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José .-1 Frogudo ~far~ño.

INTRODUCCION

El avancede la ciru2ia en los últimos añosha permitido realizartécnicas

quirúrgicasque hastaentonceseraninimaginables.El abordajehepáticoen traumatismos

y tumores requiere en muchasocasionessometeral hígado a un periodo de isquemia

variable hasta lograr el control de la lesión. El flujo hepático se reducetambién en

situacionestalescomo shock hemorrágicoy sepsis.La ligadurade la arteriahepáticaque

se realiza para tratamiento de ciertos tumores, anomaliasvasculareso en algunos

traumatismoshepáticosreduceconsiderablementeel flujo hepático,al menosinicialmentcv

Este periodo de isquemiaalcanzasu cotamáximaen el casodel transplantehepático,de

tal forma que la viabilidad del injerto dependeen gran medida de los acontecimientos

fisiopatológicos que se producen durante el período de isquemia y posterior

revascularización.

Cuandoun órgano se ve sujeto a un período de isquemia,se inician una

sucesión de reaccionesquimicas en sus tejidos que pueden culminar en disfunción y

necrosiscelulares.Aunqueno sepuedeidentificar un procesoúnico como originario de la

lesión tisular inducidapor la isquemia,la mayoríade los estudiosindican que la muerte

celularsobrevienepor el agotamientode las reservasenergéticascelularesy la acumulación

de metabolitostóxicos en su interior1. La recuperaciónde los tejidos isquémicospasapor

el restablecimientodel flujo sanguíneoque contribuiría a la regeneraciónde la carga

celular y a la eliminación de los metabolitos tóxicos generadosduranteel periodo de

isquemia.Paradójicamentela reperfusiónde los tejidos isquémicosdesencadenaunaserie
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Josú. 1. bragueta Marina

de acontecimientosque acabanproduciendosu lesión.

Diversosestudioshan demostradoquela lesiónproducidapor la reperfusión

puede ser másgrave que la provocadapor la propia isquemia.Se ha comprobadoque la

reperfusiónanóxicade los tejidos isquémicosproducemuy pocalesión’, por lo que se

su~s¡ereque el retorno de sangreoxigenadahaciael órgano isquémico, contribuiriaa la

formación de oxidantescitotóxicos derivados,probablemente,del oxigeno molecular,

Aunquela reperfusiónde los tejidos isquémicospareceincrementarla lesión

mícrovascularparenquimatosaproducidadurantela isquemia,estefenómenoocurre sólo

despuésde un periodo relativamentebrevede ausenciade flujo sanguíneo.Al prolongarse

el periodoisquémico,el efecto dañino de la privación de oxigeno de los tejidos superaa

la lesión producidapor la reperfusión.Por tanto, bajo condicionesde isquemiaprolongada

o breve el restablecimientodel flujo sanguíneono afectaráde manera importante la

viabilidad final del tejido.
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METABOLITOS REACTIVOS DEL OXIGENO

La observaciónde que la reperfusión y la consiguiente reoxigenación de los

tejidos isquémicoslos lesiona, dió origen al conceptode que la lesión por reperfusión

puedeencontrarsemediada,al menosparcialmente,por formaciónde metabolitosreactivos

al oxigeno?El oxigeno molecularesuna sustanciaaltamentereactivaparticularmenteen

presenciadecarbono,hidrógenoy nitrógeno.Muchascélulasutilizan el potencialoxidativo

del oxiQeno para producir su reducción completa(tetravalente)a agua, en el sistema

citocromo, con el fin de generarATP. Este procesose denominaglicolisis aerobia531 La

reduccionunivalentedel oxigenoproduceespeciesaltamentereactivas(Fig 1): RO. y los

radicales libres superóxido (0<) y el radical hidroxilo (OH). Se definea los radicales

libres como especiesmolecularesque contienen un número impar de electronesen su

orbital externosiendo, por tanto, potentesagentesoxidanteso reductores32~33~34.Si dos

radicalesreaccionanentresi, ambosradicalesson eliminados.Si un radical reaccionacon

un no radical,puedeproducirseun radical libre. Estasmoléculas,muchomás reactivasque

el oxigenomolecular,representanuna gran amenazaparala integridadcelular. Por tanto,

probablementelas primitivas medidaspara su detoxificación aparecieronantes de la

evolución del sistema citocromo. Estos mediadores incluyen superóxido dismutasa,

catalasasy peroxidasas3(Fig. 2).

El oxigeno molecular,por tanto, puede aceptaren total cuatro electrones

paraformar agua;sin embargo,se puedereducir en pasosunivalentespara generartres
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especiesoxidantes? La reducción univalente del oxigeno produce el anión radical

superóxido(Of) La agresióncelularderivadadel superóxidosueleatribuirsea su función

como precursorde especiesmásreactivasde oxigeno. El peróxido de hidrógeno(WO~) se

produce como resultado de la reducción bivalente de O; o dismutacióndel 0<. La

dismutaciónespontáneadel O; prosigue con rapidez en solución acuosa:por tanto, la

producciónde 0V in vivo se acompañade manerainalterablede producciónde RO-. El

tercer tipo de radical que derivadel oxigenomoleculares el radical hidroxilo (OH), que

se forma por interacción del O; y el 1-LO. (reacción de Haber-Weiss),y es un agente

oxidantepotent&

La formación de radical de oxígeno es perjudicial para una serie de

biomoléculasque se encuentranen los tejidos tales como ácidosnucleicos, enzimas,

receptores,etc. Los ácidosgrasospoliinsaturadosqueseencuentranen la membranason

muy sensiblesal ataquedel 0H dandolugar a un procesoque se denominaperoxidación

de los lípidos, que altera la fluidez de dicha membranay la distribución celular en

compartimentos,lo que darácomo consecuencialisis celular. Por tanto, la peroxidaciónde

los lipidos y la lesión de las proteinasiniciadasporel radical de oxigenopuedecontribuir

al transtornode la funcióny necrosiscelular que acompañaa la reperfusiónde los tejidos

isquemícos.

Las pruebasde participaciónde los metabolitosreactivosde oxigenoen la

lesión por reperfus¡ónse basanen el empleo de agentesque restringenla producciónde

estosoxidantescitotóxicos,o que actúancomo depredadoresdespuésde la producciónde

estos oxidanteú4. Se cuenta con pruebas de que los oxidantes median tanto la
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permeabilidadmicrovascularincrementadaproducidaduranteuna hora de isquemíay

reperfusión como las lesiones celulares producidas tras tres horas de isquemia y

reperfusíórvTanto la dismutasadel superóxidocomo el diisopropilsalicilatode cobre(Cu-

DIPS>, mimético de Ja dismutasadel superóxido, atenúan en grado importante los

incrementosde la permeabilidadmicrovascularinducidospor la reperfusión.Los oxidantes

derivadosdel superóxidodesempeñanuna función de mayor importanciaen la aparición

de la lesión que el propio anión superóxido; asi, la catalasa,enzima que cataliza la

desproporciónentre WO. , y 1-LO y O~, ha resultadoprotectoraen muchosmodelosde

isquemiay reperfusión4.Tambiénatenúanestetipo de lesióndepredadoresno enzimáticos

del radical hidroxilo, entreellosdimetilsulfóxido (DM50), dimetiltioureay manitol. Dado

que el 01-l se forma a partir de O; y ff0> y que los depredadoresdel 0H ofrecen

niveles de protecciónsemejantesa los observadoscon la dismutasade peróxido o la

catalasa,muchosinvestigadoreshan sugeridoque el radical dañinode primer orden esel

radical hidroxilo derivadode manerasecundaria.Los efectosprotectoresde dismutasade

superóxido,catalasay depredadoresdel radical hidroxilo son compatiblescon el criterio

de queseformaun radical hidroxilo altamentecitotóxico durantela reperfusiónpor medio

de la reacciónde Haber-Weiss.Se asume,en general,que la reacciónde Haber-Weiss

ocurrea un ritmo muy bajo paratenerimportanciafisiológica; sin embargo,la reacciónse

puede aceleraren gran medidapor la presenciade metalesde transición (por ejemplo,

hierro) que actuancomo catalizadores.El tratamientoprevio con deferoxamina(quelador

del hierro) o apotransferrina(proteinafijadora de hierro) atenúade maneraimportanteel

incrementode la permeabilidadvasculardespuésde la reperfusión.
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02 e

e+2H~

H202

e+H+

Hp 0H e+H~

Hp

Fig. 1.- Via univalenteparala reduccióndel oxígenomolecular
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Complejo citocromo oxidasa

Catalasas

O-
2

Peroxidasa

OH ‘HO
2

Dismutasas
superóxido

Fig. 2< Mecanismosenzimáticos endógenosde destoxificación de radicaleslibres de

oxigenogeneradospor la reducción univalentede oxigenomolecular.

O
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FORMACION Y DESTRUCCION DE LOS METABOLITOS

REACTIVOS DEL OXIGENO

enzimática

El radical superóxido en las células animales puede formarsepor via

o por via no enzimática,siendo la enzimáticala más importante.

A.- Vía enzimática.-ET
1 w
135 534 m
219 534 l
S
BT


La xantinooxidasaes la enzimalimitadora de la degradacióndel ácido

nucleico, por medio de la cual todas las purinas se destinana la oxidaciónterminal. La

xantinooxidasa(XO) tiene capacidadde generarRO. y Of durante la oxidación de

hipoxantinaa xantina:

Hipoxantina+ 2O~ + FEO ---XO---> Xantina+ O; + RO.

Xantina+ 20. + 1-LO ---XO---> Acido úrico d- O; * ~o.

En condicionesnormales,la xantinooxidasaseencuentraen las célulassanas

no isquémicas,sobretodo en forma de deshidrogenasade xantinadependientedel NAW

(XDH)7. Esta rorma de la enzima emplea NAD en vez de 0~ como aceptadorde

electronesdurantela oxidación de las purinas,y no produceO; ni ~

Hípoxantina+ RO + NAD ---XDH---> Xantina + NADH + It

-9-
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La xantinodeshidrogenasase convierteen la formaproductorade

oxídantes llamada xantinooxidasa durante la isquemia78. La conversión de

xantinodeshidrogenasaen xantinooxidasapuedeproducirsepordosmecanismos:conversión

reversible por oxidación o bien conversión irreversible por proteolisis. El grado de

conversiónes proporcionala lo que dura la isquemia. En el serhumanola actividadmás

elevadade xantinooxidasala tienen el higadoy el intestino, El procesocomienzacon la

disminución del flujo sanguineoa los tejidos, lo que limita la disponibilidadde oxigeno

para formar Al?. Como la carga energéticacelular disminuye, no será capaz de

mantenersedurantemuchotiempo el gradientede ionesa travésde las membranas,lo que

abocaa una redistribuciónde los ionesde Ca, El aumentode Ca intracitosólicoactiva una

proteasacapazde convertirladeshidrogenasaen oxidasa,Concomitantementela deplección

de Al? celular resultaen una elevadaconcentraciónde AM?. El AM? es catabolizadoa

adenosina,inosina e hipoxantina. Cuando se restableceel flujo sanguíneoal órgano

isquémico,la hipoxantinaesoxidadaa xantinay duranteestareacciónreguladaporxantino

oxidasase forman radicaleslibres de oxígeno-’~3’34 (Fig. 3).

Se han empleadoampliamentelos inhibidoresde la xantinooxidasa

alopurinol, oxipurinol y aldehidode la pterinaparavalorar la contribuciónde estaenzima

a la lesión por reperfusión.Todos los inhibidores atenúande maneraimportantetanto la

necrosiscelularcomo el incrementode la permeabilidadmicrovascular,lo quesugiereque

la xantínooxidasaesuna productoraimportantede oxidantesdespuésde la reperfusión.
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(HOCI)

(MPO)
Xantina deshidrogenasa

1

proteolisis

Xantina oxidasa

OH
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1

REPERFUSION

Fíg. 3 - Mecanismo propuesto para la inducción de O~ producidopor isquemia.
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r

SOD

+0~
2

-4

—11—



JasI i Fraguefa ¶faruia

Otras pruebas en favor de la teoría de que la xantinooxidasaes una

productoraimportantede metabolitosreactivosdel oxígenoprovienede estudiosen los que

se produjo deficienciade xantinooxidasa tisular medianteadministración de una dieta

complementadacon tunustenoy deficiente en molibdeno9. El tungstenosustituye al

molibdeno en el sitio activo de la xantinooxidasa,lo que la vuelve inactiva.

Otro productopotencialde metabolitosreactivosdel oxígeno en los tejidos

postisquémicosesel leucocitopolimorfonuclearneutrófilo’. Los neutrófiloscontienenuna

NADPH oxidasa que reduce el oxigeno molecular hasta el anión superóxido. Los

neutrófilosactivadossecretantambién la enzimamieloperoxidasa(MPO), que catalizala

formación de ácidohipoclorosoa partir de peróxido de hidrógenoy de ionescloruro:

FEO. + Cl + 1-U ---MPO---> HOCI + RO

El peróxidode hidrógenoque se necesitaparaformar ácidohipoclorosose

deriva de la dismutaciónespontáneadel superóxidoderivadode la NADPH.

El ácido hipocloroso es un agente oxidante y clorante potente,

aproximadamentelOO veces más reactivo que el I-LO~. Reaccionacon rapidez con las

aminasprimarias (RNH
2) para producir derivadosN-clorados (RNHCI), que tienen la

equivalenciaoxidante del H~O~ y del HOCI. Las N-cloraminas lipófilas son causas

probablesde la lesión celular que acompañaa la producciónde HOCI. La citotoxicidad

que se observacuandohay HOCI y N-cloraminaspuedesermediadapor oxidaciónde los

sulfhidrilos, inactivación de la proteina hem y el citocromo y degradaciónde los

-12-
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aminoácidosy las proteinas.

Los neutrófilos activadosademásde generarun gran flujo superóxido,

puedendescargartambiéndiversasenzimas(elastasa,colagenasa)que lesionanlas células

parenquimatosasy la microvasculatura.

Los metabolitosreactivosdel oxigenodesempeñanuna función importante

en el reclutamientode neutrófilos]. La capacidadde inhibidores de la xantinooxidasa,

depredadoresdel radical oxígenoy un queladordel hierro parainterferir con la infiltración

de neutrófilos inducida por la reperfusión, sugiere que los oxidantesderivadosde la

xantinooxidasa,producidos en las células epiteliales y endoteliales, desempeñanuna

función en el reclutamientode los neutrófilos en el tejido postisquémicoal iniciar la

producción y descargade agentesproinflamatorios,que atraen a continuación a los

neutrófilos y los activan. Estahipótesisexplicaríapor qué los agentescomo alopurinol,

dismutasa de superóxido, catalasa, dimetiltiourea y deferoxaminaatenúan tanto la

infiltración de neutrófilos como la lesión microvascular inducida por reperfusión

postisquémi ca.

Unacuestiónimportanteoriginadaen estasobservacionesconsisteen saber

si la acumulacióny la activación de los neutrófilosesuna causao un efecto de la lesión

por reperfusión.Se ha recurridoa dos criterios paradefinir la función de los neutrófilos

en la lesión por reperfusión:deficienciade neutrófilospor medio de sueroantineutrófilo,

y prevenciónde la adherenciade estosleucocitoscon anticuerposmonoclonalesdirigidos

contra las moléculasde adherencialeucocitica. La administraciónde sueroantineutrófilo

atenúade maneraimportanteel incrementode lapermeabilidadmicrovascularinducidapor

-13-
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la reperfusiónpostisquámica.Los resultadosindican quelos neutrófilosson los mediadores

primariosde los incrementosde la permeabilidadmicrovascularinducidospor reperfusión.

Seha demostradoque la glucoproteinade la membranade los neutrófilos

CDI 8 desempeñaunafunción de 2ran importanciaen la mediaciónde la adherenciade los

neutrófilos al endoteliomícrovascular.Los anticuerposmonoclonalesdirigidos contrael

epitopo funciona! común CDIS inhiben quimiotaxis, agregacióny adherenciaa las

monocapasendotelialesde neutrófilos”. Estosanticuerposmonoclonalesse han empleado

paraexaminarla función de la adherenciade los leucocitosen la lesión microvasculary

de las células parenquimatosasinducidapor la reperfusiónde los tejidos isquémicos.La

administraciónde anticuerpomonoclonales tan eficaz como la neutropeniaparaatenuar

el incrementode la permeabilidadmicrovascularinducida por reperfusión. Estos datos

indican que la adherenciade los neutrófilos al endoteliomicrovasculares un componente

esencialde la lesión por reperfusiónmediadaporneutrófilos.

