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RESUMEN

El tratamiento farmacolégico de los donantes de 6rganos en muerte cerebral con el
protocolo de resucitacion hormonal combinado (PRHC), compuesto de
metilprednisolona (MP) y triyodotironina (T,), fue desarrollado para aumentar Ia
viabilidad y funcién de los injertos, principalmente corazén y pulmén. Su aplicacion
ha resultado exitosa en términos de recuperacién de donantes y nimero de
organos, aungque se desconoce su efecto sobre parametros relacionados con la
recuperacion de otros organos, tales como higado y rifién. En este estudio, ratas
Sprague-Dawley macho se pretrataron con MP (0,34 mg/Kg), T (0,05 mg/Kg) o sus
vehiculos, en inyeccion intraperitoneal tnica y fueron sometidas a hepatectomia
parcial (HP) del 70%, conformando tres grupos experimentales (n=4) y sus
respectivos controles (n=4}): A. T3, NaOH; B. MP, vMP; C. MP+T;, vMP+NaOH. Los
grupos fueron evaluados a las 0, 16, 24, 72 y 120 horas post HP. Se estudid el
efecto de este protocolo sobre la recuperacion de masa hepatica, regeneracion,
parametros de daiio, estrés oxidativo y funcidn hepatica. Se encontré que pretratar
con MP+Ts no provoca cambios deletéreos en la recuperacion total de masa,
capacidad de proliferacion y funcién del higade respecto a los controles (P<0,05,
ANOVA Unifactorial). Ademas, el PRHC disminuyé el dafio y estrés oxidativo del
tejido, indicando que el pre-tratamiento con MP+T3 reduce el dafio inflamatorio
provocado por la cirugia, sin presentar efectos negativos en la regeneracién ni
funcidn del tejido hepatico post hepatectomia. Estos resultados preclinicos sugieren
que el uso de este protocolo seria seguro en el tratamiento de potenciales

donantes multidrgancs en muerte cerebral.
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ABSTRACT

The pharmacological treatment of brain death donors with combined hormonal
resuscitation protocol (CHRP), consisting of triiodothyronine and
methylprednisolone (MP+T3), was developed fo increase the viability and
function of transplanted organs, primarily heart and lung, with successful results
in term of donors and organs recovery; however, its effect over specific
parameters in organs like liver and kidney, is unknown. In this experimental
study, male Sprague-Dawley rats were pretreated with MP (0.34 mg/Kg), T,
(0.05 mg/kg) or their vehicles with a single intraperitoneal injection and then
subjected to partial hepatectomy (HP) of 70%. Three experimental groups (n=4)
and their respective controls were conformed: A. Tz, NaOH; B. MP, VMP; C.
T3+MP, vMP+NaOH. The groups were evaluated at 0, 16, 24, 72 and 120 hours
post-surgery. The effects of this protocol on regeneration, liver mass recovery,
liver injury parameters, oxidative stress and liver function were analyzed. The
results showed that MP+T; pretreatment does not deleteriously affect total mass
recovery, proliferation and liver function compared to controls. [n addition, the
CHRP decrease oxidative stress and liver injury. These results indicate that
MP+T3 pretreatment minimize the inflammatory damage caused by the surgical
procedure, without negative side effects on liver tissue regeneration post
hepatectomy. These preclinical results suggest that the use of this protocol

would be safe for treatment of potential multiorgan donors in brain death.

xXv




I INTRODUCCION

1.1 Regeneracion Hepatica.

1.1.1 Caracteristicas Generales: La regeneracién hepética, posterior a
reseccion parcial de tejido hepatico, ocurre por la hiperplasia compensatoria del
tejido remanente, no existiendo regeneracion de! tejido original, en el sentido
estriclo de la palabra; es decir, los l6bulos 0 segmentos resecados no
reaparecen en términos anatdmicos, sino que el tejido restante entra en
replicacion, sustituyendo funcionalmente la masa perdida (Michaelopolous vy
DeFrances, 1997; Taub, 2004; Fausto y cols., 2006). Ademas de ser un proceso
compensatorio, el tamafio del higado resultante es determinado por las
demandas del organismo. La proliferacion se detiene cuando la masa original
ha sido restablecida y el proceso no afecta la funcionalidad del higado en el
organismo (Holt y cols., 2000). La regeneracion gatillada por pérdida quirdrgica
de masa hepética no requiere de la participacion de células progenitoras o
“Stem Cells”, sino que se debe a la proliferacion sincrénica de los hepatocitos
maduros en el higado remanente, que corresponden al 80% de las células
hepaticas y que normalmente se encuentran en estado de quiescencia, pero
que pueden ser inducidos a entrar al ciclo celular y a replicarse mediante la

participacién de cascadas de sefializacion activadas en respuesta a dafio. El




20% restante corresponde a células no parenquimatosas, incluyendo Células de
Kapffer (CK), endoteliales, linfocitos y células estrelladas (HSC) (Taub 2004).

1.1.2 Modelo de estudio ‘hepatectomia parcial’: La hepatectomia parcial
(HP) reduce la masa hepética sin producir necrosis significativa, estimula la
iniciacién inmediata de la regeneracién sin una respuesta inflamatoria
concomitante y permite precisar cronologicamente los procesos involucrados.
Ademas, desde el comienzo la regeneracion de los Iébulos residuales esta
mediada por procesos relacionados sélo con el tejido hepético, en contraste con
otros modelos de estudio de dafio hepatico (CCly) en que los eventos
tempranos estan acompafiados de necrosis e inflamacién aguda (Kaplowitz,
2002). En el modelo animal de HP del 70% en ratas, los 1dbulos izquierdos y
mediales son ligados y extraidos, resultando en una pérdida del 2/3 de la masa
total (Higgins y Anderson, 1931). Después de la HP cerca del 95% de los
hepatocitos salen del estado de reposo (Gy), entran a Gy, atraviesan la fase S,
Gz y finalmente entran en mitosis (Taub, 2004). En ratas, se observa un
aumento en la sintesis de DNA a las 12 horas después de la HP,

encontrandose un maximo a las 24 horas.

Durante la regeneracion, los diferentes tipos celulares no se dividen en el
mismo periodo temporal. El inicio de la proliferacién en los hepatocitos es
sincronizado y comienza en las células que rodean a la vena portal del Iébulo
hepatico y avanza hacia la vena central alrededor de 24 después de la HP,

seguido por las células del ducto biliar, las CK, las HSC vy, finalmente, las




células endoteliales (Mangnall y cols., 2003). En ratas, dentro de los tres
primeros dias ocurre la mayor parte del aumento de la masa hepatica y el
proceso completo se recupera entre 5 a 7 dias (Grisham, 1962). Al final de la
sintesis del DNA hay apoptosis de hepatocitos como mecanismo de control de
la respuesta regenerativa, recuperandose la masa hepatica adecuada
(Sakamoto y cols., 1999), y aunque la arquitectura celular se normaliza, la
forma del higado no es restaurada sino que el higado final es una versién

desarrollada de los remanentes hepaticos posteriores a la HP.

Hepatectomia Parcial

"~

Eventos sefializacion Citoquinas
inmediatos . TiRos
[
e =) T NF-x@
Activacion de Factores de STAT3
A 3 -
Transcripciéon ARL
e L

Genes Inmediatamente

Tempranos
RespuestaSecundaria/ | Factores de crecimiento
Progresion delCiclo Celular =| (HGF,TGF-q, otros)
Mitégenos ; ) ~—

Directos —_— .
Replicacién del DNA

Figura 1. Principales pasos en la regeneracién hepatica post HP. Los eventos tempranos
estan asociados con citoquinas (TNF-a e IL-6) y generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), en relacion a la activacion de factores de transcripcion (Adaptado de Fausto, 2001).




1.2 Vias de sefializacién post HP.

1.2.1 Circulacién portal: Posterior a la HP en ratas y ratones se observan
alteraciones hemodinédmicas que inducen cambios globales en el érgano; el
componente arterial de la sangre por unidad de tejido hepatico no cambia,
mientras que la contribucién de la vena portal se triplica debido a que [a
circulacion portal continGia atravesando un higado reducido a un tercio de su
tamafio original (Michalopoulos, 2010). Es decir, cada hepatocito quedaria
expuesto a un flujo sanguineo portal aumentado tres veces. Por otro lado,
dentro de los primeros quince minutos después de la HP se desencadenan
varios cambios en el tejido hepético (aumento en la actividad de urokinasa,
migracion de B-catenina al nicleo, entre otros), lo que sugiere que i) el aumento
del volumen del fiujo portal es suficiente estimulo para iniciar las cascadas de
sefalizacidn o que ii) la sangre portal contiene moléculas sefializadoras
(factores de crecimiento, citoquinas, entre otros) que al presentarse en mayor
cantidad, debido al aumento de flujo, resultan en la iniciacién de las actividades
regenerativas. Diversos estudios han mostrado que el flujo portal por sf mismo
es importante para desencadenar cambios tempranos (Marubashi y cols.,
2004), pero también que las moléculas sefializadoras son fundamentales para
el inicio de la regeneracion. Esto nos conduce a uno de los paradigmas de Ia
regeneracion hepatica en que no se ha determinado una sefial Gnica que
desencadene la proliferacién, sino una red de factores gque, coordinados,

orquestan el proceso de recuperacion de la masa hepatica.




