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Introduccion

Actualmente, el trasplante hepatico es el tratamiento de eleccion en
diversas patologias del higado (1), si bien dicha intervencién no esta exenta
de complicaciones, y la frecuencia de disfuncion primaria del injerto oscila
entre el 5y el 15% (2). Recientemente se ha establecido que existe relacién
entre el grado de lesién precoz sobre el injerto, y {a incidencia de rechazo
desde el punto de vista clinico (3).

Los mecanismos implicados en el dafio hepatocelular son complejos,
y tienen lugar tanto en la fase de isquemia como en la fase de reperfusion
del tejido hepético, aunque ultimamente se ha demostrado una mayor
importancia del dafo reperfusional tras el periodo de isquemia fria en el
trasplante (4).

En el esclarecimiento de las causas de estas lesicnes, se han
implicado numerosos mecanismos, incluyendo la migracion y activacion de
leucocitos (5), lesion de células endoteliales (6), activacion del sistema de
la coagulacion (7), liberaciéon de mediadores por las células de Kupffer

activadas (8-11) y la formacion de radicales libres (12).

El glutation es un tripéptido presente en practicamente todas las
células. Una de sus funciones mejor conocidas es la de participar como
cosustrato de la glutation-peroxidasa, que cataliza la reduccion de los
peroxidos generados intracelularmente (13). El sistema de la glutation-

peroxidasa, junto con la catalasa, la superdxidodismutasa y los



Introduccion

antioxidantes solubles de caréacter lipidico, suponen un mecanismo de
defensa enormemente eficaz frente a |os radicales libres del oxigeno. A
nivel hepatico, este potente sistema confiere a los hepatocitos una gran
resistencia a la lesion por dichos mediadores. Ademas, el glutation podria
disminuir la produccion de radicales libres (14), frenar el mecanismo de
amplificacién de la peroxidacién lipidica (15), e incluso seria capaz de

“detoxificar’ los mediadores liberados por las células inflamatorias en el

espacio extracelular del higado (16).

En estudios experimentales, se ha observado que la deplecion in vivo
de glutation podria prevenirse por la administracién de su precursor, S-
adenosil-metionina, que en estudios farmacoldgicos ha demostrado tener
propiedades citoprotectoras a nivel hepatico, tanto frente a la accion de

toxicos diversos como de citoquinas (17-21).

ISQUEMIA-REPERFUSION

Podria definirse la isquemia como la disminucion del aporte
sanguineo a un determinado territorio. La alteracion resuitante derivaria de
la reduccion de la oferta de oxigeno y nutrientes a los tejidos. A partir de un
tiempo determinado, (variable en los diversos 6rganos y tejidos), supone la
muerte celular.

Los 6rganos y tejidos sometidos a temperaturas bajas, soportan

mejor la isquermnia que los que estan en condiciones normotérmicas, debido
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{nfroducciin

a la reduccion de las necesidades metabdlicas que la hipotermia provoca;
de aqui los conceptos, claves en la cirugia de trasplantes, de isquemia fria
o caliente.

Liama la atencién la poca trascendencia del darfo isquémico en los
aspectos morfologico y estructural. Por ejemplo, las imagenes que los
tratados de Histologia presentan como “normales”, corresponden a tejidos
gue han estado sometidos a isquemia durante prolongados periodos de
tiempo (22). En Microscopia Electrénica, las alteraciones se detectan mas
precozmente. Sin embargo, el dafo funcional secundario a la isquemia es
muy acusado. Es mas, a primera vista podria decirse que es
desproporcionado. Esto es asi porque los seres vivos necesitan energia no
solo para realizar sus funciones, sino también para mantener su integridad
en reposo. Es decir, “la anoxia no solamente detiene ia maquina, sino que
también deteriora la maquinaria’. Ademas, en los organismos muy
evolucionados, la reperfusion tras la isquemia (mas especificamente, la
reoxigenacion), es potenciaimente mas daiina per se. Se ha denominado
también a este fenébmeno como “ia paradoja del oxigeno™ (23), y esta
expresion traduce el dano provocade por el mismo a través de las
alteraciones sufridas por los sistemas metabdlicos durante la isquemia.

La falta de aporte de oxigeno determina, a nivel celular, una

deplecion de ATP, cuya sintesis disminuye por la inhibicion de! ciclo de
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Krebs, y cuya degradacion a hipoxantina, (previa conversion en AMP,
adenosina e inosina), sera responsable, en parte, de la formacion del
radical superdxido en la fase de reperfusion. Si la isquemia no es muy
prolongada, el pool de ATP se regenera; si ho, se producira la muerte
celular.

La concentracion extracelular de calcio es 10.000 veces mayor que
{a intracelular, merced a un proceso de transporte activo, con intervencion
de una ATPasa. La caida del nivel de energia impide el correcto
funcionamiento de esta bomba enzimatica, con lo que el calcio penetra en
la célula y se eleva su concentracion citosoélica. Ademas, gran parte del
calcio intracelular esta, en condiciones normales, secuestrado en las
mitocondrias y en el reticulo endoplasmatico, siendo debida esta
distribucion intracelular a un sistema activo, (motor de protones), situado en
la cara interna de la mitocondria, y acoplado a la fosforilacion oxidativa (24).
Es decir, que la distribucion del calcio esta regulada por un complejo
mecanismo, que implica a varios mediadores, receptores y enzimas (25).

Secundariamente a la caida energética, por tanto, se elevara el
calcio citosolico por dos vias: una, la entrada masiva desde ¢l espacio
extracelular; la otra, la liberacién del calcio almacenado en las organelas
intracelulares (mitocondrias, reticulo endoplasmico). Esta elevacion se

produce ya en la fase de isquemia, pero posteriormente, en la reperfusion,
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y como consecuencia de la formacion de radicales libres, se movilizara el
calcio extracelular.

El aumento de la concentracion intracelular de calcio provoca la
activacion de proteasas citosolicas calcio-dependientes, responsables de
la rotura del citoesqgueleto, con el consiguiente “abollonamiento” {(blebbing)
de la superficie celular, y, en segundo lugar, a través de la activacién de la
fosfolipasa A,, la activacion de la cascada de acido araquidénico, previa
liberacién de éste de los fosfolipidos de membrana (26,27), siendo los
metabolitos finales las prostaglandinas {por la via de la ciclooxigenasa), y
los leucotrienos (por la accion de la lipooxigenasa). Entre estos mediadores
destacan el leucotrieno B, y el tromboxano A,, que tienen un potente efecto
quimiotactico sobre los polimorfonucleares neutrdfilos, a los que, ademas,
estimulan para que liberen perdxido de hidrogeno y elastasa, con el
consiguiente aumento de la permeabilidad endotelial. Tras la isquemia-
reperfusion, se produce un desequilibrio entre la produccion de
prostaciclina (PGl,) y tromboxano A,, a favor de éste ultimo, lo cual
provocara vasoconstriccion marcada (26).

En 1978, Haglund y Lundgren (28), observaron, en un modeio
experimental en intestino delgado, que la reperfusion provocaba mayor
permeabilidad capilar que la isquemia. Parks y Granger, en 1986,

demostraron, también en intestino delgado, que el dafo mucoso era
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significativamente mayor tras tres horas de isquemia y una de reperfusion,
que tras cuatro horas de isquemia (29), y observaron que cuando la
reperfusion se realizaba con sustancias deoxigenadas, el dafio era menor
que cuando se practicaba con sangre oxigenada. Asi, se vuelve de nuevo
al concepto de reoxigenation injury (22), y a la implicacion de los radicales

libres del oxigeno en las lesiones por isquemia-revascularizacion.

MODELOS EXPERIMENTALES

Para producir un dafio significativo, es preciso que la isquemia
hepética sea total. O’'Donohue (30) demostréd gue la interrupcidn exclusiva
de la arteria hepatica apenas provoca lesiones, y gue éstas son reversibles
en poco tiempo. Asi mismo, hay modelos experimentales que estudian los
efectos de la isquemia completa pero sectorial, siendo bien tolerada.

En estudios experimentales con ratas, se ha observado que 90
minutos de isquemia hepatica total van seguidos de la muerte del 100% de
los animales (31); parece, pues, que el dintel de reversibilidad de la rata
Wistar estaria alrededor de los 60 minutos en un modelo de isquemia
completa sectorial (32).

En el perro, se ha visto que 30 minutos de maniobra de Pringle no
provocan efectos apreciables (33), y que el dafio hepatico es severo a los

40 minutos (34-36).
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Por otro lado, y como ya se ha comentado previamente, se ha visto
que el dano inducido por [a isquemia depende también de |la temperatura
a que esté sometido el drgano durante el tiempo de privacion del flujo
sanguineo, siendo habitualmente menor en situacion de hipotermia. Sin
embargo, se han comunicado resultados sorprendentes en isquemia fria en
un modelo porcino, en el cual el dafo hepatico, valorado mediante
microscopia electrénica, fue mas intenso bajo refrigeracion que en situacion
de isquemia caliente (37).

Diversos trabajos (37-40), recogen los patrones morfoldgicos del
dafio isquémico y reperfusional, siendo las céluias de Kupffer las que
parecen acusar de forma especial, en estudios ultraestructurales, el efecto
de la isquemia (39,41,42).

Las alteraciones funcionales se expresan como variaciones en
determinados parametros bioguimicos, gue traducen el estado funcional del
higado (30,43-45), si bien algunos estudios han permitido conocer, ademas,
el efecto sobre la circulacidén hepatica, (disminucidn de ia microcirculacion)
(46), y sobre el flujo biliar, que se correlacionarian estrechamente con el

estado energético del hepatocito.

Entre los numerosos modelos experimentaies empleados en el

estudio de la isquemia-reperfusion hepatica, la mayoria utilizan la rata como
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animal de experimentacion, por varias razones: bajo costo (respecto de
otros animales), comodidad, y homogeneidad.

Ei ambiente en el que se produce la isquemia puede ser
normotérmico, frio, o secuencial, con una fase normotérmica seguida de
otra fria (37), como en el modelo de trasplante (47-49). La mayoria de los
modelos de isquemia fria se realizan sobre organo aislado (34,50-55),
aungue también se han estudiado ios efectos de la isquemia sobre cultivos
celulares de hepatocitos y de células de Kupffer (38,39,41,56).

Tambien es importante valorar la “cuantia” de la isquemia, a saber:

- Interrupcidn exclusiva del flujo de la arteria hepatica, que, como ya
se ha comentado, apenas acarrea transtornos (30,57).

- Isguemia total (arterial y portal), sin ninguna medida adicional que
evite la congestién del territorio portal, reproduciendo las condiciones de la
maniobra de Pringle (36,45,58).

- Isquemia total con shunt portosistémico, para evitar la congestion
(31,36,58-63).

- Isquemia total con clampaje del tronco celiaco, o de éste y de la
arteria mesentérica superior (46,64).

- Isquemia sectorial, afectando a una parte del territorio hepatico,
pero conservando el flujo hacia el resto (32,40,43,44,47,48,58,65,66).

Ademas de los modelos de interrupcion vascular, se han desarrollado
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modelos “toxicos”, en los cuales se induce la lesion hepatica por medio de
una foxina, como las endotoxinas bacterianas (67,68), el etanol (69), o el
tetracloruro de carbono (70).

Por otra parte, los tiempos de isquemia y de reperfusion oscilan entre
ios 15 y los 120 minutos para ambos periodos, dandoe lugar a gran cantidad

de combinaciones.

RADICALES LIBRES Y PEROXIDACION LIPIDICA

En la actualidad se asume que los radicales libres dei oxigeno y la
peroxidacion lipidica juegan un papel determinante en la patogenia de la
lesién tisular inducida por numerosos procesos, como la inflamacién, la
infeccidn, agentes quimicos o fisicos, y el dano reperfusional.

Se ha estudiado a fondo el mecanismo hepatotdxico inducido por el
tetracioruro de carbono, en modelos experimentales (71-73). Brevemente,
la transformacion de dicho producto a nivel del sistema microsomal hepatico
(en relacion con el citocromo P-450), daria lugar al radical triclorometilo
(CCl;*), gue reaccionaria rapidamente con el oxigeno molecular,
formandose el radical triclorometilperoxilo {CCl;0,*). Estas moléculas
iniciarian el proceso lesivo, mediante la unidn covalente con
macromoléculas celulares (como en el caso del radical triclorometilo), o la

peroxidacion de los lipidos de membrana (triciorometilperoxilo), y, en un
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segundo paso, alterando la homeostasis intracelular del calcio libre. La
compleja interaccion entre estos mecanismos provocaria la amplificacion y
difusidn del dario, expresandose en forma de acumulo anormat de lipidos,
y ocasionando la muerte celular.

Se han realizado estudios similares con otros productos,
encontrando numerosos agentes quimicos que, por sus caracteristicas
prooxidantes, provocarian toxicidad a nivel hepatico principalmente por la
via de la peroxidacion lipidica. Son, entre otros, ademas del tetracloruro de
carbono, los siguientes: triclorobromometano, 1,2-dibromoetano, cloroformo,
halotano, sobrecarga de hierro, etanol, paracetamol, bromobenceno,
adriamicina, t-butil-hidroperdxido (74). Lo anteriormente expuesio se
refuerza por la evidencia de la inhibicién significativa de la peroxidacion
lipidica que tiene lugar al emplear agentes antioxidantes, como prometacina
(75), vitamina E (76), silimarina (77), silibina {78), difenilfenilenediamina

(74), o bien a-tocoferol-polietileno-glicol-succinato (79), entre otros.

Sin embargo, el dafio celular secundario a los radicales libres puede
producirse, ademas, por otros mecanismos, como la formacion de enlaces
covalentes y la alteracion de la homeostasis del calcio (ya mencionados),
pero también a través de la fragmentacién del ADN o la deplecién del

glutation y proteinas con grupos tiol (80).
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Los radicales libres son sustancias quimicas que poseen un electrén
desapareado; también podrian definirse como fragmentos de una motécula.
Pueden ser neutros o tener carga eléctrica positiva o negativa. Los mas
importantes en los sistemas biolégicos son fos derivados del oxigeno
(81,82), y de éstos los principales serian:

- el radical SUPEROXIDO: este radical libre, de caracter anionico, se

forma merced a la reduccion del oxigeno por la fransferencia de un electron:

0, + e ===>0,*

No es el mas lesivo, posiblemente su funcion principal sea la de ser
precursor del peroxido de hidrogeno, asi como el reductor de iones
metdalicos (reduccion de i6n cuprico a cuproso, o de férrico a ferroso).
En situaciones de acidosis se transformaria en el radical perhidroxilo
(HO,*), mas reactivo, pero cuya concentracion relativa en condiciones
fisiolégicas es menor del 1%.

