATADO

Se obtuvieron los niveles de las enzimas TGO, TGP y LDH (Ul/ml) en el grupo

TRATADO y se volcaron en las siguientes tablas:

Animal TGO | TGP | LDH

Trat. 60 min. 1 110 80 790
Trat. 60 min. 2 111 111 783
Trat. 60 min. 3 279 81 1062
Trat. 60 min. 4 207 96 1485
Trat. 60 min. 5 126 99 1204
Trat. 60 min. 6 171 114 1101

Animal TGO TGP LDH

Trat. 24 hs. 1 194 73 512
Trat. 24 hs. 2 174 87 501
Trat. 24 hs. 3 81 84 1707
Trat. 24 hs. 4 234 134 1243
Trat. 24 hs. 5 76 32 1012
Trat. 24 hs. 6 98 26 501

Animal TGO TGP LDH

Trat. 48 hs. 1 227 43 800
Trat. 48 hs. 2 90 45 616
Trat. 48 hs. 3 171 33 780
Trat. 48 hs. 4 436/ 104 1082
Trat. 48 hs. 5 215 34 831
Trat. 48 hs. 6 85 52 464

Animal TGO TGP LDH

Trat. 72 hs. 1 109 44, 284
Trat. 72 hs. 2 115 30 500
Trat. 72 hs. 3 165 31 510
Trat. 72 hs. 4 231 33 422
Trat. 72 hs. 5 60 24 419
Trat. 72 hs. 6 71 17 545
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Se obtuvieron los valores promedios de las concentraciones de cada una de las enzimas

en el grupo BASAL y TRATADO, se completd la siguiente tabla y se trazo el grafico

correspondiente:

Grupo TGO TGP LDH
Basal 85 44 514
Tratado 60 min. 167 97 1071
Tratado 24 hs. 143 73 913
Tratado 48 hs. 204 52 762
Tratado 72 hs. 125 30 447

Ul/ml

TGO TGP LDH

1800 ¢

1600

1400

1200

1000 / \

" / \

600 +

T /
400 + o~
200 + -
T —
0 - : . : .
Basal 1h 24hs 48hs 72hs

Tiempo Post-reperfusion
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TGO

Se traz0 el grafico resultante de la comparacion de las variaciones de TGO en los
diferentes tiempos post-reperfusion entre el grupo CONTROL y el grupo TRATADO y
se realizo el estudio estadistico para cada tiempo establecido con el fin de establecer las

diferencias entre ambos grupos.

700 1 P=0,0367
600
500 -
400
300 -
200 +
100 -
0
Basal 60 min 24 hs 48 hs 72 hs
—&— TGO Control —l— TGO Tratado
TGO BASAL Grupo CONTROL vs. TRATADO
Muestra 1
Variable TGO Basal
Grupo Control
Muestra 2
Variable TGO Basal
Grupo Lidocaina
Basal Control Basal Lidocaina
Tamafo muestra n= 6 6
Media Aritmética 100,6667 84,8333
95% Intervalo Confianza 67,7829 a 133,5505 69,4754 a 100,1912
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Variance 981,8667
Desvio Standard 31,3348
Error Standard 12,7924
F-test
T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

214,1667
14,6344
5,9745
P=0,120

-15,8333

14,1187

-47,2919 a 15,6252
-1,121

10

P =0,2883

TGO Grupo CONTROL vs. TRATADO a los 60 minutos post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

60 min. Control
Tamarfio muestra n= 6
Media Aritmética 225,5000
95% Intervalo Confianza 147,6951 a 303,3049
Variance 5496,7000
Desvio Standard 74,1397
Error Standard 30,2674
F-test

T-test (assuming equal variances)

Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

TGO 60 min.
Control

TGO 60 min.
Lidocaina

60 min. Lidocaina
6

167,3333

97,3661 a 237,3006
4445,0667

66,6713

27,2185

P=0,821

-58,1667

40,7058

-148,8648 a 32,5315
-1,429

10

P =0,1835
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TGO Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Sample 2
Variable
Grupo

Tamafno muestra n=
Media Aritmética
95% Intervalo Confianza
Variance
Desvio Standard
Error Standard
F-test

T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

24 hs. Control

6

606,6667

383,6191 a 829,7142
45173,4667
212,5405

86,7693

TGO 24 hs.
Control

TGO 24 hs.
Lidocaina

24 hs. Lidocaina
6

264,8333

-23,7889 a 553,4555

75639,3667
275,0261
112,2789
P =0,585

-341,8333
141,8995

-658,0052 a -25,6615

-2,409
10
P =0,0367

TGO Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 48 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafio muestra n=
Media Aritmética

95% Intervalo Confianza
Variance

Desvio Standard

Error Standard

48 hs. Control

6

333,0000

184,6423 a 481,3577
19985,2000
141,3690

57,7137

TGO 48 hs.
Control

TGO 48 hs.
Lidocaina
48 hs. Lidocaina
6
204,0000
69,0179 a 338,9821
16544,0000
128,6235
52,5103
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F-test
T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

P=0,841

-129,0000

78,0269

-302,8548 a 44,8548
-1,653

10

P =0,1293

TGO Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 72 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

72 hs. Control
Tamafo muestra n= 6
Media Aritmética 147,3333
95% Intervalo Confianza 62,9658 to 231,7008
Variance 6463,0667
Desvio Standard 80,3932
Error Standard 32,8204
F-test

T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

TGO 72 hs.
Control

TGO 72 hs.
Lidocaina

72 hs. Lidocaina
6

125,1667

58,2445 to 192,0888
4066,5667
63,7696

26,0338
P=0,624

-22,1667

41,8920

-115,5078 to 71,1745
-0,529

10

P =0,6083
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TGP

Se trazo el grafico resultante de la comparacion de las variaciones de TGP en los

diferentes tiempos post-reperfusion entre el grupo CONTROL y el grupo TRATADO y

se realizo el estudio estadistico para cada tiempo establecido con el fin de establecer las

diferencias entre ambos grupos.