1.2.2 Mecanismos moleculares de regeneracién hepatica: Las interacciones
intracelulares entre las células hepaticas estan mediadas por factores de
crecimiento (factor de crecimiento epidermal, EGF; factor de crecimiento
hepatico, HGF; factor de crecimiento transformante, TGF-a y B) y citoquinas
(interleuquina 6, IL-6; factor de necrosis tumoral, TNF-q; interferdn y, IFN- y)
(Pahlavan y cols., 2006), siendo estos parte de los cerca de 100 genes cuya
expresion es inducida posterior a la HP, la mayoria relacionados con la entrada
de los hepatocitos al ciclo celular. Estos factores de crecimiento y citoquinas
activan rapida y sincronizadamente eventos celulares esenciales de la
regeneracion hepatica y la proteccidn, enviando sefiales a los hepatocitos. Por
ofro lado, factores de transcripcidn especificos como el factor nuclear (NF)-kB,
el transductor de sefiales y activacion de la transcripcion (STAT)3 y proteina
activadora (AP)-1, y vias de sefializacién intracelulares que involucran proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK), son rapidamente activadas en los

hepatocitos remanentes minutos después de HP (Taub, 2004).
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Figura 2. Vias y tipos celulares participando en regeneracion hepatica después de daiio o
hepatectomia parcial. Factores derivados bacterias intestinales como lipopolisacaridos (LPS)
alcanzan el higado a través del flujo sanguineo portal activando células no-parenquimales (CK)
y aumentando la produccién de las citoquinas TNF-a e IL-6. HGF es producido en el higado por
las células estrelladas y actua como mitégeno (modificado de Taub, 2004; Taki-Eldin y cols.,
2012).
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El desarrollo temporal de las vias de sefializacion activadas especificamente
durante la regeneracion hepatica puede ser dividido en tres fases: iniciacion

proliferacion y terminacion (Fausto y cols., 2005).
I. Iniciacion o priming.

La recuperacion de la masa hepatica posterior a HP depende primeramente de
la proliferacion de hepatocitos. Corresponde a la fase temporal en la cual los
hepatocitos quiescentes entran al ciclo celular (transicion Gy a G4) y dura entre
4 a 6 horas después de la HP (Fausto, 2001). En esta fase, las CK son
activadas por estimulos como LPS, fragmentos de proteinas del complemento,
como C3a, C5a y moléculas de adhesion como la Molécula de Adhesion

Intracelular (ICAM), y comienzan a producir y secretar TNF-a e IL-6 (Fausto,




2006). Las CK expresan el receptor 1 de TNF-a (TNFR1) en la superficie y
potencian (o amplifican) la respuesta inicial por accidén autocrina. La via de
sefializacion TNF-a/TNFR1 en las CK es mantenida por NF-kB (Webber y cols.,
1998). La activacion de NF-kB mediada por TNF-a ocurre deniro de los
primeros 30 minutos y se mantiene por 4-5 horas. NF-kB es un heterodimero
compuesto primariamente de las subunidades p50 y p65, que es mantenido en
estado inactivo en el citoplasma al estar asociado con el inhibidor de kB (IkB); el
incremento de TNF-a promueve la activacion de NF-kB a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de la activacién de un
inhibidor del complejo quinasa IkB (Deng y cols., 2001). Cabe destacar que si
bien en el higado en regeneracion TNF-a estimula el crecimiento de los
hepatocitos, en condiciones normales, la unién de TNF-a a su receptor y
posterior activacion de NF-kB puede causar apoptosis. Se ha postulado que la
diferencia en las respuestas podria estar mediada por los niveles de ROS

(Fausto, 2000).

Por lo tanto, las interacciones entre los hepatocitos y las células no
parenquimales (activacion de STAT3, NF-kB, AP-1) estan mediadas por dichas
citoquinas, marcan la transicion Go/G; del ciclo celular y participan en la
sobrevida de los hepatocitos (Zimmers y cols., 2003; Fujiyoshi y Ozaki, 2011).
IL-6 también juega un rol importante en la fase de proliferacién, induciendo la

produccion hepatica de HGF desde las HSC (Michalopoulos, 2007).




Tabla 1. Promotores e inhibidores participando en la regeneracién hepatica después de HP.

Factores |  Respuestas

Activacién de receptor TNF.
Activacion de STAT3, NF-kB y AP-1.
Iniciacion TNF-a, IL-6 | Activacion de genes tempranos: aumento susceptibilidad
de los hepatocitos a factores de crecimiento.
Transicion Gy/G;.

Propagacion de la informacién requerida para apoyar la
Proliferacion/ HGF, EGF, | respuesta proliferativa.

Progresion TGF-a Aumento de la exposicion de los hepatocitos a factores
de crecimiento.

o TGF-B, Retorno al estado de quiescencia.
Terminacion activina | Apoptosis del exceso de células.

ii. Progresion y ciclo celular.

Después de la transicion Go/G; en la fase de iniciacién, la progresion del ciclo
celular depende de la sefalizacion iniciada por factores de crecimiento,
especialmente de HGF/Met, TGF-a y EGF que inducirian la expresion de genes
relacionados con el ciclo celular. Esta fase abarca desde el periodo G4, el paso
a la fase S y la subsecuente mitosis. La expresion de las ciclinas D1 y E es
estimulada en esta fase del ciclo celular por los factores de crecimiento. HGF,
un potente factor de crecimiento que promueve la proliferacion y sintesis del
DNA de hepatocitos, es producido en las HSC y actia via paracrina. HGF
actua uniendo directamente su receptor tirosina-quinasa especifico, c-met, en la
superficie de los hepatocitos. La sefial enviada por HGF/c-met es transmitida rio
abajo, hacia varias vias de sefializacion incluyendo Ras-Raf-MEL, ERK1/2, PI3-

K/PDK1/Akt y mTOR/S6. Estas vias contribuyen a la regeneracién promoviendo




la sintesis de DNA, Ia progresion del ciclo celular, el crecimiento y la proteccion

de las células (Huh y cols., 2004).

fii. Terminacién.

Las celulas que entraron al ciclo celular repetiran el proceso hasta que la masa
hepatica alcance un peso apropiado para el organismo, lo que ccurre tanto por

un aumento en el numero de hepatocitos como por aumento en el tamafio de

éstos (Michalopoulos, 2007).

No existe consenso en la sefial de terminacion de la regeneracion, pero se
considera que el factor de crecimiento transformante (TGF)-B y/o activina
actian para terminar la mitosis a través de la interaccién con sus respectivos
receptores, causando que la mayoria de los hepatocitos retornen al estado
quiescente y, ademas, desencadenando la apoptosis de las células excedentes

en el tejido que sufrié proliferacion.
1.3 Regeneracion hepatica en situaciones de trasplante.

La regeneracién hepatica es un proceso que involucra la interaccién de
numerosos tipos celulares hepaticos, vias de sefializacion, sefiales paracrinas,
autocrinas y sefiales provenientes de otros érganos. En seres humanos la
regeneracion hepatica ocurre posterior a enfermedades hepaticas donde existe
necrosis de hepatocitos; por ejemplo, dafio hepatico por isquemia o hepatitis y
también luego del trasplante del 6rgano, dependiendo del dafio que haya

sufrido en el proceso (Taub, 2004).
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La regeneracion es un proceso importante posterior al trasplante hepatico, ya
que se recupera la masa de hepatocitos que se puede haber perdido en
higados dependiendo de las condiciones del donante (donante en muerte
cerebral, cadavérico, con politraumatismo o portador de infecciones), debido al
tiempo de permanencia en isquemia fria en su traslado desde el donante al
receptor, a causa de la reperfusion en el receptor o por respuesta aloinmune
(Taki-Eldin y cols., 2012). Por otro lado, en el caso de donantes vivos, la
regeneracion suple el sindrome de ‘pequefio para su tamafio’ en el receptor
(small for size) y recupera la masa hepatica perdida en los donantes vivos

(Kiuchi y cols., 1999).
1.4 Trasplante hepitico.

La situacién de escasez de donantes es una problematica a nivel mundial. Los
donantes de érganos, de acuerdo a la ley vigente en nuestro pais, deben
cumplir con el requisito de encontrarse en muerte encefalica (ME), y es ésta la
condicion de la mayoria de los donantes; durante la ME se producen una series
de alteraciones hemodindmicas, hormonales e inflamatorias que pueden alterar
o dafiar irreversiblemente la funcién de los 6rganos (Van Der Hoeven y cols.,
2000). Para minimizar la ocurrencia de estos eventos se han desarrollado
protocolos de manejo de donantes: liberalizacion de criterios de seleccion y
modulacién hormonal para la recuperacion de érganos considerados ‘no
viables’ (Shah, 2008). Estos tratamientos hormonales fueron desarrollados

inicialmente para trasplantes de 6rganos intratoracicos, en particular corazon.
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Los protocolos que incluyen Ia aplicacion de hormonas tiroideas, vasopresina y
corticoides son los mas utilizados, y se ha demostrado que aumentan la

cantidad y calidad de los érganos extraidos (Novitzky y cols., 2008).

1.4.1 Protocolo de resucitacién hormonal combinado como tratamiento
hormonal en el manejo de donantes: El protocolo de resucitacién hormonal
combinado (PRHC) corresponde a la aplicacién de la hormona tircidea 3,5,3'-
triyodo-L-tironina (T3) y metilprednisolona (MP) previo a la reseccién. Como se
ha comentado, la administracion de hormonas tiroideas, vasopresina vy
corticoides aumentan la cantidad y calidad de los érganos intratoracicos
extraidos, manteniendo la homeostasis celular en el paciente con ME. Estos
tratamientos son utilizados en el manejo de donantes, pero no existen estudios
especificos analizando su efecto en el trasplante hepatico (Novitzky y cols.,

20086).
i. Hormonas tiroideas.

Las hormonas tiroideas tienen efectos metabodlicos y celulares en varios
érganos. La accién nuclear de T3 estd mediada por los receptores nucleares
(TRs) de la hormona tiroidea, especificamente por TRB (Kowalik y cols., 2010).
Se considera que la suplementaciéon exdgena de T actiia como mitdgeno
primario, ya que es capaz de inducir proliferacion de los hepatocitos in vitro e in
vivo (Francavilla y cols., 1994; Malik, 2005) sin pérdida de masa celular, lo que
se denomina hiperplasia directa (Columbano y Shinozuka, 1996). En modelos

experimentales de animales hipotiroideos o con tiroidectomia se observa solo




12

un retraso temporal en la regeneracién post HP. Se ha encontrado que T; en
dosis de 0,2 mg/Kg induce la proliferacién de los hepatocitos en ausencia de
cambios tempranos en la activacion de NF-xB y STAT3, aumento en la
expresion de genes inmediatamente tempranos (priming) ni en la liberacién de
TNF-o. o IL-6, cambios considerados fundamentales en la regeneracion
hepatica después de la HP (Ledda-Columbano y cols., 2000). Es decir, las vias
de sefalizacién transduccionales involucradas en la proliferacion de hepatocitos
{en la fase de transicion de Gy a G1) mediada por receptores nucleares son
completamente diferentes a los mecanismos de la regeneracién hepatica que
se activan post HP (Columbano y Shinozuka, 1996). Pibiri y colaboradores
(2001), encontraron que T3 (en dosis de 0,2 mg/Kg) estimula la proliferacion a
travées de la modificacion de la expresion de diversos genes/proteinas
involucradas en el control del ciclo celular, especificamente acelerando la
induccion de ciclina D1, que participa en la progresién del ciclo celular. En otros
estudios, se ha encontrado que la aplicacion exégena de Ts previa a una HP
muestra los mismos patrones de aceleracion de la regeneracién hepética,
incluso aplicada previo a una HP de 90% o en animales adultos en que la

regeneracion post HP esté disminuida (Columbano y cols., 2008).
ii. Corticoides: metilprednisolona.