- el radical HIDROXILO, que parece ser el mas peligroso, perc que,
sin embargo, tiene una vida media muy corta y un radio de accion limitado

a las cercanias de su lugar de produccion:

H,0, + Fe?* ===>*OH + OH + Fe*"

Mencion aparte merece el PEROXIDO DE HIDROGENO, agente oxidante,

12
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aunque no especialmente reactivo, y cuya mayor importancia reside en ser
la fuente de radicales hidroxilo en presencia de iones de metales de
transicion (hierro, cobre) (83). En ausencia de estos metales, tanto el
superoxido como el perdxido de hidrdgeno se eliminan rapidamente y sin

provocar dano (figura 1).

Anién Perdxido de Radical
superdxido hidrégeno hidroxilo

Mg**-SOD Fenton

O, | ey | H,0, -OH

Fe?* Fe*
i - Catalasa
" Glutation (baja en mitocondria)
H,0 +O0,

Figura 1
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La mayoria de las moléculas biolégicas pueden ser atacadas por los
radicales libres, pero probablemente las mas susceptibles sean los lipidos;
Las membranas celulares contienen gran cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), cuya oxidacion (peroxidacion lipidica) es
particularmente lesiva por tratarse de un proceso autoperpetuado. La
oxidacion de los PUFA genera un radical alquilo, que por la accién del
oxigeno se transforma en un radical peroxilo, capaz de oxidar nuevos
PUFA, para dar lugar a hidroperdxidos lipidicos, precursores de otros
radicales libres (alcoxilo, peroxiio), y de aldehidos. Estos productos pueden
difundir a partir del punto de la reaccién original, y extender de este modo

la lesién a otras zonas de la célula (figura 2).
‘OH + LH ===i» H,O + L° Iniciacion

L*+ O, wmell- | 0O° Adicion de O,

1LOO* + LH LOOH + L’ Propagacion
Fe3*, Cu*
LO" , LOO", Aldehidos

‘OH: Radical hidroxilo
LH: Lipido insaturado
L Radical alquilo
LOO": Radical peroxilo
LO": Radical aicoxilo

LOOH: Hidroperoxidos lipidicos
Figura 2

14
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En resumen, la peroxidacion lipidica provoca la fragmentacién de las
membranas y la formacion de nuevos productos reactivos. Estos (peroxidos
lipidicos), son potentes inhibidores de numerosos enzimas celulares, y
ademas pueden descomponerse en otros metabolitos, téxicos para

proteinas y membranas (84-86).

El darfio hepatocelular que aparece en situaciones de isquemia-
reperfusion parece tener como una de sus causas principales la
peroxidacion lipidica. Apoyarian esta hipotesis: el aumento evidente de la
resistencia hepatica a la isquemia fria cuando se afiaden a la solucion de
preservacion, antioxidantes como el glutation o el alopurinol (87), y la
reciente demostracion de la formacion de radicales libres en ratas tras el
transplante ortotopico de higado, detectados mediante “spin-resonancia” de
los electrones (88).

La presencia de maiondialdehido {MDA) en los hepatocitos, por ser
un producto de peroxidacion lipidica, demuestra que dicho proceso ha
tenido lugar, y se utiliza como indice del mismo (89). El incremento en su
liberacidon ocurre después de la formaciéon de los radicales libres, lo cual
también apoya la hipétesis de que la peroxidacion lipidica es iniciada por
los radicales libres del oxigeno {90).

La evidencia de gque es inevitable cierta produccion de radicales
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libres, unida al hecho de que éstos son enormemente lesivos, indujo a
pensar que deben existir mecanismos de defensa frente a los mismos. Se
les conoce como “antioxidantes”, y pueden dividirse en dos categorias,
segun su modo de accion sea prevenir la formacién de radicales, o bien la
“interceptacion” de los ya generados (91). Estan presentes tanto en el
citosol como en las membranas celulares; algunos son enzimas, otros no.

Unao de los mecanismos defensivos podria consistir en asegurar una
transferencia adecuada de electrones, asi como eliminar |0s iones metalicos
de transicion. Por ejemplo, el hierro se une fuertemente a proteinas como
la transferrina y la ferritina, disminuyendo asi la disponibilidad de iones
férricos capaces de intervenir en reacciones de generacion de radicales
libres {92).

Otra posibilidad, seria la eliminacion de los perdxidos ya formados
(incluyendo el perdoxido de hidrégeno y los peligrosos hidroperdxidos
lipidicos). Aqui intervienen dos enzimas, catalasa y glutation peroxidasa. La
primera se localiza fundamentalmente en los peroxisomas, y cataliza la
transformacion del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular. La
glutation peroxidasa es de ubicacion citosélica y, utilizando como sustrato
el glutation, actua tanto sobre el peréxido de hidrégeno como sobre [os
peroxidos lipidicos, formados previa liberacion de los fosfolipidos de

membrana por la fosfolipasa (93) (ver figura 1).

16



Introduccibn

La otra opcion seria interceptar los radicales libres antes de que
actuen: {as sustancias encargadas de ello se denominan “scavengers”. Uno
de ellos, la supercxidodismutasa, es el unico enzima conocido cuyo sustrato
es un radical. Sin embargo, la mayoria de los “scavengers’, no son
enzimas. El mejor conocido, localizado a nivel de la membrana celular, es
el a-tocoferol, det grupo de la vitamina E (94). Su funcién es interceptar la
accién de los radicales lipidicos peroxilos, deteniendo asi la cadena de las
reacciones de la peroxidacion lipidica (95). El radical tocoferoxilo, formado
en esta reaccion, es relativamente estable, y, en condiciones normales, no
es lo suficientemente reactivo como para iniciar per se la peroxidacion
lipidica. Otros antioxidantes, como el ubiquinol, actuarian por un mecanismo
similar (96).

La vitamina C (acido ascérbico), es un importante antioxidante,
presente tanto en las células como en el plasma. In vitro se ha observado
que es capaz de transformar el radical tocoferilo, de nuevo, en a-tocoferol
(97). Otras sustancias que pueden interceptar los radicales libres son el
acido urico, en el plasma, (98), o el glutation en el citosol (91).

En un tercer grupo podriamos considerar “antioxidantes naturales”
los procesos de reparacion, a través de los cuales se eliminan las
biomoléculas dafiadas antes de que puedan alterar el metabolismo celular

0 comprometer su viabilidad. Por ejemplo, los acidos nucleicos deteriorados
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son reparados por enzimas especificos, las proteinas oxidadas son
eliminadas por proteolisis, y los lipidos de membrana alterados son
sometidos a la accidn catabdlica de lipasas, peroxidasas y aciltransferasas

(82).

PAPEL DE LA ENDOTOXINA; RELACION CON OTROS MEDIADORES

El estudio de los efectos de la endotoxina y las citoquinas en el
metabolismo hepatocelular tiene relevancia clinica porque, aunque no
siempre, a menudo la disfuncién del higado acomparia al sindrome del fallo
muitiorganico en pacientes quirtirgicos y traumatizados (99). Como veremos
mas adelante, en la fisiopatologia de estos procesos, ademas de procesos
macro- ¢ microscépicos de isquemia-reperfusion, interviene de modo
decisivo la liberacidn de endotoxina por parte de microorganismos
invasores y/o presentes en la flora intestinal.

El lipopolisacarido bacteriano (LPS) es un componente estructural de
la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. De los factores
microbianos implicados en la activacion de la respuesta inflamatoria, es el
mejor estudiado; Se le considera el mediador exdgeno mas impartante del
shock séptico (100).

El LPS esta compuesto por una fraccidon antigénica, variable, de

polisacaridos, unida al lipido A. La fraccion de polisacaridos consiste en una
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cadena O, especifica de especie, formada por unos 70 oligosacaridos
repetidos, y un oligosacarido central con dos componentes: la fraccion
interna, que contiene azlcares similares en todas las especies, y el centro
externo, que es variable. El lipido A es un complejo molecular con un
componente hidrofilico de azucar y otro lipofilico de acido graso; es el

principal responsable de la toxicidad y efectos bioclogicos del LPS (101,102)

(figura 3).
Especificidad
serotipica
Polisacarido-O Centro Lipido A
(oligosacarido)
C’(via alterna) C’ (via clasica)

liberacion TNFa

Figura 3
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La endotoxina inicia la respuesta del huésped a través de la unién
a un receptor, lo cual provoca la activacion de diversos procesos
intracelulares. En el plasma, el LPS puede unirse a proteinas, como la
proteina “enlazante” de LPS (LBP, LPS-binding-protein) (103), formandose
un complejo que puede unirse a la superficie de los leucocitos (104), a
través del receptor CD14. El efecto final de esta via, LBP/CD14-
dependiente, es aumentar la sensibilidad de las células al LPS e inducir una
respuesta mas rapida de citoquinas. In vitro, se ha demostrado que la
activacion de los neutréfilos por la endotoxina hace que éstos produzcan
elastasa (105), y radicales superéxido (106), y orientan, por tanto, hacia el
mecanismo lesivo. La accion sinérgica de estos agentes provoca una
considerable lesion epitelial.

Sin embargo, y a pesar del potente efecto de la endotoxina sobre los
neutrofilos, parece que no son éstos las principales células efectoras que
provocan la lesion organica inducida por la endotoxina, sino los macréfagos
tisulares, que en respuesta a dicho producto dan lugar rapidamente a
grandes cantidades de citoquinas, tales como el factor de necrosis tumoral
(TNFa), vy la interleuquina 1 (IL-1).

Pero también hay datos que apoyan la hipdtesis de que algunos de
los efectos de la endotoxina son causados por mediadores lipidicos, como

el factor activador de las plaguetas (PAF), o los metabolitos del &cido
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araguidonico, o incluso a través del sistema del complemento:

- la inyeccidn directa del PAF reproduce muchos de los efectos del
shock séptico, y el empleo de un antagonista selectivo del mismo inhibe la
lesion pulmonar inducida por endotoxina en ratas (107).

- [a endotoxemia activa el sistema del complemento, que a su vez
activa a los neutréfilos y puede inducir per se una lesién pulmonar
transitoria. El complemento activado, por otra parte, también facilita la
adhesién de los neutrdfilos al endotelio (108).

La endotoxina también activa la cascada de la coagulacion,
probablemente por activacion del factor Hageman, y por aumento de
monocitos y de |la expresion endotelial del factor tisular (102). En un estudio
experimental en mandriles con bacteriemia por E. Coli, se analizaron los
efectos de la inmunizacidn pasiva frente al factor tisular, observando que,
en el grupo placebo, todos murieron en las primeras 24 horas, mientras que
los animales inmunizados sobrevivieron hasta el final del estudio {(109).

En la endotoxemia, el tono del muscule liso vascular esta disminuido,
lo cual provoca que haya hipotension a pesar de existir un gasto cardiaco
elevado. En este punto, el dxido nitrico (NO), parece jugar un importante
papel (110). La vasodilatacidbn es un proceso activo, que supone la
produccién previa en el citosol de guanosilmonofosfato ciclico (GMPc), que

provocara la relajacion de la fibra muscular lisa vascular.
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La guanilatociclasa, enzima responsable de la sintesis de! GMPc, se
activa por el NO, y se ha sugerido que la hipotension observada durante la
sepsis podria deberse a una produccién excesiva de NO (110).

Por ofra parte, y aunque estudios previos in vitro sugerian que el NO
ara hepatotdxico por provocar disminucidn de la sintesis proteica por los
hepatocitos en respuesta a la endotoxina y a la accion de citoquinas (111),
estudios recientes in vivo sugieren que el NO podria tener un efecto incluso
hepatoprotector durante la endotoxemia y fa inflamacién crdnica, como
demuestra la disminucion de la necrosis hepatocelular, que se objetiva por
una menor elevacion de 1os niveles de la aspartatoaminotransferasa (AST),
cuando se mantiene la produccion de NO (112). Es mas, parece que el NO
podria estimular la sintesis proteica a nivel hepatico en situaciones de

sepsis (113).

CITOQUINAS: TNFq, IL-1, IL-6

Las citoguinas son polipéptidos producidos principalmente por
células mononucleares en respuesta a numerosos estimulos. Entre ellas,
se considera que el factor de necrosis tumoral y la interleuquina-1 juegan
un importante papel en la fisiopatologia de la sepsis y del fallo multiorganico
(114). Algunos estudios han demostrado que tanto el TNFa como la IL-1

estimulan la produccion de proteinas de fase aguda por los hepatocitos,
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mientras que, simuitaneamente, desciende la sintesis hepatica de otras
proteinas (115,116).

Las citoquinas pueden actuar directamente sobre las células diana,
o bien pueden estimular la liberacion de mediadores secundarios, como
ofras citoquinas, metabolitos del acido araquidonico, nucledtidos ciclicos o

radicales libres del oxigeno (RLO) (117).

El TNFa se descubrié como resultado de la busqueda, por un lado,
de un “factor caquectizante®, responsable de la caquexia asociada a ciertas
infecciones cronicas (118), y, por otro lado, de un “factor necrosante
tumoral”, capaz de provocar necrosis hemorragica intratumoral en animales
de experimentacion (119). Ambas moléculas fueron aisladas, e identificadas
como una sola, el TNFa o “caquectina”, en 1985 (120). Se trata de un
polipéptido de Pm de 17.000, formado por tres subunidades idénticas, de
157 aminoacidos cada una, y codificado por el brazo corto del cromosoma
6 (6p) (121,122).

