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José A. Fraguela Mariaa

INTRODUCCION

El avance de la cirugia en los ultimos afios ha permitido realizar técnicas
quirtrgicas que hasta entonces eran inimaginables. El abordaje hepatico en traumatismos
y tumores requiere en muchas ocasiones someter al higado a un periodo de isquemia
variable hasta lograr el control de la leston'. El flujo hepatico se reduce también en
situaciones tales como shock hemorragico y sepsis. La ligadura de la arteria hepatica que
se realiza para tratamiento de ciertos tumores, anomalias vasculares o en algunos
traumatismos hepaticos reduce considerablemente el flujo hepatico, al menos inicialmente™.
Este periodo de isquenmia alcanza su cota maxima en el caso del transplante hepatico, de
tal forma que la viabiiidad del injerto depende en gran medida de los acontecimientos
fisiopatologicos que se producen durante el periodo de isquemia y posterior
revascularnizacion.

Cuando un 6rgano se ve sujeto a un periodo de isquemia, se inician una
sucesion de reacciones quimicas en sus tejidos que pueden culminar en disfuncion y
necrosis celulares. Aunque no se puede identificar un proceso Unico como originario de la
lesion tisular inducida por la isquemia, la mayoria de los estudios indican que la muerte
celular sobreviene por el agotamiento de las reservas energéticas celulares y la acumulacion
de metabolitos toxicos en su interior-'. La recuperacion de los tejidos isquémicos pasa por
el restablecimiento del flujo sanguineo que contribuiria a la regeneracion de ia carga
celular v a la eliminacion de los metabolitos toxicos generados durante el periodo de

isquemia. Paraddjicamente la reperfusion de los tejidos isquémicos desencadena una serie
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de acontecimientos que acaban produciendo su lesion.

Diversos estudios han demostrado que la lesion producida por la reperfusion
puede ser mas grave que la provocada por la propia iéquemia. Se ha comprobado que la
reperfusiéon anoxica de los tejidos isquémicos produce muy poca lesion'”, por lo que se
sugiere que el retorno de sangre oxigenada hacia el organo isquémico, contribuiria a la
formacion de oxidantes citotoxicos derivados, probablemente, del oxigeno molecular.

Aunque la reperfusion de los tejidos 1squémicos parece incrementar la lesion
microvascular parenquimatosa producida durante la isquemia, este fendémeno ocurre sélo
después de un periodo relativamente breve de ausencia de flujo sanguineo. Al prolongarse
el periodo 1squémico, el efecto dariino de la privacion de oxigeno de los tejidos supera a
la lesion producida por la reperfusion. Por tanto, bajo condiciones de isquemia prolongada
o breve el restablecimiento del flujo sanguineo no afectara de manera importante la

viabilidad final del tejido.
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METABOLITOS REACTIVOS DEL OXIGENO

La observacion de que la reperfusion y la consiguiente reoxigenacion de los
tejidos isquémicos los lesiona, dié origen al concepto de que la lesidén por reperfusion
puede encontrarse mediada, al menos parcialmente, por formacion de metabolitos reactivos
al oxigeno™. El oxigeno molecular es una sustancia altamente reactiva particularmente en
presencia de carbono, hidrégeno y nitrogeno. Muchas células utilizan el potencial oxidativo
del oxigeno para producir su reduccidon completa (tetravalente) a agua, en el sistema
citocromo, con el fin de generar ATP. Este proceso se denomina glicolisis aerobia™- La
reduccion univalente del oxigeno produce especies altamente reactivas (Fig 1): H,O. y los
radicales libres superoxido (0.} y el radical hidroxtlo (-OH). Se define a los radicales
libres como especies moleculares que contienen un numero impar de electrones en su
orbital externo siendo, por tanto, potentes agentes oxidantes o reductores®’**'. Si dos
radicales reaccionan entre si, ambos radicales son eliminados. St un radical reacciona con
un no radical, puede producirse un radical libre. Estas moléculas, mucho mas reactivas que
el oxigeno molecular, representan una gran amenaza para la integridad celular. Por tanto,
probablemente las primitivas medidas para su detoxificacion aparecieron antes de la
evolucion del sistema citocromo. Estos mediadores incluyen superoxido dismutasa,
catalasas y peroxidasas’™ (Fig. 2).

E! oxigeno molecular, por tanto, puede aceptar en total cuatro electrones

para formar agua, sin embargo, se puede reducir en pasos univalentes para generar tres
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especies oxidantes”. La reduccién univalente del oxigeno produce el anion radical
superoxido (0-.7) La agresidn celular derivada del superdxido suele atribuirse a su funcion
como precursor de especies mas reactivas de oxigeno. El peroxido de hidrogeno (H.O.) se
produce como resultado de la reduccion bivalente de 0. o dismutacién del Q.. La
dismutacion espontanea del O. prosigue con rapidez en solucion acuosa; por tanto, la
produccion de O." in vivo se acompana de manera inalterable de produccion de H.O- El
tercer tipo de radical que denva del oxigeno molecular es el radical hidroxilo (-OH), que
se forma por interaccion del 0. y el H,OQ. (reaccion de Haber-Weiss), y es un agente
oxidante potente™.

La formacidon de radical de oxigeno es perjudicial para una serie de
biomoleculas que se encuentran en los tejidos tales como 4acidos nucleicos, enzimas,
receptores, etc.” Los acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en la membrana son
muy sensibles al ataque del -OH dando lugar a un proceso que se denomina peroxidacion
de los lipidos, que altera la fluidez de dicha membrana y la distribuciéon celular en
compartimentos, lo que dara como consecuencia lisis celular. Por tanto, la peroxidacion de
los lipidos v la lesion de las proteinas iniciadas por el radical de oxigeno puede contribuir
al transtorno de la funcion y necrosis celular que acomparfia a la reperfusion de los tejidos
ISGUEMICOS.

Las pruebas de participacion de los metabolitos reactivos de oxigeno en la
lesion por reperfusion se basan en el empleo de agentes que restringen la produccion de
estos oxidantes citotoxicos, o que actian como depredadores después de la produccion de
estos oxidantes™, Se cuenta con pruebas de que los oxidantes median tanto la
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permeabilidad microvascular incrementada producida durante una hora de isquemia y
reperfusion como las lesiones celulares producidas tras tres horas de isquemia y
reperfusion. Tanto la dismutasa del superoxido como el‘ diisopropilsalicilato de cobre (Cu-
DIPS), mimético de la dismutasa del superdxido, atenian en grado importante los
incrementos de la permeabilidad microvascular inducidos por la reperfusion. Los oxidantes
derivados del superoxido desempefian una funcion de mayor importancia en la aparicion
de la lesion que el propio anion superoxido, asi, la catalasa, enzima que cataliza la
desproporcion entre H:OJl , ¥y H,O y O,, ha resultado protectora en muchos modelos de
isquermia y reperfusion®. También atenuan este tipo de lesion depredadores no enzimaticos
del radical hidroxilo, entre ellos dimetilsulfoxido (DMSO), dimetiltiourea y manitol. Dado
que el -OH se forma a partir de O, y H.O., v que los depredadores del -OH ofrecen
mveles de proteccion semejantes a los observados con la dismutasa de perdxido o la
catalasa, muchos investigadores han sugerido que el radical dafiino de primer orden es el
radical hidroxilo derivado de manera secundaria. Los efectos protectores de dismutasa de
superoxido, catalasa v depredadores del radical hidroxilo son compatibles con el criterio
de que se forma un radical hidroxilo altamente citotoxico durante la reperfusion por medio
de la reaccion de Haber-Weiss. Se asume, en general, que la reaccion de Haber-Weiss
ocurre a un ritmeo muy bajo para tener importancia fisiologica; sin embargo, la reaccion se
puede acelerar en gran medida por la presencia de metales de transicion (por ejemplo,
hierro) que actuan como catalizadores. El tratamiento previo con deferoxamina (quelador
del hierro) o apotransferrina (proteina fijadora de hierro) atenua de manera importante el
incremento de la permeabilidad vascular después de la reperfusion.
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Fig 1 - Via univalente para la reducciéon del oxigeno molecular.
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Complejo citocromo oxidasa

Catalasas
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]
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Fig. 2.- Mecanismos enzimaticos endogenos de destoxificacion de radicales libres de
oxigeno generados por la reduccion univalente de oxigeno molecular.
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FORMACION Y DESTRUCCION DE LOS METABOLITOS

REACTIVOS DEL OXIGENO

El radical superoxido en las células animales puede formarse por via

enzimatica o por via no enzimatica, siendo la enzimatica la mas importante.

A.- Via enzimatica.-

l.a xantinooxidasa es la enzima limitadora de la degradacion del acido
nucleico, por medio de la cual todas las purinas se destinan a la oxidacion terminal. La
xantinooxidasa (XO) tiene capacidad de generar H.O, y O. durante la oxidacién de

hipoxantina a xantina:

Hipoxantina + 20, + H.Q ---XO---> Xantina + 0. + H.,0O,

Xantina + 20, + H.O ---X0---> Acido urico + O, + H.O.

En condiciones normales, la xantinooxidasa se encuentra en las células sanas
no 1squémicas, sobre todo en forma de deshidrogenasa de xantina dependiente det NAD"
(XDH)'. Esta forma de la enzima empleca NAD en vez de Q. como aceptador de

electrones durante la oxidacion de las purinas, y no produce O, ni H.O..

Hipoxantina + H.Q + NAD" ---XDH---> Xantina + NADH + H”

-9-
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La xantinodeshidrogenasa se convierte en la forma productora de
oxidantes llamada xantinooxidasa durante la isquemia’™ La conversion de
xantinodeshidrogenasa en xantinooxidasa puede producirse por dos mecanismos: conversion
reversible por oxidacion o bien conversion irreversible por proteolisis. El grado de
conversion es proporcional a lo que dura la isquemia. En el ser humano la actividad mas
elevada de xantinooxidasa la tienen el higado y el intestino. El proceso comienza con la
disminucion del flujo sanguineo a los tejidos, lo que limita la disponibilidad de oxigeno
para formar ATP. Como la carga energética celular disminuye, no sera capaz de
mantenerse durante mucho tiempo el gradiente de iones a través de las membranas, lo que
aboca a una redistribucion de los iones de Ca. El aumento de Ca intracitosolico activa una
proteasa capaz de convertir la deshidrogenasa en oxidasa. Concomitantemente la depleccion
de ATP celular resulta en una elevada concentracion de AMP. El AMP es catabolizado a
adenosina, 1nosina e hipoxantina. Cuando se restablece el flujo sanguineo al drgano
1squémico, la hipoxantina es oxidada a xantina y durante esta reaccion regulada por xantino
oxidasa se forman radicales libres de oxigeno™ "™ (Fig. 3).

Se han empleado ampliamente los inhibidores de la xantinooxidasa
alopurinol, oxipurinol y aldehido de la pterina para valorar la contribucion de esta enzima
a la leston por reperfusion. Todos los inhibidores atenian de manera importante tanto la
necrosts celular como el incremento de la permeabilidad microvascular, lo que sugiere que

la xantinooxidasa es una productora importante de oxidantes después de la reperfusion.
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Fig. 3.- Mecanismo propuesto para ia inducciéon de O, producido por isquemia.

-11-



José 1. Fraguela Mariia.

Otras pruebas en favor de la teoria de que la xantinooxidasa es una
productora importante de metabolitos reactivos del oxigeno proviene de estudios en los que
se produjo deficiencia de xantinooxidasa tisular mediante administracion de una dieta
complementada con tungsteno y deficiente en molibdeno’. El tungsteno sustituye al
molibdeno en el sitio activo de la xantinooxidasa, lo que la vuelve inactiva.

Otro producto potencial de metabolitos reactivos del oxigeno en los tejidos
postisquémicos s el leucocito polimorfonuclear neutrofilo™. Los neutrdfilos contienen una
NADPH oxidasa que re.duce el oxigeno molecular hasta el anidon superoxido. Los
neutréfilos activados secretan también la enzima mieloperoxidasa (MPO), que cataliza la

formacion de acido hipocloreso a partir de peroxido de hidrogeno v de iones cloruro:
H.O. + Cl + H ---MPO---> HOCI + H.O

El peroxido de hidrogeno que se necesita para formar acido hipocloroso se
deriva de la dismutacion espontanea del superéxido derivado de la NADPH.

El acido hipocloroso es un agente oxidante y clorante potente,
aproximadamente 100 veces mas reactivo que el H.O, Reacciona con rapidez con las
aminas primarias (RNH.) para producir derivados N-clorados (RNHCI), que tienen la
equivalencia oxidante del H.O. y del HOClL Las N-cloraminas lipofilas son causas
probabies de la lesion celular que acompaiia a la produccion de HOCL. La citotoxicidad
que se observa cuando hay HOCl y N-cloraminas puede ser mediada por oxidacion de los
sulthidrilos, inactivacion de la proteina hem y el citocromo y degradacion de los
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aminoacidos y las proteinas.

Los neutrofiios activados ademas de generar un gran flujo superdxido,
pueden descargar también diversas enzimas (elastasa, éolagenasa) que lesionan las células
parenquimatosas y la microvascuiatura.

Los metabolitos reactivos del oxigeno desempefian una funcion importante
en el reclutamiento de neutrofilos’. La capacidad de inhibidores de la xantinooxidasa,
depredadores del radical oxigeno y un quelador del hierro para interferir con la infiltracion
de neutrofilos inducida ﬁor la reperfusion, sugiere que los oxidantes derivados de la
xantinooxidasa, producidos en las células epiteliales y endoteliales, desempeftan una
funcion en el reclutamiento de los neutréfilos en el tejido postisquémico al iniciar la
produccion y descarga de agentes proinflamatorios, que atraen a continuacion a los
neutrofilos y los activan. Esta hipotesis explicaria por que los agentes como alopurinof,
dismutasa de superoxido, catalasa, dimetiltiourea y deferoxamina atenuan tanto la
infiltracion de neutrofilos como la lesion microvascular inducida por reperfusion
postisquémica’.

Una cuestion importante originada en estas observaciones consiste en saber
si la acumulacion vy la activacion de los neutr6filos es una causa o un efecto de la lesion
por reperfusion. Se ha recurrido a dos criterios para definir la funcién de los neutrofilos
en la lesion por reperfusion: deficiencia de neutrofilos por medio de suero antineutrofilo,
y prevencion de la adherencia de estos leucocitos con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra las moléculas de adherencia leucocitica. La administracion de suero antineutréfilo
atenua de manera importante el incremento de la permeabilidad microvascular inducida por

-13-
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la reperfusion postisquémica. Los resulttados indican que los neutrdfilos son los mediadores
primartos de los incrementos de la permeabilidad microvascular inducidos por reperfusion.

Se ha demostrado que la glucoproteina ‘de la membrana de los neutrofilos
CD!8 desempefia una funcion de gran importancia en la mediacién de la adherencia de los
neutrofilos al endotelio microvascular. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
epitopo funcional comun CDI18 inhiben quimiotaxis, agregacion y adherencia a las
monocapas endoteliales de neutréfilos''. Estos anticuerpos monoclonales se han empleado
para examinar la funcion de la adherencia de los leucocitos en la lesion microvascular y
de las células parenquimatosas inducida por la reperfusion de los tejidos i1squémicos. La
administracion de anticuerpo monoclonal es tan eficaz como la neutropenia para atenuar
el incremento de la permeabilidad microvascular inducida por reperfusion. Estos datos
indican que la adherencia de los neutrofilos al endotelio microvascular es un componente
esencial de la lesion por reperfusion mediada por neutrofilos.