Fisiolégicamente en los hepatocitos, los corticoides regulan el crecimiento
celular y el contenido de acidos grasos (Repa y cols., 2000). En dosis altas, los

glucocorticoides inhiben Ia proliferacion de hepatocitos y disminuyen la
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expresion de un gran niimero de genes involucrados en el metabolismo de los
acidos grasos (lbdah y cols., 2000), por lo que el uso de glucocorticoides puede
disminuir la regeneracién hepatica, agravar la esteatosis e inhibir el crecimiento.
Se ha mostrado que la inyeccion de corfisona, hidrocortisona y dexametasona
reducen la proliferacién de hepatocitos en ratas adultas después de la HP
(Rizzo y cols., 1971; Tsukamoto y Kojo, 1989). Los mecanismos de accién son
variados y complejos; los glucocorticoides y su receptor actdan en varias vias
inflamatorias, mediados por cambios genoémicos y no genémicos. Por un lado,
los glucocorticoides inducen expresidén de proteinas antiinflamatorias como
fosfatasa MAPK 1 que inhibe la via de sefalizacion de las MAPKs, inhibiendo
respuestas inflamatorias. Por otro, el receptor de los glucocorticoides puede
interactuar directamente con NF-xB bloqueando su actividad transcripcional al
mantenerlo inactivo en el citoplasma, ya que activo conduce a la expresioén de
citoquinas proinflamatorias como IL-6. Se ha demostrado que la administracion
de corticoides durante el pre o post operatorio puede inhibir la sobreproduccién
de citoquinas inflamatorias tales como TNF-a e IL-6, y reducir el estrés

quirdrgico (Takemura y cols., 1999).

MP es un glucocorticoide sintético utilizado en la clinica para inhibir la liberacién
o prevenir las alteraciones que producen las citoquinas proinflamatorias, entre
otros efectos. Fujioka y cols. (2001) demostraron que aplicar una dosis baja de
3mg/Kg previo a la HP produce una disminucién en los niveles de IL-6 e inhibe

la disfuncion hepatica sin alterar la recuperacion de masa hepatica. Resultados
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similares se encontraron con dosis bajas de dexametasona en higados
sometidos a HP (Shibata y cols., 2012) indicando que ia disminucién en las
citoquinas inflamatorias debido a los corticoides en dosis bajas no

necesariamente afecta la proliferacion de los hepatocitos.




Il HIPOTESIS

El pretratamiento con dosis Gnicas de 0,05 mg/kg de Ts y/o 34 mg/kg de MP,
mantiene y/o aumenta la capacidad regenerativa de los hepatocitos post-
hepatectomia parcial, disminuyendo parametros de dafio hepético, inflamacion,

y estrés oxidativo.
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Il OBJETIVO GENERAL

» Determinar el efecto del pretratamiento combinado con Tz y MP sobre la
regeneracion hepatica, parametros de inflamacion, dafio, funcién y estrés

oxidativo a distintos tiempos post hepatectomia parcial en la rata.
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IV OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la curva de recuperacién de masa hepatica a las 16, 24, 72
y 120 horas post hepatectomia parcial (70%).

Determinar el grado de dafio hepatico a través de: (i) la medicion de Ia
actividad de transaminasas séricas (GOT/GPT), (i) score de dario,
inflamacién y esteatosis en la observacién de ia histologia hepética.
Evaluar parametros de estrés oxidativo tisular a través de la medicion de
niveles totales de proteinas oxidadas.

Evaluar la proliferacion hepatica de los distintos grupos a través de la
recuperacion de: (i) masa hepatica (objetivo especifico 1), (i) indice
mitdtico, (iii) tincion Ki67 (inmunohistoquimica), (iv) medicién area
celular, (v) expresion de Ciclina D1 (RT-PCR) y (vi) expresién HGF (RT-
PCR).

Determinar parametros inflamatorios a través de los niveles de mRNA

hepaticos de TNF-alfa e IL-6.

Evaluar funcién hepatica: albimina sérica.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Tratamiento de los animales de experimentacion.
5.1.1 Animales de experimentacién.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Bioterio Central,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile) con un peso corporal entre 190 a
200 g sometidas a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y acceso libre a agua y

alimento (dieta sélida Champion, S.A., Chile).
5.1.2 Procedimiento quirdrgico.

Hepatectomia hepatica parcial (HP) del 70% fue realizada de acuerdo al
método descrito por Higgins y Anderson (1931). La cirugia se realizé bajo
anestesia inhalatoria con isofluorano al 1,5-2,5 % con flujo constante de
oxigeno de 2 L/min sobre manta térmica con control continuo de la temperatura
rectal. Los animales recibieron una dosis Unica de Zoletil 50 ® 40-60 mg/Kg
intraperitoneal (Tiletamina 125 mg y Zolazepan 125 mg, Laboratorio Virbac,
Francia, S.A.) 15 minutos antes de la cirugia como inductor anestésico. Se
utilizé Tramal (Clorhidrato de Tramadol, 1 a 4 mg/Kg, Laboratorio Sanderson,
Chile) como analgésico intramuscular. Se realizé laparotomia media supra
umbilical hasta exponer cavidad abdominal, se seccioné el ligamento falciforme

se ligaron los I6bulos superior medio derecho e izquierdo con sutura seda 2-0.
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Se controlo la hemostasia con cauterizacion y los I6bulos fueron resecados.
Las paredes abdominales (musculo y piel) fueron suturadas con seda 3-0 y los
animales fueron sometidos a cuidados post-operatorios (inyecciéon subcutanea

de suero fisiolégico y suero glucosado).

Los animales fueron eutanasiados con Zoletil 50 ® (60-80 mg/Kg) a 0, 16, 24,
72 0 120 horas después de la HP. Se tomaron muestras de través de puncién
cardiaca, las que fueron centrifugadas a 2000 rpm x 15 min para la obtencion
de suero; muestras que fueron almacenadas a -20 y a -80°C en BHT como
antioxidante para analisis posteriores. Las muestras de tejido fueron fijadas en
formalina tamponada por 24 horas para posterior inclusion en parafina o

congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a las normas
nacionales vigentes con la Aprobacion del Comité de Bicética N° CBA#0310

FMUCH.
5.1.3 Grupos experimentales.

Los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales (n=4) y sus
respectivos controles, segtn lo indicado en la fig. 1. Grupo (A) pretratado con
dosis Unica de Tz {Sigma, St Louis, USA) de 0,05 mg/kg de peso corporal dos
horas previo a la HP y su control fue pretratadc con una dosis equivalente del
vehiculo NaOH 0,1N (Fernandez et al, 2007). Grupo (B) pretratado con dosis
Unica de metilprednisolona (MP, Solu-medrol ®, Pfizer, Suiza) de 34 mg/kg de

peso corporal tres horas previo a la HP y su conirol recibié un volumen
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equivalente del disolvente de MP. Grupo (C) pretratado con una dosis Gnica de
MP (34 mg/kg) seguido de una inyeccién de T3 (0,05 mg/Kg), tres y dos horas
previass a HP respectivamente. Su control correspondi6 a inyeccion
isovolumeétrica de disolvente de MP y de NaOH a los mismos tiempos. En todos
los grupos experimentales se completd una curva de regeneracion a 0, 16, 24,

72 y 120 horas post HP.

TJ/NaOH | ’[ e | I
n 1 ' Horas |

I {] kil
-3 2 0 16 24 72 120
_ MP/_VMP ‘ W

> 1l
v v
B t:) -3 -2 0 16 24 72 120

Figura 3. Grupos experimentales y tiempos segin cada tratamiento. Se conformaron 3
grupos experimentales de animales pretratados con T,, MP o T;+MP y sus respectivos controles
(letras primas), NaOH, vMP o NaOH+vMP. Dosis tnicas de T; (0 su equivalente en NaOH)
fueron inyectadas 2 horas previas a la cirugia y MP (o vMP) fue inyectado 3 horas previas a la
cirugia. Animales fueron sacrificados a 0, 16, 24, 72 y 120 horas post HP.
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5.1.4 Calculo de tamario de la muestra.

Fue calculado segun la formula:

2x(Z, +Z,;)* x(DS?)
7=
4’

Los valores considerados para los coeficientes de riesgo Zy y Zg seran de 1,645
y 1,282 (riesgo de 0,05), respectivamente. La desviacién estandar utilizada para
el célculo es de 19 y el cambio promedio (d) esperado fue basado en datos
obtenidos en la literatura (Bockhormn vy cols., 2007. Aumento en un 90% de la
expresion de Ki67 en higados de ratas pretratadas con T; respecto a controles).
Segun la férmula, para encontrar diferencias significativas entre lo propuesto y
sus controles, el nimero (n) ideal seria de 6,87 animales. Sin embargo, por
consideraciones bioéticas, se analizaron 4 animales por grupo experimental,

dando un total de 120 animales.
5.2 Evaluacién de la Proliferacion Hepatica.
5.2.1 Recuperacién de masa hepatica.