La reperfusión promueve la adherenciade los leucocitos al endotelio

vascular y las interaccionesentre leucocitos y células endoteliales inducidas por la

reperfusión están mediadaspor el complejo glucoproteinico de adherencialeucocitica

CDII -CDI 8~Ñ U

Los oxidantesderivadosde la xantinooxidasainician la adherenciade los

leucocitos al endotelio microvasculardesencadenadapor la reperfusión de los tejidos

isquemícos.

No estáclaro el mecanismopor el cual el superóxidomedia la adherencia

de los leucocitosdependientedel endotelio; sin embargo,se ha sugeridoqueel superóxido

-14-
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puedeentraren interaccióncon la sustanciaantiadherentederivadade la célula endotelial

e inactivarla

El óxido nitrico es una sustanciabiológicamenteactiva que producenlas

células endoteliales.y a la cual inactiva el superóxido’”3. Impide la adherenciade las

plaquetasa las monocapasendoteliales.Ademásinhibe la agregaciónde los neutrófilosin

vitro, efecto potencializadoal añadirdismutasade superóxido.Ante estasobservaciones,

los investigadoresse dispusierona verificar si la producciónendógenade óxido nitrico

desempeñaunafunción importanteen la adherenciade los neutrófilosal endoteliovascular.

La perfusión del mesenteriodel gato con un inhibidor del óxido nitrico da por resultado

un incrementode quince veces el númerode leucocitos adheridosal endoteliovenular.

Cabriaesperar,segúnestasinformaciones,que la disminuciónde la producciónde óxido

nitrico o el aumentode la inactivación del mismo fomentaríala adherencialeucocítica.

Como el superóxido inactiva al óxido nítrico, deberíasuponerseque las situaciones

relacionadascon incrementode la producciónde superóxido(por ejemplo, lesión por

reperfusión)contribuiriana aumentarla adherenciade los leucocitos,y que la dismutasa

del superóxido seria antiadherente.En realidad, algunos autoreshan señaladoque la

dismutasa del superóxido atenúa la adherenciade los leucocitos en las vénulas

mesentéricas14, en tanto que otros investigadoreshan demostradoque el óxido nítrico

ofreceproteccióncontra la lesión por reperfusión’2.Estasobservacionesson congruentes

con la hipótesisde que las accionesbeneficiosasde la dismutasadel superóxidopueden

atribuirseen partea su capacidadparaprevenir la inactivacióndel óxido nítrico.

Los resultadosde los estudiosanterioresimplican a los oxidantesderivados
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de la xantinoox¡dasaen el reclutamientode leucocitosinducido por la reperfusiónti4>; sin

embargo,no ha podido identificarsetodavíala sustanciaque mediaesteproceso.Aunque

parecepoco probableque los metabolitos reactivos del oxigeno sean directamentelos

iniciadores de la adherenciay la activación de los leucocitos,es concebibleque estos

oxídantesentren en interaccioncon las membranascelularesendotelialesparaactivar la

fosfolipasa A. y, en consecuencia,produzcanformación de sustanciasquimiotáxicas

leucociticaspoderosascomo el leucotrienoB
4 (LTBJ) y factor activador de plaquetas

(PAF).

Existenpruebasde que los radicalesderivadosdel oxígenodanpor resultado

activaciónde la fosfolipasaA~, y producenenseguidageneraciónde LTB4, PAF o ambos.

Son varios los argumentosa favor de estahipótesis: La exposiciónde las células a los

oxídantesproduceactivación de la fosfolipasa A,; la reperfusióndel tejido isquémico

produce activación de la fosfolipasaA2; los inhibidoresde la fosfolipasaA. atenúanla

infiltración de neutrófilos de la mucosa intestinal inducida por reperfusión; y los

estimulantespuedenaumentarla síntesisde PAF por las células endotelialescultivadasy

promover,a continuación,la adherenciade los neutrófilosa las monocapasendoteliales.

Aunque los estudios mencionadosimplican una función de los oxidantes

derivadosde las célulasparenquimatosasen la adherenciade los leucocitosinducidapor

la reperfusión,investigacionesrecientessugierenque tambiéncontribuyena esteproceso

de adherencialos oxidantesderivadosde los neutrófilos. Diversosautoresexaminaron

recientementelos efectosde 1-1,0. y de los oxidantesderivadosde la mieloperoxidasa

HOCI y la monocloraminaa concentracionesproducidaspor los neutrófilosactivadossobre
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la adherenciade los leucocitosen las vénulas postcapilares’~.Los resultadosde estos

experimentos indican que H20. y monocloraminapromueven la adherenciade los

leucocitos al endotelio venular, no así el HOCI. En estos experimentosin vivo, el

anticuerpomonoclonal 184 impidió en gran medida la adherenciainducidapor RO. y

monocloramina,lo que indica que ambos oxidantespromuevenla adherenciade los

leucocitosal activar la glucoproteinaCDI 1-CD18. Los experimentoscon citometría de

flujo ponen de manifiesto que monocloraminay FEO. regulan en sentido ascendente

directamentela CDI l-CDIS sobrela superficie de los neutrófilos.La adherenciade lQs

leucocitos inducidapor FEO. en las vénulas postcapilaresparecemediadapor el PAF,

puesto que los antagonistasde los receptoresde PAF redujeronla adherenciade los

leucocitos en cerca del 500 o. Estos resultadossugieren la presenciade una acción

fisiológica importantedel FEO. derivadade los neutrófilos,que consisteen estimularla

producciónde PAF (al parecerpor el endoteliovascular), lo que a su vez promuevela

adherenciade los leucocitospor regulaciónascendentede la glucoproteinade adherencia

leucociticaCDI l-CD18
3637.

Diversosestudiosse inclinan a favor de unafunción de los neutrófilos en

la lesión microvascularinducidapor reperfusión;sin embargo,no estáclaro el mecanismo

por el que los neutrófilos logran accesoal compartimento intersticial adyacente.Los

neutrófilos activados liberan diversas enzimas capacesde lesionarla microvasculatura;

entre ellascolagenasa,gelatinasay elastasa.Con objeto de que los neutrófiloscirculantes

logren accesoal intersticio, debenadherirseen primer lugar a la superficiedel endotelio

mícrovascular,emigrarentrelas célulasendotelialesadyacentesy penetraren la membrana
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basal. No han podido dilucidarseaún las fuerzasfisicas y químicasque permitena los

neutrófilos cruzar la pared vascular. Se ha demostradoin vitro que los leucocitos

adherentesson capacesde degradardiversoscomponentesestructuralesde la membrana

basal, y que los inhibidores de la elastasaprevienenestadegradaciónmediadapor los

neutrófilos. Con objeto de comprobarel mecanismode acción de la elastasasobre la

infiltración de los neutrófilos inducida por la reperfusión, se examinaron vénulas

mesentéricaspor medio de técnicasmicroscópicasintravitales.Estosexperimentospusieron

de manifiestoque la inhibición de la elastasaatenuabala tasade adherenciay emigración

de los leucocitos; sin embargo,la inhibición de la elastasaejerció un efecto mayor sobre

la mi2raciónde los neutrófilos,lo que indicaquela descargade elastasaes másimportante

para el desplazamientode los neutrófilos a través de la paredvascular6. Por tanto, la

descargade elastasadesdelos neutrófilosactivadospuedeserun factor de importanciaen

la infiltración de neutrófilos inducidapor reperfusión.

Se sabepoco a cercade los factoresque promuevenla adherenciade los

leucocitosdurantela isquemia.Las fuerzasde fricción producidaspor el flujo sanguíneo

desempeñanuna función muy importanteen el transtornode los enlacesadherentesentre

leucocitos y endotelio. Los estudios in vivo indican que las fuerzas hidrodinámicas

secundariasa la velocidady la tasade fricción del flujo sanguineoejercenunainfluencia

considerablesobre las interaccionesentre los leucocitosy las células endoteliales;sin

embargono ha podido aclararseaún la importanciade estasfuerzasen ausenciade un

estimulo inflamatorio. Al parecer,la isquemiacon reducciónde la fricción desencadena

un incrementoreversiblede laadherenciade los leucocitos,cuyamagnitudestárelacionada
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en proporción inversacon la fuerza de fricción’1 Estaadherenciadependientedel grado

de fricción estámediadapor la glucoproteinade adherenciaCDI l-CDIS, puestoque los

anticuerposmonoclonalesdirigidos contra estaglucoproteinaanulanla reaccion.

B.-Vía no enzimática.-ET
1 w
169 564 m
231 564 l
S
BT


La formaciónde O; porestavia puedeproducirsea travésde la oxidación

de semiquinonasy otros compuestos“redox-lábiles” (por ejemplo,ciertosFe> quelatos).

Las quinonasde origen endógenoy exógenopuedenpasarun electróna travésde NADH

o NADPH ligado a flavoenzimas,por ejemplo,NADH deshidrogenasamitocondrial o el

NADH-citocromo b, microsomial y NADPH-citocromoP-450 reductasas,dando Jugara

semiquinonasqueson rápidamenteoxidadaspor 0=con la formacióndeOC Normalmente

el grado de producciónde O; debido a estetipo de ciclo redox es relativamentepequeño,

menosdel 2% del total de oxígenoconsumidopor la respiración,y se origina a travésde

algunoscomponentesdel sistemade transportede electronesmitocondrial en la región de

ubiquinona>~ aunque no necesariamentea través de la oxidación de la propia

ubisemiquinonai4.La cantidadde ~ producidopuedeincrementarseampliamenteante la

presenciade ciertosagentesexógenos,especialmentequinonas(por ejemplo,menadiona

o adriamicina).

La remocióndel Of seproducepor dismutación:

2O;+2I~f >O=+H=O.
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tanto espontáneacomo,máseficazmente,a travésdel enzimasuperóxidodismutasa(SOD).

Las células animalescontienendos isoenzimasde SOD, un enzimaCu-Zn localizadaen

el c¡tososl y un enzimaMn localizado en la mitocondria. Existen evidenciasde que al

menos el enzima Cu-Zn puede actuar también como una superóxido-semiquinona

oxídorreductasa,catalizandola reaccion:

O¿+QH±H >02+QH.

dondeQ es una quinona.

Ademáspareceserque el O; puedeservir como un donadorde electrones

parala mobilización de Fe desdeferritina:

Ferritina-FE’ + O; > Ferritina+ Fe> + O.

que puedeseruna función fisiológica del O;.

El peróxidode hidrógenoformadoa travésde SOD esmetabolizadopor una

catalasay varias peroxidasas:

2H-O >2H=O+O.

o por glutation (GSH) peroxidasa:

1-1,0. + 2 GSH > 2 H20 + GSSG (glutaion oxidado)
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La mayor parte de la catalasase localiza en los peroxisomas,que son

también el asientode varias flavin oxidasas(glucosa oxidasa, D-aminoácidooxidasa,

oxidasasde ácidos grasos,etc.). La glutation peroxidasa,que es una selenoenzima,se

localizaparcialmenteen la mitocondriayparcialmenteen el citosol, la mismalocalización

de SOD. También sirve como un catalizadorpara la reducciónde peróxidosorgánicos

(ROOH)

ROOH+2GSH >ROH+H=O+GSSG

Además existe una selenoenzímafosfolipido-hidroperóxido-glutation

peroxidasaque es similar a la glutationperoxidasa,pero esespecificapara fosfolípidos

hídroperóxidos. Esta peroxidasaprobablementesirve para detoxíficar fosfolípidos de

membranaque han sufrido peroxidación.

La formación de radical hidroxilo (OH) en sistemasbiológicos puede

producirsepor via no enzimáticaa través de la reacciónde Fenton:

Fe> + FEO. > Fk + 0ff + OH

donde el Fe puedeestarlibre o confinadoa un ligador orgánico.Cuandoseproduceuna

reducción0=dependientede Fe’ así formado, como en el caso de ferritína:

Ferritna-Fe’ + O= > Ferritina + Fe> + O,
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la suma de las dos reaccionesda la reacciónde Haber-Weiss:

O; + FEO > 0W + OH

que es una generacióndel radical hidroxilo catalizadapor Fe desdeel radical superóxido

y el peróxidode hidrógeno.La reaccióntipo Fentonpuedeocurrir tambiéncon peróxidos

ornanícos
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EFECTOS DE LA GENERACION DE RADICALES OXIGENADOS EN LOS

COMPONENTES Y FUNCIONES CELULARES

Los efectosde la generaciónde radicalesoxigenadosen los componentes

y funcionescelularespuedenser divididos en dos categorias>:primariosy secundarios.

Los efectosprimariosson aquelloscausadosdirectamentepor los radicales

oxigenadosen los componentesy funcionescelulares. RequierenFe y se dirigen a la

peroxidaciónde los lípidos con consecuentedañode membranay depósitode granosde

lipofucsina, o a la modificación de proteinasy ácidosnucleicos,causandoinactivación

enzimáticay rotura de las cadenasde ADN.

Los efectossecundariosconsistenen un transtornoen lahomeostasiscelular

del Ca , abocandoa un incrementodel Ca> del citosol y una consecuenteactivaciónde

las proteasasy fosfolipasascitosólicas.Estosefectoscausandestruccióndel citoesqueleto

y activación de enzimastales como la xantinooxidasay NADPH oxidasa,que dan lugar

a posterior formación de radicales oxigenados. Estos efectos secundariosno son

dependientesdel Fe, pero los dos tipos de efectospuedenampliarsesinérgicamente.

Los efectosprimarios de los radicalesde oxigenoson consecuenciade una

peroxidaciónde los ]ipidos>. Se creeque esteprocesoesiniciado por un radical perferril

(Fe -O;) donde el Fe> es confinado a un adecuadoquelante’9. Alternativamentela

peroxidaciónde los lipidos puede¡nícíarsetambiénusandoun generadorde 0=,como por

ejemplo,hipoxantinay xantinooxidasa,en combinacióncon un adecuadoquelantede Fe3.

Comoya se comentó,la peroxidaciónde los fosfolípidosde membranapuedeproduciruna
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severalesión celular seguidapor disrupcióny lisis de las organelasintracelularesy por

tanto de la célula. La peroxidaciónde los lípidos pareceserasí mismo responsablede la

formaciónde gránulosde lipofucsina,tambiénllamadosgránulosde la vejez,queconsisten

en el depósitode lípidos peroxidadosinsolublesy proteínas.

Otra clasede efectosprimarios causadospor los radicalesde oxigeno son

aquellosproducidospor el radical flH. Estos efectosno son dependientesde Fe per se,

pero la formación del radical 0H a travésde la reacciónde Fenton y de Haber-Weiss

requiere Fe. El radical hidroxilo es un poderoso oxidante de ciertos residuos de

aminoácidos, purinas y pirimidinas, bases en las proteinas y ácidos nucleicos,

respectivamente,causandode estemodo inactivaciónenzimáticay rotura de cadenasde

ADN

Los efectossecundariosde los radicalesde oxigeno que producenlesión

tisular se cree que son debidos a transtornosen la homeostasisdel Ca> celular. En

condicionesfisiológicas, las célulasanimalesmantienenunadeterminadaconcentraciónde

Ca: intracelular,queesunascuatrovecesmenorque el extracelular.Unapartesignificante

del Ca> intracelular está secuestradoen el retículo endoplasmático(RE) y en la

mitocondria,El gradientede Ca> del citosol, en relación al espacioextracelulary el RE,

es mantenidopor una bombade Ca> AlPasadependiente;por el contrarioel secuestrode

Ca:. por la mitocondriaoperaa travésde un mecanismoelectrogénicolocalizado en el

interior de la membranamitocondrial y conducidopor la fuerzade protonesgeneradapor

el sistema de fosforilación oxidativa. La distribución del Ca> tisular estásujeto a un

intrincado mecanismode control mediadopor receptores,que implica variashormonasy

-24-



Jose .1 bragueta Mariña

otros efectores, cuya función es regular la actividad de las enzimas citosólícas

Ca dependientes,talescomo adenilciclasa,ciertasproteasasy fosfolipasas.