Al ser estimulados por la endotoxina, los macrafagos activados de
mamiferos (incluidos los humanos), sintetizan y liberan grandes cantidades
de TNFa, alcanzandose niveles plasmaticos maximos aproximadamente a
Is 90 minutos. Su vida media en plasma es de 5-20 minutes, y a las 4-6

horas, los niveles plasmaticos vuelven a ser indetectables (123).
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Ademas del macréfago, otras células pueden sintetizarlo, como los
monocitos, mastocitos, células de Kupffer, astrocitos, céluias NK, y algunas
células tumorales; los estimulos para su produccion serian, ademas de la
endotoxina, exotoxinas, virus, antigenos de hongos y parasitos, la fraccion
ba del complemento, y complejos antigeno-anticuerpo (124). La
administracion de pequefas dosis de endotoxina bacteriana en animales y
voluntarios humanos, induce un rapido aumento de los niveles plasmaticos
de TNFa (125,126).

La mayoria de los efectos de la endotoxina, incluido el shock, la
acidosis metabdlica y el fracaso multiorganico, son reproducidos, en ratas
y perros, por la infusidn de TNFa purificado (127,128). En humanos, la
administracion de pequefias dosis provoca fiebre, taquicardia, hipotension,
trombopenia, leucopenia transitoria, alteracidon de enzimas hepaticos,
produccion de proteinas de fase aguda, y activacion de la via extrinseca de
la coagulacion (129,130). Asimismo, se han detectado niveles plasmaticos
elevados en pacientes con enfermedades parasitarias (130), cancer (131),
lesiones térmicas (132), rechazo de drganos transplantados (133), y fracaso
hepatico fulminante (134).

Por otra parte, se ha propuesto al TNFa como principal mediador
responsable de la hiperlipidemia que se asacia a algunas infecciones (135);

también se han observado diversos efectos del TNFa in vitro, inhibicién del
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metabolismo energético de los hepatocitos; fragmentacién del ADN (136);
ribosilacién del ADP (137), incremento de la permeabilidad de la membrana
(138), e inhibicion de la respiracién mitocondrial (139). Ademas, se ha visto
que el tratamiento previo con anticuerpos monoclonales anti-TNF«a, reduce
las lesiones organicas y la mortalidad en animales tratados con dosis
letales de bacterias (140,141).

En resumen, podemos considerar al TNFa un mediador implicado en
la mayoria de las consecuencias de la sepsis, y no solo un posible inductor

de la destruccion de células tumorales, como se crey6 inicialmente (127).

La IL-1 es una de las citoquinas clave en la respuesta del organismo
a invasiones microbianas, inflamacidn, reacciones inmunolégicas y dano
tisular. En las primeras horas después de la agresion, sus efectos
bioldgicos se manifiestan en practicamente todos los érganos y tejidos. La
familia de las interleuquinas 1 la componen tres moléculas polipeptidicas:
IL-1a, IL-1B, y el antagonista del receptor de la 1l.-1 (142). Tanto la IL-1«
como la IL-18 poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas, gue son
inhibidas por el antagonista del receptor de la IL-1. Su vida media en el
plasma es de 8 a 10 minutos. Su principal fuente de produccion es el
fagocito mononuclear, aunque también las células endoteliales, los

queratinocitos, los neutréfilos y los linfocitos B son capaces de producirta.
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Su estimulo fisioldgico mas potente es el LPS, pero también la silice, el
TNFa, y la misma IL-1 pueden inducir su sintesis (143).

Es bien conocido que {a {L-1 actua como inductor de la liberacion de
otras citoquinas, participando de este modo en una compleja red de
citoquinas inducidas por citoquina. En fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos y linfocitos, 1L-1 induce la produccion de interferones, factores
estimuladores de colonias hematopoyéticas y de linfocitos T y B. Aunque el
TNFa también induce esas citoguinas inmunoestimuladoras, solo la IL-1
participa en la activacidn directa de linfocitos {144). Estudios recientes
indican que IL-1 potencia los efectos catabdlicos del TNFa, de forma gue
sus acciones combinadas son, a menudo, mas intensas.

Un sistema inmune funcional es necesario para la eliminacion de
invasores microbianos y células neoplasicas; la capacidad de IL-1 de
activar linfocitos T y B, células NK y macréfagos, contribuye a este proceso.
Pero los cambios inducidos por esta citoquina suponen un enorme gasto
para el huésped, de modo gue, cuando la produccién y activacion de IL.-1
persiste y escapa a los procesos de regulacién, contribuye de modo
importante a los procesos fisiopatolégicos de la sepsis y, tal vez, a la

muerte del huésped (144).

|La familia de las IL-6 consta de, al menos, seis moleculas diferentes
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de fosfoglucoproteina (145). Es secretada por fibroblastos, monocitos y
macréfagos, y liberada rapidamente a la circulacion en respuesta a la
lesion. Se detecta en plasma aproximadamente una hora después de la
administracion del LPS, y actua mediante la unién a un receptor especifico
(146). Tiene un espectro de accion similar al TNFa y la IL-1: favorece |a
respuesta de las células linfoides y hematopoyéticas a sus respectivos
factores de crecimiento y diferenciacién, estimula a los linfocitos B para que
produzcan anticuerpos, y es el principal inductor de la sintesis hepatica de
proteinas de fase aguda (147). Tanto in vivo como in vitro inhibe la
produccion de TNFa, pero, a pesar de este aparente efecto beneficioso,
sus niveles séricos elevados se correlacionan con un mal pronodstico para

el paciente (148).

OXIDO NITRICO (NO) Y MONOXIDO DE CARBONO (CO)

En los Uitimos tiempos se ha dedicado una gran atencion al dxido
nitrico. Entre 1981 y 1986, podian encontrarse en la bibliografia
internacional apenas diez articulos acerca de su biosintesis. En los cinco
afos siguientes, se publicaron mas de 500. En el afio 1993, la palabra clave
"éxido nitrico” ya era capaz de generar una lista con mas de 1.500 trabajos
(149).

Se ha implicado al dxido nitrico como mediador, mensajero o
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regulador de las funciones celulares en situaciones fisiolégicas que
incluyen el tono vascular, la funcién plaquetaria, la memoria reciente y
remota, el metabolismo de los hepatocitos, el shock séptico e, incluso, la
ereccion. Parece, por otra parte, que la disminucion de la sintesis del NO
podria estar implicada en la patogenia de la aterosclerosis, 1a hipertensién
pulmonar, |a estenosis pildrica, o |a hipertension arterial que se asocia a la
insuficiencia renal. Se ha visto, ademas, que algunos agentes
farmacolégicos, como el nitroprusiato sédico o los nitrosotioles, por ser
fuentes exdgenas de NO, podrian resultar beneficiosos en el tratamiento de
tales patologias (150).

En presencia de oxigeno molecular, el nitrégeno guanidico de la L-
arginina se oxida para dar lugar al radical libre éxido nitrico y a L-citrulina,
en una reaccidn catalizada por el enzima éxido nitrico sintasa (NOS).
Parece que la L-arginina habria sido seleccionada por la naturaleza como
sustrato de la NO sintasa por contener en su molécula dos nitrégenos
guanidicos quimicamente equivalentes, que aceptan electrones con
facilidad en los procesos oxidativos, dando lugar a la formacion de NO. Son
cofactores esenciales en esta reaccion, ademas de la nicotinamida-
adenina-dinucledtido-fosfato (NADPH), los nucleétidos de flavina (FAD,
FMN), el grupo hemo (protoporfirina IX), y ia tetrahidrobiopterina (BH,)

(151).
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Se presenta como un gas paramagnético, incoloro, moderadamente
soluble en agua (2 mM a 1 atm a 20 °C). En solucidn, se oxida rapidamente
a nitrito y nitrato, teniendo una vida media estimada de menos de 4 minutos.
En condiciones fisioldgicas, se calcula que la vida media del éxido nitrico
es de 3 a 30 segundos, siendo inactivado por el antén superdxido, y
uniéndose a proteinas gque contienen el grupo hemo en su molécula

(152)(figura 4).

Citoquinas L-Arginina

N

NO sintasa

NO

Efecto

®

Guanilato ciclasa

GTP = | GMPC

Figura 4
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Las moleculas diana del NO son numerosas, incluyendo:

- proteinas que contienen el grupo hemo, como la guanilato ciclasa
soluble, la interaccién con |la cual determina la relajacion del musculo liso
vascular.

- proteinas ferrosulfuradas, como la cis-aconitasa, del ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Su interaccion con ésta y otras proteinas
ferrosulfuradas del ciclo de Krebs, asi como con los complejos 1y 2 de la
cadena de transporte de electrones, son responsables de la citostasis
provocada tras la liberacion del NO por los macrofagos activados; Parece
ser que la actividad citotoxica del NO producido por los macréfagos,
depende de 1a inhibicion de la ribonucleotido reductasa, el enzima limitante
de la sintesis del ADN.

- grupos tiol de centros activos enzimaticos, como en el caso de la
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, cuya inhibicion a nivel
hepatocitario es una de las funciones reguladoras del NO recientemente
descritas (153).

- anién superdxido: tiene gran importancia la transformacién del NO
en peroxinitrito (ONOO-), por su reaccién con dicho radical. El peroxinitrito
se forma tras la activacion de los macréfagos, y parece estar implicado en
la fisiopatologia del infarto, |a aterosclerosis, y el edema pulmenar mediado

por inmunocomplejos (154-157). Al pH del organismo, el peroxinitrito se
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descompone, liberandose mas NQO, y ofros productos reactivos,
inicializandose el proceso de peroxidacién lipidica, e inactivandose los
canales idnicos de sodio.

En presencia de oxigeno, el NO se transforma rapidamente en NQ,
y en los oxidantes N,O, y N,O,.

Se ha aislado NO sintasa en gran cantidad de tejidos, incluyendo
endotelio, musculo liso vascular, hepatocitos, células de Kupffer, plaquetas,
células beta de los islotes pancreaticos, y algunas neuronas. Existen dos
iscformas:

- NO sintasa constitutiva, con un Pm de 133 kD, presente en
endotelio (ecNOS, codificada en el cromosoma 7), en ptaquetas y en
algunas neuronas (ncNOS, codificada en el cromosoma 12). Son
dependientes de calcio y calmodulina, y se expresan continuamente,
determinando una sintesis basal constante de NO en concentraciones
picomolares.

- NO sintasa inducible (iNOS), con un Pm de 130 kD, y codificada en
el cromosoma 17. Se expresa en macrofagos, hepatocitos y muasculo liso
vascular, tras ser estimulada por endotoxina y citoquinas (interferéon-y, iL-1,
TNF ). Esta isoforma es calcio-independiente, y el factor limitante de su
accion es la disponibilidad de sustrato o cofactores. Tras su induccion,

permanece activa entre 4 y 24 horas, sintetizandose NO en concentraciones
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nanomolares. La regulacion de este enzima tiene iugar a nivel
transcripcional, por glucocorticoides, IL-4 e IL-10.

Hasta el momento, no se han encontrado agentes fisioldgicos que
inhiban la actividad enzimética de la nitrato sintasa, tanto su isoforma
constitutiva como la inducible (150,158-160). En cambio, se han descrito
gran cantidad de agentes farmacolégicos que pueden inhibir o promover la
produccion de NO.

Entre los promotores, tenemos los nitratos organicos (nitroglicerina,
nitroprusiato sédico, nitrosotioles). Entre los inhibidores, estan: los
quelantes de flavoproteinas, calmodulina o hemo; los agentes
deplecionantes de tetrahidrobiopterina, y los analogos del sustrato. Por su
disponibilidad y facilidad de empleo. éstos Ultimos son los inhibidores de |a
sintesis de NO mas utilizados. Por ser analogos estructurales del sustrato
original, L-arginina, actian como inhibidores competitivos de la actividad de
NOS a nivel de sustrato. Los mas utilizados son |os siguientes:; L-NNA (N®-
nitro-L-arginina), L-NMMA (N®-metil-L-arginina), y L-NAME (R’ -nitro-L-
arginina metil éster). Estos inhibidores, aunque parecen actuar
preferentemente sobre la isoforma inducible, pueden inhibir también a la
NOS constitutiva (161). Ultimamente se han descrito inhibidores mas
selectivos de la NOS inducible, como la aminoguanidina.

Otro gas que esta cobrando cierta importancia es el mondxido de
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carbono (CQ). Este Oxido de bajo peso molecular se sintetiza
endégenamente en condiciones fisiologicas (162). Se acepta que tiene
diversos efectos sobre las funciones celulares: se ha demostrado gue, al
igual que el NO, es capaz de activar la guanilato-ciclasa soluble, dando
lugar a un incremento en (a produccion de GMPc (163). La activacion de
dicho enzima por el CO in vifro (164), o en células aisladas (165), tiene
efectos asimismo superponibles a los inducidos por el NO, tales como
inhibicién de la agregacion plaquetaria (166), relajacién del musculo liso
visceral (167), o vasodilatacion (168). Asimismo, parece que los
mecanismos y caracteristicas de dicha activacion enzimatica son similares
a los mediados por el NO (166).

Si el CO tiene una misién en condiciones fisiologicas, deben existir
fuentes endogenas para su produccién. Una de dichas fuentes es el
metabolismo dei grupo hemo, en una reaccion catalizada por hemo-
oxigenasa. Otra seria la peroxidacién lipidica (162). No se conoce todavia
si esta producién de CO puede ser regulada a nivel celular, pero lo que si
se sabe es que el aumento de la generacion de radicales libres del oxigeno
es un factor bien caracterizado que interviene en su fisiopatologia (169).
Por otra parte, se ha observado que la hemo-oxigenasa puede ser inducida
por numerosos estimulos oxidantes, en especial agentes que provocan

deplecién de glutation (170), las propias citoquinas o la endotoxina (171).
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Se ha visto también que los productos derivados del metabolismo del
grupo hemo incrementan la produccién de CO, de TNFa y de GMPc, lo que
parece indicar que la produccidén de CO a través de una via hemo-
oxigenasa dependiente, es capaz de estimular la produccion de TNFa por
los macrofagos (172). Sin embarge, hay otros datos que hacen pensar gue
la via mencionada antes no es el unico mecanismo implicado en el aumento
en la produccidon de CO en respuesta a diversos estimulos y que el
incremento en la peroxidacion lipidica jugaria aqui un importante papel

(173,174)(figura 5).
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GLUTATION Y S-ADENOSIL-L-METIONINA {SAMet)
Como hemos comentado previamente, uno de los principales
antioxidantes celulares es el glutation. Puede presentarse en dos formas:

forma reducida de tiol (GSH) y forma oxidada, de disulfuro de glutation

(GSSG):
Glutation peroxidasa
2(GSH) + R-0-0-H == > G8SSG + ROH + H,0
Glutation reductasa
GSSG + (NADPH + H") =========== > 2(GSH) + NADP*

Dada la gran cantidad de funciones que se fundamentan en el poder
reductor del grupo sulfhidrilo, se acepta como abreviatura del glutation,
“GSH". En la década pasada ha sido tema de enorme interés, siendo
muchos los articulos publicados sobre su regulacion y funcion desde 1980
(175-180).