200
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20
0
Basal 24 hs 48 hs 72 hs
—A&— TGP Control —#—TGP Tratado
TGP BASAL Grupo CONTROL vs. TRATADO
Muestra 1
Variable TGP Basal
Grupo Control
Muestra 2
Variable TGP Basal
Grupo Lidocaina
Basal Control Basal Lidocaina
Tamafio muestra n= 6 6
Media Aritmética 45,6667 43,6667
95% Intervalo Confianza 30,8899 to 60,4435 39,2807 to 48,0526
Variance 198,2667 17,4667
Desvio Standard 14,0807 4,1793
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Error Standard 5,7484
F-test for equal variances
Welch-test (assuming unequal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

1,7062
P=0,019

-2,0000

5,9963

-16,6724 a 12,6724
-0,334

5,9

P=0,7501

TGP Grupo CONTROL vs. TRATADO a los 60 minutos post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

60 min. Control
Tamafo muestra n= 6
Media Aritmética 96,5000
95% Intervalo Confianza 76,2837 a2 116,7163
Variance 371,1000
Desvio Standard 19,2640
Error Standard 7,8645

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

TGP 60 min.
Control

TGP 60 min.
Lidocaina

60 min. Lidocaina
6

96,8333

81,7358 a 111,9309
206,9667

14,3863

5,8732

P =0,537

0,3333

9,8155

-21,5370 a 22,2037
0,0340

10

P=0,9736
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TGP Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafno muestra n=

Media Aritmética

95% Intervalo Confianza

Variance

Desvio Standard

Error Standard

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza

Test statistic t

Grado de Libertad (DF)

P=

24 hs. Control

6

111,5000

49,6144 a 173,3856
3477,5000

58,9703

24,0745

TGP 24 hs.
Control

TGP 24 hs.
Lidocaina

24 hs. Lidocaina

6

111,3333

28,5312 a 194,1355
6225,4667

78,9016

32,2115

P=0,538

-0,1667

40,2139

-89,7689 a 89,4356
-0,00414

10

P =0,9968

TGP Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 48 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafio muestra n=
Media Aritmética

95% Intervalo Confianza
Variance

Desvio Standard

Error Standard

48 hs. Control

6

182,0000

-47,8115 a 411,8115
47954,8000
218,9858

89,4006

TGP 48 hs.
Control

TGP 48 hs.
Lidocaina

48 hs. Lidocaina

6

245,5000

22,7982 a 468,2018
45033,5000
212,2110

86,6348
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F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

P =0,947

63,5000
124,4912

-213,8836 a 340,8836

0,510
10
P=0,6211

TGP Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 72 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

72 hs. Control
Tamafo muestra n= 6
Media Aritmética 203,8333
95% Intervalo Confianza -61,6589 a 469,3255
Variance 64001,7667
Desvio Standard 252,9857
Error Standard 103,2810

F-test for equal variances
Welch-test (assuming unequal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

TGP 72 hs.
Control

TGP 72 hs.
Lidocaina

72 hs. Lidocaina

6

92,1667

-4,0327 a 188,3660
8402,9667
91,6677

37,4232

P =0,044

-111,6667
109,8520

-380,4648 a 157,1314

-1,017
6,3
P =0,3486
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LDH

Gréafico resultante de la comparacion de las variaciones de LDH en los diferentes

tiempos post-reperfusion entre el grupo CONTROL y el grupo TRATADO

1800 - P=0,0084
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800
600 -
400 -
200
0
Basal 24 hs 72 hs
—&— | DH Control —l—LDH Tratado
LDH BASAL Grupo CONTROL vs. TRATADO
Muestra 1
Variable LDH Basal
Grupo Control
Muestra 2
Variable LDH Basal
Grupo Lidocaina
Basal Control Basal Lidocaina
Tamafio muestra n= 6 6
Media Aritmética 519,5000 513,3333
95% % Intervalo 447.6071 a 591,3929 466,0893 a 560,5774
Confianza
Variance 4693,1000 2026,6667
Desvio Standard 68,5062 45,0185
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Error Standard

F-test for equal variances

T-test (assuming equal variances)
Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza

Test statistic t

Grado de Libertad (DF)

P=

del Pozo A.C.

27,9675

18,3787

P=0,378

-6,1667

33,4658

-80,7332 a 68,3998
-0,184

10

P=0,8575

LDH Grupo CONTROL vs. TRATADO a los 60 minutos post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafio muestra n=

Media Aritmética

95% Intervalo Confianza

Variance

Desvio Standard

Error Standard

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza

Test statistic t

Grado de Libertad

P=

60 min. Control

6

1643,6667

937,3144 a 2350,0189
453034,2667
673,0782

274,7830

LDH 60 min.
Control

LDH 60 min.
Lidocaina

60 min. Lidocaina

6

1070,8333

792,3981 a 1349,2685
70394,1667

265,3190

108,3160

P =0,062

-572,8333

295,3609

-1230,9385 a 85,2718
-1,939

10

P =0,0812
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LDH Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

24 hs. Control
Tamarfio muestra n= 6
Media Aritmética 1649,1667
95% Intervalo Confianza 1406,0358 a 1892,2975
Variance 53674,5667
Desvio Standard 231,6777
Error Standard 94,5820

F-test for equal variances

T-test (assuming equal variances)
Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza

Test statistic t

Grado de Libertad (DF)

P=

LDH 24 hs.
Control

LDH 24 hs.
Lidocaina

24 hs. Lidocaina

6

912,6667

388,0695 a 1437,2639
249885,0667
499,8851

204,0772

P=0,117

-736,5000
224,9295

-1237,6741 a -235,3259

-3,274
10
P =0,0084

LDH Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 48 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

48 hs. Control
Tamarfio muestra n= 6
Media Aritmética 1296,8333
95% Intervalo Confianza 829,9251 a2 1763,7416
Variance 197948,1667
Desvio Standard 444 9137
Error Standard 181,6352

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)

LDH 48 hs.
Control

LDH 48 hs.
Lidocaina

48 hs. Lidocaina

6

762,1667

542,5116 a 981,8218
43809,7667
209,3078

85,4496

P=0,123
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Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

-534,6667

200,7311

-981,9235 a -87,4098
-2,664

10

P =0,0238

LDH Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 72 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

72 hs. Control
Tamafo muestra n= 6
Media Aritmética 1002,0000
95% Intervalo Confianza 581,4410 a 1422,5590
Variance 160598,8000
Desvio Standard 400,7478
Error Standard 163,6046

F-test for equal variances

Welch-test (assuming unequal variances)
Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza

Test statistic t

Grado de Libertad (DF)

P=

LDH 72 hs.
Control

LDH 72 hs.
Lidocaina

72 hs. Lidocaina

6

446,6667

347,8197 a 545,5136
8871,8667

94,1906

38,4531

P =0,006

-555,3333

168,0628

-966,5682 a -144,0984
-3,304

5,6

P =0,0163
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Estudio Histologico

Con el fin de estudiar las poblaciones celulares del higado de rata en condiciones
basales y a los diferentes tiempos de reperfusion, se cuantificaron numérica y
densitométricamente las células de Kupffer (perivenosas y periportales) y los leucocitos
(perivenosos y periportales) utilizando un analizador de imégenes digitalizadas en 10
cortes histologicos para cada explanto.