El stressoxidativo puede transtornarla distribución de Ca> intracelular

depleccionandolos niveles de GSH a travésde la glutation peroxidasa.Este transtorno

tendrádos consecuencias:Una liberación de Ca> desdeel RE debidoa unaactivación de

la Ca -ATPasa,y una liberaciónde Ca’ desdela mitocondria,debidoa la oxidación, via

glutation reductasay nicotinamidanucleótidotranshidrogenasa,del NADPH mitocondrial,

y una consecuenteactivación del mecanismode eflujo del Ca2 mitocondrial. Como

consecuenciade ello se incrementael nivel de Ca> citosólico, El incrementode Ca>

tambiénpuedeprovenir del Ca> extracelularprovocadopor una inactivaciónde la bomba

Ca> -ATPasade la membranaplasmática,lo que también puede ocurrir cuando está

depleccionadoel GSH celular. Sin embargo, las evidenciasactuales indican que el

incremento en el Ca> citosólico que aparecedurante el stress oxidativo se origina

primariamentea partir de una redistribucióndel Ca> intracelular.En el casode isquemia

el incrementodel Ca> citosólico también ocurriría a partir de los tres origenes(RE,

mitocondrias y espacioextracelular), debido a una disminución del ATP celular y,

generalmente,del nivel de energía.

El incrementodel Ca> citosólicotendríadostipos de efectos:unaactivación

de las proteasascitosólicasCa> dependientesy una activación de la fosfolipasaA
2. Una

de estasproteasasprovocauna rotura del citoesqueleto,lo que conducea un dañosevero

con arru~xamíentode la superficiecelular.Otra proteasacitosólicaactivadapor Ca> esla

que causala conversiónde xantinodeshidrogenasaen xantinooxidasa.
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Otra consecuenciadel incrementodel Ca’ citosólico es la activación de la

fosfolipasaA-. con la consecuenteliberación de ácidoaraquidónicodesdelos fosfolipidos,

poniendoen acción la “cascadadel ácido araquidónico”,lo que promuevela sintesisde

prostaglandinas,leucotrienosy tromboxanos440(Fig. 4). Existen evidenciasde que los

metabolitos del ácido araquidónico inducen lesión endotelial en isquemia-reperfusión,

independientementede los neutrófilos.Hay, sin embargo,tres mecanismospor los quelos

productosdel ácidoaraquidónicoejerceninfluenciasobrelos neutrófilosen la lesión por

reperfusi ón.

En primer lugar, pueden actuar como quimioatrayentesinduciendo la

adhesiónde los neutrófilos al endotelio,El productode la lipooxigenasaleucotrieno84 y

el productode la ciclooxigenasatromboxanoA. son potentesquimiotácticos44ÑExisten

evidenciasde que el leucotrieno 84 es generadoen suficiente cantidad en isquemia

reperfusiónparainducir la diapedesisde los neutrófilos’3.Otrasobservacionesindican que

los productosde la lipooxigenasason de central importanciaen la lesión por reperfusión.

En segundolugar los productosdel ácidoaraquidónicopuedenactivar a los

neutrófilosparaproducir másradicalesde oxigenoy, por tanto, enzimasproteoliticas. El

leucotrieno84 es un potenteestimuladorparala generaciónde peróxido de hidrógenoy

elastasapor los neutrófilos44, induciendo permeabilidadendotelial. El tromboxano A.

tambiénactiva los neutrófilosy media su producciónde FEO
2tras la isquemia

45.
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En tercer lugar, leucotrienosy tromboxanoafectanal flujo sanguíneoy, por

tanto. la perfusión tisular por acción directasobrela microvasculatura.Los leucotrienos

puedenestimular la adhesiónde los leucocitosal endotelio. En el endoteliolesionadose

puedeproducir una activación del 0=produciendoNADPH oxidasa.

Los neutrófilosque seintroducenen el tejido que ha sido reperfundidose

activan al incrementarsela sintesis de metabolitos de oxígeno y enzimas proteoliticas,

volviéndosemásadhesivosparael endotelio.Estos neutrófilospuedenentoncesproducir

lesión, al adherirseal endotelio, en dos sitios: esfinterprecapilary venula postcapilar.

Comolos neutrófilosactivadosse vuelvenmásrígidos,no puedenmodificarselo suficiente

como para pasara través del esfinter precapilar. El resultado es que los capilaresse

obstruyentras la reperfusióncon la posible exacerbaciónde la lesión anóxica.Muchos

neutrófilos se adhierenal endotelio en la vénulapostcapilar.El mecanismolesional de

estosneutrófilos es debido a la secreciónde enzimas proteoliticastales como elastasa,

probablementejunto con los productosde oxidación generadospor los neutrófilostales

como 1-IOCI y H~O~ Esto produce la lisis estructuralde proteinastales como elastina,

incrementandola permeabilidadmicrovascular46.

La adhesiónneutrófílo-endotelialproduceun microambienteque permite

altasconcentracionesde agenteslesivos.

Por tanto, el incrementocitosólico de Ca> tiene como consecuenciaun

aumentode la producciónde Of por ambasvias enzimáticas,xantinooxidasay NADPH

oxidasa. Estasreaccionesno requierenFe per se, y puedenacompaflarseo no por una

peroxidaciónde los lipidos iniciadapor un radical perferril con consiguientelesión de la
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membranacelular, o por defectosde OH inducidos en ácidos nucleicos y proteinas,

dependiendode los niveles de 0=y Fe, así como de la disposición de los adecuados

quelantede Fe.

Los efectosprimariosy secundariosde los radicalesde oxígenoforman una

complejared de reaccionessinérgicasinterconectadas,cuyo resultadofinal esimpredecible

en un sistemacomplejo como el de una célula, un tejido o un organismo.
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PREVENCION DE LA LESION CELULAR DURANTE EL PERIODO

ISQUEMICO

El pretratamientode ratas con Clorpromacinatreinta minutos antesde la

inducción de isquemia, reduce la acumulaciónintracelularde iones de calcio duranteel

periodo isquémicoy durantela reperfusión>.El mecanismode proteccióndependede la

prevenciónde la degradaciónde los fosfolipidos de membranadurantela isquemiay de

la disfunción mítocondrial. Esteefecto pareceserresultadode la hipotermiainducidapor

dichadroga.

La hipotermia se usageneralmentepara protegerel hígado sometido a

isquemíaen el transplante,así como en otras situacionesparaprevenirla lesión hepática

durantela isquemiaque se produceal realizarel clampajedel pedículo hepático(maniobra

de Pringle) en situaciones tales como resección de ciertos tumores y traumatismos

severos

La somatostatinaejerce, así mismo un efecto citoprotectorque protegeal

hícadosometidoa lesión por isquemiareperfusión47.
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PROTECCION DEL HíGADO TRAS LA REPERFUSION

El tratamientode ratas con coenzímaQ,0 (Co Q10Y
5~ previamentea la

isquemia hepática, preserva, al parecer, la función mitocondrial, aunque su efecto

benefic¡oso se debe a su accion como depredadorde radicaleslibres previniendo la

peroxidaciónde los lipidos de membrana.Casi idénticos resultadosse han obtenido con

otros depredadoresde radicales libres tales como alfa tocoferol~6, que actúa como

antioxidanteen la peroxidaciónde los lípidos.

El glutaion (GSH) es un importantedepredadorde radicaleslibres en el

hígado. Cuando el contenido hepático en GSH se reduce por administración de

dietilmaleato o por ayuno de 48 horas,la muertecelular esmás extensaque en caso de

hígadoscon alto contenidoen GSH~>8. La administraciónde GSH a ratasun dia antes

de la isquemiahepática,acelerala resíntesisde ATP y disminuyela peroxidaciónde los

lipidos durantela reperfusión.

Otra formade prevenirla lesión por reperfusiónes reducirla producciónde

radicalesoxigenados.El alopurínoles un inhibidor de laxantinooxidasaqueprobablemente

actúa disminuyendola producciónde radicalesoxigenadosdurantela reperfusión8~’.

El uso de metilprednisolonaparececontribuir, así mismo, a la protección

de los tejidos isquémicosdebidoa su accióncomo estabilizadorde las membranasde los

lisosomas.Suefectobeneficiososeproducedurantela reperfusióndel hígadoisquémico’~’0
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MECANISMOS PROTECTORES CONTRA LA LESION POR

REOXIGENACION

Los organismosvivientes están equipadoscon mecanismoseficientespor

los que se protegencontrael efectodeletéreode los metabolitosreactivosde oxigeno. En

algunoscasoshacenuso de los radicalesde oxígeno,como por ejemplo en el casode la

movilzacióndel Fe de la ferritinaO~ dependiente,En otros casos,sin embargo,las células

poseenpoderososmecanismos,enzimáticosy no enzimáticospor los quepuedenliberarse

o prevenir la formación de especiesreactivasde oxigeno.

La SOD localizada en aquelloscompartimentoscelulares donde puede

formarseO. (mitocondriasy citosol), esgeneralmentereconocidacomo la llave enzimática

responsablede la eliminación de este radical. La catalasa,variasperoxidasas,y glutation

reductasadestruyen~ La glutationreductasaselocalizaen los mismoscompartimentos

celulares que la SOD y elimina el 1-LO. producidapor SOD. La glutation reductasa

también reaccionacon peróxidosorgánicosy por tanto puedejugar un importantepapel

en la regulación de la cascadadel ácido araquidónico.También existe una fosfolipido

hidroperóxido glutation peroxidasa,aparentementediseñadacomo instrumento en la

detoxificaciónde los fosfolípidosde membranaperoxidados.Otra enzimaque puedeestar

implicado en la reparaciónde la membranaesla fosfolipasaA. que atacapreferentemente

a los fosfolipidos de membranaperoxidados.Mecanismosreparadoressimilares existen

paralas lesionesoxidativas de DNA y proteinas5.

Dentro de los mecanismosprotectoresno enzimáticos contra los O.
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derivadosy otros radicaleslibres se incluyen alfa-tocoferol,beta-caroteno,retinol y ácido

ascorbico Recientementeel ácido úrico y la bilirrubina tambiénhan adquirido atención

como antioxidantes.Así mismo, la forma reducidade ubiquinonapuedeservir como un

antioxidanteen mitocondriasy otrasmembranasbiológicas.

La DI diaforasaes una flavoproteinadíméricaampliamentedistribuidaen

los tejidos animales que asientaprincipalmenteen el citosol y en menor cuantía en

mitocondriasy retículo endoplasmático.Es la únicaentrelas flavoproteinasconocidasque

es una quinona reductasatransferidorade dos electronesy juega, por tanto, un papel

importante en prevenir la reducción de un electrón de quinonasexógenas,por otras

enzimas,a semiquinonasautooxidablesy concomitantegeneraciónde o;.

-33-



¡‘JA ARGINJNA:OXIDO NJTRICO



José .1. Eragueta .1! arma.

INTRODUCCION

La demostraciónen 1.987 de la formaciónde Oxido Nítrico (NO) por un

enzimaen las células del endoteliovascular,abrió el camino a lo que ahorapuedeser

consideradoun nuevo campo en la investigaciónbiológica. El NO es el estimulador

endógenode la guanilatociclasasoluble.Además,el NO esunamoléculaefectoraliberada

por ¡nacrófagosy otras células despuésde su activación inmunológica.

El NO essintetizadoa partir del aminoácidoL-argininapor un enzima,la

NO sintetasa0’ Al parecer existendostipos de esteenzima. Una es constitutiva, citosólica,

Ca’ calmodulínadependiente,y libera NO en períodoscortoscomo respuestaal receptor

o a estimulaciónfísica. El NO liberadopor esteenzimaactúapor medio de un mecanismo

de transducciónproduciendovarias respuestasfisiológicas. El otro enzimaes producida

despuésde la activación de los macrófagos,células endotelialesy otras células, por

citoquinas.y una vez inducida,sintetizaNO en periodoslargos. Esteenzimaes citosólico,

Ca’ independiente,requieretetrahidrobiopterinaasí como otroscofactoresy su inducción

es inhibida por glucocorticoides.El único papel claramenteestablecidoparaeste NO es

el de una molécula citotóxica para microorganismosinvasoresy células tumorales. Es

probable,sin embargo,que la liberaciónde NO poresteenzimatengaotrasconsecuencias

biológicas incluyendo vasodilataciónpatológicay lesión tisular48.
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FACTOR DE RELAJACION DERIVADO DEL ENDOTELIO

Y OXIDO NíTRICO

El tono del músculo liso vasculares reguladopor una serie de agentes

vasoactivosque puedenalcanzarla pared vasculardesde el torrente sanguíneoo que

puedenser liberadosen la paredvascularpor las terminacionesnerviosasadrenérgicas,

colinérgicasu otras.

En los últimos añosse sugirió que algunassustanciasproducidaspor las

propiascélulas vascularesparticipanen la regulacióndel tono del músculo liso, y que el

endotelio vasculares el responsablede la generaciónde estassustancias’.En 1.976, 5.

MONCADA y colaboradores<’al estudiarel metabolismodel ácido araquidónicoen la

paredvascular,descubrieronla prostaciclina,un potentevasodilatador,que esgenerado

preferentementepor el endoteliovasculary cuyo conocimientocontribuyóa esclarecerel

papel de estas sustanciasen distintas situaciones fisiopatológicas. En 1.980 RF.

FURCHGOTTy J.V. ZAWADZKI>1 demostraronque la relajación vascularinducidapor

acetilcolinadependiade la existenciadel endotelio,y existíanevidenciasde queesteefecto

era mediadopor un lábil factor humoralal quedenominaronfactor de relajaciónderivado

del endotelio(endoteliumderived relaxing factor, EDRF).

Más tardesedemostróque el EDRE es responsablede la relajaciónde la

pared arterial que inducenotras sustanciastales como sustanciaP, adeninnucleótidos,

trombina,el ionóforo del calcio A23 187 y la bradicinina;ademásde otros estímuloscomo

la hipoxia y la estimulacióneléctrica.Sin embargo,existenotros agentes,comoel péptido
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que inducen lanatriurético auricular, los agonistasadrenérgicosbetay la prostaciclina,

relajación vascularpor mecanismosindependientesdel endotelio’6.

Los primerosestudiosparaidentificar el EDRF estuvierondirigidos hacia

los metabolitosdel ácido araquidónico.Así, se demostróque el EDRE era una sustancia

distinta de la prostaciclinay otras prostaglandinasvasodilatadoras,ya que la relajación

dependientedel endotelioseproducíaincluso en los tejidos tratadoscon indometacinal

R.J. GRYLEWSKI’ demostróque el mecanismopor el queactúanlas diferentessustancias

antagonistasdel EDRE esla producciónde anionessuperóxido.

A. MULSCH y alsi’ demostraronquela liberaciónde EDRE por las células

endotelialescultivadasactiva la guanilatociclasa. Esto sugiereque el EDRE escapazde

difundir hastael músculo liso vascular,y a través de la guanilatociclasa, producir la

relajación vascular.Estaactivación produceun aumentodel 3-5’ guanidin monofosfato

cíclico (GMPc) tanto en el músculoliso como en las plaquetas,aumentoquese asocia,por

tanto, con la relajación dependientedel endotelio, así como con la inhibición de la

agrecaciónplaquetaría4>.

Desdelos primeros

calcio dependiente.

con el flujo de calcio

un proceso

relacionada

calcio.

momentosse comprobóque

La relajación dependiente

transmembranaque con los

la liberaciónde EDRE es

del endotelio está más

niveles intracelularesde

La superóxidodismutasa(SOD) evita la degradacióndel EDRE y revierte

la acción inhibidora de diversassustanciassobreel EDRF~~~6. Esto sugierequeel EDRF

se destruyepor anionessuperóxido,pero no por otros radicalesderivadosdel oxígeno.
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Otros inhibidoresdel EDRE actúanpor mecanismosdiferentes;así, la hemoglobinase une

a la moléculade EDRE y el azul de metileno actúa inhibiendo la guanilato ciclasa4t

También se ha demostradoque las accionesdel EDRF sobrepreparacionesvascularesy

plaquetasse potencianpor la SOD y el citocromo c, y se inhiben por radicalesFe> y

algunoscomponentesredox’~49.

En 1.987 5. MONCADA y als?7>’~ demostraronque el EDRF es el NO.

Estudiaronde formacomparativalos perfiles farmacológicosdel EDRF y unapreparacion

industrial de NO sobre segmentosvascularesy plaquetas. Descubrieron una acción

relajadorasimilar, así como una disminuciónde su accióna la mismavelocidaddurante

su pasopor la cascadadel bioanálisis.Ademásla vida mediadel NO es igual al del EDRE

y amboscompuestosinhiben la agregación,inducenla desagregacióne inhiben la adhesión

plaquetaria

El NO puedemedirsedirectamentecomo el productoquimioluminiscente

de su reaccióncon el ozono57. Usando este método, 5. MONCADA demostróque las

concentracionesde bradicinina que inducen la liberación de EDRF en los cultivos de

células endotelialesproducentambién una liberación de NO que reproducela relajación

de las preparacionesvascularesy la actividadantiagregantey antiadherenteplaquetariadel

EDRE

Todaslas evidenciasfarmacológicasy bioquimicasdemuestranclaramente

que el EDRE es el NO y que cumple todos los criterios necesariospara serclasificado

como un mediadorbiológico.