La restitucién de la masa hepatica fue determinada como porcentaje de masa
hepatica recuperada y calculada utilizando [a razén peso del higado/peso
corporal del animal después de la HP. El peso del higado remanente luego de
la HP (29,06% del peso total) fue estimado con 4 animales eutanasiados para

tal efecto.




22

5.2.2 indice mitético.

Se evalud la bresencia de figuras mitéticas en secciones histologicas tefiidas
con tincién hematoxilina-eosina, contando el nimero de células en mitosis en al
menos 10 campos adyacentes a aumento mayor (400x) bajo microscopio éptico
(OLYMPUS CX31, Tokio, Japén). Este pardmetro fue expresado como N° de

mitosis/campo.
5.2.3 Tincién Inmunohistoquimica para Ki-67.

La tincién inmunohitoquimica para Ki-67 se realizd en cortes de tejido fijados en
formalina, incluidos en parafina y montados en portacbjetos silanizados. Se
desparafind e hidraté cada muestra para proceder con la recuperacidn del
antigeno en buffer citrato pH 6 1X (10mM de Citrato de Sodio 0,05% Tween-20)
por 30 minutos a 85°C. Previo a la tincién se bloqueé la biotina enddgena con la
solucién Biotin Blocking System (Dako, California, USA). La tincién con anti-
KiB7 se realiz6 segun las instrucciones del fabricante (Dako, California, USA).
Se evalud la presencia de nticleos positivos de hepatocitos, para Ki-67 con
microscopio 6ptico (OLYMPUS CX31, Tokio, Japén) en 10 campos a aumento
mayor (400x) en todas las muestras en orden aleatorio. Este parémet'ro fue

expresado como N° de células positivas/campo.

5.2.4 Medicién de Tamaiio Celular.
Se evaluo el area celular (um?) de hepatocitos con el programa Micrometrics™

en secciones histologicas tefiidas con hematoxilina-eosina y observadas bajo
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microscopio dptico (OLYMPUS CX31, Tokio, Japon) a aumento mayor (400x)

en al menos 5 campos adyacentes.

5.2.5 Niveles de expresion de ciclina D1 (CyD1) y de quinasa dependiente

de ciclina 2 (Cdk2) mediante RT-PCR.

Se extrajo mRNA a partir de tejido hepatico con kit comercial (E.Z.N.A. ® Tissue
RNA Kit, Omega Bio-tek, Georgia, USA) utilizando las instrucciones del
proveedor, a todos los grupos a 16 y 24 horas post HP. EI RNA total extraido se
cuantificd espectrofotométricamente (260 y 280 nm) y se calculd la relacion 260
nm:280 nm (RNA:Proteinas) para determinar su grado de pureza. Se determiné
la concentracion de RNA total (ug/uL) utilizando el valor de absorbancia a 260
nm, el factor de dilucién y que una solucién de RNA con densidad optica (DO)
de 1.0 corresponde a 40 ng/mL. Para confirmar la integridad del RNA, las
muestras se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% (20 min a

80 Volts), siendo visualizadas por tincién con bromuro de etidio.

Tabla 2. Secuencias de partidores para cada gen estudiado.

Gen Secuencia partidor

18s F 5'-GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA-3'

R 5'-TCA AGA ACG AAA GTC GGA GG-3'
Cdk2 | F 8-TGT GCG GCT TAA GAA AAT CC-3°

R 5-TCC AGC AGC TTG ACG ATG TTA-3'
CyD1 | F5-CGC GCC CTCCGT TTIC TTACTT C-3'
R 5'-GCT GCA GGC GGC TCT TCT TCA-3'
HGF | F5-GAC CGG CTT GCAACAGGATIC TT1-3
R 5-GAT GGT GC AGG AAG CAG GAG GAG-3’
IL-6 F 5'-TCC TAC CCC AAC TTC CAA TGC TC-3'
R §-TTG GAT GGT CTT GGT CCT TAG CC-3'
TNF-a | F 5-AAA TGG GCT CCC TCT ATC AGT TC-3'
R 5-TCT GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC-3'
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Para la sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir del mRNA se utiliz6 el
sistema Super Script Il ® (Invitrogen Life Technologies Inc., CA, USA). Se
utilizaron hexanucleétidos al azar como partidores (Random Primer), RNA (0,5
Hg/uL), dNTP (10mM), DTT 0,1 M, RNasa H (40 U/ul), buffer de sintesis de
cDNA 5x y transcriptasa inversa Super Script Il (15 U/pL), siguiendo las
instrucciones del proveedor. El ¢cDNA obtenido fue utilizado en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el sistema GoTaq ® (Promega,
Madison, USA) vy partidores especificos para los genes 18s, CyD1, Cdk2, HGF,
TNF-a, IL-6, (ver tabla 2). Se utilizd un termociclador (TPersonal Biometra®,
Goettingen, Germany) para realizar los ciclos correspondientes para cada gen.
Se cargaron 5 pL de cada producto de PCR (250 pb) en gel de agarosa al 0,8
%. La electroforesis se realizd6 durante 20 minutos a 80 Volts, visualizando las
muestras por tincién con bromuro de etidio. Como control se utilizé 18s de 350
pb. Las bandas se analizaron por densitometria utilizando el programa Scion
Image. La cuantificacion se realizé de acuerdo a Ia relacion CyD1/18s o Cdk-

2/18s, seglin corresponda.
5.2.6 Niveles de expresién de HGF mediante RT-PCR.

La extraccion de mRNA y el RT-PCR fueron realizados seg(in lo explicado en el

punto 2.5. La cuantificacién se realizé de acuerdo a la relacion HGF/18s.
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5.3 Parametros de dafio hepatico.
5.3.1 Determinacién de actividad sérica de transaminasas.

Para las determinaciones de las actividades séricas de las enzimas GOT y GPT
se utilizaron sistemas comerciales (Valtek Diagnostics, Santiago, Chile). Los

resultados fueron expresados como Ul de actividad enzimatica/L de suero.
5.3.2 Contenido de Proteinas Oxidadas.

Para la medicién del contenido de proteinas carboniladas de los todos grupos a
16 y 24 horas, muestras de tejido previamente congelado en nitrégeno liquido y
almacenado a -80 °C fueron tratadas con 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar
una base de Schiff, para la produccién de su correspondiente hidrazona que fue
medida espectrofotométricamente entre 350 y 390 nm para determinar
concentracion de carbonilos y a 280 nm para determinar concentracion total de
proteinas (Reznick and Packer, 1994). Los valores fueron expresados como

nmol/mg de proteinas carboniladas.
5.3.3 Evaluacion de las histologias.

Muestras montadas en portaobjetos fueron tefiidas con hematoxilina-eosina
para anélisis histoldgicos y estructurales. Se analizaron cualitativamente,
utilizando un score modificado de Ishak (Ishak y cols.,, 1995) donde se
determind el grado de inflamacién, esteatosis y necrosis, asigndndose los
valores de 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) y 3 (severo) para cada grupo

experimental a tiempos de 24 y 120 horas.




26

5.4 Evaluacion de la funcién hepatica.
5.4.1 Albttimina sérica.

La cuantificacion de los niveles séricos de alblimina se realiz6 con kit ELISA
Abcam, siguiendo las instrucciones del proveedor (ab108790 Albumin Rat
ELISA Kit, Abcam, Cambridge, USA) para todos los grupos a 16 y 24 horas post

HP. Los valores fueron expresados en mg/dL de albimina en suero.
5.5 Evaluacion de estado inflamatorio.
5.5.1 Niveles de expresién de citoquinas pro-inflamatorias.

La extraccion de mRNA y el RT-PCR fueron realizados segtin lo explicado en el
punto 5.2.5. La cuantificacion se realiz de acuerdo a la relacion /L-6/18s, TNF-

a/18s, segln corresponda.

5.6 Analisis estadistico.
Los resultados fueron expresados como promedios + error estandar (SEM) para

el nimero de animales por grupo experimental indicados en cada figura. La
significancia estadistica entre grupos experimentales se calculé por ANOVA
unifactorial y la prueba de comparacion maitiple de Newman Keuls (GraphPad

Software, California, EE.UU) con un limite de confianza de 5% (p<0,05).




VI RESULTADOS

6.1 Evaluacién de la proliferacién hepatica.
6.1.1 Curva de recuperacion de masa hepatica.

La tasa de recuperacién de masa hepatica, estimada como porcentaje peso del
higado/peso corporal del animal fue medida a las 16, 24, 72 y 120 horas
después de la HP (fig.4). En condiciones controles, el higado corresponde a un
3,8% del peso total del animal, relacién indicada con linea punteada en la figura
4. Se observa un aumento continuo en la recuperacion de la masa hepatica a
través de los dias, para todos los grupos, el cual alcanzé niveles dentro del
rango basal del higado en relacién al peso corporal del animal, luego de 120

horas post HP.
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Figura 4. Curva de recuperacién de masa hepatica global en animales pretratados con
PRHC, Cambios en la relacién peso higado/peso animal a 186, 24, 72 y 120 horas después de
HP para todos los tratamientos. La linea punteada indica la relacion peso higado/peso animal
normal. Cada barra representa el promedio + SEM {n=4}.

En la figura 5 se muestra el detalle de |a recuperacién de masa hepatica, de
acuerdo al tiempo y grupo experimental. A las 16 horas post HP (fig. 5A), el
grupo pretratado con MP+T3; mostré un incremento significativo de la masa
hepética (2,135 + 0,019 %) respecto a los otros grupos, mientras que a las 24
horas (fig. 5B) no se observaron diferencias significativas entre ninguno de los
grupos. A las 72 horas post HP (fig. 5C), el grupo pretratado con T3 (2,758 +
0,063 %) mostré un peso  significativamente menor respecto a los otros grupos
experimentales (MP, 3,435 + 0,180 %; MP+T3, 3,313 £ 0,113 %), mientras que
a las 120 horas post HP (fig. 5D) el grupo MP+T; (3,352 % 0,257 %) fue

significativamente menor respecto a su control (4,023 + 0,243 %).
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Figura 5. Curva de recuperacion de masa hepdtica segin tiempo en animales
pretratados con PRHC. Barras muestran la relacion peso higado/peso animal después de
HP, cada punto representa el promedio + SEM (n=4). Las letras y las letras primas sobre
cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y test de
Newman Keuls) entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente. (A) 16 horas
post HP. (B) 24 horas post HP. (C) 72 horas post HP y (D) 120 horas post HP,
completando la curva de recuperacién de masa hepatica.