Se calcularon los recuentos celulares medios de cada animal para, a su vez, obtener el

recuento celular medio de cada subgrupo, los cuales se reflejan en la siguiente tabla:

Media CK perivenosas Media CK periportales

Basal 4,02 6,84
Control 1 h 2,76 5,51
Control 24 hs. 4,76 9
Control 48 hs. 7,46 11,9
Control 72 hs. 3,85 8,75

Se traz6 el grafico que muestra las variaciones en la cantidad de células de Kupffer
perivenosas y periportales en el grupo CONTROL en relacion a los diferentes tiempos
post-reperfusion:

14

12

10

Basal Control 1h Control 24hs Control 48hs Control 72hs

OCK perivenosas HECK periportales

95



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

Media Leucocitos perivenosos Media Leucocitos periportales

Basal 3,62 1,56
Control 1 h 5,66 5,53
Control 24 hs. 2,53 3,36
Control 48 hs. 2,2 2,93
Control 72 hs. 1,35 2,35

Se traz6 el gréfico que muestra las variaciones en la cantidad de células de los
leucocitos perivenosos y periportales en el grupo CONTROL en relacion a los

diferentes tiempos post-reperfusion:

14

12

10

‘T j:jj:
0
Basal Control 1h Control 24hs Control 48hs Control 72hs

@l eucocitos perivenosos  ELeucocitos periportales

Mediante técnica de TUNEL se evalud la presencia de cuerpos apoptéticos en 10
campos 200x para cada animal. En la siguiente tabla se enuncian las medias aritméticas
para cada animal y la media total del grupo CONTROL Y TRATADO a las 24 horas

postreperfusion:
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Animal Apoptosis (media)
24 hs control 1 1,7
24 hs control 2 2,7
24 hs control 3 1,9
24 hs control 4 2,1
24 hs control 5 2,2
24 hs control 6 19
Media Total 2,08
Animal Apoptosis (media)
24 hs Lidocaina 1 1,2
24 hs Lidocaina 2 0,7
24 hs Lidocaina 3 1
24 hs Lidocaina 4 0,9
24 hs Lidocaina 5 0,8
24 hs Lidocaina 6 1
Media total 0,93

Representacion grafica de la presencia de cuerpos apoptéticos a las 24 horas de la

reperfusion:

2,5

15

0,5

P <0,0001

Control

Tratado

97



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

Se realizo el estudio estadistico con el fin de determinar si existieron diferencias

significativas en el recuento de cuerpos apoptéticos entre ambos grupos.

APOPTOSIS Grupo CONTROL vs. TRATADO

a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafo muestra n=

Media Aritmética

95% Intervalo Confianza
Variance

Desvio Standard

Error Standard

F-test for equal variances

T-test (assuming equal variances)
Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

24 hs. Control
6

2,0833

1,7173 a 2,4494
0,1217

0,3488

0,1424

P =0,157

Apoptosis
24 hs. Control

Apoptosis
24 hs. Lidocaina
24 hs. Lidocaina

6

0,9333

0,7496 21,1171
0,03067

0,1751

0,07149

-1,15

0,1593

-1,5050 a -0,7950
-1,217

10

P <0,0001
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Resultados de TNF-a por PCR

Se realizo la técnica de PCR para la deteccion de las variaciones del TNF-o en cada
uno de los distintos tiempos de reperfusion para cada animal, se obtuvieron
las medias aritméticas para cada grupo y se representaron los resultados en

el correspondiente gréfico.

Animal TNF-a | Animal TNF-a
Control basal 1 0,7 Lidocaina basal 1 0,7
Control basal 2 1,3 Lidocaina basal 2 1,3
Control basal 3 1,3 Lidocaina basal 3 1,3
Control basal 4 0,9 Lidocaina basal 4 0,9
Control basal 5 1,0 Lidocaina basal 5 0,9
Control basal 6 1,0 Lidocaina basal 6 0,9
Control 60 min. 1 0,3 Lidocaina 60 min. 1 0,6
Control 60 min. 2 1,0 Lidocaina 60 min. 2 0,7
Control 60 min. 3 0,5 Lidocaina 60 min. 3 0,9
Control 60 min. 4 1,4 Lidocaina 60 min. 4 11
Control 60 min. 5 0,8 Lidocaina 60 min. 5 0,8
Control 60 min. 6 0,8 Lidocaina 60 min. 6 0,8
Control 24 hs. 1 1,0 Lidocaina 24 hs. 1 0,9
Control 24 hs. 2 1,0 Lidocaina 24 hs. 2 0,9
Control 24 hs. 3 2,0 Lidocaina 24 hs. 3 1,0
Control 24 hs. 4 1,5 Lidocaina 24 hs. 4 0,9
Control 24 hs. 5 15 Lidocaina 24 hs. 5 0,7
Control 24 hs. 6 2,0 Lidocaina 24 hs. 6 0,9
Control 48 hs. 1 1,7 Lidocaina 48 hs. 1 15
Control 48 hs. 2 15 Lidocaina 48 hs. 2 2,0
Control 48 hs. 3 14 Lidocaina 48 hs. 3 2,5
Control 48 hs. 4 2,0 Lidocaina 48 hs. 4 3,0
Control 48 hs. 5 15 Lidocaina 48 hs. 5 1,0
Control 48 hs. 6 1,0 Lidocaina 48 hs. 6 2,0
Control 72 hs. 1 2,5 Lidocaina 72 hs. 1 1,3
Control 72 hs. 2 2,0 Lidocaina 72 hs. 2 2,2
Control 72 hs. 3 3,0 Lidocaina 72 hs. 3 1,0
Control 72 hs. 4 2,5 Lidocaina 72 hs. 4 1,0
Control 72 hs. 5 2,5 Lidocaina 72 hs. 5 1,3
Control 72 hs. 6 2,5 Lidocaina 72 hs. 6 1,1
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Medias Grupo Control TNF-a Medias Grupo Lidocaina TNF-a
Media Control Basal 11 Media Lidocaina basal 1,0
Media Control 60 min. 0,8 Media Lidocaina 60 min. 0,8
Media Control 24 hs. 15 Media Lidocaina 24 hs. 0,9
Media Control 48 hs. 15 Media Lidocaina 48 hs. 2,0
Media Control 72 hs. 2,5 Media Lidocaina 72 hs. 1,3

TNF-a por PCR

P=0,0027
2,5

P=0,0536

15

05 -

Basal 60 min. 24 hs. 48 hs. 72 hs.