El NO es unasustanciaaltamenteinestable,que con rapidezseconvierteen

-38-



Jose t bragueta Itarlña

NO; y NO; en solucionesoxí~enadas.Actúasolamentecomo resultadode la transferencia

directa célula a célula, cuyas membranas atraviesarápidamente,por lo que debe

considerarsecomo una hormonalocal o sustanciaparacrínamásque como una hormona

circulante.

Sin embargo,no debe excluirse la posibilidad de que otros mecanismos

distintos a la liberación de NO, desempeñenalgún papel en la relajación vascular

dependientedel endotelio, ya que los mecanismosque realizan una misma función

biolóyica suelenser múltiples.
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BIOSíNTESIS

l)esdeel descubrimientode la liberaciónde NO por las célulasendoteliales,

uno de los interrouantesmás importantesha sido el conocerel origen del NO.

5. MONCADA>’ ha demostrado que las células endotelialescultivadas

sintetizan NO del átomo del nitrógeno terminal del grupo guanido del aminoácido L-

arginina;un aminoácidodibásico,catiónico,semiesencialcon numerosasimplicacionesen

el metabolismocelular<Sirvecomo un intermediarioen el ciclo de la urea,como precursor

de la biosintesisde poliaminas,y con funcionesinmunomoduladorasy secretorias,Esta

reacciónes especifica,puestoque otros análogosde la L-arginina, incluido su isómeroD,

no son sustratosde ésta. Además uno de ellos, la N0’monometil argínina (L-NMMA)

produce una pequeñacontraccióndependientedel endotelio e inhibe la relajación y

liberación de NO inducidapor los vasodilatadoresdependientesdel endoteliocomo la

acetilcolina. La L-argininaantagonizatodas las accionesde la L-NMMA. El coproducto

de estareacciónes la L-citrulina, y su síntesisse inhibe tambiénpor la L-NMMA1

Por tanto, un estímulo fisiológico, como por ejemplo, los niveles

extracelularesde calcio, desencadenaunaseriede reaccionesqueconducena la formación

de NO a partir de la L-arginina que provienede las proteinasséricas,El NO difunde a la

céluladianaproduciendola elevaciónde los nivelesde GMPc93.
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ACCIONES

El NO puedeactuara travésde dos formas:

A< Como un mecanismode transducción

B.- Como una moléculaefectora.

A.-Mecanismo de transducción.-ET
1 w
79 537 m
247 537 l
S
BT


Nuevosindicios en el campode la comunicaciónintercelularseestándando

a conoceren los últimos años.Hastafechasrecientes,los mediadoresneuronalessecreía

que operaban de una forma altamente regulada, comenzando con la presintesis,

almacenamientoen vesículasy liberaciónen la hendidurasinápticaparaactuarsobrelos

especificosreceptoresde membrana.La generaciónde moléculasaltamentedifusiblestales

como el NO, desafiaestospreconceptos,y por tanto seria importantecomprenderlos

factoresque confierenespecificidada sus acciones62~

La necesidadconceptualde unamoléculamássustancialquesearesponsable

de las interaccionescelularesestal que ha sido reivindicadala existenciade compuestos

que contienenNO paraexplicar las accionesdel NO.

El NO no actúaestimulandoun receptoren la membranacelular, sino que

tiene una serie de blancosintracelulares,de los cualesel más estudiadoes la guanilato

ciclasasoluble>.

En el sistemacardiovascularel endotelioes el principal asientodel NO, que

es derivado fisiológicamentey produce vasodilatación,de importancia clave en la
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regulacióndel flujo sanguíneoy de la presión.El NO puedeser liberado también a partir

de las terminacionesnerviosasno adrenérgicasy no colinérgicas,al menosen algunas

regiones,y algunasformasde vasodilatacióncolinérgicapuedenser mediadastambiénpor

NO. Ademásla transmisiónsimpáticapuedesermoduladapor NO, y ciertosmecanismos

mediadospor el NO en partesdel cerebrotalescomo el nucleustractussolitarius pueden

estar implicados en la regulación de la presión sanguínea.Además el NO tiene otras

funcionesen el sistemacardiovascularque incluyen la regulaciónde la excreciónde Na

por el riñón.

Quedapor clarificar el mecanismopor el queel NO es transferidodesdelos

puntos de síntesis (endoteliovasculary terminacionesnerviosas)a la guanilato ciclasa

soluble en los vasosdel músculoliso, ya que la distanciay las dificultadesque separanel

endoteliovasculardel lecho adventicialde la vasculaturadel músculoliso son ampliasy

numerosas.Esto poneen evidenciala cuestiónde si el NO atraviesael espaciointracelular

o si sólo estransferidodirectamentede célulaa célula.

a. —lindo/elio vascular. —

El EDRE esuna sustanciahumorallábil que relaja el músculo liso vascular

e inhibe Ja agregacióny adhesión plaquetaria a través de la estimulación de la guanilato

ciclasa soluble. La naturaleza química del EDRE ha sido identificada como NO debidoa

que sus propiedades farmacológicas son idénticas. El NO es liberado desde las células

endoteliales vascularescultivadas y desde preparacionesvasculares en cantidades

suficientespara explicar las accionesbiológicas del EDRF.
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Las células del endotelio vascularsintetizan NO a partir del nitrógeno

“4guanidino terminal de la L-arginína La L-NMMA inhibe la síntesisde NO de una

maneraespecíficay dosisdependiente”6.El coproductode estareacciónesL-cítrulina, cuya

síntesises tambiéninhibida por la L-NMMA”’. El enzimaque sintetizaNO desde la L-

arginina en estas células, denominadaNO sintetasa, es citosólica y NADPH, Ca y

calmodulinadependiente4S.

En el sistemavascularhay un usocontinuode L-argininaparala generación

de NO que juega un papel en el mantenimientode la presión sanguínea.El marcado

aumento de la presión arterial producido tras la inhibición de la síntesis de NO, confirma

el hecho de que el NO esel nitrovasodilatadorendógeno,y sugiereque una reducciónen

la síntesisde NO puedecontribuir a la patogeniade la hipertensiónarterial.

Pequeñasvariacionesen la concentraciónde Ca> extracelularalteran la

producciónde NO porel endoteliovascular.Estoindica queel Ca>juegaun papelcrucial

en la modulacióndel tono vasculary sugierequepequeñoscambiosen los nivelesde Ca>

extracelular pueden ser relevantes en algunas formas de hipertensión, incluyendo

“7
eclampsia

b. - 1>/aque/as. —

El NOactúa a través de un mecanismo de retroalimentación negativo para

regularla agregación plaquetaria6S. La agregación inducida por el colágeno va acompañada

de un incrementointraplaquetariode los niveles de GMP cíclico. La L-argininaaumenta

el nivel de GMPc inducido por el colágenoe inhibe la agregación.Seha demostradola
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presenciaen el citosol de las plaquetasde NO dependientede L-argíninay NADPH, que

es inhibido por L-NMMA. La formación de NO a partir de la L-arginina en el citosol de

las plaquetasdependede la concentraciónde Ca> libre.

La agregaciónplaquetariain vivo probablementeestáreguladapor el NO

intraplaquetario,así comopor NO y prostaciclinaliberadospor e! endoteliovascular.La

inhibición de la adhesión plaquetaria inducida por el NO no está afectadapor la

prostaciclina,lo que indica que la adhesiónplaquetariaescontroladapor GMPc másque

por AMPc’>.

u. -Sistema nervioso. —

En 1.982 seidentificó en el cerebroun activadorendógenode la guanilato

ciclasasolubleque resultóser la L-arginina482”. Posteriormentesecomprobóla presencia

de la vía L-arginina:NO en el cerebrode la ratay se demostróla existenciade una NO

sintetasa, que fue recientementepurificada comprobándoseque era calmodulina

dependiente’>’4”.

J. GARTHWAITE y als. comprobaronquela estimulaciónde lascélulasdel

cerebelode la ratacon N-metil-D-aspartato(NMDA) induceuna elevaciónde los niveles

de GN4Pc, que seasocíacon la liberaciónde un compuesto similar al EDRFt. El GMPc

que seproducetras la estimulacióncon NMDA es estimuladopor L-arginina y se inhibe

con LNMA. lo que demuestraque estarespuestaes mediadapor el NO.

Es posible que el NO juegue en el cerebro un importante papel en el

desarrollodel aprendizajey la memoria
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La formación de NO puede mediar los efectos biológicos de otros

neurotransmisores cuyas acciones se asocian con un aumento del GMPcÁi.

En el sistemanervioso periférico existen nervios, cuyo transmisorno es

acetilcolina ni noradrenalina,que forman un componenteimportante de la inervacion

autonómicadel músculo liso en el tracto gastrointestinal,vísceraspélvícas,vías aéreasy

otros sistemas.Recientementeexisten evidencias que indican que el NO puede ser el

transmisoren al menosalguno de estosnerviosy un moduladoren otros

d.-Oras células te idos

Se ha comprobado la presencia de la vía L-argínina:NO en la corteza y la

médula de la glándula adrenal. Esta síntesis de NO es también NADPH y Ca>

dependiente,igual que la del endotelio,plaquetasy cerebro4698.

Se ha comprobado el papel del GMPcen la secreción de catecolaminas y

en la esteroidogénesis, por lo que es posible que esta vía metabólica juegue un papel

moduladoren el control de la síntesisy secreciónde hormonaspor la glándula~
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B.- Molécula efectora.-ET
1 w
98 703 m
196 703 l
S
BT


1-la sido fácil aceptarque el NO, generadopor las células fagocíticas,es

cítotóxíca paramicroorganismosinvasoresy célulascancerosasti,Las célulasdel sistema

retí culoendotel ial liberan metabolitos reactivos del oxígeno como intermediarios,

incluyendo O; y por tanto la ideade radicaleslibres biológicamenteactivosno es ajena

a este campode investigación.

El NO, a diferencia de otras moléculasque son citotóxicas o citolíticas,

ejerceestasaccionesa travésde selectivosblancosintracelulares.Se combinacon centros

Fe-S de enzimasdel ciclo respiratorio y de la vía de síntesisdel ADN. Estos enzimas

incluyen aconitasa(ciclo de Krebs),nicotinamidaadeninadínucleótidofosfato:ubiquínona

oxidorreductasa(complejomitocondrialI),succinato:ubiquinonaoxidorreductasa(complejo

mitocondrial II) y ríbonucleótidorreductasa(síntesisde ADN)49’3. La inhibición de estas

enzimasesobvmmentede dramáticasconsecuenciaspara las célulasdiana.

Existenevidenciasde queel NO generadoes citotóxico paralas célulasque

lo producen y las células vecinas. La producciónde NO en las células de Kupffer,

macrófagos,células endoteliales,células EMT-6 de adenocarcinoma,y fibroblastos es

>0tóxico paraellasy las célulasadyacentes-.

Los hepatocítos,que fueron las primerascélulasno reticuloendotelialesen

las que se comprobóla síntesisde NO74, son altamenteresistentesa la acción cítotóxíca

del mismo~. Esto sugiereque hay una diferentesensibilidadcelular a las accionestóxicas

del NO y que unascélulas son másafectadasque otras.

T.R. BILLIAR7» sugierequeel incrementoen los nivelesdeGMPc pueden

-46-



José .4. bragueta .11 ariña.

no ser responsablesde la citotoxicidad, al menosen los hepatocitos.

La sintetasade NO expresadapor el endotelio vasculary células del

musculoliso es responsablede la hipotensióny de la hiporreactividadvasculardel shock

endotóxico,y la expresiónde esteenzimapor el miocardioy el endocardiopuedeexplicar

la disfunción cardíacaespecíficaque ocurreen estoscasos62’96.

La vasodilataciónen el shock es un mecanismode defensaque sevuelve

patológico al llegar a cierto punto. La citotoxicidad directadel NO puedeacontecerpor

vasodilataciónque, facilitando el flujo, favorecela supervivenciatisular. Estapuedeser

la razón de los aparentementecontradictoriosresultadosdel trabajo de IR. BILLIAR?6

mostrandoque, aunqueel NO causadisfunción hepatocelularin vitro, la inhibición de su

producciónresultaen una lesión hepáticain vivo. Esto indica que la producciónde NO

esa la vez protectoray lesiva, como sugierenlos experimentosen shock endotóxico’6.

NO y O; generadospor leucocitos activados pueden interactuar para

cancelar la actividad biológica del NO77. Se ha demostradoque NO y 0=’pueden

reaccionarparaformar peroxinitrito, el cual se descomponeal serprotonadopor potentes

oxídantestalescomo OH y NO =. Es probableque en condicionesde activación celular

inmunológicase produciríauna interacciónentreNO, O;, y posiblementeotros reactivos

intermediariosdel oxigeno. La toxicidad inducidapor NO puede ser causadapor estos

componentesresultantes.

La generación de NO por el enzima inducible es regulada por

glucocorticoidesy citoquinas94.Los glucocorticoidesinhiben la inducciónde la síntesisde

NO sin afectara ambosenzimasconstitutivae inducible. Estapropiedadpuedeexplicar,
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al menosen parte,algunasde las accionestóxicasy terapéuticasde estoscompuestos.

a. — ;Vlacrotcwos. —

Una vía metabólica L-arginina dependientecontribuye a la actividad

citotóxica de los macrófagos,incluyendo inhibición de la respiración mitocondrial,

actividad aconitasa, y síntesis de DNA; y se produce a través de la inhibición de los

enzimas que contienen Fe en las células diana90’94. Esta actividad, así como la generación

de NO. y NO’, son inhibidas por L-NMMA92. Esta via parece jugar un papel en los efectQs

citotóxicosde los macrófagossobrelas célulastumorales,protozoosy microbios?3SOOS.

Esta síntesisde NO en los macrófagosdifiere de la que se produceen las

células endoteliales, plaquetas y cerebro en que no se detecta en células inactivadas y

requiere síntesis proteica para su expresión’8. La síntesis de NO por los macrófagos es

citosólica y requiere L-argínina, NÁDPI-I y tetrahidrobiopterína, pero no Ca>.

1,.- Nentrófilos.-ET
1 w
167 312 m
193 312 l
S
BT


Se ha comprobado en estas células la presencia de una NOsintetasa similar

a la que existeen los macrófagos487(>.87 La significación biológica de la producción de NO

por los neutrófilos es desconocida.No existeevidenciade que el NO denvadode los

neutrófilosjueisueningún papel en la actividacitotóxicade estascélulas.La liberaciónde

NO puedeser un mecanismopara controlar los niveles de anión superóxido, que es

también liberadopor neutrófilosestimuladose inactiva al NO77.
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u. — (YI,,h:,s dc Kunffcr j=hcpaíoc¡¡os

Las células de Kupffer de ratas,cultivadascon hepatocitosy estimuladas

con lipoproteinas,inducenuna significativasupresiónde la síntesistotal de proteínaspor

los hepatocítos,pero sólo cuandoestápresentela L-argininaen el medio7’. Esteefecto que

requiereun períodode inducciónde variashoras,estáasociadocon la formaciónde NOL,

NO’;, y citrulina tanto en las célulasde Kupffer como en los hepatocítos6:9».Este efecto

esbloqueadocon L-NMMA. El NO así formadoescitotóxico porquesuprimela síntesis

76:

proteica
El origen de la argininaparala síntesisde NO en el higado no estáclaro,

particularmentesí tenemos en cuenta el bajo nivel de argínína intracelular84. La

concentraciónintracelular de arginina en los heparocitoses muy baja (5 microM>

comparadacon la concentraciónplasmática(50-100microM), lo que sugierequela sangre

puede ser un importanteorigen de arginina para el hepatocítoy que la capacidadde

transportede la membranaplasmáticaparala argininapuedecontrolarsu nivel64.