La reperfusion promueve la adherencia de los leucocitos al endotelio
vascular y las interacciones entre leucocitos y células endoteliales inducidas por la
reperfusion estan mediadas por el complejo glucoproteinico de adherencia leucocitica
CDI11-CDI18™ .

Los oxidantes denivados de la xantinooxidasa inician la adherencia de los
leucocitos al endotelio microvascular desencadenada por la reperfusion de los tendos
ISqUEMICOS

No esta claro el mecanismo por el cual el superoxido media la adherencia
de los leucocitos dependiente del endotelio; sin embargo, se ha sugerido que el superoxido
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puede entrar en interaccion con la sustancia antiadherente derivada de la célula endotelial
¢ Inactivarla.

El oxido nitrico es una sustancia biologicamente activa que producen las
células endoteliales, v a la cual inactiva el superdxido'™”. Impide la adherencia de las
plaquetas a las monocapas endoteliales. Ademas inhibe la agregacion de los neutrofilos in
vitro, efecto potencializado al afiadir dismutasa de superoxido. Ante estas observaciones,
los investigadores se dispusieron a verificar si la produccion endogena de 6xido nitrico
desempeia una funcion importante en la adherencia de los neutréfilos al endotelio vascular.
La perfusion del mesenterio del gato con un inhibidor del éxido nitrico da por resuitado
un incremento de quince veces el numero de leucocitos adheridos al endotelio venular.
Cabria esperar, segun estas informaciones, que la disminucion de la produccion de oxido
nitrico o ¢l aumento de la inactivacion del mismo fomentaria la adherencia leucocitica.
Como el superoxido inactiva al oxido nitrico, deberia suponerse que las situaciones
relacionadas con incremento de la produccion de superéxido (por ejemplo, lesion por
reperfusion) contribuirian a aumentar la adherencia de los leucocitos, y que la dismutasa
del superoxido seria antiadherente. En realidad, algunos autores han seftalado que la
dismutasa del superoxido atentia la adherencia de los leucocitos en las vénulas
mesentéricas'’, en tanto que otros investigadores han demostrado que el oxido nitrico
ofrece proteccién contra la lesidn por reperfusion’”. Estas observaciones son congruentes
con la hipotesis de que las acciones beneficiosas de la dismutasa del superéxido pueden
atribuirse en parte a su capacidad para prevenir la inactivacion del éxido nitrico.

Los resultados de los estudios anteriores implican a los oxidantes derivados

-15-



José 1. Fraguela Marifa.

de la xantinooxidasa en el reclutamiento de leucocitos inducido por la reperfusion®™ ™" sin
embargo, no ha podido 1dentificarse todavia la sustancia que media este proceso. Aunque
parece poco probable que los metabolitos reactivos del oxigeno sean directamente los
inictadores de la adherencia y la activacion de los leucocitos, es concebible que estos
oxidantes entren en interaccion con las membranas celulares endoteliales para activar la
fosfolipasa A. y, en consecuencia, produzcan formacién de sustancias quimiotaxicas
leucociticas poderosas como el leucotneno B, (LTB,) y factor activador de plaquetas
(PAF).

Existen pruebas de que los radicales derivados del oxigeno dan por resultado
activacion de la fosfolipasa A, y producen enseguida generacion de LTB,, PAF o ambos.
Son varios los argumentos a favor de esta hipotesis: La exposicion de las células a los
oxidantes produce activacion de la fosfolipasa A,; la reperfusion del tejido isquémico
produce activacion de la fosfolipasa A.; los inhibidores de la fosfolipasa A, atentan la
infiltracion de neutrofilos de la mucosa intestinal inducida por reperfusién; y los
estimulantes pueden aumentar la sintesis de PAF por las células endoteliales cultivadas y
promover, a continuacion, la adherencia de los neutrofilos a las monocapas endoteliales.

Aunque los estudios mencionados implican una funcion de los oxidantes
derivados de las células parenquimatosas en la adherencia de los leucocitos inducida por
la reperfusion, investigaciones rectentes sugieren que también contribuyen a este proceso
de adherencia los oxidantes derivados de los neutrofilos. Diversos autores examinaron
recientemente los efectos de H,O. y de los oxidantes derivados de la mieloperoxidasa
HOC1 v la monocloramina a concentraciones producidas por los neutrofilos activados sobre
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la adherencia de los leucocitos en las vénulas postcapilares’™ Los resultados de estos
expenimentos ndican que H.O. y monocloramina promueven la adherencia de los
leucocitos al endotelio venular, no asi el HOCL Eﬁ estos experimentos in vivo, el
anticuerpo monoclonal IB, impidio en gran medida la adherencia inducida por H.O. y
monocloramina, fo que indica que ambos oxidantes promueven la adherencia de fos
leucocitos al activar la glucoproteina CD11-CD18. Los experimentos con citometria de
flujo ponen de manifiesto que monocloramina v H.O, regulan en sentido ascendente
directamente la CD11-CDI8 sobre la superficie de los neutrofilos. La adherencia de los
leucocitos inducida por H.Q, en las venulas postcapilares parece mediada por el PAF,
puesto que los antagonistas de los receptores de PAF redujeron la adherencia de los
leucocitos en cerca del 50%. Estos resultados sugieren la presencia de una accién
fistologica importante del H.O. derivada de los neutrofilos, que consiste en estimular la
produccion de PAF (al parecer por el endotelio vascular), lo que a su vez promueve la
adherencia de los leucocitos por regulacion ascendente de la glucoproteina de adherencia
leucocitica CD11-CD18*Y.

Diversos estudios se inclinan a favor de una funcién de los neutrofilos en
la lesién microvascular inducida por reperfusion; sin embargo, no esta claro el mecantsmo
por el que los neutrofilos logran acceso al compartimento intersticial adyacente. Los
neutrofilos activados liberan diversas enzimas capaces de lesionar la microvasculatura;
entre elias colagenasa, gelatinasa y elastasa. Con objeto de que los neutrofilos circulantes
logren acceso al intersticio, deben adherirse en primer tugar a la superficie del endotelio
microvascular, emigrar entre las células endoteliales adyacentes y penetrar en la membrana
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basal. No han podido dilucidarse aun las fuerzas fisicas y quimicas que permiten a los
neutrofilos cruzar la pared vascular. Se ha demostrade in vitro que los leucocitos
adherentes son capaces de degradar diversos componéntes estructurales de la membrana
basal, y que los inhibidores de la elastasa previenen esta degradacion mediada por los
neutrofilos. Con objeto de comprobar el mecanismo de accion de la elastasa sobre la
infiltracion de los neutrdfilos inducida por la reperfusion, se examinaron vénulas
mesentéricas por medio de técnicas microscopicas intravitales. Estos experimentos pusieron
de manifiesto que la inhibicién de la elastasa atenuaba la tasa de adherencia y emigracién
de los leucocitos; sin embargo, la inhibicion de la elastasa ejercio un efecto mayor sobre
la migracion de los neutrofitos, lo que indica que la descarga de elastasa es mas importante
para el desplazamiento de los neutréfilos a través de la pared vascular®. Por tanto, la
descarga de elastasa desde los neutroftlos activados puede ser un factor de timportancia en
la infiltracion de neutréfilos inducida por reperfusion.

Se sabe poco a cerca de los factores que promueven la adherencia de los
leucocitos durante la isquemia. Las fuerzas de friccion producidas por el flujo sanguineo
desempefan una funcion muy importante en ¢l transtorno de los enlaces adherentes entre
leucocitos v endotelio. Los estudios 1in vivo indican que las fuerzas hidrodinamicas
secundarias a la velocidad vy la tasa de friccion del flujo sanguineo ejercen una influencia
considerable sobre las interacciones entre los leucocitos y las células endoteliales; sin
embargo no ha podido aclararse aun la importancia de estas fuerzas en ausencia de un
estimulo inflamatorio. Al parecer, la isquemia con reduccion de la friccion desencadena
un incremento reversible de la adherencia de los leucocitos, cuya magnitud esta relacionada
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en proporcion inversa con la fuerza de friccion'®. Esta adherencia dependiente del grado
de friccion esta mediada por la glucoproteina de adherencia CD11-CD18, puesto que los

anticuerpos monoclonales dirigidos contra esta glucoproteina anulan la reaccion.

B.-Via no enzimatica.-

La formacion de O. por esta via puede producirse a través de la oxidacion
de semiquinonas y otros compuestos "redox-labiles" (por ejemplo, ciertos Fe™™ quelatos).
Las quinonas de origen endogeno y exdgeno pueden pasar un electron a través de NADH
o NADPH ligado a flavoenzimas, por ejemplo, NADH deshidrogenasa mitocondrial o el
NADH-citocromo b; microsomial y NADPH-citocromo P-450 reductasas, dando lugar a
semiquinonas que son rapidamente oxidadas por O, con la formacidon de O.". Normalmente
el grado de produccion de O, debido a este tipo de ciclo redox es relativamente pequefio,
menos del 2% del total de oxigeno consumido por la respiracion, y se origina a traves de
algunos componentes del sistema de transporte de electrones mitocondrial en la region de
ubiquinona™’, aunque no necesariamente a través de la oxidacion de la propia
ubisemiquinona'®. La cantidad de O. producido puede incrementarse ampliamente ante la
presencia de ciertos agentes exdgenos, especialmente quinonas (por ejemplo, menadiona

o adriamicina).

La remocion del O. se produce por dismutacion:

20, + 2H ------> 0, + H,0,
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tanto espontanea como, mas eficazmente, a través del enzima superoxido dismutasa (SOD).
Las células animales contienen dos 1soenzimas de SOD, un enzima Cu-Zn localizada en
el citososl y un enzima Mn localizado en la mitocondria. Existen evidencias de que al
menos el enzima Cu-Zn puede actuar también como una superoxido-semiquinona

oxidorreductasa, catalizando la reaccion:

O.+QH+H ---- > 0, + QH,
donde Q es una quinona.

Ademas parece ser que el Q. puede servir como un donador de electrones
para la mobilizacion de Fe desde ferritina:
Ferritina-FE*™ + Q. ----- > Ferritina + Fe™' + O,
que puede ser una funcion fisiologica del O.".
El peroxido de hidrogeno formado a traveés de SOD es metabolizado por una
catalasa y varias peroxidasas:
2 H.O, ----- >2 H.O + O,

o por glutation (GSH) peroxidasa:

H.O. + 2 GSH ----- > 2 H.O + GSSG (glutaion oxidado)
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La mayor parte de la catalasa se localiza en los peroxisomas, que son
tambien el asiento de vanas flavin oxidasas (glucosa oxidasa, D-aminoacido oxidasa,
oxidasas de acidos grasos, etc.). La glutation peroxidasa, que es una selenoenzima, se
localiza parcialmente en la mitocondria y parcialmente en el citosol, la misma localizacion
de SOD. También sirve como un catalizador para la reduccion de perdxidos organicos

(ROOH):

ROOH + 2 GSH ----- > ROH + H.O + GSSG

Ademas existe una selenoenzima fosfolipido-hidroperoxido-glutation
peroxidasa que es similar a la glutation peroxidasa, pero es especifica para fosfolipidos
hidroperoxidos. Esta peroxidasa probablemente sirve para detoxificar fosfolipidos de
membrana que han sufrido peroxidacion.

La formacion de radical hidroxilo (‘OH) en sistemas biologicos puede

producirse por via no enzimatica a través de la reaccién de Fenton:

Fe- + H.OQ, -----> Fe’” + OH + -OH

donde el Fe puede estar libre o confinado a un ligador organico. Cuando se produce una

reduccion O. dependiente de Fe' asi formado, como en el caso de ferritina:

Ferritna-Fe’” + O, - > Ferritina + F&~ + O,
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la suma de las dos reacciones da la reaccion de Haber-Weiss:
0. + H.0, -----> OH + -OH
que es una generacion del radical hidroxilo catalizada por Fe desde el radical superdxido

v el peroxido de hidrogeno. La reaccion tipo Fenton puede ocurnr también con perdxidos

Organicos’.
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EFECTOS DE LA GENERACION DE RADICALES OXIGENADOS EN LOS

COMPONENTES Y FUNCIONES CELULARES

Los efectos de la generacién de radicales oxigenados en los componentes
y funciones celulares pueden ser divididos en dos categorias™ primarios y secundarios.

Los efectos primarios son aquellos causados directamente por los radicales
oxigenados en los componentes y funciones celulares. Requieren Fe y se dirigen a la
peroxidacion de los lipidés con consecuente dafio de membrana y deposito de granos de
lipofucsina, o a la modificacion de proteinas y acidos nucleicos, causando inactivacion
enzimatica y rotura de las cadenas de ADN.

Los efectos secundarios consisten en un transtorno en la homeostasis celular
del Ca”', abocando a un incremento del Ca ™ del citosol y una consecuente activacién de
las proteasas y fosfolipasas citosolicas. Estos efectos causan destruccion del citoesqueleto
y activacion de enzimas tales como la xantinooxidasa y NADPH oxidasa, que dan lugar
a posterior formacion de radicales oxigenados. Estos efectos secundarios no son
dependientes del Fe, pero los dos tipos de efectos pueden ampliarse sinérgicamente.

Los efectos primarios de los radicales de oxigeno son consecuencia de una
peroxidacion de los lipidos™. Se cree que este proceso es iniciado por un radical perferril
(Fe' -0O.) donde el Fe' es confinado a un adecuado quelante”. Alternativamente la
peroxidacion de los lipidos puede iniciarse también usando un generador de O.’, como por
ejemplo, hipoxantina y xantinooxidasa, en combinacion con un adecuado quelante de Fe''.
Como va se comento, la peroxidacion de los fosfolipidos de membrana puede producir una
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severa lesion celular seguida por disrupcion y lisis de las organelas intracelulares y por
tanto de la célula. La peroxidacion de los lipidos parece ser asi mismo responsable de la
formacion de granulos de hipofucsina, también llamadoﬁ granulos de la vejez, que consisten
en ¢l deposito de lipidos peroxidados insolubles y proteinas.

Otra clase de efectos primarios causados por los radicales de oxigeno son
aquellos producidos por el radical ‘OH. Estos efectos no son dependientes de Fe per se,
pero la formacion del radical -OH a través de la reaccion de Fenton y de Haber-Weiss
requiere Fe El radical ‘hidroxiio es un poderoso oxidante de ciertos residuos de
aminoacidos, purinas y pirimidinas, bases en las proteinas y acidos nucleicos,
respectivamente, causando de este modo inactivacion enzimatica y rotura de cadenas de
ADN

Los efectos secundarios de los radicales de oxigeno que producen lesion
tisular se cree que son debidos a transtornos en la homeostasis del Ca™ celular. En
condiciones fisiologicas, las células animales mantienen una determinada concentracion de
Ca~ intracelular, que es unas cuatro veces menor que el extracelular. Una parte significante
del Ca  intracelular esta secuestrado en el reticulo endoplasmatico (RE) y en la
mitocondria. El gradiente de Ca™ del citosol, en relacion al espacio extracelular y el RE,
es mantentdo por una bomba de Ca™ ATPasa dependiente; por el contrario el secuestro de
Ca-" por la mitocondria opera a través de un mecanismo electrogénico localizado en el
interior de la membrana mitocondrial y conducido por la fuerza de protones generada por
el sistema de fosforilaciéon oxidativa. La distribucion del Ca™ tisular estd sujeto a un
intrincado mecanismo de control mediado por receptores, que implica varias hormonas y

.24-



José A Fraguela Marifa.

otros efectores, cuya funcion es regular la actividad de las enzimas citosolicas
Ca dependientes, tales como adenilciclasa, ciertas proteasas y fosfolipasas.