@ Control OTratado

Se compararon los resultados entre ambos grupos aplicando el método

estadistico.
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TNF-a por PCR Grupo CONTROL vs. TRATADO

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafno muestra n=
Media Aritmética
95% Intervalo Confianza
Variance
Desvio Standard
Error Standard
F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

Basal

Basal Control

6

1,0333

0,7880 to 1,2787
0,05467

0,2338

0,09545

TNF-a
Basal Control

TNF-a
Basal Lidocaina
Basal Lidocaina

6

1,0000

0,7429 to 1,2571
0,0600

0,2449

0,1000
P=0,921

-0,03333

0,1382

-0,3414 t0 0,2747
-0,241

10

P =0,8143

TNF-a por PCR Grupo CONTROL vs. TRATADO

a los 60 minutos post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable

Grupo

60 min Control

TNF-a
60 min Control

TNF-ou

60 min Lidocaina
60 min Lidocaina
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Tamarfio muestra n= 6 6
Media Aritmética 0,8000 0,8200
95% Intervalo Confianza 0,2659 to 1,3341 0,5812 to 1,0588
Variance 0,1850 0,0370
Desvio Standard 0,4301 0,1924
Error Standard 0,1924 0,08602
F-test for equal variances P=0,148
T-test (assuming equal variances)
Diferencia 0,0200
Error Standard 0,2107
95% Intervalo Confianza -0,4659 to 0,5059
Test statistic t 0,0949
Grado de Libertad (DF) 8
P= P =0,9267
TNF-a por PCR Grupo CONTROL vs. TRATADO
24 hs post-reperfusion
Muestra 1
Variable TNF-a. 24 hs.
Grupo Control
Muestra 2
Variable TNF-a. 24 hs.
Grupo Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamarfio muestra n= 6 6
Media Aritmética 1,5000 0,8800
95% Intervalo Confianza 0,8792 to 2,1208 0,7440 to 1,0160
Variance 0,2500 0,0120
Desvio Standard 0,5000 0,1095
Error Standard 0,2236 0,04899
F-test for equal variances P=0,012
Welch-test (assuming unequal variances)
-0,6200
Error Standard 0,2289
95% Intervalo Confianza -1,2556 to 0,01556
Test statistic t -2,708
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Grado de Libertad (DF)

4,4

p= P =0,0536

TNF-a por PCR Grupo CONTROL vs. TRATADO

48 hs post-reperfusion

Muestral
Variable 48 hs.
Grupo Control
Muestra 2
Variable 48 hs.
Grupo Lidocaina
48 hs. Control 48 hs. Lidocaina
Tamafo muestra n= 6 6
Media Aritmética 1,5200 2,0000
95% Intervalo Confianza 1,0604 to 1,9796 1,0184 to 2,9816
Variance 0,1370 0,6250
Desvio Standard 0,3701 0,7906
Error Standard 0,1655 0,3536
F-test for equal variances P=0,171
T-test (assuming equal variances)
0,4800
Error Standard 0,3904
95% Intervalo Confianza -0,4202 to 1,3802
Test statistic t 1,230
Grado de Libertad (DF) 8
pP= P =0,2538
TNF-a por PCR Grupo CONTROL vs. TRATADO
72 hs post-reperfusion
Muestra 1
Variable 72 hs.
Grupo Control
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Muestra 2
Variable
Grupo

72 hs. Control
Tamafo muestra n= 6
Media Aritmética 2,5000
95% Intervalo Confianza 2,0610 to 2,9390
Variance 0,1250
Desvio Standard 0,3536
Error Standard 0,1581

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)
Diferencia
Error Standard
95% Intervalo Confianza
Test statistic t
Grado de Libertad (DF)
P=

72 hs.
Lidocaina
72 hs. Lidocaina

6

1,3200

0,6905 to 1,9495
0,2570

0,5070

0,2267

P =0,502

-1,1800
0,2764

-1,8174 to -0,5426

-4,269
8
P =0,0027
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Resultados de Inmunohistoquimica

La siguiente tabla y grafico muestran los valores que reflejan el promedio de 10 campos
200x para cada animal en base a la escala semicuantitativa descripta en Material y

Meétodos para cada uno de los marcadores de injuria:

Animal HSP60 HO-1 C3  Bax Bcl2 1-17  1-6  11-21 | TNF-a | MDA
24 hs control 1 3 3 1 1 1 1 1 1 3 3
24 hs control 2 3 2 1 3 1 1 1 2 3 3
24 hs control 3 3 2 2 2 1 1 1 1 2 3
24 hs control 4 2 3 1 1 1 1 1 1 3 3
24 hs control 5 3 2 2 2 1 1 1 1 2 3
24 hs control 6 2 2 1 3 1 1 1 2 3 3
24 hs control media 267 2,33 1,33 2 1 1 1 1,33 2,67 3
24 hs Lidocaina 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2
24 hs Lidocaina 2 1 2 2 1 2 1 1 2 1 2
24 hs Lidocaina 3 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1
24 hs Lidocaina 4 2 1 2 1 2 1 1 1 1 2
24 hs Lidocaina 5 2 1 1 1 1 1 1 2 1 2
24 hs Lidocaina 6 1 1 1 1 3 1 1 2 2 1
24 hs tratado media 1,33 1,33 1,33 1 2 1 1 1,67 1,33 1,67
124 hs control media ™24 hs tratado media
35
P=0,0025

3 P=0,0012 P=0,0012

2,5 11 P=0,0073
P=0,0493

o |t
15 +—

1
1

0 ; ; ; ; . . . . .

HSP60  HO-1 C3 Bax Bcl2 11-17 -6 11-21 TNF MDA
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Se realizd el estudio estadistico con el fin de determinar si existieron diferencias
significativas entre ambos grupos para cada uno de los diferentes marcadores de injuria

por isquemia-reperfusion.