El higado es el 6rgano con mayor contenido en GSH, si bien se
encuentra en numerosos tejidos de vida aerobia en concentraciones
milimolares (181-183). Juega un papel clave en las reacciones de
detoxificacion, siendo un susirato especifico para GSH-peroxidasa (184),

y GSH-transferasa (185), y participando en reacciones de peroxidacion
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microsomal de captura de radicales (186,187), siendo posiblemente su
mision mas importante la reduccion del peroxido de hidrogeno, reaccion
catalizada por GSH-peroxidasa. Aunque dicha accién podria ser realizada
también por la catalasa, la concentracion de este ultimo enzima es baja en
el interior de la mitocondria, lugar donde tendria lugar la mayor parte de la
produccion de radicales libres de oxigeno.

Se sabe, ademas, gue el glutation puede proteger a las células de
la toxicidad mediada por radicales libres (177,188-190,14), al menos de dos
maneras: disminuyendo la formacion de radicales libres, o deteniendo la
amplificacién de la peroxidacion de los lipidos de membrana. La citada
detoxificacidon GSH-dependiente, podria desempefiar un papel vital,
previniendo el dafio celular y el cancer; en este sentido, se han identificado
recientemente sustratos enddgenos para estas reacciones, de modo que,
por ejemplo, se ha involucrado al GSH en la biosintesis de prostaglandinas
y leucotrienos (191).

Se ha sugerido que el estado de oxido-reduccién del GSH, por medio
de su efecto sobre el estado, oxidado o reducido, de las proteinas con
grupos tiol, podria actuar a modo de “tercer mensajero’, incrementando o
disminuyendo las actividades de numerosos procesos biologicos, como
catalisis enzimatica, sintesis de proteinas y unidn a receptores (192).

Incluso se ha sugerido que el NO podria jugar un papel beneficioso o toxico
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sobre el hepatocito, dependiendo del ambiente oxidativo intracelufar (193).

El GSH estd compuesto por tres aminoacidos: L-giutamato, L-
cisteina, y L-glicina, y en su sintesis estan implicados dos pasos,
catalizados enzimaticamente, y que consumen ATP.

El primero, limitante del proceso, es la formacion de vy-
glutamilcisteina a partir de L-glutamato y L-cisteina, proceso catalizado por
y-glutamilcisteinasintetasa, regulada por inhibicién competitiva del sitio de
union del y-glutamato al GSH (194,195), y por la disponibilidad de cisteina
(196-198). En estudios recientes se ha demostrado que dicho enzima puede
ser inhibido por anélogos de metionina-sulfoximina, como propionina y
butionina-sulfoximina (199,200). La inhibicién de este enzima hace que
disminuyan los niveles intracelulares de GSH, ya que este producto sigue
siendo segregado y utilizado, pero sin una resintesis significativa.

El segundo paso enzimatico esta catalizado por GSH-sintetasa,
formandose un enlace peptidico entre y-glutamilcisteina y L-glicing; algunos
estudios en higado de cerdo y de paloma sugieren que este enzima podria
estar regulado por ADP (201,202).

La sintesis hepatica de GSH se regula principalmente por la
biodisponibilidad de su precursor, L-cisteina (197,198). En condiciones

fisiologicas, la cisteina procede principalmente de la dieta o del catabolismo
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proteico, aunque, alternativamente, podria obtenerse a partir de una dieta
rica en metionina, que serviria como fuente de cisteina por la via de la
transulfuracion hepatica (198,203-205). En estudios experimentales, los
sustitutos de los precursores para la sintesis hepatica de GSH, se obtienen
suministrando a los hepatocitos tanto cisteina como metionina (196-
198,203-207).

La conversidon de metionina en cisteina se produce de forma
secuencial, a través de varios pasos enzimaticos; el primero de ellos
consiste en [a activacion de metionina a S-adenosil-metionina (SAMet); su
posterior dimetilacion y separacién da lugar a homocisteina, que reacciona
con la serina para formar cistationina, en una reacciéon catalizada por
cistationinasintetasa. La rotura de cistationina por la cistationasa,daré lugar
a cisteina libre. La cisteina constituye una de las principales fuentes
organicas de azufre, que puede encontrarse en diversos grados de
oxidacion, desde sulfuro a sulfato. El azufre de la cisteina esta disponible
indirectamente para reacciones de detoxificacion y para su incorporacion
a proteinas, como la ferredoxina.

Tedricamente, pues, la deplecion de glutation podria ser corregida
tanto por la N-acetil-cisteina, precursor de la cisteina, como por la
metionina, o bien su precursor, SAMet. Esta U(ltima molécuia reviste

particular interés, ademas de por ser precursora de la metionina y, por
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tanto, del glutation, por ser el principal donante de grupos metilo del

organismo (208){figura 6).

Grupo
Metilo
S-adenosil-L-
SAMet h istei _SAH
omocisteina hidrolasa
Metiltransferasa
SAMet i .
sintetasa Homoilstema
Adenosina
Metionina UL
+ Lt M:ationina :
ATP A sintetasa '
cisteina
Glutation
Figura 6
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En 1952, el Dr. Cantoni hace la primera comunicaciéon del hallazgo
de la sulfoadenosiimetionina (SAMet), que, merced a la inestabilidad de su
grupo metilo, por el nuevo enlace covalente que toma el azufre de la
metionina, se comportaria como donante universal de grupos metilo (208)

(figura 7).

Figura 7
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Hasta entonces, no se habia comprendido de! todo la participacion
fundamental de la transferencia de grupos metilo en et metabolismo de
muchos componentes vitales de la economia.

En 1963, Greenberg revisa las reacciones de transmetilacion en las
que SAMet es donante de metilos, entre ellas:

- transmetilacién de nicotinamida,

- de guanidoacético (creatina),

- de purinas y pirimidinas,

- metilaciones de derivados de grupos catecol- e indol- (nor-
adrenalina/adrenalina),

- biosintesis de fosfatidilcoling,

- metilacion de grupos sulfhidritos exdgenos,

- metilacidn de carnitina, ergosterol, etc (209).

Hoy sabemos que SAMet es un metabolito enddgeno celular, que
participa activamente en el metabolismo de aminoacidas que contienen
grupos sulfuro, y en el del GSH, y se ha observado que puede proteger al
higado frente a diversos agentes citotoxicos, tanto en animales (20), como
en humanos (210).

También es bien conocido el hecho de que el giutation es la llave del
mecanismo de proteccidon celular contra la toxicidad mediada por radicales

libres, constituyendo un mecanismo natural de defensa. En otras palabras,
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la deplecién de glutation puede potenciar ia toxicidad debida a los RLO. Por
tanto, si pudiéramos anticiparnos a la deplecion de glutation y mantener sus
niveles normates, podriamos proteger a las células frente a dicha toxicidad.
Como quiera que una de las acciones principales de SAMet es la de
mantener elevados los niveles de glutation (20), éste podria ser un
mecanismo protector de gran importancia ante los efectos lesivos inducidos
por farmacos y otras sustancias.

Revisando la bibliografia al respecto, podemos encontrar acciones
beneficiosas de SAMet a muy distintos niveles: en pacientes cirréticos,
incrementando ta conjugacion de taurina con las sales biliares (211); en
patologia neurologica (212); protector, en animales, frente a la colostasis
inducida por la nutricion parenteral (213), en las lesiones secundarias a la
isquemia-reperfusion en higado aistado (214); en la disfuncién mitocondrial
hepatocitaria inducida por el etanol (215); en el dafio hepético provocado
por la obstruccion biliar (216); en la toxicidad inducida por citoquinas en
hepatocitos aislados (21,217), o inclusc en la cardiotoxicidad inducida por
la doxorrubicina (218).

Comoa se ha comentado anteriormente, en todos las organismos
estudiados, SAMet actua como donante de grupas metilo en las reacciones
biolégicas de transmetilacion, incluyendo la metilacidon de

fosfatidiletanolamina a fosfatidilcoling, y este efecto podria desempefiar un
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importante papel en el mantenimiento de la estructura y funcién de las
membranas celulares (219).

Todas las reacciones de transmetilacién dan lugar a S-adenosil-L-
homocisteina (SAH), que se metaboliza a homocisteina y adenosina. Esta
ultima se transforma en inosina, y 1a homocisteina, a través de reacciones
de ftransulfuracion, en cistationina y derivados (cisteina, glutation-
sulfato,etc), o bien puede ser reutilizada para la sintesis de metionina (220).
Es decir, que el papel de SAMet es decisivo en, al menos, dos procesos
bioquimicos de importancia capital, a saber: la transmetilacién y la
transulfuracion. Y estaria involucrado, ademas, en la sintesis de poliaminas,
biotina, cisteina, glutation (220).

La biosintesis endégena de SAMet tiene lugar gracias a la accién de
SAMet-sintetasa. Este enzima cataliza la sintesis de SAMet a partir de
metionina y ATP (221), y se ha encontrado en levaduras, bacterias, plantas
y animales. Parece que en los mamiferos existen diferentes isocenzimas. Se
conoce poco sobre su estructura y regulacién, aunque las formas
especificas del higado humano estan siendo intensamente estudiadas por
su implicacion en la patologia hepatica (222,223). Las dos formas
oligomericas de SAMet-sintetasa identificadas en el higado humano
parecen ser similares a las encontradas en el higado de rata (222).

Una reduccion de glutation en el higado, como ocurre en pacientes
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con dario hepatico, podria iniciar un circulo vicioso, ya que dicha deplecién
podria provocar la inactivacion de SAMet-sintetasa, dando lugar a una
disminucion adicional en los niveles de glutation, con el consiguiente
empeoramiento en la funcion de dicho enzima (224). Apoya lo
anteriormente expuesto la observacion experimental de la intensa
correlacidon existente entre los niveles celulares de glutation y la actividad
de SAMet-sintetasa. Por ejemplo, la administracion a animales de
experimentacion del inhibidor de la sintesis de glutation butionina-
sulfoximina (225), provoca una disminucion en los niveles de glutation y de
SAMet hepaticos, y una reduccion marcada de la actividad de SAMet-
sintetasa. De este modo, [a deplecion de giutation afectaria al metabolismo

de la metionina a través de la disminucion de su conversion a SAMet (224).

SAMet, por tanto, ademas de ser un precursor de la sintesis de
glutation, presenta la ventaja adicional, en comparacion con otros
precursores del GSH, de evitar el déficit en la actividad de SAMet-sintetasa,
lo cual podria contribuir a explicar su efecto beneficioso, a través de un

mecanisma de "autorregeneracion".
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Las situaciones de isquemia-reperfusion hepatica en la practica
clinica son frecuentes, puesto que acontecen no solo en el transplante
hepatico, sino también en diversas intervenciones quirdrgicas sobre el
higado en las que se requiere clampaje temporal del pediculo hepatico
(maniobra de Pringle), con objeto de reducir la pérdida hematica. Por otro
tado, microfenémenos de isquemia-reperfusion estan implicandose cada
vez con mas relevancia en la fisiopatologia de diversos estados de shock,
especialmente el shock séptico. Un farmaco que protegiese a las células de
los efectos metabdlico/tdxicos de la isquemia-reperfusion seria de gran
utitidad en el manejo de estas situaciones, enmarcandose dentro del
moderno enfoque de antagonizar precozmente mediadores especificos del
dafo celular gue conduce finaimente al fracaso del érgano.

Dado que los radicales de oxigeno estan implicados en el dano
hepatico secundario a isquemia-reperfusion, asi como el hecho de que la
S-adenosil-metionina es capaz, entre otros posibles mecanismos
protectores, de incrementar el contenido en glutation de los hepatocitos,
hemos partido de la hipétesis de que dicha sustancia seria beneficiosa en

un modelo experimental de isquemia-reperfusidon hepatica.
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Ogcti’vos. .

Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusion sobre la

peroxidacion de los lipidos de membrana en el tejido hepatico.

Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusion sobre ia sintesis

de fosfolipidos de membrana.

Estudiar el grado de traslocacidon bacteriana (endotoxina en
sangre portal y sistémica), inducido por la isquemia-

reperfusion hepatica.

Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusion hepatica sobre
la concentracion de citoquinas en tejido hepatico y sangre

circulante, tanto sistémica como portal.

Estudiar la posible repercusion de la isquemia-reperfusion
hepatica sobre la produccidon de 6xido nitrico, mondxido de

carbono y GMP ciclico.

Estudiar el efecto del tratamiento con SAMet sobre todos los
parametros anteriores, asi como sobre la supervivencia de los

animales.
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Material y Métodps
Animales de Experimentacion:

Hemos empleado ratas Wistar, macho, de 250-300 grs de peso,
alimentadas con una dieta estandar suministrada por Paniab (Barcelona,
Espafa), y agua ad libitum, y sometidas a un control automatico de ios
ciclos de luz-oscuridad (12 horas de luz, de 8 a 20 horas, y 12 horas de
oscuridad), y de temperatura (22+2 °C).

Los animales fueron tratados humanitariamente y se siguieron
siempre, estrictamente, las Normas Eticas en Investigacion con animales

dictadas por la Unidn Europea.

Disefio Experimental:

Tras haber mantenido a las ratas en situacion de ayuno durante 24
horas, se distribuyeron al azar en seis grupos:

GRUPO 1: Se sometio a una operacion simulada (sham operation),
siendo utilizado como grupo control.