El stress oxidativo puede transtornar la distribucion de Ca™ intracelular
depleccionando los niveles de GSH a través de la glutation peroxidasa. Este transtorno
tendra dos consecuencias: Una liberacion de Ca™™ desde el RE debido a una activacion de
la Ca’ -ATPasa, v una liberacion de Ca’ desde la mitocondria, debido a la oxidacién, via
elutation reductasa y nicotinamida nucledtido transhidrogenasa, del NADPH mitocondrnial,
y una consecuente activécién del mecanismo de eflujo del Ca’ mitocondrial. Como
consecuencia de ello se incrementa el nivel de Ca™ citosolico. El incremento de Ca™
también puede provenir del Ca™~ extracelular provocado por una inactivacion de la bomba
Ca -ATPasa de la membrana plasmatica, lo que también puede ocurrir cuando esta
depleccionado et GSH celular. Sin embargo, las evidencias actuales indican que el
incremento en el Ca™ citosolico que aparece durante el stress oxidativo se origina
primariamente a partir de una redistribucién del Ca* intracelular. En el caso de isquemia
el incremento del Ca™ citosolico también ocurriria a partir de los tres origenes (RE,
mitocondrias y espacio extracelular), debido a una disminuciéon del ATP celular y,
generalmente, del nivel de energia.

El mncremento del Ca " citosdlico tendria dos tipos de efectos: una activacion
de las proteasas citosolicas Ca~ dependientes y una activacion de la fosfolipasa A,. Una
de estas proteasas provoca una rotura del citoesqueleto, lo que conduce a un dafio severo
con arrugamiento de la superficie celular. Otra proteasa citosolica activada por Ca™ es la
que causa la conversion de xantinodeshidrogenasa en xantinooxidasa.
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Otra consecuencia del incremento del Ca™ citosolico es la activacion de la
fosfolipasa A.. con la consecuente liberacion de acido araquidonico desde los fosfolipidos,
poniendo en accion la "cascada del acido araquidonico”, lo que promueve la sintesis de

prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos'®’

(Fig. 4). Existen evidencias de que los
metabolitos del acido araquidonico inducen lesion endotelial en i1squemia-reperfusion,
independientemente de los neutrofilos. Hay, sin embargo, tres mecanismos por los que los
productos del acido araquidonico ejercen influencia sobre los neutréfilos en la lesién por
reperfusion.

En primer lugar, pueden actuar como quimioatrayentes induciendo la
adhesion de los neutrofilos al endotelio. El producto de la lipooxigenasa leucotrieno B, y
el producto de la ciclooxigenasa tromboxano A, son potentes quimiotacticos’ . Existen
evidencias de que el leucotrieno B, es generado en suficiente cantidad en isquemia
reperfusion para inducir la diapedesis de los neutréfilos™. Otras observaciones indican que
los productos de la lipooxigenasa son de central importancia en la lesion por reperfusion.

En segundo lugar los productos del acido araquidénico pueden activar a los
neutrofilos para producir mas radicales de oxigeno y, por tanto, enzimas proteoliticas. El
leucotrieno B, es un potente estimulador para la generacion de peroxido de hidrogeno y
elastasa por los neutrofilos™, induciendo permeabilidad endotelial. El tromboxano A,

también activa los neutrofilos y media su produccion de H.,O. tras la isquemia®.
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Fig 4.- Cascada del acido araquidénico mostrando los productos esenciales e intermedios.
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En tercer lugar, leucotrienos y tromboxano afectan al flujo sanguineo y, por
tanto. ta perfusion tisular por accion directa sobre la microvasculatura. Los leucotrienos
pueden estimular la adhesion de los leucocitos al endételio. En el endotelio lesionado se
puede producir una activacion del Q. produciendo NADPH oxidasa.

Los neutrofilos que se introducen en el tejido que ha sido reperfundido se
activan al incrementarse la sintesis de metabolitos de oxigeno y enzimas proteoliticas,
volviéndose mas adhesivos para el endotelio. Estos neutrofilos pueden entonces producir
lesion, al adherirse al endotelio, en dos sitios: esfinter precapilar y venula postcapilar.
Como los neutrofilos activados se vuelven mas rigidos, no pueden modificarse lo suficiente
como para pasar a través del esfinter precapilar. El resultado es que los capilares se
obstruyen tras la reperfusion con la posible exacerbacion de la lesion andxica. Muchos
neutrofilos se adhieren al endotelio en la vénula postcapilar. El mecanismo lesional de
estos neutrofilos es debido a la secrecion de enzimas proteoliticas tales como elastasa,
probablemente junto con los productos de oxidacion generados por los neutrofilos tales
como HOCI v H.O.. Esto produce la lisis estructural de proteinas tales como elastina,
incrementando la permeabilidad microvascular™.

L.a adhesion neutrofilo-endotelial produce un microambiente que permite
altas concentraciones de agentes lesivos.

Por tanto, el incremento citosdlico de Ca™ tiene como consecuencia un
aumento de la produccion de O. por ambas vias enzimaticas, xantinooxidasa y NADPH
oxidasa. Estas reacciones no requieren Fe per se, y pueden acompaiiarse 0 no por una
peroxidacion de los lipidos iniciada por un radical perferril con consiguiente lesion de la
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membrana celular, o por defectos de OH inducidos en acidos nucleicos y proteinas,
dependiendo de los niveles de Q. y Fe, asi como de la disposicion de los adecuados

quelante de Fe.

Los efectos primarios v secundarios de los radicales de oxigeno forman una

compleja red de reacciones sinérgicas interconectadas, cuyo resultado final es impredecible

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

ISQUEMICO

El pretratamiento de ratas con Clorpromacina treinta minutos antes de fa
induccion de isquemia, reduce la acumulacion intracelular de iones de calcio durante el
periodo isquémico y durante la reperfusion™. El mecanismo de proteccion depende de la
prevencion de la degradacion de los fosfolipidos de membrana durante la isquemia y de
la disfuncion mltocondriai. Este efecto parece ser resultado de la hipotermia inducida por
dicha droga.

La hipotermia se usa generalmente para proteger el higado sometido a
isquemia en el transplante, asi como en otras situaciones para prevenir la lesion hepatica
durante la isquemia que se produce al realizar el clampaje de! pediculo hepatico (maniobra
de Pringle) en situaciones tales como reseccion de ciertos tumores y traumatismos
severos

L.a somatostatina ejerce, asi mismo un efecto citoprotector que protege al

higado sometido a lesion por isquemia reperfusion®’.
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PROTECCION DEL HIGADQO TRAS LA REPERFUSION

El tratamiento de ratas con coenzima Qm (Co Q,,)~""* previamente a la
isquemia hepatica, preserva, al parecer, la funcién mitocondrial, aunque su efecto
beneficioso se debe a su accion como depredador de radicales libres previniendo la
peroxidacion de los lipidos de membrana. Casi idénticos resultados se han obtenido con
otros depredadores de radicales libres tales como alfa tocoferol®, que actia como
antioxidante en la peroxidacién de los lipidos.

El glutaion (GSH) es un importante depredador de radicales libres en el
higado. Cuando el contenido hepatico en GSH se reduce por administracion de
dietilmaleato o por ayuno de 48 horas, la muerte celular es mas extensa que en caso de

*22-f La administracién de GSH a ratas un dia antes

higados con alto contenido en GSH
de la isquemia hepatica, acelera la resintesis de ATP y disminuye la peroxidacion de los
lipidos durante la reperfusion.

QOtra forma de prevenir la lesion por reperfusion es reducir la produccion de
radicales oxigenados. El alopurinol es un inhibidor de la xantinooxidasa que probablemente
actia disminuyendo la produccién de radicales oxigenados durante la reperfusion™".

El uso de metilprednisclona parece contribuir, asi mismo, a la proteccién

de los tejidos isquémicos debido a su accion como estabilizador de las membranas de los

lisosomas. Su efecto beneficioso se produce durante la reperfusion del higado isquémico™
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MECANISMOS PROTECTORES CONTRA LA LESION POR

REOXIGENACION

Los organismos vivientes estan equipados con mecanismos eficientes por
los que se protegen contra el efecto deletéreo de los metabolitos reactivos de oxigeno. En
algunos casos hacen uso de los radicales de oxigeno, como por ejemplo en el caso de la
movilzacion del Fe de la ferritina O, dependiente. En otros casos, sin embargo, las células
poseen poderosos mecanismos, enzimaticos y no enzimaticos por los que pueden liberarse
o prevenir la formacion de especies reactivas de oxigeno.

La SOD localizada en aquellos compartimentos celulares donde puede
formarse Q. (mitocondrias y citosol), es generalmente reconocida como la llave enzimatica
responsable de la eliminacion de este radical. La catalasa, varias peroxidasas, y glutation
reductasa destruyen H.O. La glutation reductasa se localiza en los mismos compartimentos
celulares que la SOD y elimina el H,O, producida por SOD. La glutation reductasa
también reacciona con peroxidos organicos y por tanto puede jugar un importante papel
en la regulacion de la cascada del acido araquidonico. También existe una fosfolipido
hidroperoxido glutation peroxidasa, aparentemente disefiada como instrumento en la
detoxificacion de los fosfolipidos de membrana peroxidados. Otra enzima que puede estar
implicado en la reparacion de la membrana es la fosfolipasa A. que ataca preferentemente
a los fosfolipidos de membrana peroxidados. Mecanismos reparadores similares existen
para las lesiones oxidativas de DNA y proteinas’,

Dentro de los mecanismos protectores no enzimaticos contra los O.
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derivados y otros radicales hibres se incluyen alfa-tocoferol, beta-caroteno, retinol y acido
ascorbico Recientemente el acido urico y la bilirrubina también han adquindo atencion
como antioxidantes. Asi mismo, la forma reducida de ubiguinona puede servir como un
antioxidante en mitocondrias y otras membranas biologicas.

La DT diaforasa es una flavoproteina dimérica ampliamente distribuida en
los tejidos animales que asienta principalmente en el citosol v en menor cuantia en
mitocondrias y reticulo endoplasmatico. Es la Unica entre las flavoproteinas conocidas que
es una quinona reductasé transferidora de dos electrones y juega, por tanto, un papel
importante en prevenir la reduccion de un electron de quinonas exégenas, por otras

enzimas, a semiquinonas autooxidables y concomitante generacién de 0.
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INTRODUCCION

La demostracion en 1.987 de la formacion de Oxido Nitrico (NO) por un
enzima en las celulas del endotelio vascular, abrid el camino a lo que ahora puede ser
considerado un nuevo campo en la investigacion biologica. El NO es el estimulador
endogeno de la guanilato ciclasa soluble. Ademas, el NO es una molécula efectora liberada
por macréfagos y otras celulas después de su activacidon inmunologica.

El NO es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina por un enzima, la
NO sintetasa” . Al parecer existen dos tipos de este enzima. Una es constitutiva, citosolica,
Ca” /calmodulina dependiente, y libera NO en periodos cortos como respuesta al receptor
o a estimulacion fisica. El NO liberado por este enzima actua por medio de un mecanismo
de transduccion produciendo varias respuestas fisiologicas. El otro enzima es producida
después de la activacion de los macrofagos, células endoteliales y otras células, por
citoquinas, y una vez inducida, sintetiza NO en periodos largos. Este enzima es citosolico,
Ca independiente, requiere tetrahidrobiopterina asi como otros cofactores y su induccién
es inhibida por glucocorticoides. El unico pape! claramente establecido para este NO es
el de una molécula citotoxica para microorganismos invasores y células tumorales. Es
probable, sin embargo, que la liberacién de NO por este enzima tenga otras consecuencias

biologicas incluyendo vasodilatacion patologica y lesion tisular™.
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FACTOR DE RELAJACION DERIVADO DEL ENDOTELIO

Y OXIDO NITRICO

El tono del musculo liso vascular es regulado por una serie de agentes
vasoactivos que pueden alcanzar la pared vascular desde el torrente sanguineo o que
pueden ser liberados en la pared vascular por las terminaciones nerviosas adrenérgicas,
colinergicas u otras.

En los ultimos afios se sugirio que algunas sustancias producidas por las
propias células vasculares participan en la regulacion del tono del musculo liso, y que el
endotelio vascular es el responsable de la generaciéon de estas sustancias™. En 1.976, S.
MONCADA vy colaboradores™ al estudiar el metabolismo del acido araquidénico en la
pared vascular, descubrieron la prostaciclina, un potente vasodilatador, que es generado
preferentemente por el endotelio vascular y cuyo conocimiento contribuyo a esclarecer el
papel de estas sustancias en distintas situaciones fisiopatologicas. En 1.980 RF.
FURCHGOTT v J.V. ZAWADZKI"' demostraron que la relajacion vascular inducida por
acetilcolina dependia de la existencia del endotelio, y existian evidencias de que este efecto
era mediado por un labil factor humoral al que denominaron factor de relajacion derivado
del endotehio (endotelium derived relaxing factor, EDRF).

Mas tarde se demostro que el EDRF es responsable de la relajacion de la
pared arterial que inducen otras sustancias tales como sustancia P, adenin nucleodtidos,
trombina, el ionéforo del calcio A23187 y la bradicinina; ademas de otros estimulos como
la hipoxia v la estimulacion eléctrica. Sin embargo, existen otros agentes, como el péptido
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natriurético auricular, los agonistas adrenérgicos beta y la prostaciclina, que inducen la
relajacion vascular por mecanismos independientes del endotelio™.

Los primeros estudios para identificar el EDRF estuvieron dirigidos hacia
los metabolitos del acido araquidonico. Asi, se demostré que el EDRF era una sustancia
distinta de la prostaciclina y otras prostaglandinas vasodilatadoras, ya que la relajacion
dependiente del endotelio se producia incluso en los tejidos tratados con indometacina™.
R.J. GRYLEWSKI" demostré que el mecanismo por el que actuan las diferentes sustancias
antagonistas del EDRF es la produccion de aniones superoxido.

A. MULSCH y als.™ demostraron que la liberacion de EDRF por las células
endoteliales cultivadas activa la guanilato ciclasa. Esto sugiere que el EDRF es capaz de
difundir hasta el musculo liso vascular, y a través de la guanilato ciclasa, producir la
relajacion vascular. Esta activacion produce un aumento del 3'-5' guanidin monofosfato
ciclico (GMPc) tanto en el musculo liso como en las plaquetas, aumento que se asocia, por
tanto, con la relajacion dependiente del endotelio, asi como con la inhibicion de la
agregacion plaquetaria™.

Desde los primeros momentos se comprobo que la hiberacion de EDRF es
un proceso calcio dependiente. La relajacién dependiente del endotelio esta mas
relacionada con el flujo de calcio transmembrana que con los niveles intracelulares de
calcio.