HSP60 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable HSP60
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable HSP60
Grupo 24 hs Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamafo muestra n= 6 6
Media Aritmética 2,6667 1,3333
95% Intervalo Confianza 2,1247 a 3,2086 0,7914 a 1,8753
Variance 0,2667 0,2667
Desvio Standard 0,5164 0,5164
Error Standard 0,2108 0,2108
F-test for equal variances P =1,000
T-test (assuming equal variances)
Diferencia -1,3333
Error Standard 0,2981
95% Intervalo Confianza -1,9976 a -0,6690
Test statistic t -4,472
Grado de Libertad (DF) 10
P= P =0,0012

HO-1 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable HO-1
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable HO-1
Grupo 24 hs. Lidocaina
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95% Intervalo Confianza
Variance

Desvio Standard

Error Standard

F-test for equal variances
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24 hs. Control

6

2,3333

1,7914 22,8753
0,2667

0,5164

0,2108

T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

24 hs. Lidocaina

6

1,3333

0,7914 a 1,8753
0,2667

0,5164

0,2108

P =1,000

-1,0000
0,2981

-1,6643 a -0,3357

-3,354
10
P =0,0073

C3 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamarfio muestra n=
Media Aritmética

95% Intervalo Confianza
Variance

Desvio Standard

Error Standard

F-test for equal variances

24 hs. Control

6

1,3333

0,7914 21,8753
0,2667

0,5164

0,2108

T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

C3
24 hs. Control

C3
24 hs. Lidocaina

24 hs. Lidocaina

6

1,3333

0,7914 1,8753
0,2667

0,5164

0,2108

P =1,000

0,0000

0,2981

-0,6643 a 0,6643
0,000

10

P =1,0000
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Bax Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Tamafo muestra n=
Media Aritmética
95% Intervalo Confianza

Variance
Desvio Standard
Error Standard

F-test for equal variances
T-test (assuming equal variances)

Diferencia

24 hs. Control

6

1,0000

0,3363 a 1,6637
0,4000

0,6325

0,2582

Muestra 1
Variable Bax
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable Bax
Grupo 24 hs. Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamafno muestra n= 6 6
Media Aritmética 2,0000 1,1667
95% Intervalo Confianza 1,0614 a 2,9386 0,7382 a 1,5951
Variance 0,8000 0,1667
Desvio Standard 0,8944 0,4082
Error Standard 0,3651 0,1667
F-test for equal variances P=0,110
T-test (assuming equal variances)
Diferencia -0,8333
Error Standard 0,4014
95% Intervalo Confianza -1,7277 a 0,06101
Test statistic t -2,076
Grado de Libertad (DF) 10
P= P =0,0646
Bcl2 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion
Muestra 1
Variable Bcl2
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable Bcl2
Grupo 24 hs. Lidocaina

24 hs. Lidocaina

6
2,0000

1,0614 a 2,9386
0,8000

0,8944

0,3651

P = 0,465

1,0000
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Error Standard 0,4472
95% Intervalo Confianza 0,003546 a 1,9965
Test statistic t 2,236
Grado de Libertad (DF) 10
pP= P =0,0493

[1-17 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable 1-17
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable 1-17
Grupo 24 hs. Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamarfio muestra n= 6 6
Media Aritmética 1,1667 1,1667
95% Intervalo Confianza 0,7382 a 1,5951 0,7382 a 1,5951
Variance 0,1667 0,1667
Desvio Standard 0,4082 0,4082
Error Standard 0,1667 0,1667
F-test for equal variances P =1,000
T-test (assuming equal variances)
Diferencia 0,0000
Error Standard 0,2357
95% Intervalo Confianza -0,5252 a 0,5252
Test statistic t 0,000
Grado de Libertad (DF) 10
P= P =1,0000

11-6 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable 11-6
Muestra 24 hs. Control
Muestra 2
Variable 11-6
Muestra 24 hs. Lidocaina

24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
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95% Intervalo Confianza

Variance
Desvio Standard
Error Standard

F-test for equal variances
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6

1,0000

0,3363 a 1,6637
0,4000

0,6325

0,2582

T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

6

1,0000

0,3363 a 1,6637
0,4000

0,6325

0,2582

P =1,000

0,0000

0,3651

-0,8136 a 0,8136
0,000

10

P =1,0000

[1-21 Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable
Grupo
Muestra 2
Variable
Grupo

Tamafio muestra n=
Media Aritmética

95% Intervalo Confianza

Variance
Desvio Standard
Error Standard

F-test for equal variances

24 hs. Control

6

1,3333

0,7914 a 1,8753
0,2667

0,5164

0,2108

T-test (assuming equal variances)

Diferencia

Error Standard

95% Intervalo Confianza
Test statistic t

Grado de Libertad (DF)
P=

11-21
24 hs. Control

I1-21
24 hs. Lidocaina
24 hs. Lidocaina

6

1,6667

1,1247 a 2,2086
0,2667

0,5164

0,2108

P =1,000

0,3333

0,2981

-0,3310 a2 0,9976
1,118

10

P =0,2897
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TNF-a Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable TNF-a
Grupo 24 hs. Control

Muestra 2
Variable TNF-a
Grupo 24 hs. Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamafno muestra n= 6 6
Media Aritmética 2,6667 1,3333
95% Intervalo Confianza 2,1247 a 3,2086 0,7914 a 1,8753
Variance 0,2667 0,2667
Desvio Standard 0,5164 0,5164
Error Standard 0,2108 0,2108
F-test for equal variances P =1,000

T-test (assuming equal variances)

Diferencia -1,3333
Error Standard 0,2981
95% Intervalo Confianza -1,9976 a -0,6690
Test statistic t -4,472
Grado de Libertad (DF) 10
P= P =0,0012

MDA Grupo CONTROL vs. TRATADO a las 24 horas post-reperfusion

Muestra 1
Variable MDA
Grupo 24 hs. Control
Muestra 2
Variable MDA
Grupo 24 hs. Lidocaina
24 hs. Control 24 hs. Lidocaina
Tamafio muestra n= 6 6
Media Aritmética 3,0000 1,6667
95% Intervalo Confianza 2,3363 a 3,6637 1,1247 a 2,2086
Variance 0,4000 0,2667
Desvio Standard 0,6325 0,5164
Error Standard 0,2582 0,2108
F-test for equal variances P =0,667
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T-test (assuming equal variances)
Diferencia -1,3333
Error Standard 0,3333
95% Intervalo Confianza -2,0760 a -0,5906
Test statistic t -4,000
Grado de Libertad (DF) 10
P= P =0,0025
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Resultados - Resumen
En la siguienta tabla se sintetizan los diversos marcadores de injuria por isquemia
reperfusion que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el Grupo

Control y el Grupo Tratado con lidocaina.