GRUPQ 2: Similar al grupo 1, salvo que se administré SAMet a los
animales, a dosis de 20 mg/kg de peso, 15 minutos antes de la intervencién.

GRUPO 3: Se sometid a los animales a una hepatectomia de
practicamente el 80 % de la masa hepatica, resecando los [6bulos medio y
lateral izquierdo, y dejando el |6bulo derecho in situ.

GRUPQ 4: Similar al grupo 3, salvo por la administracion previa de
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SAMet.

GRUPQ 5: Fue sometido a 60 minutos de isquemia de! |dbulo lateral
derecho por oclusion temporal de la vena Porta y la arteria Hepatica (sus
ramas correspondientes), de acuerdo con el modelo descrito por Hayashi
(226). En el momento de la reperfusion del 16bulo derecho, se extirparon
los labulos medio y lateral izquierdo (es decir, aproximadamente el 80 %
de [a masa hepatica) (figuras 8-12).

GRUPO 86: Las ratas se sometieron al mismo tratamiento que en el
grupo 5, excepto que se les administrd SAMet, a la dosis previamente

indicada, 15 minutos antes de la provocacion de fa isquemia.

En cada uno de los grupos, las ratas fueron divididas de forma
aleatoria en dos subgrupos: algunas se dejaron vivir, con libre acceso a
comida y agua, para estudio de la supervivencia; otras, fueron sacrificadas
alos 10 6 120 minutos de la reperfusion, tomandose muestras de sangre y

de higado.

Qbtencién de Muestras:

Las ratas fueron anestesiadas con éter dietilico por via inhalatoria.
A continuacion, se les inyecto el producto correspondiente (SAMet a dosis

de 20 mglkg, diluido en 0.2 mi de solucidn salina o un volumen equivalente
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de solucion salina sola), lentamente, para evitar una sobrecarga brusca de!
aparato cardiocirculatorio del animal. Asi mismo, se procedié a la
heparinizacion sistémica (a dosis de 100 Ul por kg de peso, de heparina
sddica). Dichas inyecciones se realizaron en la Vena Yugular Interna, por
puncion percutanea.

Posteriormente, se abordo a los animales por laparotomia subcostal
bitateral y se les practico la intervencidon previamente explicada.
Seguidamente, se obtuvieron muestras del 1dbulo derecho hepatico y de
sangre de vena Cava y vena Porta. Estas Uitimas muestras se centrifugaron
para separar el plasma, y se almacenaron congeladas, junto con las

muestras tisulares, hasta la determinacién de los productos investigados.
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Figura 8: Imagen fotografica del campo operatorio al inicio de la

intervencidn, tras laparotomia subcostal bilateral y maniobras de liberacién

del higado. Se observa el clampaje selectivo del I6bulo hepatico derecho.
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Figuras 9 y 10: En la imagen superior, se aprecia el aspecto del I6bulo

hepatico derecho sometido a isquemia. En la inferior, el que presenta tras

la reperfusion. Notese el discreto cambio de coloracion.
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Figuras 11y 12: En la imagen superior se observa el campo quirdrgico tras

la hepatectomia subtotal practicada. En la imagen inferior puede apreciarse

como el higado remanente representa aproximadamente el 20% del total.
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Determinaciones Realizadas:
LACTICO-DESHIDROGENASA (LDH):

Se determind utilizando un kit especifico, basado en la reaccion
sigutente:

LDH

Piruvato + (NADH+H) == = > Lactato + NAD

El grado de disminucién de la absorbancia a 334, 340 6 365 nm, debido a

la formacion de NAD, es directamente proporcional a la actividad de LDH.

GLUTATION (GSH):

Para su determinacion se empled un micrométado colorimétrico
especifico (227), basado en la reaccidn no enzimatica del GSH con ef 4cido
5-5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), para dar lugar a la formacion de
acido 2-nitro-5-fiobenzoico (TNB) y GSSG. La velocidad de formacion del

TNB es sequida espectrofotométricamente a 412 nm.

ADENOSIN-TRIFOSFATO (ATP):
Se determind mediante un kit especifico, basado en las siguientes

reacciones:
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1°: El enzima fosfoglicerato fosfoquinasa (PGK) cataliza la reaccion:

PGK

ATP + 3-fosfoglicerato ======z======= > ADP + 1,3-difosfoglicerato
2° El enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPD) interviene en

la reaccién siguiente:

1,3-difosfoglicerato GAPD Gliceraldehido-3-P
+ == == ==> +
(NADH+H) NAD + P

La disminucién de la absorbancia a 340 nm, debida a la oxidacion del

NADH a NAD, es proporcional a!l incremento de ATP en el medio.

PEROXIDOS LIPIDICOS:

Se determinaron utilizando kits especificos. Su fundamento se basa
en la reaccion de los hidroperéxidos con un derivado del azul de metileno,
el 10-N-metilcarbamoil-3,7-dimetilamino-10-H-fenotiacina (MCDP), en una
reaccion catalizada por la hemoglobina, para dar lugar a la formacion de
azul de metileno. Los perdxidos lipidicos se cuantifican colorimétricamente,

midiendo el azul de metileno formado.

ENDOTOXINA:

Se empleo un kit colorimétrico especifico para endotoxina bacteriana.
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Se basa en que la endotoxina bacteriana de Gram (-) cataliza la activacién
de una proenzima presente en el lisado de Limulus Amebocyte (LAL). La
velocidad inicial de activacién depende de la concentracion de endotoxina
presente.

endotoxina

Proenzima == ==> Enzima

CITOQUINAS: TNFa , IL-1a, IL-183, IL-6
Se determinaron por ELISA mediante kits comerciales especificos

(228).

OXIDO NITRICO (NO):

Se determind como contenido de nitrito+nitrato (NO, +NO;,).

Para e¢llo, las muestras se desproteinizaron por adicion de acido
sulfosalicilico, y se incubaron durante 30 minutos a 4°C. Tras centrifugacién
durante 20 minutos (12.000 g), se separo el sobrenadante, gue se incubd
en presencia de nitrato-reductasa para la reduccidn de nitrato a nitrito (229).
A continuacién, se anadio reactivo de Griess a todas las muestras, y se
midid su absorbancia a 546 nm (230), utilizando una solucién de NaNO,

como standard.
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MONOXIDO DE CARBONO (CO):

Para cuantificar la cantidad de CO formado, se anadié hemoglobina
(Hb) y se estimd la cantidad de carboxihemogiobina (COHb) (231). Para
ello, se afladid Hb a la muestra, y se esperd 1 minuto, con el fin de asegurar
la maxima union del CO. A continuacidn, las muestras se diluyeron con
tampdn fosfato conteniendo ditionito sddico, se dejaron reaccionar 10
minutos a temperatura ambiente, vy se leyd su absorbancia a 421 y 432 nm,

utilizando como “blanco”, una muestra conteniendo solo tampén.

GUANOSILMONOFOSFATO CICLICO (GMPc):

Se midid6 mediante radicinmunoanalisis especificos (RIA kit NEN)
(232). Brevemente, tras adicidon de isometilbutiixantina (inhibidor de la
fosfodiesterasa), el tejido se homogeneizd manualmente en wun
homogeneizador de vidrio y, a continuacion, se sonicd con un disruptor
ultrasénico. Las proteinas precipitaron, y el nucleétido ciclico se extrajo con
etanol (80 % v/v). Tras centrifugacion, el sobrenadante se separd en dos
alicuotas, que se transfirieron a tubos de RIA y se evaporaron a 37 °C. Los
residuos se reconstruyeron con buffer de RIA, y se determinaron siguiendo

las instrucciones especificas de cada kit.
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FOSFOLIPIDOS: FOSFATIDILCOLINA (PC) Y LISOFOSFATIDILCOLINA
(LPC):

Se determinaron mediante la incorporacion de colina marcada (*H-
colina), a cada una de las dos fracciones lipidicas.

Para ello, a las ratas se les inyecto el isétopo marcado 2 horas antes
de la obtencion de las muestras. Para la extraccion de los fosfolipidos de
las muestras de tejido hepatico, una muestra del mismo se homogeneizé en
cloroformo/metanol (2:1) a una dilucién final 1/17. A continuacién, se
equilibro la muestra a temperatura ambiente durante una hora, y se fiitré a
un tubo de vidrio con tapén esmerilado. El extracto crudo se mezcld con 0.2
veces su volumen de solucidn Foich, y las dos fases de la mezcla se
separaron por centrifugacion. Tras aspirar la fase superior, se realizaron
tres lavados con UPS (50 % del volumen original), centrifugando tras cada
tavado, y descartando la fase superior. Finalmente, la fase inferior y el
remanente de la superior se convirtieron en una fase por adicion de
metanol, y la solucion resultante se evapord al vacio. El extracto seco se
redisolvid con cloroformo/metanol, aplicandose una muestra de 30 pl a
placas de cromatografia (Silica Gel 60, 20x20) previamente activadas
durante 1 hora a 110°C. Las fracciones de PC y LPC se separaron por
cromatografia unidimensional en dos recorridos utilizando dos mezclas de

solventes.
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Después de espolvorear las placas con 2',7'-diclorofluoresceina, las
manchas correspondientes a PC y LPC fueron identificadas con marcadores
adecuados. Cada mancha se raspé en un vial de centelleo y se midio su

radiactividad en un contador de centelleo liquido.

Analisis Estadistico:

Se ha utilizado el paquete estadistico Statgraphics v. 2.6.

Se han empleado ftest estadisticos no paramétricos. Para la
comparacion de supervivencias se empled el test de la chi-cuadrado, y
para las comparaciones entre los diversos grupos el fest de Kruskal-Wallis
de analisis de varianza por rangos, seguido, en caso de dar significacion,
del test de Mann-Whitney para muestras independientes, con el fin de
identificar el origen de las diferencias. Se han considerado significativas
y muy significativas unas confianzas iguales o superiores al 95% (p<0.05)
y 99% (p<0.01), respectivamente.

Los resultados se expresan como media + error standard, siendo “n”

el nimero de muestras empleadas en cada determinacion.
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Retubados

LACTICO-DESHIDROGENASA (LDH)

La hepatectomia produjo una elevacion en los niveles plasmaticos de LDH.
La isquemia-reperfusion indujo un incremento aun mayor, estadisticamente
significativo respecto de los demas grupos (p<0.01), efecto que fue
atenuado por SAMet, tanto a los 10 minutos (1117.35 + 66.43 U/LL vs 534 41
+46.04 U/L, n=17; p<0.01), como a los 120 minutos (314.58 + 14.41 U/L vs
60.58 + 5.01 U/L, n=12; p<0.01), en plasma procedente de la vena Cava.
(Tablal; Figura 13).

Se obtuvieron resultados similares en el plasma procedente de la vena
Porta, a los 10 minutos (409.12 + 39.96 U/L vs 76.65 + 6.52 U/L, n=17,
p<0.01), y a los 120 minutos (95.08 + 9.10 U/L vs 27.00 + 1.75 U/L, n=12;

p<0.01). (Tabla |, Figura 14).
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Resullados

GRUPO LDH (Cava) LDH (Porta)

| U/L plasma U/L plasma
Control 35.00+7.64 (3) 24334285 (3)
Control+SAMet [ 23.67+1.86 (3) 26.00+1.53 (3)
Hepatectomia 108.0046.25 (3) 67.3319.94 (3)
Hepatectomia+SAMet 36.67+2.85 (3) 32.00+1.53 (3)
I-R 10 min r 1117.35466.43 (17) 409.12+39.96 (17
I-R 10 min+SAMet 534.41+46.04 (17Y 76.6516.52 (17)

I-R2h

314.58+14.41 (12)

95.0819.10 (12)

I-R 2h+SAMet

60.58+5.01 (12)

| 27.0021.75 (12)

Tabla I Niveles plasmaticos de LDH en los diversos grupos.

*p<0.01 vs todos los demas valores
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Resultados

GLUTATION Y ATP

La hepatectomia per se no modifict los niveles hepaticos de glutation ni de
ATP.

En los grupos sometidos a isquemia-reperfusion, tos niveles de GSH
descendieron de modo significativo, no observandose este descenso en los
animales fratados con SAMet, tanto a los 10 minutos {300.353 + 19.74
pmol/mg vs 1226 .65 + 84.95 pmolfmg, n=17; p<0.01), (Tabla li; Figura 15),
como a los 120 minutos (162.17 + 14.31 pmol/mg vs 1107.08 + 79.44
pmolfmg, n=17; p<0.01). (Tabla {l; Figura 16).

Lo mismo ocurrid con los niveles de ATP (0.17 + 0.01 nmol/mg vs 0.30 +
0.01 nmol/img, n=17), a los 10 minutos, (Tabla ll; Figura 17); y a los 120
minutos (0.22 + 0.01 nmol/mg vs 0.45 + 0.02 nmol/mg, n=12). (Tabla Ii;

Figura 18).
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Resultados

GRUPO GSH (Higado) ATP (Higado)
pmol/mg tejido nmol/mg tejido
Control 2163.33+168.36 (3) 0.73+0.07 {3)
SAMet 2466.67+272 .85 (3) 0.77+0.04 (3)
Hepatectomia 1842.00161.44 (3) 0.70+0.10 (3)
Hepatectomia+SAMet 1988.67+44.64 (3) 0.7410.02 (3)
I-R 10 min 300.353+19.74 (17 0.17+0.01 (17)
I-R 10 min+SAMet 1226.65184.95 (17) 0.30+0.01 (17)

I-R 2h

162.17£14.31 (12)

0.22+0.01 (12)

I-R 2h+SAMet

1007.08£79.44 (12)’

0.45+0.02 (12)

Tabla II: Niveles de Glutation y ATP tejido hepatico.