La superoxido dismutasa (SOD) evita la degradacion del EDRF y revierte
la accion inhibidora de diversas sustancias sobre el EDRF™** Esto sugiere que el EDRF
se destruye por aniones superdxido, pero no por otros radicales derivados del oxigeno.
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Otros inhibidores del EDRF actuan por mecanismos diferentes; asi, la hemoglobina se une
a la moiécula de EDRF y el azul de metileno actua inhibiendo la guanilato ciclasa™.
También se ha demostrado que las acciones del EDRF sobre preparaciones vasculares y
plaquetas se potencian por la SOD y el citocromo ¢, y se inhiben por radicales Fe™ vy
algunos componentes redox™ "

En 1987 S. MONCADA vy als”** demostraron que el EDRF es el NO.
Estudiaron de forma comparativa los perfiles farmacologicos del EDRF y una preparacion
industrial de NO sobre -segmentos vasculares y plaquetas. Descubrieron una accion
relajadora similar, asi como una disminucion de su accion a la misma velocidad durante
su paso por la cascada del broanahisis. Ademas la vida media del NO es igual al del EDRF
y ambos compuestos inhiben la agregacion, inducen la desagregacion e inhiben la adhesion
plaquetaria””.

El NO puede medirse directamente como el producto quimioluminiscente
de su reacciéon con el ozono™'. Usando este método, S. MONCADA demostré que las
concentraciones de bradicinina que inducen la liberacion de EDRF en los cultivos de
células endoteliales producen también una liberacion de NO que reproduce la relajacion
de las preparaciones vasculares y la actividad antiagregante y antiadherente plaquetaria del
EDRF.

Todas las evidencias farmacologicas y bioquimicas demuestran claramente
que el EDRF es el NO y que cumple todos los criterios necesarios para ser clasificado
como un mediador biologico.

El NO es una sustancia altamente inestable, que con rapidez se convierte en
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NO. v NO. en soluciones oxigenadas. Actia solamente como resultado de la transferencia
directa célula a célula, cuyas membranas atraviesa rapidamente, por lo que debe
considerarse como una hormona local o sustancia parécrina mas que como una hormona
circulante™

Sin embargo, no debe excluirse la posibilidad de que otros mecanismos
distintos a la liberacion de NO, desempefien algun papel en la relajacion vascular
dependiente del endotelio, ya que los mecanismos que realizan una misma funcidn

biologica suelen ser multiples.
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BIOSINTESIS

Desde el descubrimiento de la liberaciéﬁ de NO por las células endoteliales,
uno de los interrogantes mas importantes ha sido el conocer el origen del NO.

S. MONCADA" ha demostrado que las células endoteliales cultivadas
sintetizan NO del atomo del nitrogeno terminal del grupo guanido del aminoacido L-
arginina; un aminoacido dibasico, cationico, semiesencial con numerosas implicaciones en
el metabolismo celular’” Sirve como un intermediario en el ciclo de fa urea, como precursor
de la biosintesis de poliaminas, y con funciones inmunomoduladoras y secretorias. Esta
reaccion es especifica, puesto que otros analogos de la L-arginina, incluido su isomero D,
no son sustratos de ésta. Ademas uno de ellos, la N"monometil arginina (L-NMMA)
produce una pequeia contraccion dependiente del endotelio e inhibe la relajacion y
hberacion de NO inducida por los vasodilatadores dependientes del endotelio como la
acetilcolina. La [.-arginina antagoniza todas las acciones de la L-NMMA. El coproducto
de esta reaccion es la L-citrulina, y su sintesis se inhibe también por la L-NMMA®

Por tanto, un estimulo fisiolégico, como por ejemplo, los niveles
extracelulares de calcio, desencadena una serie de reacciones que conducen a la formacion
de NO a partir de la L-arginina que proviene de las proteinas séricas. E1 NO difunde a la

célula diana produciendo la elevacion de los niveles de GMPc™.
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ACCIONES

El NO puede actuar a través de dos formas:

A.- Como un mecanismo de transduccion .

B.- Como una molécula efectora.

A.-Mecanismo de transduccién.-

Nuevos indicios en el campo de fa comunicacion intercelular se estan dando
a conocer en los Gltimos anos. Hasta fechas recientes, los mediadores neuronales se creia
que operaban de una forma altamente regulada, comenzando con la presintesis,
almacenamiento en vesiculas y liberacion en la hendidura sinaptica para actuar sobre los
especificos receptores de membrana. La generacion de moléculas altamente difusibles tales
como el NO, desafia estos preconceptos, y por tanto seria importante comprender los
factores que confieren especificidad a sus acciones®.

La necesidad conceptual de una molécula mas sustancial que sea responsable
de las interacciones celulares es tal que ha sido reivindicada la existencia de compuestos
que contienen NO para explicar las acciones del NO.

El NO no actia estimulando un receptor en la membrana celular, sino que
tiene una serie de blancos intracelulares, de los cuales el mas estudiado es la guanilato
ciclasa sotuble™.

En el sistema cardiovascular el endotelio es el principal asiento del NO, que
es denivado fisiologicamente y produce vasodilatacion, de importancia clave en la
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regulacion del flujo sanguineo y de la presion. El NO puede ser liberado también a partir
de las terminaciones nerviosas no adrenérgicas y no colinérgicas, al menos en algunas
regiones, v algunas formas de vasodilatacion coline’rgicé pueden ser mediadas también por
NO. Ademas la transmision simpatica puede ser modulada por NO, y ciertos mecanismos
mediados por el NO en partes del cerebro tales como el nucleus tractus solitartus pueden
estar implicados en la regulacion de la presion sanguinea. Ademas el NO tiene otras
funciones en el sistema cardiovascular que incluyen la regulacion de la excrecion de Na
por el rifaon.

Queda por clarificar el mecanismo por el que el NO es transferido desde los
puntos de sintesis (endotelio vascular y terminaciones nerviosas) a la guanilato ciclasa
soluble en los vasos del musculo liso, ya que la distancia y las dificultades que separan el
endotelio vascular del lecho adventicial de la vasculatura del musculo liso son amplias y
numerosas. Esto pone en evidencia la cuestion de si el NO atraviesa el espacio intracelular

0 si solo es transferido directamente de célula a célula.

a.-lcndotelio vascular -

El EDRF es una sustancia humoral labil que relaja el muasculo liso vascular
e Inhibe la agregacion y adhesion plaquetana a través de la esitmulacion de la guanilato
ciclasa soluble. La naturaleza quimica del EDRF ha sido identificada como NQ debido a
que sus propiedades farmacoldgicas son 1dénticas. El NO es liberado desde las células
endoteliales vasculares cultivadas y desde preparaciones vasculares en cantidades
sufictentes para explicar las acciones biologicas del EDRF.
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Las celulas del endotelio vascular sintetizan NO a partir del nitrégeno
guanidino terminal de la L-arginina”. La L-NMMA inhibe la sintesis de NO de una
manera especifica y dosis dependiente”. E! coproducto de esta reaccion es L-citrulina, cuya
sintesis es también inhibida por la L-NMMA®. El enzima que sintetiza NO desde la L-
arginina en estas células, denominada NO sintetasa, es citosolica vy NADPH, Ca v
calmodulina dependiente™.

En el sistema vascular hay un uso continuo de L-arginina para la generacion
de NO que juega un papel en el mantenimiento de la presion sanguinea. El marcado
aumento de la presion arterial producido tras la inhibicion de la sintesis de NO, confirma
el hecho de que el NO es el nitrovasodilatador enddgeno, y sugiere que una reduccion en
la sintesis de NO puede contribuir a la patogenia de la hipertension arterial.

Pequeifias variaciones en la concentracion de Ca™ extracelular aiteran la
produccion de NO por el endotelio vascular. Esto indica que el Ca™ juega un papel crucial
en la modulacion del tono vascular y sugiere que pequefios cambios en los niveles de Ca™
extracelular pueden ser relevantes en algunas formas de hipertension, incluyendo

eclampsia®’.

b.- Plaguetas. -

El NO actua a través de un mecanismo de retroalimentacion negativo para
regular la agregacion plaquetaria™. La agregacion inducida por el colageno va acompariada
de un incremento intraplaquetario de 1os niveles de GMP ciclico. La L-arginina aumenta
el nivel de GMPc inducido por el colageno e inhibe la agregacion. Se ha demostrado la
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presencia en el citosol de las plaquetas de NO dependiente de L-arginina vy NADPH, que
es mmhibido por L-NMMA. La formacion de NO a partir de la L-arginina en el citoso! de
las plaquetas depende de la concentracion de Ca™ libré.

La agregacion plaquetaria in vivo probablemente esta regulada por el NO
intraplaquetario, asi como por NO y prostaciclina liberados por el endotelio vascular. La
inhibicion de la adhesidon plaquetaria inducida por el NO no esta afectada por la
prostaciclina, lo que ndica que la adhesion plaquetania es controlada por GMPc mas que

por AMP¢™

¢ -Sistema nenvioso. -

En 1.982 se identifico en el cerebro un activador endégeno de la guanilato
ciclasa soluble que resulto ser la L-arginina®™"". Posteriormente se comprobé la presencia
de la via L-arginina:NO en el cerebro de la rata y se demostré la existencia de una NO
sintetasa, que fue recientemente purificada comprobandose que era calmodulina
dependiente™ """~

J. GARTHWAITE y als. comprobaron que la estimulacion de las células del
cerebelo de la rata con N-metil-D-aspartato (NMDA) induce una elevacion de los niveles
de GMPc, que se asocia con la liberaciéon de un compuesto similar al EDRF”". El GMPc
que se produce tras la estimulacion con NMDA es estimulado por L-arginina y se inhibe
con LNMA lo que demuestra que esta respuesta es mediada por el NO.

Es posible que el NO juegue en el cerebro un importante papel en el
desarrollo del aprendizaje y la memoria®™,
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[La formacion de NO puede mediar los efectos biologicos de otros
neurotransmisores cuyas acciones se asocian con un aumento del GMP¢™.

En el sistema nervioso periférico existen nervios, cuyo transmisor no es
acetilcolina ni noradrenalina, que forman un componente 1mportante de la inervacién
autonomica del musculo liso en el tracto gastrointestinal, visceras pélvicas, vias aéreas y
otros sistemas. Recientemente existen evidencias que indican que el NO puede ser el

transmisor en al menos alguno de estos nervios y un modulador en otros™.

d.-Owras celulas v tejidos -

Se ha comprobado la presencia de la via L-arginina:NO en la corteza y la
médula de la glandula adrenal. Esta sintesis de NO es también NADPH y Ca™
dependiente, igual que la del endotelio, plaquetas y cerebro™**,

Se ha comprobado el papel del GMPc en la secrecion de catecolaminas y
en la esteroidogénesis, por lo que es posible que esta via metabolica juegue un papel

modulador en el control de la sintesis y secrecion de hormonas por la glandula adrenal****.
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B.- Molécula efectora.-

Ha sido facil aceptar que el NO, generado por las células fagociticas, es
citotéxica para microorganismos invasores y células céncerosasjl, L.as células del sistema
reticuloendotelial liberan metabolitos reactivos del oxigeno como intermediarios,
incluyendo O." y por tanto la idea de radicales libres biologicamente activos no es ajena
a este campo de investigacion.

El NO, a diferencia de otras moléculas que son citotoxicas o citoliticas,
gjerce estas acclones a través de selectivos blancos intracelulares. Se combina con centros
Fe-S de enzimas del ciclo respiratorio v de la via de sintesis del ADN. Estos enzimas
incluyen aconitasa (ciclo de Krebs), nicotinamida adenina dinucleotido fosfato:ubiquinona
oxidorreductasa (complejo mitocondrial I),succinato: ubiquinona oxidorreductasa (complejo

mitocondrial I} y ribonucledtidorreductasa (sintesis de ADN)Y*"

. La inhibicion de estas
enzimas es obviamente de dramaticas consecuencias para las células diana.

Existen evidencias de que el NO generado es citotdxico para las células que
lo producen y las células vecinas. La produccion de NO en las células de Kupffer,
macrofagos, células endoteliales, células EMT-6 de adenocarcinoma, y fibroblastos es
toxico para ellas y las células adyacentes™.

Los hepatocitos, que fueron las primeras células no reticuloendoteliales en
las que se comprobo la sintesis de NO™, son altamente resistentes a la accion citotoxica
del mismo’ . Esto sugiere que hay una diferente sensibilidad celular a las acciones toxicas
del NO y que unas células son mas afectadas que otras.

T.R. BILLIAR"”" sugiere que el incremento en los niveles de GMP¢ pueden
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no ser responsables de la citotoxicidad, al menos en los hepatocitos.

La sintetasa de NO expresada por el endotelio vascular y células del
musculo liso es responsable de la hipotension y de la Hiporreactividad vascular del shock
endotoxico, y la expresion de este enzima por el miocardio y el endocardio puede explicar
la disfuncion cardiaca especifica que ocurre en estos casos™ .

La vasodilatacion en el shock es un mecanismo de defensa que se vuelve
patologico al Hegar a cierto punto. La citotoxicidad directa del NO puede acontecer por
vasodilatacion que, facilit.ando el flujo, favorece la supervivencia tisular. Esta puede ser
la razon de los aparentemente contradictorios resultados del trabajo de T.R. BILLIAR™
mostrando que, aunque el NO causa disfuncion hepatocelular in vitro, la inhibicién de su
produccion resulta en una lesion hepatica in vivo. Esto indica que la produccion de NO
es a la vez protectora y lesiva, como sugieren los experimentos en shock endotoxico’™.

NO y 0. generados por leucocitos activados pueden interactuar para
cancefar la actividad bioldégica del NO”. Se ha demostrado que NO y 0. pueden
reaccionar para formar peroxinitrito, el cual se descompone al ser protonado por potentes
oxidantes tales como -OH y NO ".. Es probable que en condiciones de activacion celular
inmunolégica se produciria una interaccion entre NO, Q.", y posiblemente otros reactivos
intermediarios del oxigeno. La toxicidad inducida por NO puede ser causada por estos
componentes resultantes.

La generacion de NO por el enzima inducible es regulada por
glucocorticoides y citoquinas™. Los glucocorticoides inhiben la induccién de la sintesis de
NO sin afectar a ambos enzimas constitutiva e inducible. Esta propiedad puede explicar,
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al menos en parte, algunas de las acciones toxicas y terapéuticas de estos compuestos.

a.- Macrofagos. -

Una via metabolica L-arginina dependiente contribuye a la actividad
citotoxica de los macréfagos, incluyendo inhibicion de la respiracion mitocondrnial,
actividad aconitasa, y sintesis de DNA; y se produce a través de la inhibicion de los

enzimas que contienen Fe en las células diana™*'

. Esta actividad, asi como la generacion
de NO. y NO'; son inhibidas por L-NMMA®’_ Esta via parece jugar un papel en los efectos
citotoxicos de los macrofagos sobre las células tumorales, protozoos y microbios™ ™.
Esta sintesis de NO en los macrofagos difiere de la que se produce en las
células endoteliales, plaquetas y cerebro en que no se detecta en células inactivadas y

. . . . .. 7R . . .
requiere sintesis proteica para su expresion’. La sintesis de NO por los macrofagos es

citosolica y requiere L-arginina, NADPH vy tetrahidrobiopterina, pero no Ca™".

h.- Neutrofilos. -
Se ha comprobado en estas células la presencia de una NO sintetasa similar
a la que existe en los macrofagos™ ™’ La significacion bioldgica de la produccion de NO
por los neutrofilos es desconocida. No existe evidencia de que el NO denivado de los
neutrofilos juegue ningun papel en la activida citotoxica de estas células. La liberacion de
NO puede ser un mecanismo para controlar los niveles de anidn superdxido, que es

también liberado por neutréfilos estimulados e inactiva al NO7".
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.- Células de Kupffer v hepatocitas. -

Las células de Kupffer de ratas, cultivadas con hepatocitos y estimuladas
con lipoproteinas, inducen una significativa supresion &e la sintesis total de proteinas por
los hepatocitos, pero so6lo cuando esta presente la L-arginina en el medio” . Este efecto que
requiere un periodo de induccion de vanas horas, esta asociado con la formacion de NO-.,

NO',, vy citrulina tanto en las células de Kupffer como en los hepatocitos™*"

. Este efecto
es bloqueado con L-NMMA. El NO asi formado es citotoéxico porque suprime la sintesis
proteica’.