6.1.2 indice mitético.

En la figura 6 se observan los cambios en el conteo de mitosis segtn

tratamiento a 0, 16, 24 y 120 horas después de la HP. A tiempo 0 el grupo

control NaOH mostré un aumento basal significativo (0,575 + 0,103 mitosis/

campo) en el nimero de mitosis por campo respecto a T3 (0,025 + 0,025

mitosis/campo). Los grupos MP (1,475 * 0,144 mitosis/campo) y MP+T3 (1,375
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+ 0,266 mitosis/campo) presentaron un maximo de figuras mitéticas a las 24
horas, mientras que en T3 (1,600 + 0,216 mitosis/campo) fue a las 72 horas post
HP. A 16 y 120 horas post HP no se observaron diferencias significativas entre
los grupos analizados; resultado que se repitié entre MP y MP+T3 a todos los

tiempos estudiados.
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Figura 6. Curva global de conteo de mitosis a 0, 16, 24, 72 y 120 horas post HP en
animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de mitosis
contadas en al menos 10 campos a aumento maximo de 400x.

En la figura 7 se observa el detalle del recuento de mitosis para los tiempos 24
y 72 horas post HP. A las 24 horas post HP (fig. 7A) el grupo tratado con Ts
(1,20 + 0,26 mitosis/campo) presentdé un aumento significativo en el niimero de
mitosis por campo vs su control NaOH (0,20 + 0,04 mitosis/campo). A las 72
horas post HP (fig. 7B) el recuento mitético para Ts (1,60 + 0,22 mitosis/campo)
fue significativamente mayor que MP (0,80 = 0,07 mitosis/campo) y MP+T,

(0,75 £ 0,07 mitosis/campo).
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Figura 7. Conteo mitosis segiin tiempo en animales pretratados con PRHC. (A) 24 horas, (B)
72 horas post HP. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de mitosis contadas en al
menos 10 campos a aumento mayor de 400x. Las letras y las letras primas sobre cada barra
representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y test de Newman Keuls) entre

los grupos y el grupo con su control, respectivamente.

6.1.3 Tincidn inmunohistoquimica para Ki-67.

En la figura 8 se observan imagenes representativas de la tincidén IHQ para Ki-

67 segun los grupos experimentales a 24, 72 y 120 horas post HP. A las 16

horas no se encontraron células positivas, por lo cual no se muestran

fotografias representativas de este tiempo.
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Figura 8. Panel de microfotografias representativas del conteo de células positivas para
tincion IHQ para Ki-67 a 24, 72 y 120 horas post HP en animales pretratados con T3, MP y
MP+ T,. Cada fotografia representa cortes histolégicos para la tincién IHQ a aumento mayor de
400x. Las flechas indican nucleos positivos para la tincién IHQ para Ki-67.

En la figura 9 se observa la grafica de las fotografias mostradas en la figura 8,
con el recuento de los nucleos positivos para Ki67 contados en 10 campos de
aumento mayor (CAM). A las 24 horas post HP se observé la mayor presencia
de nuacleos positivos en todos los grupos y sus controles; los valores de MP
(78,90 £ 3,59 células/campo) fueron significativamente mayor que T; (44,08 +
3,80 células/campo) y MP+T3 (59,00 + 10,01 células/campo), mientras que soélo

T (44,08 + 3,80 células/campo) presentd cambios significativos respecto a su
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control NaOH (13,20 + 0,20 células/campo). A 72 horas post HP los valores de
T3 (33,22 £ 7,37 células/campo) son mayores que su control NaOH (12,45 +
4,15 células/campo) y que el grupo MP (15,07 £ 5,36 células/campo). A 120
horas post HP se observd que los valores de MP+T; (2,22 + 0,27
células/campo) fueron significativos respecto a su control vMP+NaOH (29,77 +
8,65 células/campo), mientras que el grupo MP no presentd cambios respecto a

su control a ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura 8. Curva global conteo de células positivas para tincién IHQ para Ki-67 a 24, 72 y
120 horas post HP en animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio
+ SEM (n=4) de celulas positivas para la tincién IHQ contadas en al menos 10 campos a
aumento mayor de 40X. Las letras y letras primas sobre cada barra representan diferencias
significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y test de Newman Keuls) entre los grupos y el grupo
con su contrel, respectivamente.
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6.1.4 Area celular.

En Ia figura 10 se observan los cambios en el érea celular segun tratamiento a
0, 16, 24, 72 y 120 horas después de la HP. Se observa que en el grupo
pretratado con T3 el tamafio celular aumenta en proporcién al tiempo post HP,
siempre en valores mayores que su control NaOH, que muestra el mismo
comportamiento. Las areas observadas en el grupo MP (648,39 + 6,09 pm?3)
muestran un maximo a las 24 horas post HP y luego retornan a los valores
basales de tiempo 0; el control de MP (VMP) muestra tendencia a presentar
celulas de mayor tamafio en todos los tiempos, lo que no fue estadisticamente
significativo. El grupo pretratado con MP+T; (746,38 + 30,83 HMm?)} presenta un
maximo de crecimiento celular a las 72 horas post HP, para disminuir a las 120

horas.
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Figura 10. Curva global de variacién de tamaifio celular en animales pretratados con
PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de areas celulares contadas en al
menos 10 campos a aumento mayor de 400x.

A 0y 16 horas post HP no se encontraron variaciones significativas entre los
grupos ni sus controles. A 24 horas (fig. 11A) post HP se observd que T,
(787,85 + 47,24 ym?) presenta células de un tamario significativamente mayor
que su control NaOH (572,25 + 25,06 pm? y que el grupo pretratado con
MP+T; (517,77 + 24,06 ym?); resultado que se repitid en MP (648,39 + 6,(59
um?) vs. MP+T3 (517,77 + 24,06 um>). A 72 horas post HP (fig. 11B) los valores
de T; (819 + 27,38 pm?® contintian siendo significativamente mayores que su
control NaOH (580 + 13,36 pym? y que MP (489,26 + 13,53 Hm?); el grupo
MP+Tj3 (746,38 + 30,83 um?) mostrd valores significativamente mayores que su

control (419,49 + 37,40 ym?) y que MP (489,26 + 13,53 Km?). A 120 horas post
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HP (fig. 11C) T3 (1108,35 + 83,50 um?) presento valores mayores que su control

(646,36 + 39,27 um?), MP (507,14 + 53,82 pm?) y MP+T3 (571,04 + 28,91 Hm?3).
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Figura 11. Vartacién de tamafio celular segiin tiempo en animales pretratados con PRHC.
(A) 24, (B} 72, (C) 120 horas post HP. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de drea
celular medida en al menos 10 campos a aumento mayor de 40X, Las letras y las letras primas
sobre cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y test de
Newman Keuls) entre los grupos y el grupo con su contrel, respectivamente.
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6.1.5 Niveles de expresién de ciclina D1 (CyDA1).

En la figura 12 se observan los niveles expresién de CyD1 como unidades
densitométricas de CyD1/78s a las 16 y 24 horas post HP para cada grupo. 16
horas post HP (fig. 12A) el grupo MP (1,3 = 0,48 UD) presenté valores
significativamente mayores en la expresién del mRNA de CyD1 respecto a su
control vMP (0,28 £ 0,17 UD) y respecto a los grupos T3 (0,42 *+ 0,19 UD) y
MP+T3 (0,00074 + 0,00054 UD). A diferencia de lo observado a las 16 horas, en
la figura 12B se observa que a 24 horas post HP no hay variaciones

significativas en la expresién de CyD1 entre todos los grupos experimentales.
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Figura 12, Niveles de expresion de CyD1 mediante RT-PCR a 16 y 24 horas post HP en
animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM {(n=4) de
unidades densitométricas. (A) 16 horas post HP (B) 24 horas post HP. Las letras y las letras
primas sobre cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y
test de Newman Keuls) entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente.
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6.1.6 Niveles de expresion de HGF.

En la figura 13 se observan los niveles expresién de HGF como unidades
densitométricas de HGF/18s para cada grupo a las 16 y 24 horas post HP. No
se encontraron variaciones significativas al comparar los niveles de mRNA de
HGF entre los grupos T3, MP y MP+T3 ni con sus respectivos controles a 16 (T3,
0,062 + 0,041 UD; MP, 0,43 + 0,034 UD; MP+Tj, 0,022 + 0,0021 UD) (fig. 13 A)
y @ 24 horas (T3, 0,16 + 0,024 UD; MP, 0,15 + 0,036 UD:; MP+T3, 0,035 +

0,0052 UD) (fig. 13B) post HP.
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Figura 13. Niveles de expresién de HGF mediante RT-PCR a 16 y 24 horas post HP en
animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de
unidades densitomeétricas. (A} 16 horas post HP (B) 24 horas post HP. Las letras y las letras
primas sobre cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y

test de Newman Keuls) entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente.
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6.2 Evaluacién del daiio hepatico.
6.2.1 Actividad de transaminasas séricas GOT y GPT.

En las figuras 14 y 15 se observan los niveles de actividad sérica de GPT
(glutdmico pirGvico transaminasa) y GOT (glutdmico oxaloacética transaminasa)
post HP. A tiempo 0 los niveles de transaminasas fueron normales aumentando
significativamente a las 16 y 24 horas post HP y retornando a valores basales a
tiempos posteriores. T3 y MP mostraron un aumento significativo en las
actividades de GPT (fig. 14A) y GOT (fig. 15) desde 16 a 24 horas, a diferencia
de MP+T3; que mostré niveles menores en ia actividad de GOT a los mismos
tiempos, disminucién que, sin embargo, no fue estadisticamente significativa en
relacién a su control. A las 16 horas post HP, los valores de GPT sérica
presentados por T3 (66,63 + 21,48 U/L) fueron significativamente menores
respecto a su control NaOH (368,13 33,17 ULL) (fig. 14B), mientras que las 24
horas post HP, el grupo experimental pretratado con MP+T, (247 + 20,65 U/L)
tuvo niveles de transaminasas menores que los grupos pretratados con Ti

(536,97 + 106,17 U/L) y MP (344,95 + 29,31 UL) (fig. 14C).