*p<0.01 vs todos los demas valores
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Resyltados

PEROXIDACION DE LIPIDOS

La isquemia-reperfusién produjo un aumento significativo de los niveles de
perdxidos lipidicos en el higado, no chservandose este incremento en los
animales tratados previamente con SAMet , tanto a los 10 minutos, ( 3.17
+ 0.07 nmol/mg tejido vs 0.84 + 0.03 nmolfmg, n=17; p<0.01 ), (Tabla ili;
Figura 19), como a los 120 minutos de revascularizacion, ( 3.23 + 0.15
nmol/mg tejido vs 1.28 + 0.10 nmol/mg, n=12; p<0.01 ). (Tabla III; Fig.20).
Resultados similares se observaron al determinar los peréxidos lipidicos en
plasma procedente de vena Cava ( 37.78 + 4.50 nmal/ml vs 19.77 + 1.31
nmol/ml a los 10 min, n=17; p<0.05; 43.57 + 12.57 nmol/ml vs 25.71 + 4.74
nmol/mi a los 120 min, n=12; p<0.05 ), (Tabla lil; Figura 21), pero no en el

procedente de vena Porta (Tabla lll, Fig.22).
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Resultados

GRUPO Peréxidos Lipidicos Peréxidos Lipidicos Peréxidos Lipidicos
(Higado) (Porta) (Cava)
nmol/mg tejido nmol/ml plasma nmol/ml plasma
Control 0.497+0.017 (3) 16.1946.20 (3) 15.06+2.42 (3)
SAMet 0.533+0.028 (3) 571£2.47 (3)" 11.19+£1.71 (3)
Hepatectomia 0.5561£0.014 (3) 21.91+5.04 (3) 23.33+1.25 (3)
Hepatec+SAMet 0.483+0.003 (3) 17.4044.53 (3) 15.0041.88 (3)
I-R 10 min 3.17710.073 (17) {23.71+2.58 (17) 37.78+4.50 (17)"
I-R 10 min+SAMet | 0.847+0.033 (17) | 19.20+1.60 (17) 19.77+1.31 (17)
I-R 2h 3.238+0.157 (12) | 17.38+3.26 (12) 43.57+12.57 (12)”
I-R 2h+SAMet 1.283+0.101 (12)" | 13.63+1.71 (12) 25.71+4.74 (12) |

Tabla lil: Niveles de peroxidos lipidicos en tejido hepatico y en plasma
procedente de las venas Cava y Porta.

*p<0.01 vs todos los demas valores

**p<0.05 vs el resto de valores
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FIGURA 19: Niveles de perdxidos lipidicos en tejido hepatico, tras 10

minutos de reperfusion en los grupos correspondientes.
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Resultados

TRANSLOCACION BACTERIANA

Tras la determinacion de tos niveles de endotoxina en vena Cava, hemos
observado que éstos aumentaron de forma significativa en los animales
sometidos a isquemia reperfusion, siendo este efecto atenuado por SAMet,
tanto a los 10 minutos, ( 1.06 £ 0.06 Ul/ml vs 0.43 + 0.04 Ul/ml plasma,
n=17; p<0.01 }, como a los 120 minutos de la revascularizacion { 2.78 +
0.18 Uml vs 1.75 + 0.17 Ulfml plasma, n=12; p<0.01 ). (Tabla IV; Fig. 23).
En plasma procedente de vena Porta, también se encontraron niveles mas
elevados en las ratas del grupo no tratado que en aquéllas las que se
administrd SAMet, a los 10 minutos (0.61 + 0.05 Ul/mi plasma vs 0.48 +
0.03 Uliml, n=17; p<0.05 ), y a los 120 minutos de la reperfusion, (2.02 +

0.17 Uliml plasma vs 1.37 + 0.10 U¥ml, n=12; p<0.01 ). (Tabla IV, Fig.24).
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Resuftados

GRUPO Endotoxina (Porta} Endotoxina (Cava)
Ul/ml plasma LUllml plasma
Control 0.49+0.04 (3) 0.53+0.08 (3)
SAMet 0.5440.01 (3) 0.59+0.03 (3)
Hepatectomia 0.51+0.06 (3) 0.9410.11 (3)
Hepatec+SAMet 0.4810.06 (3) (0.50+0.06 (3)
I-R 10 min 0.6210.05 (17)" 1.06+0.07 (17)
I-R 10 min+SAMet 0.49+0.03 (17) 0.44+0.04 (17)
i-R 2h 2.02:0.18 (12) J 2.79+0.18 (12)
I-R 2h+SAMet h‘i 372011 (12) ’_1 76011 (12)

Tabla IV: Niveles de Endotoxina en plasma procedente de las venas Cavay
Porta.

*p<0.01 vs todos los demas valores

**p<0.05 vs el resto de vatores
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Resultados

CITOQUINAS

Sesenta minutos de isquemia, seguidos de 10 min de reperfusion indujeron
un aumento significativoe de ios niveles de TNFa y de IL-1B3 en tegjido
hepatico, siendo reducido este efecto por la administracion de SAMet
(173.171 + 20.39 pg/mg vs 81.69 + 12.32 pg/mg tejido, n=17; p<0.01, en el
caso del TNFa, (Tabla V; Figura 25), y 15.51 + 1.01 pg/mg vs 11.31 + 0.53
pofmg tejido, n=17; p<0.01, paralaiL-1p ). (TablaV, Fig.26). Cuando se
midio el contenido de estas citoquinas tras 120 minutos de reperfusion, no

se han encontrado valores detectables (Tabla V).

Cuando determinamos los niveles de IL-1a en el higado, observamos que
los niveles de esta citoquina aumentaron en la hepatectomia y tras 10 0 120
minutos de reperfusion. De nuevo el efecto de la isquemia-reperfusidn fue
atenuado por la administracion de SAMet (25.62 + 12.82 vs 6.30 + 6.30
pg/mg tejido, n=3; p<0.05; 33.38 + 5.69 vs 14.91 + 3.85 pg/mg tejido, n=15;
p<0.05, a los 10 minutos (Tabla V; Fig.27); 99.66 + 12.02 vs 66.54 + 8.00

pg/mg tejido, n=12; p<0.01, respectivamente). {Tabla V, Fig.28).

Los niveles hepaticos de IL-6 aumentaron por la hepatectomia, no
observandose un efecto adicional de la isquemia-reperfusion, ni una

reduccién significativa por el tratamiento con SAMet, ( 16.84 + 3.18 vs 13.50
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Besultados

1 1.95 pg/mg tejido, n=3; 14.62 + 4.23 vs 14.93 + 6.54 pg/mg tejido, n=17;
y /.61 +0.41 vs 7.19 + 0.48 pg/mg tejido, n=12, respectivamente). (Tabla
V; Figs.29 y 30).

Un resultado similar se observd cuando determinamos los niveles de IL-6
en plasma procedente de vena cava {432.61 + 14775 vs 66.78 + 884
pg/mlL plasma, n=3; p<0.01; 275.16 + 64 67 pg/mL, n=15, p<0.01; y 26507
+ 74.06 vs 294.302 + 70.06 pg/mL, n=12; p<0.01, respectivamente). El
efecto del SAMet fue aiin mas evidente que en tejido hepatico. (Tabla V,
Fig.31).

En el plasma procedente de vena Porta, no se modificaron los niveles de
IL-6 por la hepatectomia, pero, en cambio, si se elevaron en los animales
sometidos a isquemia-reperfusion, tanto a los 10 como a los 120 minutos de
la revascularizacién, siendo atenuado, de forma significativa, este
incremento, por SAMet. ( 187.27 + 38.18 vs 134.05 + 15.20 pg/ml plasma,
n=17; p<0.05; a los 10 minutos; 175.45 + 62.34 vs 128.69 + 29.83 pg/mL

plasma, n=12, p<0.05, a los 120 minutos) (Tabla V; Fig.32).
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GRUPO TNFa {Higado) IL-1( (Hfgado) IL-1a (Higado) IL-6 (Higado) | IL.-6 (Porta) IL-6 {Cava)
pg/mg tejido pg/mg tejido pg/mghejido pg/mg tejido pg/m! plasma pg/ml plasma
| contro! | nD Y | nD |s912301 (3  |7657413.07 3 |serasdre3m |
| samet | w~D | o | w~o | 7.1813.63 (3) |69.80:0.85(3) | 90.2423086(3) |
| Hepatectomia | ND | o | 2563012823 | 16842318(3)  |esarsves | 43261114775 (3 |
| Hepatecssamet | ND Y | 6.3116.31 (3) | 1350+196(3)  |6933:1726(3) | e678:884(3) |
R 10 min 1731742040 (17) | 155261.01 (17) | 33394560 (15)° | 14632423 (17) | 187.27438.18 275.16:6467 (17)°
(17)*,*
L
| R 10 minesamet | 81.69:1233 (17 | 11.326054 7y | 14912386 (15) | 14.93t655(17) | 134.0641520 (17) | 220.32£62.92 (17)° |
IR 2h ND ND 99.66:12.02 (12 | 7612042 (12) 175.45:62.34 265.08+74.07 (12)°
(12)**ﬂ
| -R2h+sAMet | WD Y | 66551801 (127 | 7.1950.49(12) | 128692084 (12) | 2643047007 (12)° |

Tabla V: Niveles de citoquinas (TNFa, IL-1B, IL-1¢, e IL-6 en tejido hepéatico y en plasma procedente de las venas Cava y Porta.

*0<0.01 vs todos los demas valores
**p<0.05 vs el control y los grupos con SAMet

***n<0.05 vs el control, los grupos con SAMet y los grupos sometidos a hepatectomia
$p<0.05 vs el control, ilos grupos con SAMet, y ios sometidos a hepatectomia previo tratamiento con SAMet
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FIGURA 25: Niveles de factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa) en tejido

hepatico. Los niveles tras 120 minutos de reperfusion fueron indetectables.
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FIGURA 26: Niveles de interleuquina-1-beta (IL-1B) en tejido hepatico. Los
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FIGURA 27: Niveles de interleuguina-1-alfa (IL-1a) en tejido hepatico. El

tiempo de reperfusién fue de 10 minutos en Jos grupos correspondientes.
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FIGURA 28: Niveles de interleuquina-1-alfa (IL-1ax) en tejido hepatico. El

tiempo de reperfusion fue de 120 minutos en los grupos correspondientes.
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FIGURA 29: Niveles de interleugquina-6 (IL-8) en tejido hepatico. E! tiempo

de reperfusion fue de 10 minutos en los grupos correspondientes.
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FIGURA 30: Niveles de interleuquina-6 (IL-6) en tejido hepatico, tras 120

minutos de reperfusion en los grupos correspondientes.
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FIGURA 31: Niveles de IL-6 en plasma procedente de vena Cava.
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Resultados

OXIDO NITRICO (NO), MONOXIDO de CARBONO (CO), y GMP ciclico
Un mediador molecular implicado en las acciones de las citoquinas es el
NO. Ademas de sus efectos toxicos directos, el NO puede actuar a través
de la activacion de la fraccion soluble de la guanilatociclasa, con el
consiguiente aumento en la concentracidon del segundo mensajero
intracelular GMPc. La guanilatociclasa puede ser activada también por el
monoxido de carbono (CO); este gas puede formarse enddogenamente, y
tiene efectos fisiologicos.

La isquemia-reperfusion indujo un incremento en la concentracion de NO
en plasma procedente de vena Cava, que disminuyd de forma significativa
tras el tratamiento con SAMet (70.57 + 6.19 vs 45.34 + 3.06 nmol/mL
plasma, n=14; p<0.01,a los 10 minutos; 88.94 + 12.87 vs 66.53 + 6.28
nmol/mL plasma, n=12; p<0.05, a los 120 minutos). (Tabla VI; Fig.33).
Se obtuvieron resultados similares en el plasma procedente de vena Porta.
(46.90 + 6.67 vs 40.55 + 4.53 nmol/mL plasma, n=16; p<0.01, a los 10
minutos; 53.32 + 7.63 vs 49.49 + 470 nmol/mL plasma, n=12; p<0.01, a los

120 minutos). (Tabla VI, Fig.34)
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La concentracién de CO en vena Porta aumentd tras la hepatectomia sola
(5.44+1.67 vs 2.8640.15 pmol/mL plasma, n=3; p<0.01). Un incremento adn
mayor fue observado después de la isquemia-reperfusién (9.62+0.87 y
7.76£0.62 pmol/mL plasma, tras 10 y 120 min de reperfusion,
respectivamente). (Tabla Vi; Fig.34). El efecto inductor de la isquemia-
reperfusion parece estar bloqueade por la administracion de SAMet. (Tabla
VI Fig.35).

En vena Cava, se observaron efectos similares tras la
isquemia-reperfusion (10.80 + 1.17 vs 2.87 + 0.41 pmol/ mL plasma, n=17;
p<0.01, y 10.45 + 1.43 vs 2.87+0.41 pmol/mL plasma, n=12; p<0.01; tras

10 y 120 minutos de reperfusion, respectivamente). (Tabla Vi; Fig.36).

En cuanto a los niveles de GMPc, se observo un aumento significativo del
mismo tras la hepatectomia (36.8+10.01 vs 17.0346.92 pmol/mg tejido, n=3;
p<0.05) que fue revertido por la administracién de SAMet (22.90 + 13.30 vs
36.80+10.01 pmolfmg tejido, n=3; p<0.05). Isquemia seguida de 10 minutos
de reperfusion no modificd los niveles de cGMP, hallando valores
significativamente menores tras 120 minutos de reperfusion, tanto en el

grupo control como en el tratado con SAMet. (Tabla VI; Figs.37 y 38).
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GRUPO NO (Porta) NO (Cava) t:o (Porta) [co (Cava) l GMPc (Higado)
nmol/mL plasma nmol/mL plasma pmol/mL plasma pmol/mL plasma pmol/mg tejido

| Control |2063:603(3) | 25614195(3)  |286:0.15(3) | 2.8710.41 (3) | 17.03:6.92(3) |
| SAMet |24.88:1.73(3) | 27.2841.03(3) | 2.9020.15(3) | 2.5740.52 (3) | 16.70816.16 (3) |
| Hepatectomia | 19.90:430(3)  |3090:310(3)  |5.4411.67(3) | 3.70 £0.78 (3) | 36.80£10.01 (3)" |
| Hepatec+SAMet ] 23.95¢1.40(3) | 29.70£1.51 (3) 6.33+1.82 (3) 3.69+0.25 (3) | 229081330 (3) |
| I-R 10 min | 46.9016.67 (14} | 70.58:6.20 (14 | 9.6220.87 (17 | 10.8041.18(17) |2038£275(17) |
|I-R 10 min+SAMet | 4055:453 (16) | 45342308 (13) | 7.87:0.83(17)® | 6592045 (17 | 1525:278(17) |
[1-R 2h | 5333763 (12)" | 88.94£12.88 (12)" | 7.76:0618 (12)* | 10456143 (12) | 9104116 (12)° |

|

| I-R 2h+SAMet | 40402471 (12 | 66531628 (12)* |671:078 (12)* | 6.2310.86 (12)° | 5672074 (12

Tabla VI: Niveles de dxido nitrico (NQ) y monéxido de carbono (CO) en plasma procedente de
de GMPc en tejido hepatico.