El origen de la arginina para la sintesis de NO en el higado no esta claro,
particularmente si tenemos en cuenta el bajo nivel de arginina intracelular™ La
concentracion intracelular de arginina en los hepatocitos es muy baja (5 microM)
comparada con la concentracion plasmatica (50-100 microM), lo que sugiere que la sangre
puede ser un importante origen de arginina para el hepatocito y que la capacidad de
transporte de la membrana plasmatica para la arginina puede controlar su nivel®

La produccion de NO por las células del parénquima hepatico es estimulada
por bacterias, endotoxinas y citoquinas y puede estar implicado en el dafio hepatocelular
asociado a sepsis’™. Hay, ademas, crecientes evidencias que sugieren que, bajo ciertas
circunstancias, ¢l incremento en la produccion de NO es responsable de los compromisos
hemodinamicos que aparecen en el shock séptico.

El transporte de arginina por los hepatocitos humanos es mediado
principalmente por el sistema de transporte Na -independiente y~. Los inhbidores de la NO

sintetasa ademas de su capacidad para bloquear la produccion intracelular de NO, también
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bloquean la captacion de la arginina a través de la membrana plasmatica del hepatocito™.

d - Sistema vascular.-

Hasta hace poco tiempo se creia que la unica sintetasa de NO en la pared
vascular era constitutiva Ca* -dependiente del endotelio. Sin embargo, recientemente se
comprobd que las células endoteliales en cultivo expresan una NO sintetasa Ca™ -

independiente tras la activacion in vitro con LPS e IFN-ganma”.

c.- Otras células v tejidos. -

Se ha demostrado la presencia de una NO sintetasa inducible en células

EMT-6 de adenocarcinomas de mamiferos y en fibroblastos estimuiados con citoquinas.
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OXIDO NITRICO Y LESION POR REOXIGENACION

Se acepta en general que la alta reactividad del -OH es la responsable de la
lesion oxidativa en algunos tejidos, como el miocardio, v la formacion de -OH ocurre a
través de la reaccion de Haber-Weiss (Fenton) catalizada por Fe'*. J.S. BECKMAN y als.®
han sugerido que la generacion de ‘OH a través de la reaccion de Haber-Weiss puede ser
limitada in vivo, v han propuesto que el NO reacciona con 0. en situaciones patologicas

para producir especies citotoxicas a través de las siguientes reacciones bioquimicas™*:

o JE o R— > ONOO
ONOO™ + H -ssenne- > ONOOH
ONOOH = —-eeeeee- > -OH + NO,
(075 [ (o Ju— > NO, + H

Esta reaccion quimica puede verse como una via alternativa de generacion
de ‘OH durante la lesion por reoxigenacion de los tejidos y esta de acuerdo con el

conocido efecto protector de la superoxido dismutasa™®'.

Es probable que la interaccion entre superdxido y NO pueda ocurrir in vive
y se ha sugerido que el endotelio vascular tiene la capacidad para regular los efectos del
NO generando superdxido’™. En algunas situaciones patologicas, los macrofagos vy
neutrofilos, reclutados en el sitio de la lesion, pueden ser activados para producir
superoxido y oxido nitrico como parte de la respuesta inflamatoria.
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Estos datos podrian generar la hipdtesis de que la lesion por reoxigenacion
estaria mediada. al menos parcialmente, por la via L-arginina;NO previamente a la

formacion del anion peroxinitrito (ONOQ") v -OH.
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El higado de la rata Wistar presenta dos caracteristicas principales la
presencia de cuatro lobulos separados por tres fisuras principales v la ausencia de vesicula
biliar

Al abrir el abdomen, los Iobulos medio y lateral izquierdo, que forman los
dos lobulos anteriores, estan en primer plano bajo la pared abdominal y recubren los dos
lobulos dorsales, el lobulo lateral derecho y el Iobulo caudado. Estos cuatro lobulos estan
umdos por un eje parenquimatoso circundando la vena cava.

El l6bulo medio es el mas 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 lobulo lateral izquierdo presenta una hendidura en su cara posterior que
corresponde al paso del esofago abdominal. Se encuentra parcialmente cubierto por el
lobuto medio y oculta completamente la parte anterior del lobulo caudado.

El lobulo lateral derecho esta separado por una profunda fisura en dos partes
iguales, una anterior y otra posterior. Cerca de la linea media presenta una protuberancia
parenquimatosa, que es ¢l lugar de insercion del ligamento hepatomesoduodenal.

El lobulo caudado esta dividido en dos partes por una fisura en la que
discurre el esofago abdominal.

Los cuatro lobulos estdn 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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- Seegmento [.- Corresponde al lobulo caudado, dividide por la fisura frontal
1zquierda.

- Segmento Il - Corresponde al lobulo lateréi 1zquierdo, separado del lobulo
caudado por la fisura principal dorsal.

- Segmentos [II y IV .- Corresponden al lobulo medio, separado del 16bulo lateral
izquierdo por la fisura principal 1zquierda.

- Segmentos V y VIIL- Corresponden también al Iébulo medio y estan separados
de los segmentos Il y IV por la fisura umbilical, que divide el 16bulo medio en dos
lIobulos paramediales, el 1zquierdo que incluye los segmentos IIT y IV y el derecho que
incluye los segmentos V y VIIL

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

por la fisura frontal derecha y separados del l6bulo medio por la fisura principal derecha.

El hilio hepatico esta formado por la vena porta, la arteria hepatica y el
conducto hepatico. El arbol biliar es el mas superficial de los elementos del hilio hepatico
y se origina en el segmento II, formandose por la uniéon de cuatro conductos que drenan
el resto de los segmentos hepaticos.

La vena porta y sus ramas estan situadas en la zona mas profunda, ocupando
la arteria hepatica una situacién intermedia entre los otros dos elementos. Describen una
curva concava hacia la izquierda, distribuyendo sucesivamente sus ramas para los

diferentes lobulos.
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Los ligamentos triangulares consisten en reforzamientos laterales de la
reflexion peritoneal. El ligamento falciforme es sagital, con forma de media luna y se
inserta en la cara anterior del lébulo 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 arteria mesentérica superior y

. LA 99
a lo largo de la insercion del meso duodenal™.
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El desarrollo de la cirugia y los procedimientos anestésicos han permitido
el abordaje hepatico para el tratamiento de traumatismos y tumores, que necesitan de
exclusion vascular temporal. Sin embargo la cirugia heﬁética se ha seguido viendo limitada
por la lesion que se produce tras el periodo de isquemia temporal y la subsiguiente

revascularizacion.

El avance en el tratamiento de ciertas hepatopatias desde la introduccion del
transplante hepatico comé arma terapéutica, ha permitido unos excelentes resultados al
conseguir la supervivencia de pacientes que, hasta ese momento, estaban condenados
irremisiblemente a un desenlace fatal de su enfermedad. Desde entonces se han
incrementado progresivamente fas investigaciones en todos los campos que rodean al

transplante.

Uno de los problemas mas graves que se han planteado es el mantenimiento
de la viabilidad del injerto, evitando la lesion que se produce tras la reperfusion

postisquémica.

Ei conocimiento de los mecanismos intimos de la lesion fisiopatoldgica que
se produce tras un proceso de isquemia-reperfusion, podria permitir mantener la viabilidad
del organo e i1mpedir el dafio celular que tiene lugar tras la revascularizacion

postisquémica.
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Nos hemos interesado en las modificaciones cuantitativas de los aminoacidos
basicos que se producen tras periodos de 1squemia parcial hepatica y posterior reperfusion,
como elementos integrados en la fisiopatologia dé la lesion por reperfusion. Las
alteraciones en los niveles de Arginina, Lisina e Histidina podrian verse implicados como
intermediarios en el metabolismo del dafic hepatico que se produce tras la

revascularizacion postisquémica.

En los ultimos afios se han desarrollado multiples lineas de investigacién
para estuchar el mecanismo por el que se produce la lesion postreoxigenacion, prestandose
especial atencion a distintos aminoacidos, y en especial a la arginina como precursor del

NO en la via metaboélica Arginina:NO.
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OBJETIVOS

1.- Determinacion basal de los aminoacidos Arginina, Lisina e Histidina

en un modelo experimental de isquemia-reperfusion hepatica en ratas.

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

reperfusion variables.

3.- Comprobar si la funcion citoprotectora de SS14 se realiza a través

de su influencia en la modificacion de estos parametros.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado 45 ratas Wistar machos del animalario de la Unidad
de Cirugia Experimental del Hospital Juan Canalejo de La Corufia. El peso de los
animales ha sido de 359 + 50 gr.

Todos los animales incluidos en el estudio han permanecido en
situaciones similares de estabulacion, réegimen luz/oscuridad, temperatura, humedad y
tipo de alimentacion.

Para la realizacion del estudio se ha respetado la normativa vigente
sobre experimentacion 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 quirurgicas se realizaron en las instalaciones de la
Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Juan Canalejo de La Coruda.
Los estudios de analisis de laboratorio se realizaron en el Servicio de

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

Se utilizd una bomba de perfusion de flujo regulable modelo Harvard
apparatys syringe infusion pump 22 en la perfusion de Somatostatina a través de la

vena yugular.

PRODUCTOS UTILIZADOS

Clorhidrato de Ketamina (Ketolar, Lab. Parke-Davis). Su compostcion
por ml es la siguiente: 50 mgr de clorhidrato de ketamina, 0,Imgr de cloruro de
femerol v Iml de agua.

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

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

Heparina al 1% (Lab. Leo).

En la serie de perfusion se administro a los animales SS-14 (Somiaton,

L.ab. Serono). Ampollas de 2ml con 250 mcgr de principio activo.
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PREPERACION Y REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Desde 18 horas previas a la intervencion los animales solo tuvieron
acceso al agua.

La anestesia fue igual para todos, consistiendo en la inyeccion
intraperitoneal de una solucidén conteniendo Ketamina a dosis de 62,5 mgr/Ker,
Diazepan 5 mgr/Kgr y Atropina 0,25 mgr/Ker.

Tras la anestesia a los animales se les rasur6 la fosa supraclavicular
1zquierda, donde se diseco la vena yugular y se extrajo 1 ml de sangre que se catalogo

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

Entre una y dos semanas mas tarde se procedié a una nueva anestesia
v tras invectar 15 Ul de Heparina por cada 100 gr de peso a través de la vena dorsal
del pene, se rasurd la pared abdominal y se realizé una laparotomia transversa de 5-6
c¢m de longitud. Se identifico el pediculo vascular del 1obulo lateral derecho colocando
una pinza vascular en dicho pediculo y procediendo a isquemia de 90 minutos,
transcurridos los cuales se retird la pinza permitiendo 1a reperfusion durante el primer
minuto y a los 15, 30 y 60 minutos, segun los grupos utilizados (Fig. 5).

Se establecio un primer grupo de supervivencia para comprobar que la
lesién hepatica no afectaba a la wiabilidad de los animales y que la lesion era
totalmente reversible, sin que los resultados se vieran sesgados por factores ajenos a
la propia isquemia-reperfusion.
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Fig. 5 - Lugar de colocacion del clamp 2n el pediculo del lobulo hepatico derecho del
higado de la rata Wistar.
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En la serie de perfusion se realizé cateterizacion de la vena yugular
derecha con un venocath del numero 18 por el que se administrd SS-14 a la dosis de
2 microgramos’/h a una velocidad de 0,1 mi/h co.menzando 30 minutos antes de la
intervencion y manteniéndola hasta el final de la reperfusion.

Al termino de la reperfusion se extrajo Iml de sangre de la vena cava
inferior,

Las muestras de sangre se centrifugaron a 2.500 rpm. durante S

minutos y el plasma se congelo a -20°C,

PARAMETROS VALORADOS

Se han valorado los siguientes parametros:
- Arginina.
- Lisina.

- Histidina.

La técnica de valoracion ha sido por Cromatografia de intercambio
10n1¢co, consistente en separar las moléculas de soluto basandose en las diferencias de
comportamiento acido-base (Technicon TSM). Para este proceso la columna se llena
con una resina sintética que contiene grupos cargados fijos. Existen dos clases
principales de resina de intercambio i0nico: intercambiadores cationicos e
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intercambiadores anionicos. Los aminoacidos se separan habitualmente mediante
columnas de intercambto catidnica rellenas con particulas solidas de una resina de
poliestereno sulfonada que se ha equilibrado pr-eviamente con una disolucion de
NaOH. de tal forma que sus grupos sulfonicos acidos se hallen totalmente cargados
con Na . Esta forma de resina es la forma sodica; la resina puede prepararse también
en forma protonizada o forma hidrogenada, mediante lavado con acido. A la forma
sodica de la resina lavada se le afiade una disoluciéon acida (pH=3) de la mezcla de
aminoacidos; a dicho pH los aminoacidos se encuentran principalmente en forma de
cationes, con carga positiva neta. Los aminoacidos cationicos tienden a desplazar
algunos de los 1ones sodio ligados a las particulas de resina; la cantidad de
desplazamiento variara ligeramente entre los distintos aminoacidos a causa de las
pequetias diferencias en el grado de ionizacion. A pH=3,0 los aminoacidos mas
basicos (lisina, arginina e histidina) se uniran a la resina muy estrechamente por
fuerzas electrostaticas, v los mas acidos seran los que se unan menos. A medida que
se aumenta gradualmente el pH y la concentracién de CINa del medio eluyente
acuoso, los aminoacidos descienden en la columna a velocidades diferentes v pueden
recogerse en muchas fracciones pequenas. Las diversas fracciones pueden analizarse
cuantitativamente mediante la reaccion de la ninhidrina. Los aminodcidos mas
anionicos aparecen primeramente y los mas cationicos (arginina, lisina e histidina)
posteriormente. A partir de los datos se construye una curva de elucion. El
procedimiento analitico completo ha sido automatizado, de modo que la elucion, la
recogida de las fracciones, el analisis de cada fraccion y los datos de registro son
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olaborados automaticamente mediante un aparato denominado analizador de

aminoacidos.
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PROTOCOLO DE TRABAJO

Hemos realizado un primer grupo de contro! de supervivencia y a
continuacion se han establecido dos series en las que los animales de experimentacion
fueron divididos en cuatro grupos basados en los distintos tiempos de reperfusion,

En la primera serie se realizo isquemia y reperfusion del i6bulo hepatico
derecho sin perfusidn con Somatostatina, mientras que en la segunda todos los
amimales de cada grupo recibieron una perfusion de Somatostatina (SS-14) desde

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

GRUPQ 0 (n=5) -
Se realizo tsquemia del lobulo hepatico derecho durante 90 minutos y
poterior reperfusion, retornando a los animales a sus jaulas para comprobar

supervivencia durante un mes.

SIN PERFUSION.-

GRUPO I (n=3} -

Tras anestesia se extrajo Iml de sangre para determinaciones de
aminoacidos en estado basal Entre una y dos semanas mas tarde se realizo 1squemia
del lébulo hepatico derecho durante 90 minutos, permitiendo a contunuacion la
reperfusion y procediendo inmediatamente a la toma de Iml de sangre de la vena
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cava nferior.

