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RESUMEN

El protocolo de resucitacion hormonal combinado (PRH); que puede
incluir el uso de corticoides, hormona tiroidea, insulina y vasopresina, se utiliza
para prevenir las complicaciones asociadas a la muerte cerebral (MC). La
mayoria de los donantes de 6rganos estan en MC, condicidon que se asocia a
cambios hemodinamicos, inflamatorios y hormonales que pueden comprometer
la viabilidad de los injertos. EI PRH se desarroll6 hace tres décadas, con el
objetivo de optimizar la funcién miocéardica y ha sido exitoso en términos de
recuperacion de donantes e injertos; sin embargo, su efecto en otros 6rganos
ha sido poco estudiado y existe evidencia experimental de que su uso podria
resultar deletéreo en el higado graso sometido a isquemia-reperfusion, aunque

no hay evidencia acerca de la respuesta del higado normal.

El trasplante de érganos es un procedimiento complejo que se asocia a

dafio de los injertos a través de diversos mecanismos, entre los cuales se

viii
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incluye isquemia tibia, preservacion e isquemia fria, y reperfusion en el paciente
receptor. El dafio que ocurre en la reperfusion se asocia estrechamente al
funcionamiento de la célula de Kupffer (CK), capaz de modular la respuesta
inflamatoria y oxidativa del érgano a una noxa. El objetivo de ésta tesis fue
evaluar el funcionamiento de la CK, asi como el dafio y el estrés oxidativo en el
higado de animales que recibieron PRH previo a la perfusién en el sistema de

higado aislado.

Ratas Sprague Dawley recibieron 0,34 mg/Kg de metilprednisolona (MP)
y/o 0,05 mg/Kg triyodotironina (T3). Los higados obtenidos fueron perfundidos
por 45 min en el sistema de higado perfundido aislado. Se conformaron los
siguientes grupos experimentales: a) MP+T3, b) vMP+NaOH, c) MP, d) vMP, e)
T3, f) NaOH. Se estudid la respuesta respiratoria de las CK inducida por
carbono coloidal, su capacidad fagocitica, parametros de dafio hepatico, estrés
oxidativo e inflamacién. Los resultados muestran que el PRH combinado
disminuye los parametros de dafio hepatico demostrados por histologia vy
niveles de LDH, mantiene la respuesta respiratoria normal de CK, pero no
disminuye estrés oxidativo ni inflamacion. Se concluye que el PRH disminuye el
dafo tisular sin alterar la actividad de CK, y que en las dosis y marco temporal
utilizados, se observaron cambios modestos en los marcadores de estrés

oxidativo ni inflamacion.
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ABSTRACT

The combined hormonal resuscitation protocol (HRP), which may include
the use of steroids, thyroid hormone, insulin and vasopressin, is used to prevent
complications associated with brain death (BD). The vast majority of organ
donors are in BD, a physiopathological condition associated with hemodynamic,
inflammatory and hormonal changes, which can jeopardize grafts viability. The
HRP was developed three decades ago, with the main aim of optimizing
myocardial function. The HRP has been successful in terms of graft and donor
recovery, but its effect over other organs, such as kidney and liver, has not been
studied. There is experimental evidence suggesting their use may be deleterious
in fatty liver subjected to ischemia-reperfusion, although no evidence on the

response of normal liver has been published so far.

Organ transplantation is a complex procedure, which is associated with

graft injury through different mechanisms including warm ischemia, preservation
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and cold ischemia and reperfusion in the recipient patient. Reperfusion damage
is closely dependent on Kupffer cell (CK) function, the liver resident
macrophage, capable of modulating the inflammatory and oxidative stress
response to the organ to a certain challenge. The aim of this thesis was to
evaluate the performance of CK and damage and oxidative stress in the liver of

animals receiving HRP prior to perfusion in the isolated liver system.

Sprague Dawley rats were given 0.34 mg/Kg of methylprednisolone (MP)
and/or 0.05 mg/Kg triiodothyronine (T3). Livers were perfused for 45 min. in the
isolated liver system. The experimental groups comprise: a) MP+Ts3, b)
vMP+NaOH, c) MP, d) vMP, e) T3, f) NaOH. CK respiratory burst colloidal
carbon-induced and phagocytic capacity was studied. Liver injury, oxidative
stress and inflammatory parameters were assessed. Results show combined
PRH diminished liver damage, demonstrated by histology and LDH levels,
maintains normal CK respiratory burst, but does not reduce oxidative stress or
inflammation. In conclusion, PRH maintain CK normal functioning, but have a

modest effect over oxidative stress and inflammation parameters.