La producciónde NO por las célulasdel parénquimahepáticoesestimulada

por bacterias,endotoxínasy cítoquinasy puedeestarimplicado en el daño hepatocelular

asociadoa sepsis6:5. Hay, además,crecientesevidenciasque sugieren que, bajo ciertas

círcunstanc¡as,el incrementoen la producciónde NO es responsablede los compromisos

hemodinámicosque aparecenen el shockséptico,

El transporte de arginina por los hepatocítoshumanos es mediado

principalmentepor el sistemade transporteNt-independienteyi Los ínhbidoresde la NO

síntetasaademásde su capacidadparabloquearla producciónintracelularde NO, también
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bloqueanla captaciónde la arginina a travésde la membranaplasmáticadel hepatocito’

cl. — .S’i.s’icma vascular. —

Hastahacepoco tiempo secreíaque la única sintetasade NO en la pared

vascularera constitutiva Ca>~dependíentedel endotelio. Sin embargo,recientementese

comprobó que las células endotelialesen cultivo expresan una NO síntetasaCa” -

independientetras la activación in vítro con LPS e IFN-ganma79.

e. - O/ras cálidas tic/idos.—

Se ha demostradola presenciade una NO síntetasainducible en células

EMT-6 de adenocarcinomas de mamíferos y en fibroblastos estimulados con citoquinas.
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OXIDO NíTRICO Y LESION POR REOXIGENACION

Se acepta en general que la alta reactívídad del ~OHes la responsable de la

lesión oxídativa en algunos tejidos, como el miocardio, y la formación de OH ocurre a

través de la reacción de Haber-Weiss(Fenton)catalizadapor Ee>0. J.S. BECKMAN y als.8~

han sugeridoque la generaciónde OH a travésde la reacciónde Haber-Weisspuedeser

limitada in vivo, y han propuestoque el NO reaccionacon O; en situacionespatológicas

para producir especies cítotóxicas a través de las siguientesreaccionesbioquimicas8186:

NO+O; >ONO&

ONO&+W >ONOOH

ONOOH >0H+NO=

OH+NO >NO;+W

Esta reacción química puede verse como una vía alternativa de generación

de OH durante la lesión por reoxigenaciónde los tejidos y estáde acuerdo con el

conocido efecto protector de la superóxido dismutasa8<”81.

Es probableque la interacciónentresuperóxidoy NO puedaocurrir in vivo

y se ha sugeridoque el endoteliovasculartiene la capacidadpararegular los efectosdel

NO “enerando superóxido6:6. En algunas situaciones patológicas, los macrófagosy

neutrófilos, reclutados en el sitio de la lesión, pueden ser activados para producir

superóxídoy óxido nítrico como partede la respuestainflamatoria.
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Estos

estaría mediada. al

formacióndel anion

datospodríangenerarla hipótesis de quela lesión por reoxigenación

menos parcialmente,por la vía L-arginina:NO previamentea la

peroxinitrito (ONOO’) y 0H.
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El hígado de la rata Wístar presentados características principales la

presencia de cuatro lóbulos separados por tres fisuras principales y la ausencia de vesícula

bi 1 ar.

Al abrir el abdomen, los lóbulos medio y lateral izquierdo, que forman los

dos lóbulos anteriores, están en primer plano bajo la pared abdominal y recubren los dos

lóbulos dorsales, el lóbulo lateral derecho y el lóbulo caudado. Estos cuatro lóbulos están

unidos por un eje parenquimatoso circundando la vena cava.

El lóbulo medio es el más anterior de los cuatro. Presenta una fisura en su

cara anterior, donde se inserta el ligamento falciforme, que lo separa en dos partes

desiguales.

El lóbulo lateral izquierdo presenta una hendidura en su cara posterior que

corresponde al paso del esófago abdominal, Se encuentra parcialmente cubierto por el

lóbulo medio y oculta completamente la parte anterior del lóbulo caudado.

El lóbulo lateral derecho está separado por una profunda fisura en dos partes

¡“uales, una anterior y otra posterior. Cerca de la línea media presenta una protuberancia

parenquimatosa, que es el lugar de inserción del ligamento hepatomesoduodenal.

El lóbulo caudado está dividido en dos partes por una fisura en la que

discurre el esófago abdominal.

Los cuatro lóbulos están separados por tres fisuras principales: derecha,

izquierda y dorsal, que junto a la presencia de otras tres fisuras incompletas: umbilical,

frontal derecha y frontal izquierda, determinan los ocho segmentos siguientes:
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- Segmento 1- Corresponde al lóbulo caudado, dividido por la fisura frontal

izquierda.

- Segmento 11< Corresponde al lóbulo lateral izquierdo, separado del lóbulo

caudado por la fisura principal dorsal.

- Segmentos III y IV .- Corresponden al lóbulo medio, separado del lóbulo lateral

izquierdo por la fisura principal izquierda.

- Segmentos V y VIII.- Corresponden también al lóbulo medio y están separados

de los segmentos III y IV por la fisura umbilical, que divide el lóbulo medio en dos

lóbulos paramediales, el izquierdo que incluye los segmentos III y IV y el derecho que

incluye los segmentos V y VIII.

- Segmentos VI y VII.- Corresponden al lóbulo lateral derecho, estando divididos

por la fisura frontal derecha y separados del lóbulo medio por la fisura principal derecha.

El hilio hepático está formado por la vena porta, la arteria hepática y el

conducto hepático. El árbol biliar es el más superficial de los elementos del hilio hepático

y se origina en el segmento II, formándose por la unión de cuatro conductos que drenan

el resto de los segmentos hepáticos.

La vena porta y sus ramas están situadas en la zona más profunda, ocupando

la arteria hepática una situación intermedia entre los otros dos elementos. Describen una

curva cóncava hacia la izquierda, distribuyendo sucesivamente sus ramas para los

diferentes lóbulos.
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Los ligamentos triangulares consisten en reforzamientos laterales de la

reflexión peritoneal. El ligamento falciforme es sagital, con forma de media luna y se

inserta en la cara anterior del lóbulo medio, en el diafragma y en la pared anterior

abdominal. El ligamento hepatomesoduodenal tiene forma triangular con la base situada

en la parte anterior de la aorta por encima del origen de la artería mesentérica superior y

a lo largo de la inserción del meso duodenal99.
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El desarrollo de la cirugia y los procedimientos anestésicos han permitido

cl abordaje hepático para el tratamiento de traumatismos y tumores, que necesitan de

exclusión vascular temporal. Sin embargo la cirugía hepática se ha seguido viendo limitada

por la lesión que se produce tras el periodo de isquemia temporal y la subsiguiente

revascularización.

El avance en el tratamiento de ciertas hepatopatías desde la introducción del

transplante hepático como arma terapéutica, ha permitido unos excelentes resultados al

consegu¡r la supervivencia de pacientes que, hasta ese momento, estaban condenados

irremisiblemente a un desenlace fatal de su enfermedad. Desde entonces se han

incrementado progresivamente las investigaciones en todos los campos que rodean al

transplante

Uno de los problemas más graves que se han planteado es el mantenimiento

de la viabilidad del injerto, evitando la lesión que se produce tras la reperfusión

postísquámica.

El conocimiento de los mecanismos íntimos de la lesión fisiopatológica que

se produce tras un proceso de isquemia-reperfusión, podría permitir mantener la viabilidad

del órgano e impedir el daño celular que tiene lugar tras la revascularización

postisquémíca~
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Nos hemos interesado en las modificaciones cuantitativas de los aminoácidos

básicos que se producen tras períodos de isquemia parcial hepática y posterior reperfusión,

como elementos integrados en la fisiopatología de la lesión por reperfusión. Las

alteraciones en los niveles de Arginina, Lisina e Histidina podrían verse implicados como

intermediarios en el metabolismo del daño hepático que se produce tras la

revascularízación postísquámíca.

En los últimos años se han desarrollado múltiples lineas de investigación

para estudiar el mecanismo por el que se produce la lesión postreoxigenación, prestándose

especial atención a distintos aminoácidos, y en especial a la arginína como precursor del

NO en la via metabólica Arginina:NO.
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OBJETIVOS

1.- Determinación basal de los aminoácidos Arginina, Lisina e Histidina

en un modelo experimental de isquemia-reperfusión hepática en ratas.

2.- Estudiar sus modificaciones cuantitativas tras períodos de isquemia-

reperfusión variables.

3.- Comprobar si la función citoprotectora de 5514 se realiza a través

de su influencia en la modificación de estos parámetros.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado 45 ratas Wístar machos del animalario de la Unidad

de Cirugía Experimental del Hospital Juan Canalejo de La Coruña. El peso de los

animales ha sido de 359 ± 50 gr.

Todos los animales incluidos en el estudio han permanecido en

situaciones similares de estabulación, régimen luz/oscuridad, temperatura, humedad y

tipo de alimentación.

Para la realización del estudio se ha respetado la normativa vigente

sobre experimentación animal, aprobada en Real Decreto 223 del 14 de Marzo de

1.988 (B.O.E. 18 de Marzo de 1.988).

LABORATORIOS

Las intervenciones quirúrgicas se realizaron en las instalaciones de la

Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Juan Canalejo de La Coruña.

Los estudios de análisis de laboratorio se realizaron en el Servicio de

Laboratorio del Hospital Juan Canalejo de La Coruña.
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BOMBA DE PERFUSION

Se utilizó una bomba de perfusión de flujo regulable modelo Harvard

apparatus syringe infusion pump 22 en Ja perfusión de Somatostatina a través de la

vena yugular.

PRODUCTOS UTILIZADOS

por ml es la

femerol y Imí

Lab. Serono).

Clorhidrato de Ketamina (Ketolar, Lab. Parke-Davis). Su composición

sIguiente: 50 mgr de clorhidrato de ketamina, 0,lmgr de cloruro de

de agua.

Atropina (Atropina, Lab. Braun). Ampollas de 1 mgr/ml.

Diazepan (Lab. Prodes). Ampollas de 5 mgr/ml.

Heparina al 1% (Lab. Leo).

En la serie de perfusión se administró a los animales SS-14 (Somiatón,

Ampollas de 2m1 con 250 mcgr de principio activo.
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PREPERACION Y REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Desde 18 horas previas a la intervención los animales sólo tuvieron

acceso al agua.

La anestesia fue igual para todos, consistiendo en la inyección

intraperitoneal de una solución conteniendo Ketamina a dosis de 62,5 mgr/Kgr,

Diazepán 5 mgr/Kgr y Atropina 0,25 mgr/Kgr.

Tras la anestesía a los animales se les rasuró la fosa supraclavicular

izquierda, donde se disecó la vena yugular y se extrajo 1 ml de sangre que se catalogó

como suero basal, tras lo cual los animales retomaron a sus jaulas.

Entre una y dos semanas más tarde se procedió a una nueva anestesia

y tras inyectar 15 UI de Heparina por cada 100 gr de peso a través de la vena dorsal

del pene, se rasuró la pared abdominal y se realizó una laparotomia transversa de 5-6

cm de longitud. Se identificó el pediculo vascular del lóbulo lateral derecho colocando

una pinza vascular en dicho pedículo y procediendo a isquemia de 90 minutos,

transcurridos los cuales se retiró la pinza permitiendo la reperfusión durante el primer

minuto y a los 15, 30 y 60 minutos, según los grupos utilizados (Fig. 5).

Se estableció un primer grupo de supervivencia para comprobar que la

lesión hepática no afectaba a la viabilidad de los animales y que la lesión era

totalmente reversible, sin que los resultados se vieran sesgados por factores ajenos a

la propia isquemia-reperfusión.

-64-



José .4. bragueta Marbia.

D

Fig. 5 - Lugar de colocación del clamp en el pedículo del lóbulo hepático derecho del

hígado de la rata Wistar.
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En la serie de perfusión se realizó cateterización de la vena yugular

derecha con un venocath del número 18 por el que se administró SS-14 a la dosis de

2 micrograrnos/h a una velocidad de 0,1 mlii comenzando 30 minutos antes de la

intervención y manteniéndola hasta el final de la reperfusión.

Al término de la reperfusión se extrajo Imí de sangre de la vena cava

n ferio r.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 2.500 r.p.m. durante 5

minutos y el plasma se congeló a -200C.

PARAMETROS VALORADOS

Se han valorado los siguientes parámetros:

- Arginina.

- Lisina.

- Histidina.

La técnica de valoración ha sido por Cromatografia de intercambio

iónico, consistente en separar las moléculas de soluto basándose en las diferencias de

comportamiento ácido-base (Technicon TSM). Para este proceso la columna se llena

con una resma sintética que contiene grupos cargados fijos. Existen dos clases

principales de tesina de intercambio iónico: intercambiadores catiónicos e
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intercambiadores aniónicos. Los aminoácidos se separan habitualmente mediante

columnas de intercambio catiónica rellenas con partículas sólidas de una resma de

poliestereno sulfonada que se ha equilibrado previamente con una disolución de

NaOH. de tal forma que sus grupos sulfónicos ácidos se hallen totalmente cargados

con Na. Esta forma de resma es la forma sódica; la resma puede prepararse también

en forma protonizada o forma hidrogenada, mediante lavado con ácido. A la forma

sódica de la resma lavada se le añade una disolución ácida (pH~3) de la mezcla de

aminoacidos: a dicho pH los aminoácidos se encuentran principalmente en forma de

cationes, con carga positiva neta, Los aminoácidos catiónicos tienden a desplazar

algunos de los iones sodio ligados a las partículas de resma; la cantidad de

desplazamiento variará ligeramente entre los distintos aminoácidos a causa de las

pequeñas diferencias en el grado de ionización. A pH=3,0 los aminoácidos más

básicos (lisina, arginina e histidina) se unirán a la resma muy estrechamente por

fuerzas electrostáticas, y los más ácidos serán los que se unan menos. A medida que

se aumenta gradualmente el pH y la concentración de CINa del medio eluyente

acuoso, los aminoácidos descienden en la columna a velocidades diferentes y pueden

recogerse en muchas fracciones pequeñas. Las diversas fracciones pueden analizarse

cuantitativamente mediante la reacción de la ninhidrina. Los aminoácidos más

aniónicos aparecen primeramente y los más catiónicos (arginina, lisina e histidina)

posteriormente. A partir de los datos se construye una curva de elución. El

procedimiento analítico completo ha sido automatizado, de modo que la elución, la

recogida de las fracciones, el análisis de cada fracción y los datos de registro son
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elaborados automáticamente mediante un aparato denominado analizador de

aminoácidos.
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PROTOCOLO DE TRABAJO

Hemos realizado un primer grupo de control de supervivencia y a

continuación se han establecido dos series en las que los animales de experimentación

fueron divididos en cuatro grupos basados en los distintos tiempos de reperfusion.

En la primera serie se realizó isquemiay reperfusión del lóbulo hepático

derecho sin perfusión con Somatostatina, mientras que en la segunda todos los

animales de cada grupo recibieron una perfusión de Somatostatina (SS-14) desde

media hora antes de la isquemia hasta el fin de la reperfusion.

GRUPO O(n=5Y-

Se realizó isquemia del lóbulo hepático derecho durante 90 minutos y

poterior reperfusión, retornando a los animales a sus jaulas para comprobar

supervivencia durante un mes.

SIN PERFUSION.-

GRUPO L(n=5~ -

Tras anestesia se extrajo Imí de sangre para determinaciones de

aminoácidos en estado basal. Entre una y dos semanas más tarde se realizó isquemia

del lóbulo hepático derecho durante 90 minutos, permitiendo a contunuación la

reperfusión y procediendo inmediatamente a la toma de lml de sangre de la vena
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cava inferior.

GRUPO II (n=5Y

-

Se utilizó el mismo procedimiento que en el grupo 1, pero la reperfusión

fue de 1 5 minutos.

GRUPO III (n=5).

-

Se siguió el mismo procedimiento que en los grupos anteriores, pero la

reperfusión duró 30 minutos.

GRUPO IV(n=51-

La reperfusión, tras isquemia del lóbulo hepático derecho, duró 60

minutos

PERFUSION CON SOMATOSTATINA.-

Se cateterizó la yana yugular derecha por la que se perfundió SS-14

media hora antes de la intervención a dosis de 2 microgramosiiora a una velocidad

de 0,1 mlii y se mantuvo durante un periodo de isquemia de 90 minutos y durante

todo el tiempo que duró la reperfusión.

Los grupos establecidos fueron los mismos que en la serie sin perfusión,
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basados en los diferentes tiempos de reperfusión. A todos los animales se les realizó

previamente una determinación de aminoácidos en estadio basal.

QRUPO L(n”5).-

GRUPO II (n5Y

-

GRUPO III (n5) -

GRUPO IV (n=5)

-

Isquemia de 90 minutos y reperfusión inmediata,

Isquemia de 90 minutos y reperfusión durante 15 minutos.