GRUPO Il (n=5).-

Se utilizo el mismo procedimiento que en el grupo I, pero la reperfusion

fue de 15 minutos.

GRUPQO I (n=3).-

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

reperfusion durd 30 minutos.

GRUPQ IV (n=35).-

La reperfusion, tras isquemia del lébulo hepatico derecho, duré 60

minutos.

PERFUSION CON SOMATOSTATINA.-

Se cateterizo la vana yugular derecha por la que se perfundié SS-14
media hora antes de la intervencion a dosis de 2 microgramos/hora a una velocidad
de 0,1 ml/h y se mantuvo durante un periodo de isquemia de 90 minutos y durante
todo el tiempo que durd la reperfusion.

Los grupos establecidos fueron los mismos que en la serie sin perfusion,
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basados en los diferentes tiempos de reperfusion. A todos los animales se les realizo

previamente una determinacion de aminoacidos en estadio basal.

GRUPO I (n=5).- Isquemia de 90 minutos y reperfusion inmediata.

GRUPO 1I (n=5).- Isquemia de 90 minutos y reperfusion durante 15 minutos.

GRUPO III (n=5) - Isquemia de 90 minutos y reperfusion durante 30 minutos.

GRUPQ IV (n=5)- Isquemia de 90 minutos y reperfusion durante 60 minutos.

METODO ESTADISTICO

El estudio estadistico se realizd mediante el programa para PC

RSIGMAF®. La comparacion de medias se realizo mediante la t de STUDENT,

considerandose significativos los valores a partir de p<0,05,
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Los resultados obtenidos en los distintos grupos prefijados en el capitulo
de Matenal y Métodos de este estudio se registran en las tablas T a XXX.

Todos los animales del grupo de s;upervivencia, a los que se realhizo
isquemia de 90 minutos v se les controlé para comprobar su evolucion natural,

sobrevivieron.

Hemos calculado la media, desviacion tipica (DT), valor minimo (Min),
valor maximo (Max), coeficiente de varianza (CV) y el error estadistico de la media
(EEM) para los distintos aminoacidos en cada grupo de cada serie (Tablas XXXI a

XXXIV).

Posteriormente se han comparado las medias de los resultados basales
y tras isquemia-reperfusion en ambas series (B, Bss, I-R, I-Rss), asi como las medias
de los resultados basales y tras 1squemia-reperfusion en cada una de las dos series,

para los distintos aminoacidos (Tablas XXXV a XXXVIII).

A continuacion se han comparado las medias de los resultados tras

isquemia-reperfusion entre los distintos grupos de cada serie (Tabla XXXIX).

Se ha comprobado una disminucion drastica de la arginina desde los
primeros momentos de la reperfusion y un incremento de los niveles de lisina e
histidina en ambas series (Figuras 6 a 17).
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N°® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
m
| 68.23 10
2 73,35 10
3 87,63 38,01
4 76,25 34,10
5 69,73 25,10

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

N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 52,07 0
2 115,34 0
3 76,32 0
4 102,42 0
5 130,28 0

TABLA II1.- Arginina e Isquemia-reperfusion, micromotes/l. Grupo 11
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 80,99 0
2 60,79 0
3 88,21 0
4 61,82 0
5 51,43 0

TABLA III.- Arginina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Grupo 11

N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 87,14 0
2 124,01 0
3 94,11 0
4 89,97 0
5 119,94 0

TABLA IV - Arginina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Grupo IV.
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
I 322,73 416,94
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-reperfusion, micromoles/l. Grupo 1.

N°® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 378,70 620,32
2 344,52 612,89
3 335,00 725,85
4 426,51 1032,28
5 409,89 723,59

TABLA VI - Lisina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Grupo II.
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 391,27 618,79
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-reperfusion, micromoles/l. Grupo IIL

N® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 152,58 428,17
2 335,64 648,14
3 260,00 581,48
4 288,03 505,15
5 262,27 52251

TABLA VII - Lisina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Grupo 1V.
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N°® ANIMAL SUERO BASAL SUEROQO 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-reperfusion, micromoles/l. Grupo 1.

N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
I 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-reperfusion, micromoles/l. Grupo II.
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N ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 223,68 555,91
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-reperfusién, micromoles/l. Grupo IIL

N°® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 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 XIIL- Histidina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Grupo IV.
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 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.- Arginina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusién con

Somatostatina. Grupo L

N° 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-reperfusion, micromoles/l. Perfusién con

Somatostatina. Grupo 11.
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 7200 0
2 151,64 0
3 78,64 0
4 112,98 0
5 | 82.95 0

TABLA XV.- Arginina e Isquemia-reperfusiéon, micromoles/l. Perfusién con

Somatostatina. Grupo IIL

N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
| 1 74,18 0
2 94,08 0
3 65,22 0
4 69,73 0
5 107,16 0

TABLA XVI- Arginina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo IV.
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N° ANIMAL | SUERO BASAL SUERO I-R
i 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 XVIL- Lisina e Isquemia-reperfusién, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo 1.

N® ANIMAL SUERO BASAL SUEROQO I-R
e — H
] 322,12 768,43
2 391,43 645,07
3 293,55 89231
4 378,72 913,24
5 451,41 606,77

TABLA XVIHI- Lisina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo IL
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N® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
t 25721 417,71
2 332,33 634,78
3 222,63 54335
4 276,51 477,78
5 235,38 382,87
TABLA XIX.- Lisina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupe 111

N°® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 273,18 432,10
2 293,82 519,21
3 364,72 413,63
4 269,13 45781
5 207,16 602,15
TABLA XX.- Lisina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo IV.
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[ N° ANIMAL _ SUERO BASAL SUERO I-R -
1 102,55 167,83
2 164,69 161,72
3 194,39 196,71
4 94,44 133,29
5 102,82 105,19

TABLA XXI.- Histidina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusidén con

Somatostatina. Grupo 1.

N° 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
5 287,33 477,62

TABLA XXII- Histidina e Isquemia-reperfusién, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo IL
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N° ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
T [ 181,69 302,91 1
2 1 253,86 460,45
3 178,93 317,41
4 131,14 365,68
5 200,89 327,51

TABLA XXIH.- Histidina e Isquemia-reperfusion, micromoles/l. Perfusion con

Somatostatina. Grupo III

[ N°® ANIMAL SUERO BASAL SUERO I-R
1 187,13 408,18
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-reperfusion, micromoles/l. Perfusién con

Somatostatina. Grupo IV.
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- GRUPO I GRUPO 11 GRUPO 111
SB SIR || SB SIR || SB SIR
6823 I 10 52,07 0 20,99 0
7335 10 115,34 0 68,79 0
87.63 38.01 76,32 0 88.21 0
76.25 30 || 10242 0 61,82 0
69.73 2500 || 130,28 . 0 51,43 0

GRUPO 1V
SB SIR
N
a0 | o

94,11 0
w0 | o

119,94 0

TABLA XXV.- Arginina

basal y tras isquemia-reperfusion en la serie

GRUPO I GRUPO 11 GRUPO I} GRUPO IV
SB SIR || SB SIR || SB SIR || SB SIR
90,28 || 17.06 62.17 [ 0 72.00 0 74,18 0
72.46 13 95.43 0 151,64 0 94,08 0
£3.06 25.97 83,32 0 78,64 0 63,22 0
78,24 [ 33,82 71,67 0 E 0 69,73 0
67.11 [ 23,51 121,54 0 82,93 0 107,16 0

sin perfusion.

Tabla XXVI .- Arginina basal y tras isquemia-reperfusion. Perfusion con Somatostatina.
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GRUPO 1 GRUPO 11 GRUPO III GRUPO IV
SB SIR | SB SIR | SB SIR || SB SIR
322.73 416,94 378,70 620,32 391,27 - 618,79 £52,58 42817
282.96 383.65 34452 612,89 362,41 675.52 335,64 648,14
272.95 396.91 335,00 725.85 221,11 571,47 260,00 581,48

292,37 40245

42631 103228
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TABLA XXVIL- Lisina basal y tras isquemia-reperfusion en la serie sin perfusion.

GRUPO 1
SB SIR

13227 60181

GRUPO I
SB SIR
322.12 768,43

29908 396,71

391,43 643,07

GRUPO Il

25721 417,71

SB SIR || SB SIR

29382 319,21

GRUPO IV

273,18 432,10

27431 423,29

378,72 913,24

364,72 413,63

269,13 437,81

403132 51328

431,41 606,77

207,16 602,15

Tabla XXVIII - Lisina basal y tras tsquemia-reperfusion. Perfusion con Somatostatina.
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GRUPO 1 GRUPO II GRUi’O 31 GRUPO IV
SB SIR || SB SIR [ SB SIR || SB SIR
96.02 109.72 284,19 480.29 223 68 555,91 93,56 | 325.90
161.33 18i.97 180,45 448,62 171,94 389,22 129,77 496,28
89.07 108,15 274,59 475,93 186,79 334,69 113,08 529.45
172.93 188.03 203,90 471,04 215,94 305,21 137,48 [ 414,28
115.93 122.09 175,29 496,47 167.10 341,95 132,00 ‘ 363,97

TABLA XXIX - Histidina basal y tras isquemia-reperfusion en la serie sin perfusion.

GRUPO I GRUPO 11 GRUPO 111 GRUPO IV
SB SIR | SB SIR || SB SIR || SB SIR
102,55 I 167.83 155,52 437,64 181,69 302,91 187,13 - 408,18
} 164.69 161.72 239,38 43557 253,86 460,45 12645 || 42112
194,39 196,71 198,32 471,22 178,93 31741 13489 || 504,13
9444 133.29 251,17 424,93 131,14 363,68 132.1 381,15
102,82 105.19 287.33 477.62 200.89 327,51 98,14 403,95

Tabla XXX .- Histidina basal y tras isquemia-reperfusion. Perfusion con Somatostatina.
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Fig. 6 - Cromatografia de intercambio 16nico. Determinacion de arginina, lisina e

histidina en suero basal
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Fig. 7- Cromatografia de intercambio 16nico. Determinacion de arginina, lisina e

histidina tras [a reperfusion inmediata.
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Fig 8- Cromatografia de intercambio 10nica. Determinacion de arginina, lisina e

histidina a los 15 minutos de reperfusion.
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Fig. 9.- Cromatografia de intercambio 1onico Determinacion de argininalisina ¢

histidina a los 30 minutos de reperfusion.
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Fig. 11 - Cromatografia de intercambio 16nico. Determinacion de arginina, lisina ¢

histidina a los 30 minutos de reperfusién tras perfusion continua con SS14.
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ARGININA SIN S814 PERFUSION 8514
B I-R B I-R
MEDIA 75.078 23.442 78.23 22,672
DT 7.6935 13,1334 9.0205 80762
Min 68,23 10 67.11 13
Max 87,63 38,01 90.28 3382
Ccv 10473 36,025 11,5308 35,6218
EEM 3,4406 35,8734 4,034 36118
LISINA SIN 8814 PERFUSION 8814
L B I-R B I-R
MEDIA 313,446 441,098 334,64 469,752 ]
DT 49 878 92,6975 49,4858 86,5636
Min 272,95 383,63 27431 396,71
Max 396.22 605,54 401,32 601.81
Ccv 15,9128 21,0152 14,7878 18,4275
EEM 22,3061 41,4556 22,1307 38,7124
HISTIDINA SIN SS14 PERFUSION 5514
B I-R B I-R
MEDIA 127,056 141,996 131,778 152,948
DT 38,1087 39,6939 44.9734 34,9314
Min 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 basica del Grupo 1.
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ARGININA SIN Ss14 PERFUSION §S514
B I-R B I-R
MEDIA 93,286 0 86,826 0
DT 31.2449 0 23,0706 ¢
Min 32,07 0 62.17 0
Max 130,28 0 121,54 0
cv 32,7506 0 26,571 0
EEM 13,9731 0 10,3175 0
LISINA SIN S514 PERFUSION 8814
B I-R B I-R
MEDIA 378,924 742,986 367,446 765,164
DT 39.8005 170,538 01,7806 1392969
Min 333 612,89 293,53 606,67
Max 426,51 103228 451,41 913,24
cv 10,5036 22,9331 16,8133 18,2048
EEM 17,7993 | 76,2665 27,6291 62,2955
HISTIDINA SIN 5814 PERFUSION SS14
B I-R B I-R
MEDIA 223,684 474,47 226,344 449,396
DT 52,0936 17,3204 30,7616 23,4365
Min 175,29 448,62 135,52 42493
Max 284,19 496,97 287,33 477.62
Ccv 23,2889 36503 22,4267 5,2196
EEM 23,297 7,7459 22,7013 10,4901

Tabla XXXII.- Estadistica basica del Grupo IL
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ARGININA SIN SS14 PERFUSION SS14
B I-R B I-R
i
MEDIA 70,248 0 99,642 0
DT 14,708 0 33,0359 0
Min 51,43 0 72 0
Max 88,21 0 151,64 0
CV 20,9372 0 33,1546 0
EEM 6,3776 0 14,7741 0
LISINA SIN SS14 PERFUSION 8814
B I-R B I-R
e————— =
MEDIA 330,036 350,444 264,832 471,298
DT 108,7124 68,1224 42,9742 97,7761
Min 214.27 489,83 222,63 381.87
Max 461,22 675,52 332,33 634,78
Ccvy 32,9376 11,5375 16,2258 20,7461
EEM 48,6177 30,4653 19.2187 43,7268
HISTIDINA SIN 5814 PERFUSION 5514
B IR B I-R
MEDIA 193,09 389,396 189,302 354,792
DT 25,5947 97,8134 44,3011 63,4737
Min 167,10 305,21 131,14 302,91
Max 223,68 35591 253,86 460,45
Ccv 13,2533 25,1193 23,4024 17,8504
EEM 11,4463 43,7435 19,8121 28,3863

Tabla XXXIII.- Estadistica basica del Grupo III.
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ARGININA SIN SS14 PERFUSION SS14
B I-R B I-R
MEDIA 103.034 0 82,084 0
DT 17.3266 0 17,8339 0
Min 87.14 0 65,22 0
Max 124.01 0 107,16 0
cv 17,0103 0 21,7291 0
EEM 7,8381 0 7.9756 0
LISINA SIN SS14 PERFUSION SS14
B I-R B I-R
MEDIA 259,704 537,09 281,602 484,98
DT 67,1767 82,763 56,6259 76,6907
Min 152,58 428,17 207,16 413,63
Max 375.04 648,14 364,72 602,15
Ccv 25,8667 15,4095 20,1085 15,8132
EEM 30,0424 37,0128 25,3239 34,2971
HISTIDINA SIN 5814 PERFUSION S814
B I-R B I-R
o
MEDIA 121,178 425976 135,744 423,706
DT 17,9236 86,0903 32,2292 472151
Min 93.56 3259 98,14 381,15
Max 137,48 529,45 187,13 504,13
(Y 14,7912 20.2102 23,7427 11,1434
EEM 8,0157 38,5008 14,4134 21,1153

Tabla XXXIV - Estadistica basica del Grupo IV.
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Fig. 12.- Arginina. Serie sin Somatostatina.
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Fig. 13.- Arginina. Perfusion con Somatostatina.
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Fig. 14.- Lisina. Serie sin Somstostatina.
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Fig. 15.- Lisina. Perfusion con Somatostatina.
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Fig. 16 - Histidina. Serie sin Somatostatina.
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ARGININA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,001 NS. B
I-R p< 0,001 o _ N.S.
Bss N.S. o . p< 0,001
I-Rss . N.S. p< 0,001 o
LISINA B I-R Bss I-Rss
B - p< 0,05 NS. N
I-R p< 0,05 R . N.S.
Bss N.S. L o p< 0,01
I-Rss _ N.S. p< 0,01 .
HISTIDINA B I-R Bss I-Rss
B . N.S. N.S. L
I-R NS. _ - N.S.
Bss N.S. _ - N.S.
I-Rss . N.S. NS. .