42

® - T3
—
800- * @ NaoH
MP
viiP
MP+T3
600 viMP+NaCH
5 400-
200+
0 . ! X £} L Oy - = i
0 16 24 72 120
Tienipa post HP 70% (horas)
(B) 16 horas post HP {C) 24 horas post HP
806+ 8OO~
600
S 400

- T
vhip BP+T} vU-PhalH

Tratamientos

.
T
T HaOH up

e MP-T3 vMPsNEOH
Tratamientos

Figura 14. Actividad sérica de la transaminasa GPT en animales pretratados con PRHC.
(A) Cambios globales en los niveles de GPT sérica después de HP a 0, 16, 24, 72 y 120 horas.
(B) Detalle 16 horas post HP. {C) Detalle 24 horas post HP. Cada baira representa el promedio
+ SEM (n=4). Las letras y las letras primas sobre cada barra representan diferencias
significativas entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente (p<0,05, ANOVA

Unifactorial y test de Newman Keuls).
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Figura 15. Actividad sérica de la transaminasa GOT en animales pretratados con PRHC.
Cambios globales en los niveles de GOT sérica después de HP a 0, 186, 24, 72 y 120 horas.
Cada barra representa el promedio  SEM (n=4).

6.2.2 Contenido total de proteinas oxidadas.

En la figura 16 se muestran los valores totales de proteinas oxidadas para
animales pretratados con PRHC a 16 y 24 horas post HP. A 16 horas se
observan valores maximos de oxidacion de proteinas, con excepcién del grupo
pretratado con NaOH que no difirié entre las 16 y 24 horas post HP. Ademas, a
las 16 horas post HP (fig. 16A) s6lo el grupo experimental MP+T; (7,56 £ 0,79
nmoles carbonilo/mg proteina) varié significativamente respecto a su control
vMP+NaOH (13,69 + 0,85 nmoles carbonilo/mg proteina); resultado que se
repitio a las 24 horas (fig. 16B) para el grupo pretatado con T (2,48 + 0,61
nmoles carbonilo/mg proteina) vs. NaOH (10,79 + 1,23 nmoles carbonilo/mg

proteina).
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Figura 16. Contenido total de proteinas oxidadas en animales pretratados con PRHC. (A)
Contenido total de proteinas carboniladas a 16 horas post HP. (B} Contenido total de proteinas
carboniladas a 24 horas post HP. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4). Las letras y
letras primas sobre cada barra representan diferencias significativas entre los grupos
experimentales y entre el grupo y su control respectivamente (p<0,05, ANOVA Unifactorial y
test de Newman Keuls).

6.2.3 Evaluacidn histolégica.

Se evaluaron 3-4 cortes histologicos por grupo experimental a 24 y 120 horas
post HP para analizar arquitectura hepatica y confeccionar el score de dario,
inflamacion y esteatosis (tabla 3). En las figuras 17 y 19 se observan imagenes
representativas de las histologias para todos los grupos a 24 y 120 horas post
HP, a aumento de 100x y el detalle a aumento mayor de 400x, respectivamente.
En el aumento mayor, ademas, se observan mitosis aisladas cuantificadas enla

seccion 1.2.
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Tabla 3. Score de necrosis, inflamacion y esteatosis modificado de Ishak.

Horasde . otamiento ' Necrosis = Inflamacion = Esteatosis
Regeneracion SRR IR
T 0 1 1,3
NaOH 2 1,5 1
MP 0 0 1
24
vMP 1 0,2 Oa1
MP+T; 1 0,25 L
vVMP+NaOH | 1,25 1 0,25
T 0 0 0
NaOH 0 0 0
MP 0 0 1
120
vMP 015 0 0
MP+T; 0 0 0
vMP+NaOH 1,25  } 0,25

Los valores obtenidos corresponden al analisis promedio de 3-4 placas histologicas. Valores de
referencia: O=ausente, 1=leve, 2=moderado, 3=severo.

En la tabla 3 se observa un score (modificado de Ishak y cols., 1995) promedio
obtenido por cada grupo respecto a los parametros de inflamacién, necrosis y
esteatosis al observar bajo microscopio éptico un 3-4 placas histolégicas en

aumento mayor de 400x.

A 24 horas post HP (fig. 17) en todos los grupos se observa arquitectura
hepatica conservada, con presencia de espacios porta y vena central de
calibres y caracteristicas normales y hepatocitos con disposicién en cordones.
El grupo pretratado con T3 presenta microfocos de necrosis y esteatosis

microvesicular; su control NaOH presenté presencia de infiltrado inflamatorio
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leve a moderada, necrosis moderada y el mismo grado de esteatosis que T;

(tabla 3). En el grupo pretratado con MP no se observé focos de necrosis ni

inflamacioén, constatandose presencia de anisocitosis y anisocariosis en los

hepatocitos, junto a esteatosis microvesicular y leve; en el control vMP se

observo focos necréticos y neutréfilos aislados (microfocos de inflamacién) y un

grado menor de esteatosis. El grupo pretratado con MP+T;, present6

microfocos de necrosis, esteatosis microvesicular leve de predominio periportal;

su control, vMP+NaOH, present6 multifocos aislados de necrosis, inflamacion

leve, anisocariosis y anisocitosis sin presencia de esteatosis.

T3

NaOH

MP

M P+T3

vMP

vMP+NaOH

L ST )
50 pm

Figura 17. Fotografias representativas de cortes histolégicos de higados de animales
pretratados con PRHC a 24 horas post HP. Fotografias principales obtenidas a aumento de
100x; detalles obtenidos a aumento mayor de 400x; tincion hematoxilina-eosina.
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A 120 horas post HP (fig. 18) no se observa esteatosis ni inflamacion en
ninguno de los grupos (tabla 3). En el grupo pretratado con T3 se observé areas
pericentrales con organizacion conservada y desorganizacion periportal al igual
que NaOH, grupo que mostr6 mayor presencia de glébulos rojos en los
sinusoides. En el grupo NaOH se observé presencia de polimorfonucleares
dentro de los vasos. El grupo pretratado con MP present6 desorganizacion en el
las zonas 2 y 3 del acino hepatico, mostrando una estructura menos organizada
que su control vVMP (que ademas, mostré reorganizacion de la estructura
sinusoidal retrasada respecto a NaOH). El grupo pretratado con MP+T;
presentd arquitectura normal, con presencia de algunos hepatocitos con
citoplasma vesiculoso; su control, vMP+NaOH soélo conservé la organizacién

de la zona 1 del acino.

| MPeT, 7

vMP+NaOH

| Pt & e g 5'-'Hmk‘

Figura 18. Fotografias representativas de cortes histologicos de higados de animales
pretratados con PRHC a 120 horas post HP. Fotografias principales obtenidas a aumento de
100x; detalles obtenidos a aumento mayor de 400x; tincién hematoxilina-eosina.
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6.3. Evaluacion de la funcién hepatica.
6.3.1 Niveles de albimina sérica.

En ia fig. 19 se indican los cambios en ia concentracion de albUmina sérica.
Todos los grupos analizados a 16 y 24 horas post HP obtuvieron valores dentro

del rango normal de 3,8-4,8 g/dL de albtimina en suero.

a) 13
b) ==z E‘I‘?’OH
(A) 16 horas post HP (B) 24 horas post HP = viP
9 £33 WPT3
mm  vIP+NaOH
[12]
£ ©
ES £d
35 52
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T3 NaOH MP  vMP MP+T3vMP+NaOH T3 NaOH MP  vMP MP+T3 vMP+NaOF
Tratamientos Tratamientos

Figura 19. Cambios en niveles de albiimina sérica después de HP en animales
pretratados con PRHC, (A} 16 horas post HP. (B) 24 horas post HP. Cada barra representa el
promedio + SEM (n=4).
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6.4 Evaluacion del estado inflamatorio.
6.4.1 Niveles de expresion de citoquinas proinflamatorias.
6.4.1.1 Niveles de expresion del mRNA de /L-6.

En la figura 20 se observan los niveles expresién de IL-6 como unidades
densitométricas de /L-6/18s a 16 y 24 horas post HP para cada grupo. Tanto a
16 (T3, 0,31 + 0,085 UD; MP, 0,15 * 0,015 UD; MP+Ts, 0,15 + 0,056 UD) (fig.
20A), como a 24 horas post HP (T3, 0,51 + 0,039 UD; MP, 0,63 + 0,063 UD;
MP+T3, 1,1 + 0,36 UD) (fig. 20B) no se observaron variaciones significativas

entre los grupos MP, T3 y MP+Tj3 ni entre éstos y sus respectivos controles.
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Figura 20. Niveles de expresién de /L-6 mediante RT-PCR a 16 y 24 horas post HP en
animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de
unidades densitométricas. (A) 16 horas post HP (B) 24 horas post HP. Las letras y las letras
primas sobre cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y
test de Newman Keuls} entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente.
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6.4.1.2 Niveles de expresién del mRNA de TNF-a.

En la figura 21 se observan los niveles expresion de TNF-a como unidades

densitométricas de TNF-a/18s a 16 y 24 horas post HP para cada grupo.

Se observa (fig. 21A) que al analizar los niveles de expresion de todos los
grupos a 16 horas, no se encontraron variaciones significativas. Sin embargo, a
24 horas (fig. 21B) se encontré que el grupo combinado de MP+T; (0,23 £ 0,098
UD) presentd valores significativamente menores en los niveles de expresion
del mMRNA de TNFa que T3 (0,8 + 0,044 UD) y MP (0,65 = 0,24 UD) por
separado. Por otro lado, MP presenté diferencias con su control, vMP (0,15 £

0,033 UD).
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Figura 21. Niveles de expresién de TNF-a mediante RT-PCR a 16 y 24 horas post HP en
animales pretratados con PRHC. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de
unidades densitométricas. {A) 16 horas post HP, {B) 24 horas post HP. Las letras y las letras
primas sobre cada barra representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y
test de Newman Keuls) entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente.