*p<0.01 vs todos los demas valores

+p<0.05 vs el resto de valores

**1<0.01 vs el control, el grupo con SAMet, y el sometido a hepatectomia

3p<0.05 vs I-R

#p<0.05 vs el control, el grupo con SAMet, y los sometidos a hepatectomia

##p<0.01 vs el control y el grupo con SAMet n]

$$p<0.05 vs el controi y el grupo con SAMet

las venas Cava y Porta, y concentracion
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FOSFATIDILCOLINA Y LISOFOSFATIDILCOLINA

Los fosfolipidos son componentes esenciales de las membranas celulares,
y se sabe que la fosfatidilcolina (PC), desempefia un importante papel en
la estructura de la membrana celular. Al estudiar el efecto de la isquemia-
reperfusion sobre la sintesis de PC, hemos observado que la
isgquemia-reperfusion provoca un descenso significativo de la sintesis de
PC, medida como incorporacion de colina tritiada. Este efecto fue atenuado
por SAMet (15147.5 + 183.34 cpm/mg vs 9034.17 + 405.15 cpm/mg tejido,

n=12; p<0.01). (Tabla Vil; Fig.39).

Por el contrario, aumentd la sintesis de lisofosfatidilcelina (LPC), lo cual
sugiere un incremento en la actividad de la fosfolipasa A, , siendo también
este efecto revertido por la administracion de SAMet (4734.17 + 58.26
cpm/mg vs 7071.67 + 301.68 cpm/mg tejido, n=12; p<0.01 ). (Tabla VII;

Fig.40).

103



Resultados

GRUPO PC (Higado) LPC (Higado)
cpmimg tejido cpm/mg tejido

Control 18433.3+1071.6 (3) 4183.3+164.1 (3)

SAMet 25253.3+138.6 (3) 3723.3+422.7 (3)

Hepatectomia

18326.7+800.1 (3)

4236.7+31.8 (3)

Hepatec+SAMet 21390.0£1377.6 (3) 4550.0+94.5 (3)
I-R 2h 9034.2+405.2 (12) 7071.7+£301.7 (12)
I-R 2h+SAMet 15147.5£183.3 (12) 4734 2+58.3 (12)

Tabla VII: Sintesis de fosfatidiicolina (PC) y de lisofasfatidilcolina (LPC) en

tejido hepatico.

*p<0.01 vs todos los demas valores.

104




30000 -
e
(@] *
o
n

20000
[@)]
-
=
=
3.
2 1oo000 f
£
[am

0

Resultados

Ml Controt

[ Jcontrol+SAMet

[ZX% Hepatectomia

11T Hepatectomia+SAMet

£ Jlsquemic+Reperfusidn
qH isquemic+Reperfusion+SAMet

» p<0.01 vs el resteo

I
A *

I T
JERE AW E]]

120 minutos

FIGURA 39: Niveles de fosfatidilcolina (PC) en tejido hepatico.

105



.. 10000
O
©
©  ggoo b
on
¢
~_ 6000 |
e
(3
S ao00 f
()]
o
— 2000 |
0

Resullados

R Control
[ IControl+SAMet

B Hepatectomia
UIT]Hepatectomia+SAMet

L ~isquemia+Reperfusisn

M lIsquemia+Reperfusisn+ SAMel

* p<0.01 vs el resto

T

‘T ]
',

120 minutos

FIGURA 40: Niveles de lisofosfatidilcolina (LPC) en tejido hepatico.

106



ggsuﬂ!aafo.r

SUPERVIVENCIA

Los animales a los cuales se les practicd unicamente una hepatectomia,

tuvieron una mortalidad atribuible al procedimiento, nula.

La mortalidad del grupo sometido a isquemia-reperfusion alcanzo el 68%,
disminuyendo de modo significativo, ( al 30%), en las ratas previamente

tratadas con SAMet (p<0.01).

Se consideraron supervivientes permanentes todos los animales que

sobrevivieron mas de 72 horas tras el procedimiento quirurgico.
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Discusidn

La isquemia hepatica es un problema frecuente en la practica clinica,
ya sea secundario a un problema hemorragico, asociado a los estados de
sepsis, 0 bien en relacién con la cirugia hepatica, principalmente el
trasplante. Como en el caso de ofros 6rganos, se ha reconocido
ultimamente que los procesos secundarios a la reperfusion del higado
isquémico contribuyen de forma fundamental a la lesion hepatica. Este
reconocimiento adquiere enorme importancia porque da la impresion de que
el dafio reperfusional seria mas accesible al tratamiento gue la propia
isquemia.

Para explicar el dafo hepatico debido a la isquemia-reperfusion, se
han postuiado diversos mecanismos, como migracion y activacion de
leucaocitos polimorfonucleares (26,233), lesion de células endoteliales (27),
alteraciones en la microcirculacion (29), activacion de los sistemas de la
coagulacion y del complemento (234), deplecién de energia (60), activacion
de las celulas de Kupffer con liberacion de mediadores téxicos, tales como
proteasas, leucotrienos y citoquinas (235,236), generacion de radicales
libres (237), e incremento en la produccion de peroxidos lipidicos (238),
entre otros.

En estudios previos, se ha demostrado que la isquemia hepatica
determina una lesién histolégica y unas alteraciones bioquimicas

caracteristicas que pueden ser reproducidas a nivel experimental (239). De
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igual modo, se ha establecido el importante papel de los agentes oxidantes
durante {a reperfusion (4).

Se han empleado numerosos farmacos para intentar prevenir la
lesion hepatica secundaria a la isquemia-reperfusién, como el alopurinol o
la N-acetilcisteing, entre otros (240-244). En este trabajo hemos intentado
evaluar el posible papel del SAMet en este campo, de modo similar a lo que
diversos grupos han hecho en otros sistemas organicos, por ejemplo en el
sistema nervioso o en el corazén (212,218), y en otras afecciones
hepaticas, tales como la cirrosis o la colestasis de diversa etiologia
(210,211,213,221).

Se han disefiado modelos experimentales de isquemia-reperfusion
hepatica con el propdsito de evaluar los efectos de intervenciones
terapeuticas que disminuyan la lesion isquémica, siendo su objetivo final
buscar medidas encaminadas a mejorar la funcién del injerto tras el
trasplante o tras un eventual clampaje prolongado del pediculo hepatico
(245). Los modelos iniciales de isquemia total, en los cuales ésta se
provocaba mediante la oclusion de la arteria hepatica, la vena porta y la via
biliar principal, presentaban el problema de causar estasis y secuestro
sanguineo a nivel esplacnico, requiriendo la realizacion de un shunt
portosistémico a fin de evitar la elevada mortalidad asociada a dicha
contingencia. Posteriormente se desarrollaron otras técnicas en las cuales

se evitaba la necesidad de realizar dicho shunt provocando isquemia
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hepatica parcial. Nosotros nos hemos inclinado por esta segunda
alternativa y hemos empleado un modelo de isquemia-reperfusion en
condiciones normotérmicas y sin apenas estasis venoso, gue hubiera
podido provocar inestabilidad hemodinamica e influir en los resuitados,
comao ya se ha comentado mas arriba (58,246). Hemos elegido el modelo
descrito por Hayashi (226) por haber acuerdo en la bibliografia acerca de
sus ventajas en estudios como el que nos ocupa (247). Esta tecnica incluye
oclusion del pediculo hepatico derecho, con o sin reseccion det resto del
parénquima.

En cuanto a la evaluacion de la funcion hepatocelular, se suele
realizar a través de la valoracidon de los cambios morfolégicos (37,239} o
bien de las alteraciones bioquimicas, reflejo de las variaciones en el
metabolismo celular {54,60,248). Sin embargo, la lesidn celular secundaria
a la isquemia hepatica sélo es relevante en la medida en que canlleva un
fallo irreversible de las funciones celulares, y por tanto, la muerte dei
organismo (249); de ahi que los estudios morfolégicos sean de utilidad
limitada en este tipo de trabajos. En nuestros resultados se muestra como
la administracion de SAMet previamente a la provocacion de la isquemia
tiene un efecto beneficioso sobre la tasa de supervivencia, incrementando
esta de forma significativa.

Los resultados de numerosos estudios experimentales previos

sugieren que SAMet podria desempenar una funcion hepatoprotectora
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frente a las lesiones provocadas por la isquemia-reperfusién. Dicho efecto
protector seria probablemente debido al restablecimiento de los niveles
intracelulares de glutation y ATP a sus valores normales (215,250).
Nuestros resultados confirman la disminucion en fos niveles hepaticos de
glutation en los grupos sometidos a isquemia-reperfusion, mientras que
dichos niveles se mantuvieron en el grupo también sometido a isquemia-
reperfusién pero tratado previamente con SAMet, que asimismo normalizé
los niveles de otros parametros bioquimicos.

Ultimamente ha cobrado especial interés el papel hepatoprotector del
glutation, enfre otros motivos por haberse demostrado en estudios
experimentales in vivo que el GSH liberado por los hepatocitos al espacio
extracelular seria capaz de detoxificar los radicales libres liberados en ese
mismo espacio, contribuyendo asi a atenuar el dafo provocado por la
isquemia-reperfusion (251).

La eficacia y seguridad, recogidas en la bibliografia, de la utilizacion
de SAMet en el tratamiento sintomatico de la colestasis intrahepética
asociada a la patologia hepatica aguda y cronica, asi como en la
ocasionalmente asociada a la gestacion, resultan prometedoras (220). Los
resultados de nuestro trabajo también parecen apoyar ia eficacia de SAMet
en la mejoria de los parametros bioquimicos tras la provocacion de lesiones
hepaticas por isquemia-reperfusion. Dicha mejoria se refleja en los cambios

observados en los niveles plasmaticos de LDH, cuya elevaciéon fue
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significativamente inferior en los grupos sometidos a isguemia-reperfusion
pero “protegidos” por el tratamiento previo con SAMet.

Los efectos de SAMet sobre el pool hepético de glutation podrian
explicarse teniendo en cuenta que la transulfuracién de aguél da lugar a
cisteina (previa transformacion sucesiva en S-adenosil-L-homocisteina y
homocisteina, segun se ha explicado previamente; ver figura 6). Es bien
conocido que la biodisponibilidad de cisteina constituye el paso limitante
para la sintesis de giutation. Y, como ya se ha comentado anteriormente, se
sabe que el glutation es el principal agente protector frente a los radicales
libres de oxigeno producidos endégenamente (252).

Asimismo, el ATP es esencial para el mantenimiento de Ia integridad
celular, de modo que su deplecion tendria capital importancia. Puesto que
el ATP se produce en la mitocondria a través de un proceso exclusivamente
aerobico, seria de esperar que su nivel tisular descendiera en las
situaciones de isquemia (253). Ademas, por el hecho de ser las
mitocondrias las principales organelas productoras de éste y otros fosfatos
de alta energia, esenciales en todos los procesos activos que tienen jugar
en las células, es fundamental el mantenimiento de su funcion (254). En
nuestro estudio hemaos observado que el metabolismo celular energético no
se restablece en ninguno de los grupos tras 120 minutos de reperfusion. Sin
embargo, el aumento del nivel de ATP fue significativamente superior en el

grupo tratado con SAMet. Esto sugiere un posible papel de este producto
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como estabilizador de la membrana mitocondrial, atenuandose de este
modo los desequilibrios que la isquemia provoca en el metabolismo
energético. Este posible efecto protector se deduce también del anaiisis de
los niveles de LDH, cuya liberacion plasmatica tras la isquemia-reperfusion
fue menor en los grupos tratados, como ya hemos sefialado mas arriba.

E! posible papel protector de SAMet en el mantenimiento de los
niveles hepaticos de ATP en situaciones de isquemia tal vez se deba a la
presencia de una molécula de adenosina en su composicion (254), y/o a
los efectos reguladores que SAMet parece ejercer sobre los enzimas
implicados en el metabolismo de la adenosina, por ejemplo a través de la
metilacion de dichos enzimas (220). Por otra parte, los niveles de giutation
regularian ia oxidacion de SAMet-sintetasa y, con ello, la produccion

endogena de SAMet (255).

La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que los
radicales libres del oxigeno desempefan un papel esencial en Ia
produccién de la lesidon microvascular y parenquimatosa (4) asociada a la
reperfusion de los tejidos isquémicos (256), ya que se ha descrito que hay
un enorme incremento de los mismaos tras la revascularizacion (230). Hay
numerosos compuestos que protegen al higado frente a la isquemia
presumiblemente a través de este mecanismo, esto es, evitar la accién de

los radicales libres del oxigeno (257).
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El mecanismo toxico mejor caracterizado de los radicales libres
reside en la iniciacion de la peroxidacion de los lipidos constituyentes de fas
membranas celulares (258,259). El nivel elevado de peroxidos lipidicos que
hemos detectado tanto en el plasma como en el tejido hepatico de los
grupos sometidos a isquemia-reperfusion, sugiere que la lesion podria ser
debida, al menos en parte, a un dafio oxidativo (260). La prevencion de este
incremento por el tratamiento previo con SAMet, nos induce a pensar en la
inhibicién de dicho mecanismo de peroxidacion lipidica. Dado que los
niveles de glutation en los grupos fratados con SAMet estaban
incrementados con respecto a los no tratados, este efecto inhibidor podria
ser secundario, en parte, a una mayor tasa de neutralizacion de los
radicales libres de oxigeno, si bien no podemos descartar un efecto directo
sobre los lipidos de membrana, protegiéndolos frente a la peroxidacién. La
capacidad antioxidante del glutation seria especialmente decisiva, dado que
la accidon de la catalasa podria ser inhibida por el NO que se produce
concomitantemente en estas situaciones (193).