Tabla XXXV.- Comparacion de medias del Grupo 1.
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ARGININA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,001 N.S. .
I-R p< 0,001 _ . N.S.
Bss N.S. o L p< 0,001
I-Rss _ NS p< 0,001 o
LISINA B I-R Bss I-Rss
B __ p< 0,01 N.S. o
I-R p< 0,01 L . N.S.
Bss NS. - o p< 0,001
I-Rss _ NS. p< 0,001 _
HISTIDINA B I-R Bss I-Rss
B . p< 0,001 N.S. .
I-R p< 0,001 _ . N.S.
Bss NS o . p< 0,001
I-Rss L N.S. p< 0,001 o

Tabla XXXVI.- Comparacion de medias del Grupo II. Muestras independientes.
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ARGININA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,001 NS, -
I-R p< 0,001 - o NS
Bss N.S. _ . p< 0,001
I-Rss _ N.S. p< 0,001 -
LISINA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,01 NS L
I-R p< 0.01 - o NS.
Bss NS. _ o p< 0,01
1-Rss - N.S. p< 0,01 L
[ HISTIDINA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,05 NS. _
I-R p< 0,05 _ _ N.S.
Bss N.S. o o p< 0,01
I-Rss L N.S. p< 0,01 .

Tabla XXXVIIL.- Comparacion de medias del Grupo III. Muestras independientes.
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ARGININA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,001 NS. .
I-R p< 0,001 o . N.S.
Bss N.S. o o p< 0,001
I-Rss - NS. p< 0,001 .
LISINA B I-R Bss 1-Rss
B L p< 0,001 NS. -
I-R p< 0,001 o _ NS
Bss N.S. _ _ p< 0,01
I-Rss L N.S. p< 0,01 .
HISTIDINA B I-R Bss I-Rss
B _ p< 0,01 NS, B
I-R p< 0,01 o | o NS.
Bss N.S. - - p< 0,001
I-Rss . NS. p< 0,001 .

Tabla XXXVIII - Comparacion de medias del Grupo I'V. Muestras independientes.
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ARGININA GRUPO 11 GRUPO III GRUPO IV
GRUPO I N.S. NS. N.S.
ARGININA-SS GRUPO 1l GRUPO III GRUPO IV
GRUPO I N.S. NS. N.S.

LISINA GRUPO II GRUPO 11 GRUPO IV
GRUPO 1 p<0,01 p<0,05 NS.
LISINA-SS GRUPO II GRUPO IH GRUPO IV
GRUPO 1 p<0,01 N.S. N.S.
HISTIDINA GRUPO 11 GRUPO III GRUPO IV
GRUPO | p<0,001 p<0,001 p<0,001

HISTIDINA-SS GRUPO I GRUPO IIi GRUPO IV
GRUPO 1 p<0,01 p<0,001 p<0,001

Tabla XXXIX.- Comparacion de medias de Isquemia-Reperfusion.
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GRUPO I.-

Se han comparado las medias (muestras independientes) entre arginina
basal y tras isquemia-reperfusion, siendo la diferencia significativa para p<0,001;
arginina basal y arginina basal con SS, no significativa; arginina basal con SS y
arginina tras isquemia-reperfusion con S8, significativo para p<0,001; y arginina tras

isquemia-reperfusion en ambas series, no siginificativa.

Los niveles de lisina basal se han incrementado significativamente tras
1squemia-reperfusion en la serie sin perfusion (p<0,05) y en el grupo con SS (p<0,01),
no siendo significativas las diferencias entre las determinaciones basales y tras

1squemia-reperfusion de ambas senes.

Las modificaciones de los niveles de histidina no obtuvieron

significaci6n estadistica entre ninguno de los grupos comparados.

GRUPO IL.-

Existe una disminucidén estadisticamente significativa en los niveles de
arginina tras isquemia-reperfusion tanto en la serie sin SS (p<0,001) como con SS
(p<0,001), no siendo significativas las diferencias entre determinaciones basales y tras

isquemia-reperfusion en ambas series.

El incremento de los niveles de lisina mantiene significacion estadistica
con respecto a la determinacién basal tanto en la serie sin SS (p<0,01) como en la que
se mantuvo la perfusion con S8 (p<0,01), no siendo significativas las diferencias entre

las determinaciones basales y tras isquemia-reperfusion en ambas series.

La elevacion de los niveles de histidina tras isquemia-reperfusion cobra
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significacion estadistica en este grupo (p<0,01) para ambas series, sin que existan
diferencias entre las determinaciones basales y tras isquemia-reperfusion de las dos

saries.

GRUPO II1.-

Los niveles de arginina plasmatica siguen sin recuperarse tras 30
minutos de reperfusion por lo que siguen existiendo diferencias estadisticamente
significativas en ambas series (p<0,001) entre los niveles basales y tras i1squemia-
reperfusion, no siendo significativas las diferencias entre los valores basales y tras

1squemia-reperfusion de las dos senes.

Se mantienen las mismas diferencias estadisticamente significativas
entre los valores basales y tras isquemia-reperfusion para la lisina en ambas series
{(p<0,01), no siendo significativas las diferencias entre los valores basales y tras

isquemia-reperfusion de las dos series estudiadas.

Siguen existiendo diferencias estadisticas entre los valores basales y tras
isquemia-reperfusion en los niveles de histidina, siendo significativas para p<0,05 en
la serie sin perfusion y para p<0,01 en la serie con SS. No existen diferencias

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

GRUPO 1V.-

La arginina sigue sin recuperarse tras una hora de reperfusion, por lo
que se mantiene la significacion estadistica entre los valores basales y tras 1squemia-
reperfusion en ambas series. La comparacion de medias entre los valores basales y tras
isquemia-reperfusion de las dos series, sigue sin ofrecer diferencias estadisticamente

significativas.
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La elevacion de lisina es estadisticamente significativa para p<0,001 en
la serie sin SS y para p<0,01 en la serie con S8, no existiendo diferencias entre las

determinaciones basales y tras isquemia-reperfusién en ambas series.

El incremento de los niveles de histidina es estadisticamente
significativo para p<0,01 en la serie sin 88 y para p<0,001 en la serie con SS, sin que
existan diferencias significativas entre las determinaciones basales y tras isquemia-

reperfusion para ambas series.

Se han comparado, ademas, los niveles de arginina tras isquemia-
reperfusion entre el grupo I y los grupos ILIII 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 11 (p<0,01) como en el III (p<0,05), no
siendo significativas las diferencias con respecto al grupo IV, mientras que en los
animales perfundidos con S8, las diferencias fueron sigmficativas entre el grupo 1 y

el 1I (p<0,01), pero no entre el grupo I y el Il n1 entre el [ y el IV.

El incremento de los niveles de histidina plasmatica en el grupo I
mantuvo significacion estadistica con respecto a los grupos II (p<0,001), III (p<0,01)
y IV (p<0,001) en la serte sin SS, asi como en la serie de animales a los que se

perfundié con SS para los grupos IT (p<0,01), ITI (p<0,001) y IV (p<0,01).
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La interrupcion del aporte sanguineo a un tejido origina una
combinacion de acontecimientos bioquimicos que abocan a la muerte celular. El
metabolismo aerobico repone los enlaces de fosfato de alta energia que se precisan
para la funciéon celular normal. La falta de oxigeno conduce al metabolismo anaerdbico
v al aumento de la concentracion basal de acido lactico cuya acidosis resultante altera
la cinética normal de las enzimas, creandose menos enlaces de alta energia, y la célula

es privada de la energia necesaria para mantener la homeostasis.

Las alteraciones de la membrana plasmatica que se producen durante
la 1squemia conducen a una pérdida del balance de los iones sodio y calcio, seguida
de acidosis, shock osmético, agrupamiento de la cromatina y picnosis nuclear'®. El
sodio se moviliza hacia el interior de la célula arrastrando agua para mantener el
equilibrio osmotico con el espacio intersticial y los iones potasio abandonan la célula
para dirigirse al intersticio. Estos cambios se acompafian de la activacion de la
fosfolipasa mitocondrial, de la pérdida de la fosforilacion oxidativa y de una

disminucidén de la produccion de ATP. La sobrecarga de calcio conduce a una

101

alteracion funcional de la membrana mitocondrial y a su lesion irreversible

La restauracion del flujo sanguineo restablece el aporte de energia y
elimina los metabolitos toxicos, sin embargo la incorporacién de los metabolitos
toxicos a la circulacion sistémica puede inducir a graves consecuencias metabolicas

y contribuir a una gran lesion tisular local.

Diversos estudios han identificado a los radicales libres denvados del
oxigeno como los mediadores de los componentes de la lesion debida a la secuencia
isquemia-reperfusion. Los radicales libres del oxigeno pueden producirse mediante la
reduccién o excitacion del oxigeno molecular’™**_ El superéxido es un producto del
metabolismo celular normal derivado del proceso del transporte de electrones en la

membrana mitocondrial, del reticulpendoplasmico y nuclear y de las proteinas solubles
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tales como hemoglobina, aldehidooxidasa y xantincoxidasa. El superdxido es el
precursor del peroxido de hidrégeno y de los radicales hidroxilo altamente reactivos’.
El radical hidroxilo se forma a traves de la reaccion de Haber-Weiss, catalizada por
el hierro v probablemente sea el responsable de la mayor parte de la lesiéon celular que
producen los radicales libres™®. Produce la peroxidacion de los lipidos y puede oxidar
a los grupos sulfhidrilos, inactivar a las enzimas del citocromo y alterar el transporte

de proteinas a través de la membrana.

En los tejidos postisquémicos la enzima xantinooxidasa es una
importante fuente de radicales libres™. Durante la isquemia la xantinooxidasa se
acumula en los tejidos, y ademas se produce un incremento de los niveles tisulares de
hipoxantina derivada del AMPc. La xantinooxidasa utiliza oxigeno molecular para
convertir a la xantina en hipoxantina, liberandose en dicho proceso superéxido. Por
tanto, durante la reperfusion se origina un incremento de los radicales libres.

El efecto mas perjudicial de los radicales libres es la peroxidacién de

3Zanl

los lipidos’ que causa un grave dafio celular estructural y funcional. Ademas
contribuyen a la lesién de las proteinas, especialmente aquellas que contienen

moléculas no saturadas, sulfuros y acidos nucleicos.

Tanto la lesion local como la sistémica se asocian con un incremento
de neutrofilos en la microvascularizacién®*. Las interacciones entre neutrofilos y las
células endoteliales son la base de la lesion microvascular que se produce durante la
lesion por isquemia-reperfusion. Los mediadores quimicos que intervienen en este
proceso son el PAF, el LTB, y los radicales libres de oxigeno. Se ha propuesto que
el superoxido producido tras la isquemia-reperfusion reacciona con las células
endoteliales promoviendo mediadores de la inflamacion tales como el PAF o el LTB,,
e inducen la expresion y la activacion de las glucoproteinas de adhesién endotelial-
moleculas de adhesion intercelular tipos | y 2, moléculas de adhesion leucocito-

endotelial: o inactivan al oxido nitrico dertvado del endotelio y a una molécula de
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adhesion endégena.

Los neutrofilos activados, con expresiéon de sus moléculas de adhesion
CD, /CD,,, se adhieren y migran a través del endotelio, produciendo lesion local al
liberar radicales libres, enzimas proteoliticas (colagenasa, elastasa, cateprina G) vy

peroxidasa " (Fig. 18).

El endotelio vascular controla el tono del musculo liso vascular a través
de la liberaciéon de hormonas locales o antacoides que incluyen a metabolitos del acido
araquidénico como prostaciclina (PGI,), tromboxano A, (TxA,) y leucotrieno B,
(LTB,), factor relajante derivado del endotelioc (EDRF) y endotelina®. Otros
mediadores que intervienen en la lesion por isquemia-reperfusion 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 regulacion de la
expresion de las moléculas de adhesion que se unen a las integrinas de los neutrofilos

(CD,,/CD,) y median su infiltracién.

El 6xido nitrico es un radical liberado del aminoacido L-Arginina en
diversos tejidos, incluidas las células endoteliales, a través de la via de activacion de
una enzima citosolica especifica, la dxido nitrico sintetasa, que es dependiente de
calcio y que precisa de calmodulina y de fosfato adenina dinucleétido nicotinamida®™®*.
El 6xido nitrico es hiberado por el endotehio vascular en condiciones basales y en
respuesta a numerosos estimulos tales como las fuerzas antiadhesivas, las hormonas
circulantes (noradrenalina, vasopresina, bradiquinina) y diversos antacoides

{acetilcolina, histamina, sustancia P)°’.
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Fig. 18 - Lesion hepatica desencadenada tras la marginacion de los polimorfonucleares

neutrofilos.
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Los vasodilatadores tales como la acetilcolina, el ATP y la bradiquinina,
inician un flujo interno de 1ones de Ca, que desencadena en el endotelio la produccion
y liberacion extracelular de oxido nitrico'”. El o6xido nitrico estimula la
guanilatociclasa soluble, aumentando la produccion intracelular de guanosina 3'.5'-
monofosfato ciclico (GMPc) en el musculo liso vascular y en las plaquetas. El
incremento en los niveles de GMPc promueve la relajacién del musculo liso vascular
e inhibe tanto la agregaciéon plaquetaria como la adhesion de las plaquetas al

endotelio™*".

En la secuencia isquemia-reperfusion se produce un deterioro de la
funcién endotelial, la liberacion de 6xido nitrico se encuentra alterada, o el éxido
nitrico liberado es inactivado de inmediato por la hemoglobina o por los radicales
libres derivados del oxigeno, antes de que pueda ejercer su efecto vasodilatador'”.
Recientemente se ha sugerido que en ciertos estados patologicos el oxido nitrico puede
reaccionar con el superoxido para producir especies secundarias citotdxicas a través

de la via del anion peroxinitrito®™.

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 hepatica es
muy inestable y existen alteraciones estructurales importantes transcurridos treinta
minutos, aproximadamente'>'*". Estudios con microscopio electrdnico 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 sinusoidales'” Treinta minutos después este material sinusoidal se ve
complementado con material citoplasmatico que contiene ribosomas o estructuras
vesiculares. Noventa minutos después el sinusoide se rellena de matenal

citoplasmatico amorfo y restos mitocondriales'**'*.
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Actualmente existen diferentes grupos de estudio encaminados a
conseguir la proteccion del higado de las lesiones irreparables que tienen lugar durante
la fase de i1squemia-reperfusion. La citoproteccion. es necesaria en la cirugia hepatica
s1 el higado se ve sometido a un proceso en el que es posible la lesion celular por
isquemia-reperfusion. Esta situacion puede surgir cuando sea necesaria la oclusion del
pediculo vascular hepatico (maniobra de Pringle), para realizar extensas resecciones

hepaticas, y es inevitable en el transplante hepatico' .