Isquemia de 90 minutos y reperfusión durante 30 minutos.

Isquemia de 90 minutos y reperfusión durante 60 minutos,

METODO ESTADíSTICO

El estudio estadistico se realizó mediante el programa para

RSIGMAR. La comparación de medias se realizó mediante la t de STUDENT,

considerándose significativos los valores a partir de p<O,OS.

PC
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Los resultados obtenidos en los distintos grupos prefijados en el capitulo

de Material y Métodos de este estudio se registran en las tablas 1 a XXX.

Todos los animales del grupo de supervivencia, a los que se realizó

¡sqtiemia de 90 minutos y se les controló para comprobar su evolución natural,

sobrevivieron.

Hemos calculado la media, desviación tipica (DT), valor minimo (Mm),

valor máximo (Máx), coeficiente de varianza (CV) y el error estadistico de la media

(EEM) para los distintos aminoácidos en cada grupo de cada serie (Tablas XXXI a

XXXIV).

Posteriormente se han comparado las medias de los resultados basales

y tras isquemía-reperfusión en ambas series (B, Bss, I-R, I-Rss), asi como las medias

de los resultados basales y tras isquemia-reperfusión en cada una de las dos series,

para los distintos aminoácidos (Tablas XXXV a XXXVIII).

A continuación se han comparado las medias de los resultados tras

isquemía-reperfusión entre los distintos grupos de cada serie (Tabla XXXIX).

Se ha comprobado una disminución drástica de la arginina desde los

primeros momentos de la reperfusión y un incremento de los niveles de lisina e

histidina en ambas series (Figuras 6 a 17).
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N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

68,23 10

2 73,35 10

3 87,63 38,01

4 76,25 34,iO

5 69,73 25,10

TABLA 1.- Arginina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

52,07 0

2 115,34 0

3 76,32 0

4 102,42 0

130,28 0

TABLA II.- Arginina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo II.
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N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

80,99 0

2 60,79 0

3 88,21 0

4 61,82 0

5 51,43 0

TABLA III.- Arginina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l, Grupo III.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

87,14 0

2 124,01 0

3 94,11 0

4 89,97 0

5 119,94 0

TABLA IV.- Arginina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo IV.
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N0 ANiMAL SUERO BASAL SUERO I-R

416,94
2 282,96 383,65

3 272,95 396,91

4 292,37 402,45

5 396,22 605,54

TABLA V.- Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

378,70 620,32

2 344,52 612,89

3 335,00 725,85

4 426,51 1032,28

723,591

TABLA VI.- Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles¡l. Grupo II.
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N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

391,27 618,79

2 362,41 675,52

3 221,11 571,47

4 461,22 596,61

5 214,27 489,83

TABLA VII.- Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles¡l. Grupo III.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

152,58 428,17

2 335,64 648,14

3 260,00 581,48

4 288,03 505,15

5 262,27 522,51

TABLA VIII.- Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo IV.
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N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

96,02 109,72

2 161,33 181,97

3 89,07 108,15

4 172,93 188,05

5 115,93 122,09

TABLA IX< Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

1 284,19 480,29

2 180,45 448,62

3 274,59 475,93

4 203,90 471,04

5 175,29 496,47

TABLA X.- Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo II.
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N0ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

223,68 555,91

2 171,94 389,22

3 186,79 354,69

4 215,94 305,21

5 167,10 341,95

TABLA XI.- Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo III.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

93,56 325,90

2 129,77 496,28

3 113,08 529,45

4 137,48 414,28

5 132,00 363,97

TABLA XII.- Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Grupo IV.
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N0 ANIMAL SUERO BASAL SUFROI-R

90,28 17,06

2 72,46 13

3 83,06 25,97

4 78,24 33,82

5 67,11 23,51

TABLA XIII. - Argínína e Isquemía-reperfustón, mícromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

1 62,17 0

2 95,43 0

3 83,32 0

4 71,67 0

5 121,54 0

TABLA XIV> Arginina e Isquemia-reperfusión,

Somatostatina. Grupo II.
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N0 ANIMAL SUFRO BASAL SUERO I-R

72,00 0

2 151,64 0

3 78,64 0

4 112,98 0

5 82,95 0

TABLA XV.- Arginina e Isquemia-reperfusión, micromoles!!. Perfusión con

Somatostatina. Grupo III.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

74,18 0

2 94,08 0

3 65,22 0

4 69,73 0

5 107,16 0

TABLA XVI.- Arginina e Isquemia-reperfusión,

Somatostatina. Grupo IV.
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José .1. Fraguela Nf ariña.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

352,27 601,81

2 346,22 413,67

3 299,08 396,71

4 274,31 423,29

5 401,32 513,28

TABLA XVII> Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUFRO J-R

1 322,12 768,43

2 391,43 645,07

3 293,55 892,31

4 378,72 913,24

5 451,41 606,77

TABLA XVIII.- Lisina e Isquemia-reperfusión,

Somatostatina. Grupo II.
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José .4. b~ragueta Itamia.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

257,21 417,71

2 332,33 634,78

3 222,63 543,35

4 276,51 477,78

5 235,38 382,87

TABLA XIX.- Lisina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo III.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

273,18 432,10

2 293,82 519,21

3 364,72 413,63

4 269,13 457,81

5 207,16 602,15

TABLA XX.- Lísina e Isquemia-reperfusión,

Somatostatina. Grupo IV.
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José .4. Fragueta .¶fariña.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

102,55 167,83

2 164,69 16152

3 194,39 196,71

4 94,44 133,29

5 102,82 105,19

TABLA XXI.- Histídina e Isquemía-reperfusión,mícromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo 1.

N0 ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R

155,52 437,64

2 239,38 435,57

3 198,32 471,22

4 251,17 424,93

287,33 477,62..~.

TABLA XXII.- Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Perfusión con

Somatostatina, Grupo II.
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N0 ANIMAL SUEROBASAL SUERO I-R

181,69 302,91

2 253,86 460,45

3 178,93 317,41

4 131,14 365,68

5 200,89 327,51

TABLA XXIII.- Histidína e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo III.

N0 ANIMAL SUEROBASAL SUEROI-R

187,13 408,18

2 126,45 421,12

3 134,89 504,13

4 132,11 381,15

5 98,14 403,95

TABLA XXIV.- Histidina e Isquemia-reperfusión, micromoles/l. Perfusión con

Somatostatina. Grupo IV.
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José A. Fragueta .1! ariña.

GRUPO 1

SB SIR

GRUPO II

SB SIR

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SB SIR

6823 i0 52,07 II ~ 80,99 II ~ 87,14 0

‘~

‘~>

11
68,79 0

1’’)

—‘‘‘—II

•II115,34 O
Ji IL II

76.32 ú 88,21 0

Ir
s’-ui O

IL
9411 o87 ó~ ;soí

‘625 34W 02.42 ~ 61,82 0 89,97 II 0

119,94 06973 II 25k 130,28 1 ~II 31,43 0

TABLA XXV.- Arginina basal y tras isquemia-reperfusión en la serie sin perfusión.

GRUPO II

SB SIR

GRUPO 1

SB SIR

11706 ]~ 62,17 II ~

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SB SIR

9028 72,00 II ~ 74,18 0

~246 ~ 9543 II ¡51,64 0 94,08 0

83 06 2597 8332 II o 78,64 J[ O 6522 01

112,98 II 0

~[ 82~95]~ ~

7824 3382 71,67 II ~ 69,73

67i1 235i i21,54 II 0 ~ J[ ~1

Tabla XXVI.- Arginina basal y tras isquemia-reperfusión. Perfusión con Somatostatina,
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José .1. Fragueta ittariña.

GRUPO 1

SB SIR

GRUPO II

SB SIR

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SB SIR

;22s3 416,94 II 378,70 620.32 II 391,27 618,79 152,58 428,17

282.~6 383.65 II 344.52

39691 II 35,O0

6i2.89 J[ 362,4i

725,85 221,11

675,52 335,64 648,14

272.95 571,47 260,00 581,48

292.37 40245 42651 1032.28 461.22 596~6I 288,03 505,15

396.22 605.54 409.89 723,59 214.27 489,83 262,27 522,51

TABLA XXVII.- Lisina basal y tras isquemia-reperfusión en la serie sin perfusión.

GRUPO 1

SE SIR

GRUPO II

SB SIR

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SE SIR

52 27 II 601 Si 322 12 II 768,43 257.21 417,71 273.18 432,10

34622 II 4B 67 391,43 645,07 332,33 634,78 293,82 519,21

29908 39671 II 293,55 892,31 II 222,63 543,35 364,72 413,63

274 1 42329 II 378,72

51328 II 451,41

913.24 II 276,51

606,77 II 235,38

477,78 269.13 J[ 457,81

207,16 602,15401 32 1 382.87

Tabla XXVIII.- Lisina basal y tras isquemia-reperfusión. Perfusión con Somatostatina.
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José .4. Fragueta Ifariha.

GRUPO 1

SB SIR

GRUPO II

SB SIR

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SB SIR

96.02 109.72 J[ 284.i9 480.29 J[ 223,68 555,91 93,56 325,90

161.33 81.97 II 180,45 448,62 II 171,94 389,22 129,77 496,28

8907 iOS.15 II 274,59 475,93 II 186,79 354,69 113,08 529,45

[729~ i88 05 203,90 471,04 215.94 305,21 137,48 II 414,28

i i5.93 i22.09 175.29 496,47 167.10 341,95 132,00 363,97 1

TABLA XXIX.- Histidina basal y tras isquemia-reperfusión en la serie sin perfusión.

GRUPO 1

SB SIR

GRUPO II

SB SIR

GRUPO III

SB SIR

GRUPO IV

SB SIR

i02,55 167,83 155,52 J[ 437,64 181,69 302,91 ¡87,13 408,18

164.69 II 161.72 239,38 II ~ 253.86 J[ 460A5 126,45 421,12

194,39 J[ 196,7i 198,32 471,22 178,93 II 317,41 1 134,89 504,13

94.44 J~ i33,29 251,17 424,93 II 131,14 II 365,68 132,11 [ 381,15

98,14 ~403,95~102.82 II 105.19 287.33 477,62 II 200,89 327,51

Tabla XXX.- Histidina basal y tras isquemía-reperfusión. Perfusión con Somatostatina.
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Jose A. Fraguela MariA~
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Fig. 6.- Cromatografia de intercambio iónico. Determinación de arginina, lisina e

histidina en suero basal
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José 4. Fragueia Mariha
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Fig. 7.- Cromatografía de intercambio iónico Determinación de arginina, lísina e

histidina tras la reperfusión inmediata.
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Jose .4. Frag.Éeia MariA¿
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Fig. 8 •. Cromatografia de intercambio iónica. Determinación de arginina, lisina e

histidina a los 15 minutos de reperfusión.
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Jose . 4. Fragueta Itaríña.
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Fig. O - Cromatografía de intercambio iónico Determinación de arginina, lisina e

histidina a los 30 minutos de reperfusión.
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Fig lO . Cromatografía de intercambio iónico Determinación de arginina, lisína e

histidiíita a los 60 minutos de reperfusión
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Jose .4. Fragueta Mariha
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Fig II Cromatografia de intercambio ¡oníco Determínacion de argínína, lísína e

histidina a los 30 minutos de reperfusión tris perfusión continua con SS 14.
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José .4. Fraguela Martha.

ARGININA SIN 5514

B I-R

PERFUSION SS14

B I-R

MEDIA 75.078 23,442 78.23 22,672

DT 7.6935 13,i334 9.0205 8,0762

Mm 68.23 10 67,11 13

Max 87.63 38,01 90.28 33,82

CV 10.42.? 56,025 11,5308 35,6218

EEM 3,4406 5,8734 4,0341 3,6118

LISINA SIN 5514

B I-R

PERFUSION 5514

B I-R

MEDIA 313,446 441,098 334,64 469,752

DT 49,878 92,6975 49,4858 86,5636

Miii 272,95 383,65 274,31 396,71

Max 396.22 605,54 401,32 601,81

CV 15.9128 21,0152 14.7878 18.4275

EEM 22,3061 41,4556 22,1307 38,7124

HISTIDINA SIN 5514

a I-R

PERFUSION 5514

a I-R

MEDIA ¡27,056 141,996 131,778 152,948

DT 38,1087 39,6939 44.9734 34,9314

Miii 89,07 108,15 94,44 105,19

Max 172,93 188,05 194,39 196,71

CV 29,9936 27,9543 34,1282 22,8387

EEM 17,0427 17,7517 20,1127 15,6218

Tabla XXXI.- Estadistica básica del Grupo 1.
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José .4. Fraguela ,Waruha.

ARGININA SIN SSi4

R I-R

PERFUSION 5514

fi I-R

MEDIA 95286 0 86,826 0

DT 31.2449 0 23,0706 0

Mm 52,07 0 62.17 0

Ma~ 130,28 0 i21,54 O

CV 32,7906 0 26,571 0

EEM 13,973i 0 10,3175 0

LISINA SIN 5514

I-R

PERFUSION

B

SSI4

1-R

MEDIA 378,924 742,986 367,446 765,164

DT 39.8005 170,538 6i,7806 139,2969

Miii 335 612,89 293,55 606,67

Max 426,51 1032,28 451,41 913,24

CV 10,5036 22,953 1 16,81 35 ¡8,2048

EEM 17,7993 76,2669 27,6291 62,2955

HISTIDINA SIN 5514

B I-R

PERFUSION 5514

fi I-R

MEDIA 223,684 474,47 226.344 449,396

DT 52,0936 17,3204 50,7616 23,4565

Miii 175.29 448,62 155,52 424,93

Max 284,19 496,97 287,33 477,62

CV 23,2889 3,6505 22,4267 5,2196

EEM 23,297 7,7459 22,7013 [0,4901

Tabla XXXII.- Estadística básica del Grupo II.
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José .4. bragueta Itarija.

ARGINiNA SIN 5514

fi I-R

PERFUSION 5514

B I-R

MEDIA 70,248 0 99,642 0

DT 14.708 0 33,0359 0

Mm Si,43 0 72 0

Max 88,21 0 151,64 0

CV 20,9372 0 33,1546 0

EEM 6,5776 0 14.7741 0

LISINA SIN 5514

fi I-R

PERFUSION 5514

B I-R

MEDIA 330.056 590,444 264,852 471,298

DT 108,7124 68,i224 42,9742 97,7761

Mm 214,27 489,83 222,63 382.87

Max 461,22 675,52 332,33 634,78

CV 32,9376 11,5375 16,2258 20,7461

EEM 48,6177 30,4653 19,2187 43,7268

HISTIDINA SIN 5514

I-R

PERFUSION 5514

a I-R

MEDIA 193,09 389,396 189,302 354,792

DT 25,5947 97,8i34 44,3011 63,4737

Mm 167,10 305,21 131,14 302,91

Max 223,68 555,91 253,86 460,45

CV 13,2553 25,1193 23,4024 17,8904

EEM 11,4463 43,7435 19.8121 28,3863

Tabla XXXIII.- Estadistica básica del Grupo III.
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ARGININA SIN 5514

8 I-R

PERFUSION 5514

fi I-R

MEDIA 103.034 0 82.084 0

DT 17.5266 0 17,8339 0

M¡n 87.14 0 65,22 0

Max 124.01 0 107.16 0

CV [7,0105 0 21,7291 0

EEM 7,8381 0 7,9756 0

LiSINA SIN 5514

B I-R

PERFUSION SSI4

fi I-R

MEDIA 259,704 537,09 281,602 484,98

DT 67,1767 82,763 56,6259 76,6907

Miii 152,58 428,17 207,16 413,63

Max 375.64 648.14 364,72 602,15

CV 25,8667 15,4095 20,1085 15,8132

EEM 30,0424 37,0128 25,3239 34,2971

HISTIDINA

¡____________

SIN 5514

B I-R

PERFUSION SSI41

fi I-R1

MEDIA 121,178 425,976 135,744 423,706

DT 17,9236 86,0905 32,2292 47.2151

Mm 93,56 325,9 98,14 381,15

Max 137,48 529,45 187,13 504.13

CV ¡4,7912 20.2102 23,7427 11.1434

EEM 8,0157 38,5008 [4,4134 21,1153

Tabla XXXIV.- Estadistica básica del Grupo IV
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José .4. Fragueta ti ariha.