Por ofra parte, algunos modelos in vivo han demostrado que los
estimulos inflamatorios serian capaces de provocar translocacion
bacteriana (261-263). De acuerdo con estos resultados, nosotros hemos
encontrado que 60 minutos de isquemia, seguidos de 120 minutos de
reperfusion, inducen un incremento en el nivel plasmatico de endotoxina,

tanto en vena Cava como en Porta. Nuestro estudio demuestra que SAMet
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es capaz de inhibir de modo significativo el aumento de traslocacion
bactertana que sigue a la isquemia-reperfusion grave, del mismo modo que
induce un aumento de la supervivencia. De este modo, se intuye otro
posible mecanismo protector de SAMet, que seria mas genérico y gue
tendria, tedricamente, utilidad en otras situaciones, por tener su lugar de
accion a nivel de uno de los pasos iniciales de la cascada de reacciones
gue se suceden ante muy diversos estimulos inflamatorios, y que es la

translocacion bacteriana (264).

Otro radical activo que se genera en situaciones de isquemia-
reperfusion es el 6xido nitrico (150). Este, a su vez, es capaz de reaccionar
con ofros radicales, como el superoxido, para formar peroxinitrito (156), que
puede transformarse posteriormente en radical hidroxilo, un potente
oxidante (265). En condiciones fisiologicas, el NO se produce
continuamente, por la accion de la nitrato-sintasa constitutiva y se ha
descrito que en muchos tipos celulares es un importante modulador de la
permeabilidad endotelial. El papel fisiopatolégico de la sintesis de 6xido
nitrico en el higado no esta claro (264). Podria ser un mediador paracrino
con gran importancia potencial en |a funcion del higado enfermo (266). Es
mas, estudios recientes sugieren que el NO podria ser una molécula con
una importante funcién en ia fisiopatologia del proceso de isquemia-

reperfusion (152). Dicha funcidén podria ser incluso beneficiosa en los
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estadios iniciales del fendmeno (267). Por ejemplo, se ha visto que la
administracion de farmacos que liberan NO previene el incremento inicial
de la permeabilidad epitelial (268), y de (a disfuncidn tisular (269,270)
asociadas a la isquemia-reperfusion. No obstante, otros investigadores han
propuesto que la produccidn aumentada de 6xido nitrico en niveles
superiores a los derivados de la accion del enzima constitutivo (calcio-
dependiente), podrian resultar lesivos en ciertas condiciones inflamatorias
(156,157). Dicho exceso en la produccion de NO, seria debido al efecto de
la NO-sintasa inducible (calcio-independiente), que no se expresa en
condictones normales, pero que puede ser inducida por diversos estimulos
en numerosas células. Como hemos mencionado anteriormente, el NO
podria reaccionar con el superdxido en el momento de la reperfusion para
dar lugar a productos citotéxicos, incluyendo el anién peroxinitrito y el
radical hidroxilo {(156). Estos radicales libres podrian ser los efectores
finales del dano asociado con la isquemia-reperfusion (271). Parece que fa
produccién masiva de NO secundaria a la expresidon de la NO-sintasa
inducible se habria conservado a lo largo de la evolucién por tener una
accion potencialmente beneficiosa en determinadas situaciones, como, por
ejemplo, la destruccidén de microorganismos o de células tumorales. En este
caso, la produccion de radicales libres seria limitada y cesaria al
desaparecer el estimulo lesivo. Sin embargo, en ciertos procesos

patologicos, como la inflamacion o la isquemia-reperfusion, la produccion
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excesiva e incontrolada de estas moléculas resultaria lesiva para el
organismo.

Como hemos descrito previamente, uno de los posibles mecanismos
de accion del NO seria la activacion de la fraccion soluble de la
guanilatociclasa, con el consiguiente aumento de la concentracién
intracelular del segundo mensajero GMPc (152). Esta misma via puede ser
activada por el monéxido de carbono, una de las moléculas de mas reciente
incorporacion en el estudic de los procesos fisiopatolégicos implicados en
la isquemia-reperfusion (172). La produccidon aumentada de GMPc,
principalimente por NO, pero también, como ya hemos comentado, por CO,
provocaria, entre otros efectos: inhibicion de la agregacién plaquetaria
(168}, relajacion del musculo liso visceral (168), o vasodilatacion (169).

Las fuentes endogenas de CO serian, por un lado, el metabolismo
del grupo hemo y, por otro, la peroxidacion lipidica (162). El CO presenta
una enorme afinidad por la hemoglobina, de forma que la mayor parte del
mismo circula unido a dicha molecula. Este hecho, que precisamente
constituye la base del método habitualmente empleado para su
cuantificaciéon (231), origina que resulte dificil la interpretacion de los
valores absolutos de este producto en plasma, sobre todo en estudios in
vivo, como el presente. En cualquier caso, como quiera que las muestras
se recogieron y procesaron de modo similar en todos los grupos

experimentales, creemos que las diferencias encontradas son
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representativas de diferencias en su produccion.

Las concentraciones plasmaticas de CO en vena Porta
experimentaron un incremento significativo en los grupos sometidos a
hepatectomia, independientemente de SAMet, mientras que dicho
procedimiento no afectd a los niveles de CO en Cava. Podriamos aventurar,
pues, que el origen de las concentraciones aumentadas de CO en Porta
podria ser el propio intestino, y gue estaria relacionado de alguna manera
con algun efecto local de la translocacion bacteriana que, como ya hemos
visto, también aumenta tras la hepatectomia, 0 bien con el aumento de
resistencia al flujo portal. Las concentraciones plasmaticas de CO, tanto en
Porta como en Cava, aumentaron tras la isquemia-reperfusion, siendo este
efecto atenuado por SAMet, cuyo mecanismo probablemente residiria en la
disminucion de su produccion, secundaria a la menor peroxidacion lipidica.

Una prueba adicional del complejo mecanismo que debe estar
implicado en estas reacciones, fo constituye el hecho de que los niveles de
GMPc a nivel hepatico se elevaron de modo significativo en los grupos
sometidos a hepatectomia. En cambio, no experimentaron variacion tras 10
minutos de reperfusion, e incluso, disminuyeron de modo significativo tras
120 minutos de reperfusion. A la vista de estos resultados, parece que la
sintesis y degradacion del GMPc deben estar reguladas por ofros

mecanismos ademas del NO y CO.
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Ademas de los mecanismos relacionados con la formacion de
agentes oxidantes, la exposicion del tejido hepatico al TNFa es un
importante mecanismo implicado en fa lesidn reperfusional (272,273). Por
otra parte, numerosos modelos in vivo han estudiado el papel de las
citoquinas en la fisiopatologia de este proceso, demostrando que un
estimulo inflamatorio dado no provoca solamente |a produccion de una
unica citoguina, sinc que induce la liberacion de una compleja cascada de
citoquinas (274-276). Teniendo en cuenta estas observaciones, hemos
estudiado [a produccidn de ofras citoquinas, ademas del TNFa, en nuestro
modelo de isquemia-reperfusion.

Las citoquinas son mediadores pluripotenciales de naturaleza
proteica, que influyen en gran variedad de tejidos y de funciones celulares.
En particular, se ha demostrado que TNF«, IL-1 e IL-6 tienen un amplio
abanico de efectos, que abarca desde fa inmunoestimulacion hasta la
modulacion de procesos metabolicos (277). Ademas, las citoquinas per se
son capaces de desacoplar la fosforilacion oxidativa en algunos tipos
celulares, estimulando la produccion de radicales libres de oxigeno, lo cual
podria constituir su principal mecanismo de toxicidad en dichas células
(169).

Numerosos tejidos del organismo, incluyendo el higado, son capaces
de producir citogquinas. Estudios recientes han investigado los factores que

regulan su produccion a nivel tisular, y parece que la endotoxemia, la sepsis
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y los procesos tumorales, entre otros estimulos, son potentes promotores
de la liberaciéon de citoquinas por parte de los tejidos. Se ha descrito
asimismo que las citoquinas tendrian una accién predominantemente focal,
de tal modo que su efecto maximo se llevaria a cabo en las células y tejidos
proximos a su lugar de produccién (145). Sus aparentes efectos a distancia,
como por ejemplo la disfuncion pulmonar gue puede producirse tras la
liberacidbn de citoquinas a nivel hepatico en relacidon con procesos de
iIsquemia-reperfusion, serian probablemente debidos a la liberacién de
grandes cantidades de citoquinas por los macréfagos del intersticio
pulmonar, en respuesta tanto a mediadores como a polimorfonucleares
activados presentes en la sangre aferente (278).

Nuestros resultados muestran una elevacion significativa de los
niveles tisulares de TNFa e IL-1B tras la isquemia-reperfusion, siendo
atenuado este efecto en los animales tratados con SAMet. Este efecto se
observo Unicamente en la fase precoz de la reperfusion, no en la tardia, en
la cual los niveles de ambas citoguinas fueron indetectables, tal vez debido
a su rapida degradacién y/o a su paso a la sangre circulante. Los niveles
de IL-1a, en cambio, mostraron elevaciones significativas tras hepatectomia
y tras isquemia-reperfusion, a los 10 y a los 120 minutos. Al igual que en el
caso de las citoquinas anteriores, el incremento fue inferior en los animales
tratados. Tal vez estas diferencias en los niveles tisulares de una y otras

citoquinas podrian obedecer a un patréon secuencial en su liberacion, sin
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poder descartar otras causas con los datos que manejamaos.

La IL-6 presenta ciertas peculiaridades con respecto a otras
citoquinas. Se ha visto que tiene potentes efectos sobre el metabolismo
hepatocitario, y que puede ser liberada por las células de Kupffer cercanas,
entre otras células (279). Se sabe que es una de las citoquinas que
presenta niveles circulantes mas elevados en |0s estados catabdlicos, tales
como infecciones, traumatismos o neoplasias (280). Hay amplia evidencia
de que IL-6 es un mediador esencial para la recuperacion tras la
hepatectomia y se considera, asimismo, una proteina de fase aguda. La
administracion de anticuerpos especificos contra IL-6 no solo retrasa la
regeneracion del tejido hepatico, sino que también incrementa de modo
significativo la mortalidad tras la hepatectomia (281). De acuerdo con este
concepto, en nuestro estudio la hepatectomia aislada incrementd la
produccion tisular de IL-8, si bien no se observé un efecto adicional de la
isquemia-reperfusion. Este hecho podria explicarse tal vez, porque la
hepatectomia per se ya proporcionaria un estimulo maximo para su

produccion.

Por otra parte, se ha propuesto que tanto la alteracién de la
homeostasis intracelular del calcic como la activacion de fosfolipasa A,,
serian procesos fisiopatolégicos fundamentales en |a lesion provocada por

la isquemia (282,283). Se sabe que la anoxia de los 6rganos sdélidos,
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determina una rapida caida del gradiente normal de calcio a través de la
membrana celular, dando como resultado un aumento en el caicio
intracelular, con la activacion consiguiente de la fosfolipasa A,. En nuestro
trabajo, hemos observado que la isquemia-reperfusion indujo un incremento
del marcaje de Ia fraccion de lisofosfatidilcolina. Por el contrario, provoco
un descenso significativo en el marcaje de fosfatidilcolina. La interpretacion
conjunta de ambos resultados nos sugiere un probable aumento de la
actividad de fosfolipasa A,. Ambos efectos fueron atenuados por SAMet,
perfildndose asi otro posible mecanismo protector de este producto, dado
el bien conocido papel de la fosfatidilcolina en el mantenimiento de [a
estructura y funcién de las membranas celulares.

Por otra parte, hay estudios recientes que sugieren la posibilidad de
que los hepatocitos humanos sean mas resistentes a los efectos inducidos
por la isquemia-reperfusion hepatica que los procedentes de rata,
habiéndose observado una menor produccion de radicales libres de
oxigeno y peroxidos lipidicos bajo condiciones similares de isquemia y
reperfusion (284). Aunque estos resultados podrian llevarnos a pensar que
SAMet tendria menor interés en la proteccion del higado humano frente a
las lesiones inducidas por la isquemia-reperfusidn, otros estudios, también
in vitro como el previamente mencionado, encuentran un marcado efecto
protector de SAMet frente a los efectos toxicos mediados por citoquinas en

hepatocitos humanos aisiados (21). Estudios de este tipo, aunque escasos
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todavia, son de gran interés a fin de extrapolar, si ello es posible, los
resultados de los numerosos trabajos de experimentacion animal a la
practica clinica, objetivo final de nuestros esfuerzos.

En resumen, nuestros resultados indican un efecto beneficioso de
SAMet en las lesiones hepaticas por isquemia-reperfusion. Como se apunta
en estudios previos (285), probablemente el mecanismo fisiopatologico
responsable esté relacionado, en ultima instancia, con la restauracion del
contenido hepatico de ATP. Esto parece ser debido fundamentaimente a la
recuperacion de las defensas antioxidantes celulares (aumento de
glutation), aunque también parece jugar un importante papel una accion
directa estabilizando las membranas celulares (incremento del cociente
fosfatidilcolinallisofosfatidiicolina) e, incluso, una disminucidn de la
translocacion bacteriana y de ta produccion tocal de mediadores de la
inflamacidon. Estos resultados podrian ser de importancia clinica para la

preservacion de érganos antes y durante el trasplante, asi como en otras

situaciones asociadas a isquemia-reperfusion hepatica.
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Conclustones

Los resuitados obtenidos sugieren un posible efecto
beneficioso de SAMet en nuestro modelo de isquemia-
reperfusion hepatica.

SAMet parece proteger a los hepatocitos frente al deterioro
del metabolismo energético habitualmente asociado a las
situaciones de isquemia-reperfusion hepatica.

El incremento en los niveles tisulares de glutation parece
contribuir al efecto protector de SAMet.

El aumento del cociente fosfatidilcolina/lisofosfatidiicolina
inducido por SAMet indica un posible efecto adicional como
estabilizador de las membranas celulares.

Parte del efecto protector de SAMet podria estar mediado,
también, por una disminucion de la translocacion bacteriana
y por un descenso en fa produccion iocal de mediadores de

la inflamacion.
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