Existen multiples mecanismos que participan en la fisiopatologia de la
lesion por isquemia-reperfusion. Aunque no se conoce cual es la principal via
metabolica que interviene en este proceso, recientemente se ha sugerido que la fase

de reperfusién es el evento mas nocivo en la produccién de la lesion celular'”.

Se han ensayado diversas sustancias y métodos para reducir los efectos
lesivos de la 1squemia-reperfusion hepatica. Asi, la administracion de depredadores de
radicales de oxigeno es una via de tratamiento para preservar al higado de la lesion
por isquemia-repefusion, al reducir la produccion de radicales libres de oxigeno™. El
atopurinol, un inhibidor de la xantinooxidasa disminuye la formacion de radicales
libres y evita la oxidacion de la hipoxantina durante la reperfusion. Otros
depredadores, como la superdxido dismutasa, eliminador especifico del anion
superoxido, y antioxidantes como el CoQ10, actuarian bloqueando la formacion de
radicales libres en la fase de reperfusion y previniendo el aumento de 1a permeabilidad

capilar y la acumulacion de neutrofilos en el tejido reperfundido®*.

Se sabe que el 6xido nitrico proviene exclusivamente del N guanidino

terminal de la arginina, un aminoacido catiénico y dibasico que también ocupa una
P . . . - 64 e

posicion clave como intermediario en el ciclo de la urea™ La concentracion

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

concentracién plasmatica (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 plasmatica puede controlar la disponibilidad de arginina®.

El presente trabajo esta realizado en ratas utilizando un modelo de
oclusion vascular parcial, que permite al flujo portal circular a través de los lobulos

medio, lateral izquierdo y caudado.

Hemos seleccionado la rata como animal de experimentacién por
cumplir unas condiciones ideales de manejabilidad, facil instalacion y reducido coste,
ademas de facil 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 despues de la extraccion de las muestras se produce el fallecimiento del

animal.

Este modelo esta basado en el descrito en 1.987 por MW. FLYE y
S.YOU' y permite valorar la tolerancia del higado de la rata a la isquemia
normotérmica, en ausencia de congestion esplacnica. Se ha alargado el tiempo de
isquemia de los 60 minutos referidos por estos autores a 90 minutos, pues con solo
administrar 15 Ul de heparina por cada 100 gr de peso, intravenosamente, antes de la
realizacion del pinzamiento se descarta la influencia que pudiera tener la trombosis

sobre los resultados™’'”.

En este estudio experimental la posible morbilidad esta ligada unica y
exclusivamente a la lesion del {6bulo hepatico implicado en el proceso isquémico. Para
comprobar la influencta de la lesion por isquemia-reperfusion parcial, hemos
establecido un grupo de supervivencia en el que se comprobé que el daio hepatico
producido no suponia un deterioro que comprometiera la vida del animal; por tanto

el dafo por isquemia-reperfusion que afecta aproximadamente a solo un 20% de la
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masa hepatica no influye en la posterior viabilidad del animal y las alteraciones
fisiopatologicas no tendrian importancia vital, sin embargo las alteraciones bioquimicas
podrian reflejar a menor escala los transtornos producidos en el metabolismo de los

aminoacidos.

Hemos determinado aminoacidos séricos mediante cromatografia de
intercambio 10nico, centrando nuestra atencion en los aminoacidos basicos arginina,
lisina ¢ histidina. La determinacién de los valores basales y postisquemia-reperfusion
se ha realizado al azar, descartando asi el desplazamiento de la columna como posible
causa de falsos negativos en la determinacién de arginina, ultimo aminoacido

detectado, en el suero postreperfusion.

El transporte de aminoacidos a través de la membrana plasmatica es un

proceso dinamico con capacidad para controlar el metabolismo intracelular.

Existen varios sistemas transportadores de aminoacidos''’. El sistema
y es un sistema de transporte Na independiente que regula el transporte de arginina
y de otros aminoacidos catidnicos. Aunque se admite que diversos sistemas de
transporte pueden actuar para cada grupo de aminoacidos, el grupo de aminoacidos
basicos estaria regulado principalmente por el sistema y’ y en menor cuantia por el
transportados Na~ independiente B”*, de menor afinidad''®'". El transporte de arginina
esta influenciado, ademas por la presencia de otros aminoacidos catiénicos tales como
lisina e histidina a un pH acido adecuado. A.J. PACITTI v als. han comprobado que
las citoquinas pueden jugar un papel mediando la disponibilidad de arginina por el
espacio intracetular del hepatocito influyendo en su transporte a través de la membrana
plasmatica’''. Concretamente demostraron que el TNF produce una estimulacion del
sistema de transporte, Na'-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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ultimamente debido a su exclusivo papel en la sintesis de NO. Los hepatocitos poseen
una NO sintetasa inducible Ca’independiente y la produccion de NO por el higado esta
estimulada por endotoxinas y citoquinas™”. J.C. CENDAN y W.W. SOUBA han
comprobado ademas que la IL, juega un importante papel, junto con el TNF, en la
estimulacion  del sistema de transporte de la arginina mediante una regulacion
autocrina'’". Estos datos sugieren la posible regulacion paralela del transporatador y~

y la NO sintetasa (Fig. 19).

Hemos comprobado la disminucion de la arginina plasmatica tras
distintos periodos de reperfusion. El uso de la arginina como marcador biolégico no
seria pronostico de la viabilidad del higado afectado, ya que se ha demostrado que el
organo es viable, sino que indicaria simplemente que en la fisiopatologia de la lesion
por isquemia-reperfusion interviene la arginina como sustrato para la produccion de
alguna molécula implicada en el dafio por 1squemia-reperfusidn, o bien que su
destruccion masiva, originada por la lesidn, interrumpiria alguna ruta metabolica
destinada a mantener la integridad hepatica. La arginina es un agente protector, en los
mamiferos, contra la intoxicacion aménica a través del ciclo de la urea®'"’ La
concentracién de arginina hepatica reperesenta el 5-10% de la arginina plasmatica
debido a la actividad de ia arginasa hepatica. E. ROTH y als. han comprobado la
disminucién de la arginina piasmatica tras el transplante hepatico como consecuencia
de una liberacion masiva de arginasa desde el injerto debido a la destruccion de los

macrofagos hepaticos''® sin demostrar relaciéon con el fallo de los injertos.

Se ha constatado una disminucidon drastica de la arginina desde los
primeros momentos de la reperfusidén que se mantuvo a los quince, treinta y sesenta
minutos postreperfusion. Este descenso de la arginina sérica puede venir determinado
por dos mecanismos basicos: destruccién o catabolizacién, o bien consumo como

sustrato en una determinada via metabédlica.
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ISQUEMIA-REPERFUSION
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Fig. 19- Mecanismo de lesion hepatica derivada del proceso inflamatorio

desencadenado tras la secuencia isquemia-reperfusion.
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La lesidon hepatica que supone el periodo de noventa minutos de
isquemia contribuiria a una desestructuracion celular con la liberaciéon de la enzima
arginasa desde los hepatocitos y macrofagos hacia el suero desde los primeros
momentos de la reperfusion, con lo que la arginina seria metabolizada hacia ornitina,
implicando al ciclo de la urea en su desintegracion, como han comprobado E. ROTH
y als. en el transplante hepatico''®. En nuestro modelo experimental la lesion sélo
afecta a un 20% de la masa hepatica total, sin embargo la arginina sérica desaparece
completamente del suero hasta hacerse indetectable. Esta via metabolica supondria la

potenciacion de la via metabdlica normal de la arginina a través del ciclo de la urea.

La determinacion de niveles elevados de ornitina en el suero
postreperfusion avalarian esta teoria, asi como la determinacion de los niveles séricos
basales de arginasa y tras reperfusion. Asi mismo, al afiadir una alicuota de arginina
al suero postreperfusion considerando las condiciones de pH del plasma permitiria
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 seguirian siendo

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

El segundo mecanismo que podria verse comprometido en la lesion por
isquemia-reperfusion vendria determinado por el transporte de arginina a través del
endotelio vascular con la formacidén de éxido nitrico a partir de su grupo guanidino
terminal. La arginina seria desplazada del suero hacia el higado por un probable

111,114

mecanismo de demanda de vasodilatacion postisquémica potenciado por la

presencia de productos inflamatorios tales como IL, y TNF™*7*'

. El ¢xido nitrico es
un compuesto muy inestable, estimulador especifico de la guanilatociclasa, enzima
implicado en la formacion de GMPc™, El GMPc es el compuesto necesario para la
relajacion vascular, actuando directamente a nivel de la pared muscular de los vasos
sanguineos”. H. JAESCHKE y als. y J.I. LANDA y als. han comprobado en distintos

modelos de i1squemia-reperfusion la disminucién progresiva del GMPc hepatico en el
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higado sometido a isquema-reperfusion desde los primeros momentos de la
reperfusion, cuya formacion depende del oxido nitrico actuando como sustrato basico

la arginina''’’

*. La disminucién progresiva de GMPc refleja el consumo del sustrato
necesario para su formacion, 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
hepatdpeto originaria un déficit en la sintesis de oxido nitrico y por tanto de GMPc
al no producirse una estimulacion de la guanilatociclasa, lo que evitaria la
vasorrelajacion, favoreciendo ademas la adhesion y agregacion plaquetaria asi como
la adhesion de neutrofilos al endotelio vascular’™. Ademas la inflamacidn secundaria
al fenomeno de 1squemia-reperfusion desencadena la produccion a partir de las células
de Kupffer de I-L,, que actia sobre los hepatocitos generando la produccién de I-L,,
lo que aumenta el reclutamiento de los polimorfonucleares por un fenémeno de
qumiotaxis, y TNF que promueve la adhesion endotelial de los leucocitos
polimorfonucleares y cuya extravasacion contribuye a potenciar la lesion inflamatoria
hepatica'"”. El TNF y la IL, contribuirian a potenciar el sistema de transporte y """
El incremento de polimorfonucleares y de la agreacién plaquetaria contribuyen por si
mismo a la lesién nisular al producir un fallo microvascular y un fenomeno de "no

soonli9
reflujo”' "

. La adhesion de los polimorfonucleares al endotelio promueve la liberacion
del factor activador de las plaquetas y de IL, lo que aumenta la extravasacion del
TNF. Los leucocitos activados liberan mieloperoxidasa, elastasa, que aumenta la
permeabilidad vascular, y desencadenan la peroxidacion de los lipidos de membrana

a través de los radicales libres’™'”" (Fig. 19).
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ISQUEMIA-REPERFUSION
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Fig. 20.- Contribucion del déficit de arginina a la lesion hepatica producida por la

secuencia isquemia-reperfusion.
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La falta de arginina tras la reperfusién estaria implicada en el déficit de
produccion de NO, lo que aumentaria la agregacion plaquetaria, favoreciendo Ia lesion
tisular al provocar un fallo microvascular y un fenomeno de "no reflujo”. Ademas, al
no activarse la guanilatociclasa, disminuiria la produccion de GMPc''™'*, ¢con lo que
se veria dificultada la vasodilatacion favoreciéndose la marginacion de los leucocitos
y su adherencia al endotelio, lo que desencadenaria la secuencia de reacciones

comentadas anteriormente (Fig. 21).

Segun W.W. SOUBA®* la capacidad del hepatocito para obtener
arginina desde el ciclo de la urea es considerable, sugiriendo que la arginina
plasmatica podria no ser requerida para la sintesis hepatica de oxido nitrico. En
nuestro modelo experimental se ha comprobado la intensa reduccion de los niveles de
arginina plasmatica como respuesta a la reperfusiéon postisquémica de sélo una
pequeiia parte del higado, reflejando el origen plasmatico de la arginina necesario,
probablemente, para su incorporacidnen al proceso metabélico de ia via arginina:NO,
o bien su catabolismo a partir de la arginasa liberada tras Ia lesion. El efecto ultimo
es la falta de sustrato para lograr mantener la vasorrelajacion y evitar la lesidon

hepatica.

Los niveles de arginina se recuperan posteriormente, ya que el animal
sobrevive a la lesion, probablemente como consecuencia de dos mecanismos: tras la
ingesta, al retornar el animal a la jaula, y a partir de la citrulina como resultado de

varias reacciones interorganicas'”’.

Hemos observado que otros aminoacidos basicos, del mismo grupo que
la arginina, incrementan cuantitativamente su valor plasmatico de una forma
considerable desde los primeros momentos de la reperfusién, llegando a duplicar su
valor basal, quizas como un mecanismo de compensacién plasmatica dentro del mismo

grupo de aminoacidos basicos.
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Fig. 21.- Reacciones desencadenadas por ia secuencia isquemia-reperfusion.
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El incremento de los niveles plasmaticos de Lisina e Histidina en el
presente estudio vendria motivado por la saturacion de los sistemas transportadores
del mismo grupo de aminoacidos por la arginina, debido a una intensa demanda,
probablemente originada en el endotelio sinusoidal del remanente hepatico sometido
a la lesion''’ que potenciaria el sistema de transporte y para arginina, mediante un
mecanismo de inhibicion de transporte de otros aminoacidos cationicos; o bien por una

liberacion de dichos aminoacidos desde el higado lesionado, incrementando sus niveles

basales''".

La recuperacion de los niveles basales de dichos aminoacidos

probablemente se produce como consecuencia de su ruta metabélica fisioldgica'™'*.
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En recientes estudios J1. LANDA y als*’. han comprobado un efecto
citoprotector hepatico 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 actuaria bloqueando los canales
de calcio dependientes de voltaje, al producir una hiperpolarizacion de la membrana.
Se ha intentado comprobar si, en su efecto citoprotector, la SS-14 podria intervenir
como modulador de la disminucion de arginina plasmatica. No se ha observado
modificacion estadisticamente significativa en los niveles de arginina en el grupo de
ratas sometidas a perfusion continuacon SS 14, permaneciendo indetectables los
niveles de dicho aminoacido tras reperfusion; si bien siguen elevandose los niveles de
lisina e histidina sin que existan diferencias significativas en relacion con otros grupos,
lo que refleja que en el papel citoprotector de la §S 14 no estan implicadas las
alteraciones en el metabolismo de la arginina, sin perjuicio de que se mantenga su
papel citoprotector al modular el TNF y su extravasacion, asi como la produccion de
IL, evitando el reclutamiento de PMN y modificando la cadena acontecimientos

secundarios a su activacion.

-130-



NCLUSION.



Jose A Fraguela Marifa

La i1squemia durante noventa minutos del lobulo hepatico derecho de

la rata Wistar y su posterior reperfusion;

1.- Provoca una disminucién drastica en la Arginina basal por consumo
de dicho aminoacido desde el pool de Arginina plasmatica, manifestada desde los
primeros momentos de la reperfusion y mantemda hasta una hora
postrevascularizacion, probablemente a través de una estimulacion de los sistemas de
transporte hacia el hepatocito y por incremento de su catabolismo por la enzima

arginasa, liberada desde el higado lesionado.

2.- Produce un incremento significativo de los niveles de Lisiﬁa
plasmatica, desde el comienzo de la reperfusiéon, que se mantiene hasta una hora
postrevascularizacion, probablemente debido a su liberacion desde el higado lesionado;
0 bien por saturacion o modificacion de los sistemas de transporte de aminoacidos

cationicos.

3.- Produce, asi mismo, un incremento de los niveles de Histidina

plasmatica durante el mismo periodo, probablemente por un mecanismo similar.
4.- El papel citoprotector de la Somatostatina 14 no esta mediado por

la via Arginina:NO, al no modificarse los niveles de arginina con respecto a los grupos

control.
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