¡20

100’

80

60’

40’

20’

BASAL ~ IR
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75,04 95.28 70,25 103,03
23.4 0 0 0
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IR C

Fig. 12.- Arginina. Serie sin Somatostatina.
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José .4. Fragueta Ilanha.
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78,23 ,S3 99,6486 82,07
22,69 0 0

Fig. 13.- Arginina. Perfusión con Somatostatina.
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José .4. Fragueta .Ifaríha.
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BASAL E 378,93 330.06 259,7
IR E 742,99 590,46 537,09

Fig. 14.- Lisina. Serie sin Somstostatina.
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José .4. Fragueta Nf arija.
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200’

0 30 60

BASAL E 334,64 367,44 264,81 281,6

IR LI 469,75 765,16 491,29 484,98

Fig. 15.- Lisina. Perfusión con Somatostatina.
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José.4. Fragueta Manija.
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Fig. 16 - Histidina. Serie sin Somatostatina.
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José .4. Fraguda Ilariña.
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Fig. 17.-Ristidina. Perfusión con Somatostatina.
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José .4. Fragueta .tfar,ña.

ARGININA B I-R Bss I-Rss

B pc 0,001 NS.

I-R p< 0,001 NS.

Bss NS. p< 0,001

I-Rss NS. p< 0,001

USINA B I-R Bss 1-Ls

B pc 0,05 NS.

I-R p< 0,05 NS.

Bss NS. p< 0,01

I-Rss N.S. p< 0,01

HISTIDINA B I-R Bss I-Rss

B NS. NS.

I-R NS. NS.

Bss NS. NS.

I-Rss NS. NS.

Tabla XXXV.- Comparación de medias del Grupo 1. Muestras independientes.
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José.4. Fraguela Ilarija.

ARGININA B I-R Bss I-Rss

B p< 0,001 NS.

I-R p< 0,001 NS.

Bss NS. p< 0,001

I-Rss NS. p< 0,001

LISINA B I-R Bss I-Rss

E pc 0,01 NS.

I-R p< 0,01 NS.

Bss NS. pc 0,001

I-Rss NS. pc 0,001

Tabla XXX VI.- Comparación de medias del Grupo II. Muestras independientes.
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José .4. Fragueta Ifariña.

ARGININA E I-R Bss I-Rss

B p< 0,001 NS.

I-R p< 0,001 NS.

Bss NS. p< 0,001

I-Rss NS. p< 0,001

USINA B I-R Bss I-Rss

B p< 0,01 NS.

I-R pc 0,01 NS.

Bss NS. pc 0,01

I-Rss NS. pc 0,01

HISTIDINA B I-R Bss I-Rss

B p< 0,05 NS.

I-R p< 0,05 NS.

Bss NS. p< 0,01

I-Rss NS. pc 0,0]

Tabla XXXVII.- Comparación de medias del Grupo III. Muestras independientes.
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José A. Fragueta IIarija.

ARGININA B I-R Sss I-Rss

B pc 0,001 NS.

I-R pc 0,001 NS.

sss NS. pc 0,001

I-Rss NS. pc 0,001

LISINA B I-R Bss I-Rss

B p< 0,001 NS.

I-R p< 0,001 NS.

Bss NS. p< 0,01

I-Rss NS. pc 0,01

HISTIDINA B I-R sss I-Rss

B pc 0,01 NS.

I-R p< 0,01 NS.

Bss NS. p< 0,001

i-Rss — NS. pC 0,001

Tabla XXXVIII.- Comparación de medias del Grupo IV. Muestras independientes.
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JoséA. Fraguela Manija

L ARGININAL GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO 1 NS. NS. NS.

HISTIDINA-SS GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO 1 p<O,0l p<O,OOl p<O,00I

ARGININA-SS GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO ¡ NS. NS. NS.

LISINA GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO ¡ p<O,OI pcO,OS NS.

LISINA-SS GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO 1 pcO,O1 NS. NS.

HISTIDINA GRUPO II GRUPO III GRUPO IV

GRUPO 1 p<O,OOI pcO,OOI pcO,OO1

Tabla XXXIX.- Comparación de medias de Isquemia-Reperfusión.
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José .4. Fragueta Ifariha.

GRUPO 1.-

Se han comparado las medias (muestras independientes) entre arginina

basal y tras isquemia-reperfusión, siendo la diferencia significativa para pcO,OOl;

arqinina basal y arginina basal con SS, no significativa; arginina basal con SS y

arginina tras isquemia-reperfusión con SS, significativo para p<O,OOl; y arginina tras

isquemia-reperfusión en ambas series, no siginificativa.

Los niveles de lísina basal se han incrementado significativamente tras

isquemia-reperfusión en la serie sin perfusión (p<O,OS) y en el grupo con SS (pcO,O 1),

no siendo significativas las diferencias entre las determinaciones basales y tras

isquemia-reperfusión de ambas series.

Las modificaciones de los niveles de histidina no obtuvieron

significación estadística entre ninguno de los grupos comparados.

GRUPO II.-

Existe una disminución estadísticamente significativa en los niveles de

arginina tras isquemia-reperfusión tanto en la serie sin SS (p<0,00l) como con SS

(p<O,OO 1), no siendo significativas las diferencias entre determinaciones basales y tras

isquemia-reperfusión en ambas series.

El incremento de los niveles de lisina mantiene significación estadística

con respecto a la determinación basal tanto en la serie sin SS (pcO,OI) como en la que

se mantuvo la perfusión con SS (p<O,O 1), no siendo significativas las diferencias entre

las determinaciones basales y tras isquemia-reperfusión en ambas serles.

La elevación de los niveles de histidina tras isquemia-reperfusión cobra
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José.4. Fragueta Ifaniha.

significación estadística en este grupo (p<O,OI) para ambas series, sin que existan

diferencias entre las determinaciones basales y tras isquemia-reperfusión de las dos

series.

GRUPO III.-

Los niveles de argínina plasmática siguen sin recuperarse tras 30

minutos de reperfusión por lo que siguen existiendo diferencias estadisticamente

significativas en ambas series (p<O,OOl) entre los niveles basales y tras isquemia-

reperfusión, no siendo significativas las diferencias entre los valores basales y tras

isquemia-reperfusión de las dos series.

Se mantienen las mismas diferencias estadísticamente significativas

entre los valores basales y tras isquemia-reperfusión para la lisina en ambas series

(p<0,OI), no siendo significativas las diferencias entre los valores basales y tras

isquemia-reperfusión de las dos series estudiadas.

Siguen existiendo diferencias estadísticas entre los valores basales y tras

isquemia-reperfusión en los niveles de histidina, siendo significativas para p<O,OS en

la serie sin perfusión y para p<O,OI en la serie con SS. No existen diferencias

estadisticas entre los valores basales y tras isquemia-reperfusión de ambas series.

GRUPO IV.-

La arginina sigue sin recuperarse tras una hora de reperfusión, por lo

que se mantiene la significación estadistica entre los valores basales y tras isquemia-

reperfusión en ambas series. La comparación de medias entre los valores basales y tras

isquemia-reperfusión de las dos series, sigue sin ofrecer diferencias estadísticamente

significativas.
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JoséA. Fragueta .¶faniña.

La elevación de lisina es estadísticamente significativa para pcO,OOI en

la serie sin SS y para p<0,OI en la serie con SS, no existiendo diferencias entre las

determinaciones basales y tras isquemia-reperfusión en ambas series,

El incremento de los niveles de histidina es estadisticamente

significativo para p<O,0í en la serie sin SS y para p<0,OOí en la serie con SS, sin que

existan diferencias significativas entre las determinaciones basales y tras isquemia-

reperfusión para ambas series.

Se han comparado, además, los niveles de arginina tras isquemía-

reperfusión entre el grupo 1 y los grupos 11,111 y IV en ambas series sin obtener

diferencias estadisticamente significativas.

Los niveles de lisina se incrementaron significativamente con respecto

al grupo 1 en la serie sin SS tanto en el grupo II (pcO,OI) como en el III (p’<O,OS), no

siendo significativas las diferencias con respecto al grupo IV, mientras que en los

animales perfundidos con SS, las diferencias fueron significativas entre el grupo 1 y

el II (p<O,Ol), pero no entre el grupo 1 y el III ni entre el 1 y el IV.

El incremento de los niveles de histidina plasmática en el grupo 1

mantuvo significación estadistica con respecto a los grupos U (p<0,OOl), III (pcO,OI)

y IV (p<O,OO1) en la serie sin SS, así como en la serie de animales a los que se

perfundió con SS para los grupos II (p<O,OI), III (pcO,OOI) y IV (p<O,Oi).
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La interrupción del aporte sanguíneo a un tejido origina una

combinación de acontecimientos bioquimicos que abocan a la muerte celular. El

metabolismo aeróbico repone los enlaces de fosfato de alta energía que se precisan

para la función celular normal. La falta de oxígeno conduce al metabolismo anaeróbico

y al aumento de la concentración basal de ácido láctico cuya acidosis resultante altera

la cinética normal de las enzimas, creándose menos enlaces de alta energía, y la célula

es privada de la energía necesaria para mantener la homeostasis.

Las alteraciones de la membrana plasmática que se producen durante

la isquemia conducen a una pérdida del balance de los iones sodio y calcio, seguida

de acidosis, shock osmótico, agrupamiento de la cromatina y picnosis nuclear’~. El

sodio se moviliza hacia el interior de la célula arrastrando agua para mantener el

equilibrio osmótico con el espacio intersticial y los iones potasio abandonan la célula

para dirigirse al intersticio. Estos cambios se acompañan de la activación de la

fosfolipasa mitocondrial, de la pérdida de la fosforilación oxidativa y de una

disminución de la producción de ATE La sobrecarga de calcio conduce a una

alteración funcional de la membrana mitocondrial y a su lesión irreversible’01.

La restauración del flujo sanguíneo restablece el aporte de energía y

elimina los metabolitos tóxicos; sin embargo la incorporación de los metabolitos

tóxicos a la circulación sistémica puede inducir a graves consecuencias metabólicas

y contribuir a una gran lesión tisular local.

Diversos estudios han identificado a los radicales libres derivados del

oxigeno como los mediadores de los componentes de la lesión debida a la secuencía

isquemia-reperfusión. Los radicales libres del oxígeno pueden producirse mediante la

reducción o excitación del oxígeno molecular33334. El superóxido es un producto del

metabolismo celular normal derivado del proceso del transporte de electrones en la

membrana mitocondrial, del reticulpendoplásmico y nuclear y de las proteinas solubles
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tales como hemoglobina, aldehidooxidasa y xantinooxidasa. El superóxido es el

precursor del peróxido de hidrógeno y de los radicales hidroxilo altamente reactivos>.

El radical hidroxilo se forma a través de la reacción de Haber-Weiss, catalizada por

el hierro y probablemente sea el responsable de la mayor parte de la lesión celular que

producen los radicales libres>6. Produce la peroxidación de los lípidos y puede oxidar

a los grupos sulfhidrilos, inactivar a las enzimas del citocromo y alterar el transporte

de proteínas a través de la membrana.

En los tejidos postisquémicos la enzima xantinooxidasa es una

importante fuente de radicales libres?t. Durante la isquemia la xantinooxidasa se

acumula en los tejidos, y además se produce un incremento de los niveles tisulares de

hipoxantina derivada del AMPc. La xantinooxidasa utiliza oxígeno molecular para

convertir a la xantina en hipoxantina, liberándose en dicho proceso superóxido. Por

tanto, durante la reperfusión se origina un incremento de los radicales libres.

El efecto más perjudicial de los radicales libres es la peroxidación de

los lipido&> ‘<‘ que causa un grave daño celular estructural y funcional. Además

contribuyen a la lesión de las proteinas, especialmente aquellas que contienen

moléculas no saturadas, sulfuros y ácidos nucleicos.

Tanto la lesión local como la sistémica se asocian con un incremento

de neutrófilos en la microvascularización3940. Las interacciones entre neutrófilos y las

células endoteliales son la base de la lesión microvascular que se produce durante la

lesión por isquemia-reperfusión. Los mediadores químicos que intervienen en este

proceso son el PAF, el LTB
4 y los radicales libres de oxígeno. Se ha propuesto que

el superóxido producido tras la isquemia-reperfusión reacciona con las células

endoteliales promoviendo mediadores de la inflamación tales como el PAF o el LTB4,

e inducen la expresión y la activación de las glucoproteinas de adhesión endotelial-

moléculas de adhesión intercelular tipos 1 y 2, moléculas de adhesión leucocito-

endotel¡al: o inactivan a] óxido nítrico derivado del endotelio y a una molécula de
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adhesión endógena.

Los neutrófilos activados, con expresión de sus moléculas de adhesión

CD,,/CD,5, se adhieren y migran a través del endotelio, produciendo lesión local al

liberar radicales libres, enzimas proteolíticas (colagenasa, elastasa, cateprina G) y

peroxidasa’
64” (Fig. 18).

El endotelio vascular controla el tono del músculo liso vascular a través

de la liberación de hormonas locales o antacoides que incluyen a metabolitos del ácido

araquidónico como prostaciclina (PGI,), tromboxano A, (TxA.,) y leucotrieno B,

(LTB
4), factor relajante derivado del endotelio (EDRF) y endotelina

40. Otros

mediadores que intervienen en la lesión por isquemia-reperfusión son el factor

activador de las plaquetas (PAF), el complemento y las citoquinas interleuquina 1 (IL-

1), interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNFalfa). Las células

endoteliales también modifican la respuesta inflamatoria mediante la regulación de la

expresión de las moléculas de adhesión que se unen a las integrinas de los neutrófilos

(CD,,/CD,~) y median su infiltración.

El óxido nítrico es un radical liberado del aminoácido L-Argínína en

diversos tejidos, incluidas las células endoteliales, a través de la via de activación de

una enzima citosólica específica, la óxido nítrico sintetasa, que es dependiente de

calcio y que precisa de calmodulina y de fosfato adenina dinucleótido nicotinamida4t98.

El óxido nitrico es liberado por el endotelio vascular en condiciones basales y en

respuesta a numerosos estímulos tales como las fuerzas antiadhesivas, las hormonas

circulantes (noradrenalina, vasopresina, bradiquinina) y diversos antacoides

(acetilcolina, histamina, sustancia P)57.
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Fig. 18.- Lesión hepática desencadenada tras la marginación de los polimorfonucleares

neutrófilos.
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Los vasodilatadores tales como la acetilcolina, el ATP y la bradiquinina,

inician un flujo interno de iones de Ca, que desencadena en el endotelio la producción

y liberación extracelutar de óxido nitrico1<~3« El óxido nítrico estimula la

guanilatociclasa soluble, aumentando la producción intracelular de guanosina 3,5’-

monofosfato ciclico (GMPc) en el músculo liso vascular y en las plaquetas. El

incremento en los niveles de GMPc promueve la relajación del músculo liso vascular

e inhibe tanto la agregación plaquetaria como la adhesión de las plaquetas al

endotelio”’ .68

En la secuencia isquemia-reperfusión se produce un deterioro de la

función endotelial, la liberación de óxido nítrico se encuentra alterada, o el óxido

nítrico liberado es inactivado de inmediato por la hemoglobina o por los radicales

libres derivados del oxigeno, antes de que pueda ejercer su efecto vasodilatador’03.

Recientemente se ha sugerido que en ciertos estados patológicos el óxido nítrico puede

reaccionar con el superóxido para producir especies secundarias citotóxicas a través

de la via del anión peroxinitritoÑ

Las primeras células que resultan afectadas son las células no

parenquimatosas, tales como las células endoteliales, las células de Kupffer y las

células que almacenan grasa. En la fase de isquemia caliente la integridad hepática es

muy inestable y existen alteraciones estructurales importantes transcurridos treinta

minutos, aproximadamente’<~M07. Estudios con microscopio electrónico realizados por

W.M. FREDERIK demuestran que inmediatamente después de la isquemia caliente los

sinusoides comienzan a rellenarse con restos de los hepatocitos circundantes y de las

propias células sinusoidalesíút. Treinta minutos después este material sinusoidal se ve

complementado con material citoplasmático que contiene ribosomas o estructuras

vesiculares. Noventa minutos después el sinusoide se rellena de material

citoplasmático amorfo y restos mitocondrialesíú6lOS.
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Actualmente existen diferentes grupos de estudio encaminados a

conseQuir la protección del hígado de las lesiones irreparables que tienen lugar durante

la fase de isquemia-reperfusión. La citoprotección. es necesaria en la cirugia hepática

si el higado se ve sometido a un proceso en el que es posible la lesión celular por

isquemia-reperfusión. Esta situación puede surgir cuando sea necesaria la oclusión del

pedículo vascular hepático (maniobra de Pringle), para realizar extensas resecciones

hepáticas, y es inevitable en el transplante hepático~ .22

Existen múltiples mecanismos que participan en la fisiopatología de la

lesión por isquemia-reperfusión. Aunque no se conoce cual es la principal via

metabólica que interviene en este proceso, recientemente se ha sugerido que la fase

de reperfusión es el evento más nocivo en la producción de la lesión celular’2.