VIl DISCUSION

La regeneracién hepéatica es un proceso complejo asociado a factores de
crecimiento, citoquinas y hormonas, que involucra no solo a los hepatocitos,
sino a todos los tipos celulares hepaticos. En el ser humano es indispensable
una rapida y exitosa regeneracion del higado en casos de resecciones
hepaticas mayores, debido a la presencia de tumores hepaticos primarios o
metastasis, posterior al dafio hepatocelular de diversas causas y durante el
trasplante del érgano, tanto para permitir ia regeneracion de células dafnadas
durante el proceso de procuramiento Yy preservacidén, como para evitar el
sindrome de ‘pequefio para su tamafo’ (small for size) en caso de trasplante
con donante vivo. Es importante garantizar que los tratamientos aplicados al
donante no incidan en la capacidad de regeneracion del higado. Mas adn, el
control sobre el proceso podria reducir la morbilidad de los individuos en

situaciones de donantes vivos, acelerando la recuperacién del injerto.

El protocolo dé resucitacion hormonal fue desarrollado por la necesidad de
atenuar los efectos deletéreos provocados en el organismo por el proceso de
muerte cerebral, que es la condicién de la mayoria de los donantes de érganos.
La utilizacién de esteroides y hormonas tiroideas, inicialmente, apunté a Ia
mantencidén de la homeostasis hemodinamica y el flujo sanguineo a los distintos

organos, lo que permite mantener la calidad de ios tejidos y de esta manera
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aumentar el nimero de érganos que se pueden recuperar en el procuramiento,
disminuyendo el dafio asociado al proceso y optimizando la funcionalidad de

éstos en el receptor.

Considerando que el uso de la combinacion de MP y Tz en clinica esta
aprobado en algunos paises, pero restringido en otros, en parte por el potencial
efecto deletéreo sobre algunos 6rganocs, esta tesis evalud el efecto de la
administracién combinada de hormona tiroidea y metilprednisolona sobre la
regeneracion, recuperacién y funcionalidad del higado posterior a una

hepatectomia parcial del 70%.

i) Pre-tratamiento con Ts.

En pacientes con muerte cerebral la administracién de Ta permite la
recuperacion del estado eutiroideo, que se pierde en relacién a la muerte
cerebral y el cese de los mecanismos de control del eje neuroendocrino, pero
también deben ser considerados los efectos organo-especifico de esta hormona
al ser administrada exégenamente. En estudios anteriores se demostrd que en
la rata la utilizacion de una dosis de 0,1 mg/Kg de Ts preacondiciona al higado
frente al dafio por isquemia-reperfusién (Fernandez y cols., 2008), evento que
esta presente en el proceso de trasplante hepatico. En otro estudio, se
demostré que el uso de una dosis menor (0,05 mg/Kg) junto con la aplicacion

de acidos grasos esenciales, reproducia el efecto preacondicionante de una
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dosis mayor de T (Mardones y cols., 2011). Respecto a la regeneracion, T; es
un reconocido mitdgeno hepético directo, que a tiempos tempranos actuaria
acelerando la regeneracion via aumento de la expresién de CyD1 mediada por
la unién de la hormona a su receptor nuclear TRB (Kowalik y cols., 2010) y no
por las vias clésicas post HP. Otros estudios (Ferndndez y cols., 2007) han
demostrado que la aplicacién de T3 desencadena la proliferacién celular a
traves de cascadas asociadas a la generacion de TNF-a dependiente de las
células de Kiipffer, fosforilacion de JNK y activacién de AP-1, después de 60
horas post aplicacion de la hormona. Esta evidencia apunta a que la HP y T3
estimulan la sintesis de DNA por diferentes vias que finalmente convergen
(Pibiri y cols., 2001). Por otro lado, en investigaciones anteriores (Malik y cols.,
2003) se encontré que animales prefratados con Ts y sometidos a HP
presentaron una efecto sinérgico en la entrada al ciclo celular respecto a grupos
tratados sdlo con T3 o sélo con HP, reflejado en el aumento del recuento de
células positivas para bromo desoxiuridina. Esta alta tasa de proliferacion, sin
embargo, no estuvo asociada a aumento de masa a las 24 horas post HP, pero
si 4 dias después de la cirugia. Los resultados obtenidos con la aplicacion de
0,05 mg/Kg de T3, consistentes en un aumento en el recuento de mitosis (fig. 6)
y células positivas para Ki-67 (fig. 9), sin aumento en masa hepatica (fig. 4),

coinciden con lo informado en la literatura.
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Respecto a la expresién de CyD1, se esperaba observar un aumento en el
grupo Ts vs. su control a 24 horas post HP, seglin lo observado por Columbano
y cols. (2007). La ausencia de diferencias observadas respecto a la expresion
de esta ciclina y al aumento de peso hepatico a tiempos posteriores, podria
deberse a que la dosis utilizada en este es‘tudio (0,05 mg/Kg) es veinte veces
inferior a ia utilizada en la literatura por otros autores (Malik y cols., 2003),
probablemente por un efecto dosis dependiente. Los niveles de expresién de
TNF-a, IL-6 y HGF no permiten obtener conclusiones respecto a su
participacion en la proliferacién modulada por T3 debido a que ia activacién de
estos genes para desencadenar el ciclo proliferativo ocurre a tiempos
tempranos de entre 60 minutos y 8 horas post HP (Mangall y cols., 2003). T; es
parte de una familia de mitégenos primarios que inducen proliferacion de los
hepatocitos via hiperplasia directa, que no involucra pérdida de masa celular
(Columbano y Shinozuka, 1996). La mayoria de esios mitégenos actlan via
receptores nucleares en ausencia de cambios tempranos en la activacion de
NF-xB, STAT3, aumento en la expresién de genes inmediatamente tempranos
(priming) ni en la liberacion de TNF-a o IL-B, cambios considerados
fundamentales en la regeneracion hepatica después de ia HP (Ledda-
Columbano y cols., 2000). Por otro lado, es conocido que T3 produce hipertrofia
en los hepatocitos (Sola y cols., 1991), por lo que este factor debe considerarse
dentro del aumento de masa hepatica. Estas observaciones son consistentes

con lo obtenido en los animales pretratados con Ts (fig. 10) que presentaron
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hepatocitos de hasta un doble del tamafio, con disminucién de la relacion
nicleo/citoplasma, respectc de lo observado en otros grupos, aun luego de
recuperar la masa hepética adecuada para el organismo.

El dafio esperado al realizar la HP se observé en la medicién de la actividad de
las transaminasas séricas GPT y GOT a 16 y 24 horas post HP, para disminuir
a tiempos posteriores (fig. 14 y 15). En otros trabajos (Tapia y cals., 2003) se ha
demostrado que T3 produce una respuesta calorigénica y de estrés oxidativo
hepatico moderado que serfa el mecanismo responsable de su accién
preacondicionante frente a darioc por isquemia y reperfusion (Fernandez y cols.,
2008), disminuyendo en un 91% el contenido total de proteinas oxidadas al pre-
tratar con Ts. En la medicién de proteinas oxidadas totales, se observo que el
grupo pretratado con T3 presentd valores de proteinas carboniladas menores
vs. su control a ambos tiempos evaluados (16 y a 24 horas post HP, fig. 16),

coincidiendo con trabajos anteriores.

Las histologias reafirman que el pretratamiento con T; disminuye el grado de
inflamacion y necrosis, y generé un grado mayor de esteatosis transitoria,
respecto a su control NaOH (tabla 3). La acumulacién transitoria de lipidos en
los hepatocitos es una caracteristica temprana y necesaria de Ia regeneracién
después de la HP en roedores, y podria estar relacionada con la fuente de
energia que sustenta la proliferacién (Rudnick y Davidson, 2012). Al no
observarse cambios necro-inflamatorios importantes en las secciones

histologicas estudiadas (fig. 17), se puede establecer que el efecto mitogénico
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de T3 es efectivamente por hiperplasia directa y no por dafio hepatico, lo que
coincide con lo comunicado en la literatura (Malik y cols., 2003). Respecto a la
alta presencia de figuras mitdticas en los grupos controles NaOH a tiempo cero
(fig. 6) se ha encontrado (Diehl y Rai, 1996) que si bien la actividad proliferativa
de hepatocitos adultos generalmente es baja, se puede observar replicacion de

hepatocitos en el higado adulto sano.

ii) Pre-tratamiento con MP.

Los analogos farmacologicos de los corticoides, hormonas enddogenas
producidas por la glandula suprarrenal, entre los cuales se cuentan cortisona,
prednisona y MP, actian imitando las acciones del cortisol. Solu-Medrol ® es la
presentacién comercial de la metilprednisolona succinato utilizada en este
estudio. MP es utilizado clinicamente por su accion antiinflamatoria e
inmunosupresora (Buttgereit y cols., 1999). Como todos los glucocaorticoides,
MP tiene efectos a nivel gendmico, no-genémico especifico y no-gendmico
inespecifico, y se ha demostrado que a bajas dosis MP tendria
predominantemente efectos genémicos. Adicionalmente, se ha demostrado que
la administracion de altas dosis de esta droga (30 mg/Kg) tienen efecto
neuroprotector y antiapoptético, inhibiendo la lipoperoxidacion (Hall, 1992) y la

actividad de las caspasas (Lin y cols., 2012).