Variable Tiempo post-reperfusion P=
TGO 24 hs. 0,03
LDH 24 hs. 0,008

48 hs. 0,002

72 hs. 0,01
Apoptosis 24 hs. 0,0001
TNF-a (PCR) 24 hs. 0,005

72 hs. 0,002
HSP-60 24 hs. 0,0012
HO-1 24 hs. 0,007
Bcl-2 24 hs. 0,04
TNF-a (IHQ) 24 hs. 0,0012
MDA 24 hs. 0,0025

113



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

Imagenes
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TUNEL

Fig. 1. Tres ntcleos TUNEL posiﬁvos. El de menor tamafio correspc.J?lde a una célula
intrasinusoidal. Técnica de TUNEL x 400

%
-
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Fig. 2. Tres nacleos celulares TUNEL positivos. Técnica de TUNEL x 400
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Inmunohistogquimica

.-

Fig. 3. Expresion d‘[:irotel’nas BAX en el citoplasma de ocasionales hepatocitos y en
endotelios sinusoidales correspondiente a un animal del Grupo Control sacrificado a las
24 horas post-reperfusion. IHQ X 200

Fig. 4. Determinacion IHQ de expresion de Bcl2 en hepatocitos y en endotelios
sinusoidales del higado de ratas tratadas con Lidocaina y sacrificadas a las
24 horas post-reperfusion. IHQ X 400
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2TTN.. - e

Fig 5. Se detectd la presehciaﬁde“éé en forma focal en hepa(t'b‘citos y paredes
sinusoidales en animales de los Grupo Control y Tratado no encontrdndose diferencias
cuantitativas entre ambos grupos. IHQ X 400

IHQ obviando el anticuerpo especifico (Primario)
IHQ x 100

Fig. 6. Testigo control negativo de
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Fig. 7. Testigo control negativo deIHQ obv'lando eI antlcuepo especifico (Primario)
IHQ x 200

Fig. 8. Expresmn de HO- 1 en forma focal e tEJIdO hepatlco de anlmalesdel grupo
Control. IHQ X 400
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Fig. 9. Expresion de HSP en el citoplasma de hepatocitos y de endotelios sinusoidales
en ratas sacrificadas a las 24 horas post-reperfusion. IHQ X 400

Fig. 10. TNF-c determinaicién por IHQ de la presencia de proteinas de TNF-czen
hepatocitos y en endotelio de sinusoides de ratas del Grupo Control sacrificadas a las
24 horas post-reperfusion. IHQ X 200
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e VR
i TS A "A 1 o e 2 "‘1“ X ,"‘ - 1
Fig. 11. Discretos depositos de IL-6 marcados débilmente en endoterlio sinusoidal de
ratas del Grupo Control sacrificadas a las 24 horas post-reperfusion. IHQ X400

Fe

‘ = A R e RS
Fig. 12. Presencia de Malondialdehido en el citoplasma de hepatocitos de la zona 3 de

animales del Grupo Control sacrificados a las 24 horas post-reperfusion.IHQ X20

120



Estudio Experimental de la Isquemia-Reperfusion Hepatica
del Pozo A.C.

PAS y de Hematoxilina-Eosina

Células de Kupffer y a leucocitos periportales y perivenosos centrales coloreados por
médio de técnicas de PAS y de H-E

ol g o *“~ ik
Fig. 13. Tincidn de PAS en la que se observa células fusiformes en luces sinusoides
correspondientes a células de Kupffer. En la mitad inferior de la imagen puede
observarse microvacuolizacion citoplasmatica de hepatocitos. PAS x 200.

Fig. 14. Tincion d
leucocitos mono y polimorfonuclereas en luces sinusoides. Hematoxilina-Eosina X 400.
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y

Fig. 16. Leucocitos en luces sinusoides perivenulares centrales (Zona 3 del lobulillo).
Notevole escaso numero de células Kupffer. Tincion de PAS X400.
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Fig. 18. Células de Kabffer descamédasy leucocitos en un espacio sinusoide.
PAS X 400.
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lulas de citoplasma mas eosinofilo y con retracciones del volumen celular
y picnosis nuclear corresponden a hepatocitos apoptoticos.
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Fig. 19. Las cé
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A principios del siglo XVII, ya se realizaban los primeros intentos quirdrgicos en el
higado, con resultados poco alentadores. A pesar de un continuo estudio del érgano, la
realizacion de maniobras en situaciones como reseccion de tumores, traumatismos con
dafo parenquimatoso, shock hemorragico, presentaron, hasta hace pocas décadas atras,
altas morbilidad y mortalidad.

La comprension de la anatomia, fisiologia y fisiopatologia hepaticas, junto con la puesta
a punto de las técnicas quirargicas, del manejo anestesioldgico y de la gestion
postoperatoria hicieron que hoy la cirugia hepatica sea uno de los campos mas
complejos y exitosos de la especialidad. Esta abarca un amplio espectro de
posibilidades terapéuticas, desde la utilizacion de técnicas miniinvasivas para el
tratamiento de tumores primarios, secundarios y otras lesiones (radiofrecuencia,
quimioembolizacién, drenaje percutdneo de colecciones, etc.), la realizacion de
complejas resecciones basadas en el minucioso conocimiento de la anatomia
intraparenquimatosa del 6rgano, hasta la posibilidad del trasplante hepético (con injertos
cadavéricos e incluso injertos provenientes de donantes vivos) en caso de fallo organico
(crénico o fulminante) o presencia de determinados tumores %%,

En el amplio abanico clinico-terapéutico mencionado (trauma, shock, cirugias de
reseccion, trasplante, etc.), uno de los determinantes del fracaso de la continuidad o
restitucion de la funcion hepética es la injuria causada por isquemia-reperfusion de la
cual es victima el drgano en tales circunstancias. Tal es asi, que este tema constituye un
permanente campo de investigacion por parte de los principales grupos dedicados al
estudio del higado en el mundo.

El proceso de isquemia-reperfusion hepatica representa una serie de intrincados eventos

que ocurren durante el bloqueo transitorio del flujo de sangre y oxigeno (isquemia) y el
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retorno del aporte (reperfusion) al parénquima, condicionando la disfuncion temporanea
o definitiva del 6rgano #22%).

A grandes rasgos existen diferentes tipos de isquemia: la isquemia “fria" que se
relaciona, fundamentalmente, a la etapa ablativa del trasplante, cuando el 6rgano es
intencionalmente conservado en frio para reducir su actividad metabolica hasta su
implante; 2) la isquemia “tibia o caliente”, caracteristica de la cirugia del trauma,
reseccion, shock hipovolémico y 3) la isquemia de “re-calentamiento” que ocurre
durante la manipulacion del higado y la confeccién de las anastomosis vasculares pre-
reperfusion en el trasplante (considerada generalmente como isquemia tibia) ©°.