Se han ensayado diversas sustancias y métodos para reducir los efectos

lesivos de la isquemia-reperfusión hepática. Así, la administración de depredadores de

radicales de oxígeno es una via de tratamiento para preservar al hígado de la lesión

por isquemia-repefusión, al reducir la producción de radicales libres de oxígeno34. El

alopurinol, un inhibidor de la xantinooxidasa disminuye la formación de radicales

libres y evita la oxidación de la hipoxantina durante la reperfusión. Otros

depredadores, como la superóxido dismutasa, eliminador especifico del anión

superóxido, y antioxidantes como el CoQiO, actuarían bloqueando la formación de

radicales libres en la fase de reperfusión y previniendo el aumento de la permeabilidad

capilar y la acumulación de neutrófilos en el tejido reperfundidot58.

Se sabe que el óxido nitrico proviene exclusivamente del N guanidino

terminal de la arginina, un aminoácido catiónico y dibásico que también ocupa una

posición clave como intermediario en el ciclo de la urea64. La concentración

intracelular de arginina en los hepatocitos es muy baja (5 microM) comparada con la

concentración plasmática (50 a 100 microM), lo que sugiere que la sangre puede ser
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un importante origen de arginina para el hepatocito y que la actividad de transporte

de la membrana plasmática puede controlar la disponibilidad de arginina64.

El presente trabajo está realizado en ratas utilizando un modelo de

oclusión vascular parcial, que permite al flujo portal circular a través de los lóbulos

medio, lateral izquierdo y caudado.

Hemos seleccionado la rata como animal de experimentación por

cumplir unas condiciones ideales de manejabilidad, fácil instalación y reducido coste,

además de fácil disponibilidad de cepas puras (Wistar), con pesos bastante

homogéneos. Otros animales como el perro o el cerdo, tienen la ventaja de poder

realizar Las determinaciones evolutivas sobre el mismo animal. Esto no es posible en

la rata ya que después de la extracción de las muestras se produce el fallecimiento del

animal.

Este modelo está basado en el descrito en 1.987 por M.W. FLYE y

S.YOU’<’9 y permite valorar la tolerancia del hígado de la rata a la isquemia

normotérmica, en ausencia de congestión esplácnica. Se ha alargado el tiempo de

isquemia de los 60 minutos referidos por estos autores a 90 minutos, pues con solo

administrar 15 UI de heparina por cada 100 gr de peso, intravenosamente, antes de la

realización del pinzamiento se descarta la influencia que pudiera tener la trombosis

sobre los 47, í09

En este estudio experimental la posible morbilidad está ligada única y

exclusivamente a la lesión del lóbulo hepático implicado en el proceso isquámico. Para

comprobar la influencia de la lesión por isquemia-reperfusión parcial, hemos

establecido un grupo de supervivencia en el que se comprobó que el daño hepático

producido no suponía un deterioro que comprometiera la vida del animal; por tanto

el daño por isquemia-reperfusión que afecta aproximadamente a sólo un 20% de la

-120-



José.4. bragueta Ifaniha.

masa hepática no influye en la posterior viabilidad del animal y las alteraciones

fisiopatológicas no tendrían importancia vital; sin embargo las alteraciones bioquimicas

podrian reflejar a menor escala los transtornos producidos en el metabolismo de los

aminoácidos.

Hemos determinado aminoácidos séricos mediante cromatografía de

intercambio iónico, centrando nuestra atención en los aminoácidos básicos arginina,

usina e histidina. La determinación de los valores basales y postisquemia-reperfusión

se ha realizado al azar, descartando así el desplazamiento de la columna como posible

causa de falsos negativos en la determinación de arginina, último aminoácido

detectado, en el suero postreperfusión.

El transporte de aminoácidos a través de la membrana plasmática es un

proceso dinámico con capacidad para controlar el metabolismo intracelular,

Existen varios sistemas transportadores de aminoácidos”0. El sistema

y es un sistema de transporte Na independiente que regula el transporte de arginina

y de otros aminoácidos catiónicos. Aunque se admite que diversos sistemas de

transporte pueden actuar para cada grupo de aminoácidos, el grupo de aminoácidos

básicos estaría regulado principalmente por el sistema y4 y en menor cuantía por el

transportados Na’ independiente B0t, de menor afinidad”0”3. El transporte de arginina

está influenciado, además por la presencia de otros aminoácidos catiónicos tales como

lisina e histidina a un pH ácido adecuado. Al. PACITIL y als. han comprobado que

las citoquinas pueden jugar un papel mediando la disponibilidad de arginina por el

espacio intracelular del hepatocito influyendo en su transporte a través de la membrana

plasmática’”. Concretamente demostraron que el TNF produce una estimulación del

sistema de transporte, N&-independiente, y~ que media la actividad de transporte de

la arginina. La potencial importancia del metabolismo de la arginina se ha acentuado
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últimamente debido a su exclusivo papel en la síntesis de NO. Los hepatocitos poseen

una NO sintetasa inducible C&independiente y la producción de NO por el hígado está

estimulada por endotoxinas y citoquinas7”~. J.C.. CENDAN y W.W. SOUBA han

comprobado además que la IL, juega un importante papel, junto con el TNF, en la

estimulación del sistema de transporte de la arginina mediante una regulación

autocrina”’. Estos datos sugieren la posible regulación paralela del transporatador y
y la NO sintetasa (Fig. 19).

Hemos comprobado la disminución de la arginina plasmática tras

distintos períodos dereperfusión. El uso de la arginina como marcador biológico no

seria pronóstico de la viabilidad del higado afectado, ya que se ha demostrado que el

órgano es viable, sino que indicaría simplemente que en la fisiopatología de la lesión

por isquemia-reperfusión interviene la arginina como sustrato para la producción de

alguna molécula implicada en el daño por isquemia-reperfusión, o bien que su

destrucción masiva, originada por la lesión, interrumpiría alguna ruta metabólica

destinada a mantener la integridad hepática. La arginina es un agente protector, en los

mamíferos, contra la intoxicación amónica a través del ciclo de la ureaY3”5 La

concentración de arginina hepática reperesenta el 5-10% de la arginina plasmática

debido a la actividad de la arginasa hepática. E. ROTH y als. han comprobado la

disminución de la arginina plasmática tras el transplante hepático como consecuencia

de una liberación masiva de arginasa desde el injerto debido a la destrucción de los

macrófagos hepáticos116 sin demostrar relación con el fallo de los injertos.

Se ha constatado una disminución drástica de la arginína desde los

primeros momentos de la reperfusión que se mantuvo a los quince, treinta y sesenta

minutospostreperfusión. Este descenso de la arginina sérica puede venir determinado

por dos mecanismos básicos: destrucción o catabolización, o bien consumo como

sustrato en una determinada vía metabólica.

-122-



José.4. Fraguela Niariha.

ISQUEMIA-REPERFUSION

1
Inflamación

1
K upifer

1
ILí TNF

1
Extravasación de TNF

JI.
LESION HEPÁTICA

Hepatocitos

4,
1L8

‘JI.
Reclutamiento PMN

(Quimiotaxis)

4,
•PMN

4,
Peroxidación de los

lípidos
Mieloperoxidasa

Elastasa

Fíg 19- Mecanismo de lesión hepática derivada del proceso inflamatorio

desencadenado tras la secuencia isquemia-reperfusión.
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La lesión hepática que supone el periodo de noventa minutos de

isquemia contribuiría a una desestructuración celular con la liberación de la enzima

arginasa desde los hepatocitos y macrófagos hacia el suero desde los primeros

momentos de la reperfusión, con lo que la arginina sería metabolizada hacia ornitina,

implicando al ciclo de la urea en su desintegración, como han comprobado E. ROTH

y als. en el transplante hepático116. En nuestro modelo experimental la lesión sólo

afecta a un 20% de la masa hepática total, sin embargo la arginina sérica desaparece

completamente del suero hasta hacerse indetectable. Esta via metabólica supondría la

potenciación de la via metabólica normal de la arginina a través del ciclo de la urea.

La determinación de niveles elevados de ornitina en el suero

postreperfusión avalarían esta teoría, asi como la determinación de los niveles séricos

basales de arginasa y tras reperfusión. Así mismo, al añadir una alícuota de arginina

al suero postreperfusión considerando las condiciones de pH del plasma permitiría

comprobar, como un método indirecto, el catabolismo de la arginina por el enzima

arginasa contenida en el suero, con lo que los niveles de arginina seguirían siendo

indetectables o por lo menos menores que la arginina añadida al suero.

El segundo mecanismo que podría verse comprometido en la lesión por

isquemia-reperfusión vendría determinado por el transporte de arginina a través del

endotelio vascular con la formación de óxido nítrico a partir de su grupo guanidino

terminal. La arginina seria desplazada del suero hacia el hígado por un probable

mecanismo de demanda de vasodilatación postisquémicalll.íí4 potenciado por la

presencia de productos inflamatorios tales como IL, y TNF]4~s.u¡í. El óxido nítrico es

un compuesto muy inestable, estimulador específico de la guanilatociclasa, enzima

implicado en la formación de GMPc92. El GMPc es el compuesto necesario para la

relajación vascular, actuando directamente a nivel de la pared muscular de los vasos

sanguíneos91 H. JAESCHKE y als. y JI. LANDA y als. han comprobado en distintos

modelos de isquemia-reperfusión la disminución progresiva del GMPc hepático en el
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hígado sometido a isquemia-reperfusión desde los primeros momentos de la

reperfusión, cuya formación depende del óxido nítrico actuando como sustrato básico

la arginina’’71’>. La disminución progresiva de GMPc refleja el consumo del sustrato

necesario para su formación, con lo que tras un tiempo variable las acciones derivadas

del GMPc se ven reducidas hasta desaparecer (Fig. 20).

El consumo de arginina sérica por catabolismo y por transporte

hepatópeto originaria un déficit en la síntesis de óxido nitrico y por tanto de GMPc

al no producirse una estimulación de la guanilatociclasa, lo que evitariá la

vasorrelajación, favoreciendo además la adhesión y agregación plaquetaria así como

la adhesión de neutrófilos al endotelio vascular9. Además la inflamación secundaria

al fenómeno de isquemia-reperfusión desencadena la producción a partir de las células

de Kupffer de I-L,, que actúa sobre los hepatocitos generando la producción de I-L~,

lo que aumenta el reclutamiento de los polimorfonucleares por un fenómeno de

quimiotaxis, y INE que promueve la adhesión endotelial de los leucocitos

polimorfonucleares y cuya extravasación contribuye a potenciar la lesión inflamatoria

hepática1 ‘Y El TNF y la IL~ contribuirían a potenciar el sistema de transporte y

El incremento de polimorfonucleares y de la agreación plaquetaria contribuyen por sí

mismo a la lesión tisular al producir un fallo microvascular y un fenómeno de no

reflujo””9. La adhesión de los polimorfonucleares al endotelio promueve la liberación

del factor activador de las plaquetas y de IL, lo que aumenta la extravasación del

TNF. Los leucocitos activados liberan mieloperoxidasa, elastasa, que aumenta la

permeabilidad vascular, y desencadenan la peroxidación de los lípidos de membrana

a través de los radicales libres’’9’26 (Fig. 19).
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La falta de arginina tras la reperfusión estaría implicada en el déficit de

producción de NO, lo que aumentaria la agregación plaquetaria, favoreciendo la lesión

tisular al provocar un fallo microvascular y un fenómeno de no reflujo’. Además, al

no activarse la guanilatociclasa, disminuiría la producción de ~ ~‘ ~ con lo que

se vería dificultada la vasodilatación favoreciéndose la marginación de los leucocitos

y su adherencia al endotelio, lo que desencadenaria la secuencia de reacciones

comentadas anteriormente (Fig. 21).

Según W.W. SOUBA64 la capacidad del hepatocito para obtener

arginina desde el ciclo de la urea es considerable, sugiriendo que la arginina

plasmática podría no ser requerida para la síntesis hepática de óxido nitrico. En

nuestro modelo experimental se ha comprobado la intensa reducción de los niveles de

arginina plasmática como respuesta a la reperfusión postisquémica de sólo una

pequeña parte del hígado, reflejando el origen plasmático de la arginina necesario,

probablemente, para su Incorporaciónen al proceso metabólico de la vía arginina:NO,

o bien su catabolismo a partir de la arginasa liberada tras la lesión. El efecto último

es la falta de sustrato para lograr mantener la vasorrelajación y evitar la lesión

hepática.

Los niveles de arginina se recuperan posteriormente, ya que el animal

sobrevive a la lesión, probablemente como consecuencia de dos mecanismos: tras la

ingesta, al retomar el animal a la jaula, y a partir de la citrulina como resultado de

varías reacciones interorgánícas 21

Hemos observado que otros aminoácidos básicos, del mismo grupo que

la arginina, incrementan cuantitativamente su valor plasmático de una forma

considerable desde los primeros momentos de la reperfusión, llegando a duplicar su

valor basal, quizas como un mecanismo de compensación plasmática dentro del mismo

grupo de aminoácidos básicos.
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El incremento de los niveles plasmáticos de Lisina e Histidina en el

presente estudio vendría motivado por la saturación de los sistemas transportadores

del mismo grupo de aminoácidos por la arginina, debido a una intensa demanda,

probablemente originada en el endotelio sinusoidal del remanente hepático sometido

a la lesión~~ ,que potenciaría el sistema de transporte y para arginina, mediante un

mecanismo de inhibición de transporte de otros aminoácidos catiónicos; o bien por una

liberación de dichos aminoácidos desde el hígado lesionado, incrementando sus niveles

basales’ 16

La recuperación de los niveles basales de dichos aminoácidos

probablemente se produce como consecuencia de su ruta metabólica fisiológica122’ 23•

-129-



José.4. Eraguela Maruja.

En recientes estudios JI. LANDA y a1s47. han comprobado un efecto

citoprotector hepático de SS-14 al producir un aumento selectivo de PGI-., prostanoide

sintetizado por las células endoteliales, con efecto vasodilatador, antiagregante

plaquetario, promotor del metabolismo celular mediado por AMPc (regulador del flujo

de Ca desde el espacio intracelular) y posiblemente actuaría bloqueando los canales

de calcio dependientes de voltaje, al producir una hiperpolarización de la membrana.

Se ha intentado comprobar si, en su efecto citoprotector, la SS-14 podría intervenir

como modulador de la disminución de arginina plasmática. No se ha observado

modificación estadísticamente significativa en los niveles de arginina en el grupo de

ratas sometidas a pérfusión continuacon SS 14, permaneciendo indetectables los

niveles de dicho aminoácido tras reperfusión; si bien siguen elevándose los niveles de

lisina e histidina sin que existan diferencias significativas en relación con otros grupos,

lo que refleja que en el papel citoprotector de la SS 14 no están implicadas las

alteraciones en el metabolismo de la arginina, sin perjuicio de que se mantenga su

papel citoprotector al modular el TNF y su extravasación, asi como la producción de

IL> evitando el reclutamiento de PMN y modificando la cadena acontecimientos

secundarios a su actívacion.
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La isquemia durante noventa minutos del lóbulo hepático derecho de

la rata Wistar y su posterior reperfusión:

L- Provoca una disminución drástica en la Arginina basal por consumo

de dicho aminoácido desde el pool de Arginina plasmática, manifestada desde [os

primeros momentos de la reperfusión y mantenida hasta una hora

postrevascularización, probablemente a través de una estimulación de los sistemas de

transporte hacia el hepatocito y por incremento de su catabolismo por la enzima

arginasa, liberada desde el hígado lesionado.

2.- Produce un incremento significativo de los niveles de Lisina

plasmática, desde el comienzo de la reperfusión, que se mantiene hasta una hora

postrevascularización, probablemente debido a su liberación desde el hígado lesionado;

o bien por saturación o modificación de los sistemas de transporte de aminoácidos

catión icos.

3.- Produce, así mismo, un incremento de los niveles de Histidina

plasmática durante el mismo periodo, probablemente por un mecanismo similar.

4.- El papel citoprotector de la Somatostatina 14 no está mediado por

la via Arginina:NO, al no modificarse los niveles de arginina con respecto a los grupos

control.
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