Tsukamoto y Kojo (1989) reportaron que la aplicacion de dosis altas de

glucocorticoides previo a la HP disminuye la proliferacion de los hepatocitos via
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prevencion del aumento de la actividad de enzimas participantes de la sintesis
de DNA. Afios después, Fujioka y cols. (2001) estudiaron los efectos de MP
sobre la cinética de las citoquinas y la funcién hepatica en ratas somstidas a
HP, encontrando que la aplicacion de una dosis baja de 3 mg/Kg de MP previa
a la HP produjo una disminucién en los niveles séricos de la citoquina IL-6 e
inhibicion del dafio hepatico reflejado en un aumento en la concentracién de
albimina sérica, sin cambios en la recuperacion de la masa hepatica respecto a
HP sin pretratamiento. La dosis utilizada en este estudio (34 mg/Kg) es la dosis
terapéutica y es aproximadamente 10 veces mayor que la utilizada por Fujioka y
cols. (2001). La recuperacién del peso (fig. 4), el recuento de mitosis (fig. 6) y
de células positivas para Ki-67 (fig. 9) y el tamafio de los hepatacitos (fig. 10)
coinciden con higados en regeneracion de animales sanos post HP (Taub,
2004). Al igual que lo observado por Fujioka y cols. (2001), se encontraron
valores bajos de transaminasas séricas (fig. 14 y 15) después de 24 horas,
comprobando el efecto antiinflamatoric de MP. Ademas, se encontrd
disminucién de la oxidacion de proteinas (fig. 18), aludiendo a una accién
protectora de este farmaco que coincide con lo encontrado por Hall (Hall, 1992)
sobre la inhibicién de la lipoperoxidacién en tejido neuronal post aplicacion de
MP. En contraste con lo encontrado por Fujicka y cols. (2001), no se
observaron modificaciones en la funcién hepatica al estudiar las
concentraciones de albtimina en suero (fig. 19) ni disminucién de los niveles de
IL-6. El efecto en la funcién hepatica puede ser explicado por la dosis utilizada

que, como se menciond anteriormente, fue 10 veces mayor que la comunicada
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en dicho estudio (Fujioka y cols., 2001). En el segundo caso, la disminucidn de
IL-6 fue obtenida de mediciones en suero, por lo que podria mostrar diferencias

con lo obtenido por RT-PCR.

iiij) Pre-tratamiento con MP+T;.

No existen estudios del efecto en higado de la combinacién de MP y Ts. Ya se
ha discutido que dosis terapéuticas altas de MP afectan la proliferaciéon hepatica
Yy que T3, por ofro lado, es un conocido mitégeno hepatico directo. Los
mecanismos de accion de MP (efectos genémicos) y T (a tiempos tardios)
coinciden con moléculas que son esenciales para la regeneracion hepatica post
HP. Por ejemplo, post HP hay activacion de NFxB via TNF-a; Tz actia
aumentando la produccién de TNF-a desde las CK, y uno de los mecanismos
de accién de MP involucra la disminucién de citoquinas inflamatorias
participando en la via de sefializacion de NFkB. Los efectos esperados para el
pretratamiento combinado se basan en el balance de los efectos individuales:
una alta concentracion de citoquinas conduciria a dafio mientras que una baja
concentracion de citoquinas seria insuficiente para continuar con la proliferaciéon
post HP. Es importante, entonces, considerar los efectos conjuntos de ambos

farmacos.

El grupo pretratado con MP+Tz presentd una curva de recuperacion normal de
la masa hepatica (fig. 4), a pesar de que no alcanzé el porcentaje de

recuperacion total (3,8 %). Cabe destacar que a 16 horas post HP (fig. 5A), se
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observd un aumento en la masa hepatica que, debido a que en ese tiempo no
se observan cambios en los parametros proliferativos, puede ser explicado por
edema intercelular. A 24 horas post HP se observé un maximo de mitosis (fig.
7), pero al finalizar la curva de recuperacion de masa hepatica el recuento de
mitosis atin no retornaba a valores basales, lo que podria indicar que el proceso
regenerativo continua en tiempos posteriores, coincidiendo con lo observado en
la recuperacion de la masa hepética (fig. 4) y el recuento de células positivas de
Ki-67 (fig. 9). El andlisis histoldgico mostré que el tamario de los hepatocitos a
120 horas retorné a valores normales, sugiriendo que la hipertrofia observada
con el pretratamiento con T3 fue evitada con la aplicacién de MP (fig. 11). La
combinacién de MP+T; mostré acciones antiinflamatorias y protectoras no
diferentes de las observadas con MP como droga Unica, indicando que MPy T;

no actuarian sinérgicamente sobre estos parametros.

Respecto al control de MP+T3, vMP+NaOH present6 mayor tamano del higado
a 120 horas post HP (fig. 5A), niveles de expresion de CyD1 (fig. 12), HGF (fig.
13) y citoquinas (fig. 20, 21) aumentados a 16 horas respecto a MP+T; y conteo
de células positivas para Ki67 (fig. 9) mayor que todos los grupos a 120 horas.
Por otro lado, presentd mayor dafio observado en los altos niveles de GOT y
GPT (fig. 14 y 15) y en el contenido total de proteinas oxidadas (fig. 16),
resultados corroborados en las histologias en que las que se observé que los
parametros de inflamacién, necrosis y esteatosis (tabla 3) no retornaron a

valores normales atin a 120 horas. Junto a la inflamacion, las histologias
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también mostraron desorganizacién de las sinusoides. Lo anterior permite
suponer que el proceso regenerativo en el grupo vMP+NaOH esta retrasado y
que el aumento en el tamario del higado (sobre 3,8 % del tamaric del animal a
ese tiempo) podria ser explicado como efecto del proceso inflamatorio y edema

intra o extracelular en el higado.

El efecto inhibidor de la proliferacion de altas dosis de glucocorticoides descrito
en la literatura (Tsukamoto y Kojo, 1989) no fue observado en ninguno de los
grupos con MP, sugiriendo que la dosis utilizada no es suficiente para intervenir
en el proceso regenerativo, pero si para mediar la accion inflamatoria. El efecto
de T3 como mitégeno hepatico ya ha sido discutido, concluyendo que actia por
mecanismos diferentes a la regeneracion desencadenada por HP a tiempos
tempranos, pero que convergen a tiempos tardios. En el afio 2012, Shibata y
cols. (2012) comunicaron que el pretratamiento con dosis bajas de esteroides
(dexametasona) reduce la inhibicidn de la regeneracion hepatica en higados
sometidos a ablacion por radiofrecuencia y luego a HP. Ya que la ablacion por
radiofrecuencia aumenta la produccion de citoquinas a niveles que impiden la
proliferacion post HP, la aplicacién de esteroides normaliza la situacién
generando un estado inflamatorio suficiente para retomar ia regeneracion post
HP, pero insuficiente para generar dafio. De una manera similar, los resultados
obtenidos nos indican que el efecto mitogénico de T; podria estar disminuido en
los grupos co-tratados con MP debido a su participacién en las vias de

sefializacion de las citoquinas pro-inflamatorias, pero tal disminucién no mostré
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significancia en la recuperacién del peso del higado. La inhibicién del efecto
anti-proliferativo observado en otros estudios para glucocorticoides (Tsukamoto
y Kojo, 1989) podria deberse a la baja dosis de MP o a la interaccién con Ta.
Sin embargo, los resuitados obtenidos para MP+T3 coinciden con lo observado
por Fujioka y cols. (2001) para MP, sugiriendo que la dosis de MP mas que la
interaccion con los efectos mitogénicos de Ts son los responsables de que en

estos estudios la utilizacién de glucocorticoides no disminuya la regeneracion.

Es claro entonces, que ia regeneracién hepética requiere de muiltiples sefiales y
funciones coordinadas para proceder normalmente. Por otro lado, es importante
recordar que el modelo de HP permite estudiar la proliferacion de los
hepatocitos en un escenario en que no hay dafo hepatico, pero que la
regeneracion en si es un evento que ocurre naturalmente en el higado al ser
sometido a dafio o a reseccién. Si bien este método ha permitido conocer los
mecanismos de regeneracién, tiene sus limitantes. Gran parte de las
resecciones hepaticas que necesitan regeneracién ocurren en higados con un
dafio tisular basal (carcinomas, cirrosis, hepatitis), por lo que se necesitan
modelos fisiopatolégicamente mas similares a estos procesos para estudiar los
mecanismos regenerativos en esas circunstancias. Conocer los mecanismos de
proliferacién en el higado, sin embargo, tiene un sin ntimero de implicaciones
para enfermedades humanas, desde la recuperacion del peso hepatico en
trasplante de donantes vivos hasta recuperacion post reseccion en caso de

dafio.




VIl CONCLUSIONES

- La administracion de una dosis de 0,05 mg/Kg de T; aplicada dos horas
previas a la HP, presenta efectos protectores y antioxidantes en el
higado, sin provocar cambios en la recuperacién de la masa ni en la

funcién hepatica.

- La administracion de una dosis de 34 mg/Kg intraperitoneal de
Metilprednisolona aplicada tres horas previas a la HP, disminuye
parametros inflamatorios y oxidativos, sin efectos negativos en la

regeneracion, recuperacion y funcion del tejido hepatico.

- El pretratamiento combinado de MP+T: presentd disminucion de
parametros inflamatorios y oxidativos, manteniendo una citoarquitectura
normal sin presentar efectos deletéreos en la proliferacion, recuperacion

y funcién de la masa hepética.
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ANEXO

Expresion del mRNA de Cdk2.

En la figura 22 se observan los niveles expresion de Cdk2 como unidades
densitomelricas de Cdk2/18s para cada grupo a 16 y 24 horas post HP. Se
observa (fig. 22A) que a 16 horas post HP el grupo prefratado con MP+Ts
(0,013 = 0,009 UD) presenté6 diferencias significativas con su control
vMP+NaOH (0,17 £ 0,032 UD) respecto a los niveles de expresién de
Cdk2/18s, pero no se observaron diferencias entre MP+T; y los demés grupos
experimentales en ese tiempo. De manera similar, se observa en la figura 22B
que a 24 horas post HP, no se observan diferencias entre todos los grupos

experimentales.
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Figura 22. Niveles de expresion de Cdk2 mediante RT-PCR seglin tratamiento a 16 y 24
horas post HP. Cada barra representa el promedio + SEM (n=4) de unidades densitométricas.
(A) 16 horas post HP, {B) 24 horas post HP. Las letras y las letras primas sobre cada barra
representan diferencias significativas (p<0,05, ANOVA Unifactorial y test de Newman Keuls)
entre los grupos y el grupo con su control, respectivamente.
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