Desde un punto de vista teorico, pueden identificarse 4 sistemas intracelulares que se
ven agredidos durante el complejo y, aun no del todo dilucidado, mecanismo de injuria
que se produce durante el continuo proceso isquemia-reperfusion:

1) mantenimiento de integridad de la bicapa fosfolipidica de las membranas de la que
dependen la homeostasis i6nica y osmotica de las células y sus organulos, cuyo ataque
por parte de las formas reactivas del oxigeno fue evaluado en nuestro estudio mediante
la cuantificacion de MDA, producto final de la peroxidacion lipidica, con técnica de
IHQ. Como se observa en Resultados, la expresion de MDA fue estadisticamente
superior (P= 0,0025) en el Grupo Control en comparacién con el Grupo Tratado, lo que
indicaria proteccion por parte de la Lidocaina frente a una mayor produccion de
radicales libres en el proceso de IRH, con el consecuente beneficio de las membranas
celulares;

2) la respiracion aerdbica que afecta la fosforilacion oxidativa y la produccion de
trifosfato de adenosina (ATP);

3) la sintesis de proteinas enzimaticas y estructurales y

4) la conservacion de la integridad del aparato genético de la célula %%,
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Con la finalidad de inhibir o atenuar la injuria causada por los mecanismos enunciados
determinantes del proceso de IRH diferentes grupos de trabajo en el mundo estudiaron
diferentes estrategias en las Gltimas décadas; ninguna, sin embargo, logra satisfacer el
objetivo en forma total. Es asi que se idearon:

e estrategias quirargicas como el preacondicionamiento isquémico, el clampeo
intermitente del pediculo hepético, el uso de sistemas de perfusion
extracorporeos, el preacondicionamiento hipertérmico, etc.;

e estrategias farmacoldgicas basadas en la utilizacion de sustancias antioxidantes,
agonistas de la adenosina y oxido nitrico, superéxido dismutasa, drogas
favorecedoras de la microcirculacion, inhibidores de proteasas, soluciones de
preservacion de 6rganos para trasplante de variadas composiciones, etc.;

e estrategias génicas, aun en estudio y de escasa aplicacion en la practica clinica
actual.

El objetivo de nuestro estudio consistié en evaluar en forma experimental una estrategia
farmacoldgica, basada en el uso del anestésico local Lidocaina, ya que diferentes
estudios han comprobado que contribuye a la recuperacion celular en caso de isquemia
e hipoxia tanto in vitro come in vivo en variadas poblaciones celulares.

Aunque su efecto protector y su consecuente uso clinico-terapéutico fue extensamente
estudiado en caso de isquemia cardiaca, neuronal %9 pulmonar ®*, intestinal ),
poco se ha publicado sobre la posibilidad de un efecto similar a nivel hepatico. Hoy en
dia, la Lidocaina forma parte de protocolos de tratamiento en casos de isquemia-
reperfusion miocardica y cerebral.

La lidocaina, sustitutivo sintético de la cocaina, sintetizada por Lofgren en 1943,

constituye actualmente el més utilizado de los anestésicos locales cuyo mecanismo de
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accion principal consiste en el blogueo de los canales de sodio voltaje dependientes
encargados de mantener un activo y preciso gradiente de iones transmembrana.

Este bloqueo de canales de sodio se lleva a cabo mediante su unién a la extremidad
intracelular de los canales con la aparejada reduccién en la actividad de la bomba sodio-
potasio ATPasa, el ahorro de ATP y la disminucion del calcio intracelular por reduccion
en la actividad de la bomba de intercambio sodio-calcio ¢4,

Ademéas de su uso como anestésico local, la Lidocaina es uno de los farmacos
antiarritmicos mas comunmente utilizado por via endovenosa debido al potente efecto
supresor que ejerce sobre la actividad cardiaca anormal, a su alto grado de eficacia en el
tratamiento de arritmias asociadas a infarto agudo de miocardio y a su baja toxicidad a
dosis terapéuticas 4124,

Por otra parte, la Lidocaina ejerce una potente efecto antiinflamatorio mediante,
probablemente, la combinacion de su interaccion reversible con proteinas y lipidos de
membrana, la regulacién del metabolismo celular, la inhibicion de la migracion
leucocitaria mediada por TNF-a, la reduccion de la expresion de moléculas de
adherencia, la inhibicién de la liberacion de histamina, leucotrieno B4 e II-1 por parte de
las células proinflamatorias, entre otras acciones ¢42%%),

La Lidocaina posee, asi mismo, un efecto inhibidor sobre la agregacion plaquetaria
mediante la inhibicion de las sefiales del TXA; y la reduccién de los cambios en la
microviscocidad de las membranas plasméticas ¢¢°%"2.

Ademas, actla como scavenger de radicales libres, inhibidor de la peroxidacion lipidica,
bacteriostatico, fungostatico y fungicida 43249

El efecto protector de la Lidocaina frente a la isquemia-reperfusion seria el resultado de

las maltiples funciones descriptas previamente:

e reguladora de electrolitos intracelulares,
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e reguladora del metabolismo celular,

e antiinflamatoria,

e antiagregante plaquetaria,

e scavengery

e antimicrobiana
que intervendrian en los multiples niveles, estadios y vias de activacion del complejo
proceso de IRH.
En nuestro trabajo hemos confrontado dos grupos de ratas expuestas a una maniobra de
Pringle (clampeo de los elementos del pediculo hepatico). El primero de los grupos, no
previamente tratado, fue considerado Control mientras que el segundo recibié una dosis
intraperitoneal pre-clampeo de Lidocaina para estudiar los posibles efectos benéficos de
su suministracion.
La injuria por isquemia reperfusion, como ya fue enunciado, consiste en un complejo
proceso inflamatorio con multiples vias de activacion que se superponen, potencian y/o
inhiben. La injuria endotelial, la infiltracion leucocitaria, la ocurrencia de muerte celular
programada, y el aumento de mediadores de la inflamacion son algunos de los
pardmetros que pueden estudiarse para determinar el grado de injuria tisular.
Se hipotetiza que la activacion de las células de Kupffer, macréfagos hepaticos, seria
uno de los mecanismos responsables del inicio de la injuria. Estas células tienen como
funcion fundamental la fagocitosis de bacterias, endotoxinas, virus y complejos
inmunes, la iniciacion de una respuesta inmune no especifica, la presentacion de
antigenos y la liberacion de diferentes productos citotoxicos como el TNF-q,
interleuquinas, ON, leucotrienos y proteasas “**%. Su activacion precipita la muerte de
las células endoteliales con el consecuente trastorno de la microcirculacion que conduce

a inflamacion, incremento del metabolismo aerdbico de los hepatocitos que los hace
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mas susceptibles a la hipoxia, muerte (apoptosis) de los mismos y, consecuentemente,
fallo hepético ®?. En nuestro estudio, de hecho, la TGO fue significativamente mas
elevada en los animales no tratados a las 24 horas (P= 0,03), mientras que la LDH
mostré reducciones estadisticamente significativas en el Grupo premedicado con
Lidocaina a las 24, 48 y 72 horas post-reperfusion (P= 0,008; P= 0,002; P= 0,01;
respectivamente), hecho posiblemente realacionado a una menor repercusion
hepatocelular en el Grupo Tratado.

Se observo, asi mismo, una importante diferencia estadisticamente significativa entre el
Grupo Control y el Grupo Lidocaina (P < 0,0001) cuando se estudié la presencia de
cuerpos apoptoticos en los explantos hepaticos. La menor ocurrencia de apoptosis en
animales tratados indicaria una reduccion en la activacion de las células de Kupffer,
principales responsables de la muerte (apoptosis) de hepatocitos en higados sometidos a
isquemia-reperfusion y/o una mayor expresion de proteinas antiapopt6ticas como se
observa en nuestros resultados de IHQ. Tampoco puede descartarse un aumento de la
expresion de proteinas protectoras de dafio celular como HO-1 y HSP60, (ver tabla y
gréfico de IHQ, pagina 105).

De los productos citotdxicos sintetizados por las células de Kupffer, la principal
sustancia relacionada con el dafio celular es el TNF-a, el cual desempefia numerosas
respuestas pro-inflamatorias como la induccion de la produccion de radicales libres y
otros metabolitos tdxicos, la quimiotaxis, activacion y adherencia leucocitaria al
endotelio, la induccién de apoptosis de hepatocitos y células endoteliales, entre otras
funciones. En nuestro trabajo se cuantifico el RNAm de TNF-o por PCR, el cual fue
significativamente mayor en animales del Grupo Control a las 24 horas (P=0,05) y a las
72 horas (P=0,0027) de la reperfusion. Se observé una diferencia similar (P= 0,0012) a

las 24 horas post-reperfusion cuando el TNF-a fue estudiado por IHQ, en concordancia
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con los resultados obtenidos por PCR. De acuerdo a estos resultados, uno de los
mecanismos de accién por los cuales la Lidocaina protegeria frente a la injuria en la
IRH seria, posiblemente, la inhibicién o la atenuacion de los niveles de TNF-a, tal
como ha sido sugerido previamente en patolgias mediadas por TNFa y atenuadas por la
administracion de lidocaina (¢>-66:241:242.286-288, 290-2%2)

Los diferentes sistemas responsables de la respuesta a la injuria se relacionan ya sea
estimulandose o inhibiéndose reciprocamente. Por ejemplo, el TNF-a estimula a las
células endoteliales y de Kupffer para que expresen Tromboplastina tisular que activa la
cascada de la coagulacion, mecanismo que altera la microcirculacion a través de la
formacion de microtrombos.

Durante el proceso de IRH se activa, asi mismo, el sistema de complemento
favoreciendo la opsonizacion y fagocitosis de las células dafiadas, aunque en nuestro
estudio no pudimos comprobar una diferencia en la cuantificacién de C3 por IHQ entre
los Grupos en cuestion "%,

No todos los mecanismos desencadenados durante la injuria tienden a favorecer la
respuesta inflamatoria y el dafio hepatocitario, sino que existen sistemas y reacciones
que tienen como finalidad compensar los precedentes con un efecto antiinflamatorio.
Para citar alguno de ellos, podemos mencionar a la IL-6, citoguina reguladora del
proceso inflamatorio, cuya liberacién, inducida por el TNF-o, produce un aumento de
la regeneracion tisular gracias a sus efectos pro-mitogénicos y anti-apoptéticos %y a
la 11-10, involucrada en la supresion de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y
la inhibicidn de las células presentadoras de antigenos. En nuestro trabajo al cuantificar
IL-6 por IHQ obtuvimos similares resultados entre ambos grupos. Posiblemente, este

hecho se deba a una menor expresion de TNF-a. en el Grupo Tratado que hace que la

induccion que ejerce sobre la expresion de IL-6 se haya vista inhibida.
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e igual modo podria explicarse la menor expresion del factor anti-apoptético Bcl-2 en el
Grupo Control.

Hemos observado una significativa mayor expresion de la proteina Bcl-2 a las 24 horas
de la reperfusion en el Grupo Tratado (P= 0,04), hecho que constituya,
presumiblemente, uno de los mecanismos que minimiza la injuria observada en los
animales pertenecientes a dicho grupo.

Otros sistemas enddgenos que confieren proteccion son aquellos que contienen enzimas
como las catalasas, glutation peroxidasa, el complejo Q10, la superéxido dismutasa, la
HO-1, la HSP60 y vitaminas antioxidantes como el a-tocoferol y el acido ascorbico.
Entre nuestros resultados se puede observar como en la cuantificacion por IHQ de HO1
y de HSP60 obtuvimos diferencias estadisticamente significativas al comparar el Grupo
Control y el Grupo Tratado con Lidocaina a las 24 horas de la reperfusion (P=0,0073 y
P=0,0012 respectivamente), con una mayor expresion de estas proteinas en el Grupo
Control, posible reflejo de la presencia de mayor dafio por isquemia-reperfusion con la
consecuente activacion de los sistemas enddgenos de proteccion en el mencionado

Grupo.
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Conclusién
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En base a los resultados presentados podemos concluir en que la administracion
intraperitoneal de Lidocaina previa a la realizacion de un periodo de isquemia seguido
de diferentes tiempos de reperfusion hepéatica en forma experimental produce
reducciones significativas en diferentes marcadores de injuria. Por lo que su
administracion pre-isquemia resultaria beneficiosa al conferir proteccion del
parénquima hepatico frente al dafio. Estos resultados determinarian, consecuentemente,
beneficios a nivel histolégico y, tedricamente, clinico. Estos hallazgos sugieren un
potencial uso de esta droga droga ampliamente utilizada en medicina humana en forma
inmediatamente previa a periodos de isquemia hepética (cirugia del trauma, shock
hipovolémico, resecciones, trasplante, etc.) con la finalidad de atenuar los dafios
asociados al proceso de isquemia-reperfusion.

Estudios doble-ciego-randomizados con gran nimero de sujetos por grupo, tanto a nivel
experimental como humano, con diferentes dosis y vias de administracion, serian de
gran utilidad clinica para determinar, en forma definitiva, la potencial capacidad de la

Lidocaina de atenuar el grado de injuria producido por isquemia reperfusion hepética.
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