Xi
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I. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de ladonacion de 6érganos y Muerte cerebral.

El trasplante de 6rganos consiste en el reemplazo de un tejido u 6rgano
enfermo o dafiado por otro (Daga Ruiz et al., 2008). Segun datos de la
Corporacion Chilena del Trasplante, hasta el primer trimestre del 2013 existian
1.370 pacientes en lista de espera, mientras que hasta esa fecha sélo se
habian realizado 149 trasplantes. Esta brecha entre necesidad y disponibilidad
de oOrganos para el trasplante se agrava por la pérdida de los potenciales
donantes debido a la negativa familiar, contraindicaciones médicas, problemas

administrativos o de mantencion de injertos.

La mayoria de los 6rganos donados proviene de pacientes en estado de
MC. La MC es la pérdida irreversible de la funcion cerebral caracterizada por la
alteracion en la mantencién de la conciencia y de las funciones del tronco
encefélico incluyendo la respiracion (Group, 1999). Diversas patologias pueden
causar MC, siendo las mas importantes el trauma craneal y el desarrollo de

hemorragia subaracnoidea por ruptura de aneurisma (Wijdicks et al., 2008).
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La MC es reconocida como una condicion fisiopatolégica dinamica que
cursa con alteraciones hemodinamicas, favoreciendo la hipoperfusién de los
organos. Inicialmente se produce la liberacion brusca de catecolaminas lo que
aumenta la resistencia vascular y favorece la extension de la isquemia. Esta
alteracion es seguida a la herniacion del tejido cerebral por la progresiva
elevacion de la presion intracraneana y la consecuente hipotension, disminucién
de la resistencia vascular y disfuncion cardiaca (Zhang et al., 2011). La
extension de la isquemia cerebral puede afectar el eje hipotdlamo-hipofisis lo
gue lleva a alteraciones en la liberacién de hormonas tiroideas, cortisol, insulina

y vasopresina (Bugge, 2009).

La MC facilita también el inicio y progreso de un estado inflamatorio local
y sistémico que serd deletéreo al momento del trasplante (Lenzlinger et al.,
2001). Se ha observado en ratas Wistar sometidas a MC un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion vascular e intercelular (VCAM-1 e ICAM-1,
respectivamente) en las que ademas se evidencié infiltracion de
polimorfonucleares de forma progresiva (van Der Hoeven et al., 2000), cambios
gue se asocian a la disfuncion organica comprometiendo la viabilidad del

organo trasplantado (Dominguez-Roldan et al., 2009).
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1.2. Principios de la Resucitacion Hormonal.

En 1984 Novitzky y colaboradores comprobaron en un modelo
experimental de MC en babuinos los cambios hormonales y hemodinamicos
descritos previamente. En este estudio se observd la denominada “tormenta
adrenérgica” consistente en el aumento explosivo de catecolaminas en los
primeros 5 min para luego descender progresivamente. Los niveles plasmaticos
de Ts disminuyeron al 50%, en tanto que cortisol aumentdé a los 5 min para
después caer bajo los niveles basales (Novitzky et al., 2006). La administracion
combinada de Ts, cortisol e insulina en cerdos con induccion de MC por
isquemia cerebral demostrd mejorar el gasto cardiaco (Novitzky et al., 1987b).
El uso de T3 en otros estudios experimentales ha provocado la reversion del
metabolismo anaerdbico establecido en MC, mejorando la utilizacién de glucosa
y disminuyendo los niveles plasméticos de lactato (Novitzky et al., 1988). Estos
primeros resultados impulsaron el uso de los protocolos hormonales
combinados en pacientes, con el objetivo de recuperar el equilibrio hormonal

alterado post MC.
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En 1987 se procede a establecer la efectividad de la terapia hormonal
combinada en un ensayo clinico. Veintidn donantes en MC recibieron Ts,
cortisol e insulina frente a 26 donantes que sélo recibieron medidas de soporte
hemodinamico. Los pacientes sometidos a tratamiento combinado requirieron
menores dosis de drogas inotrépicas y todos los 6rganos recuperados fueron
adecuados para el trasplante, en comparacion con aquellos que no recibieron la
terapia hormonal, de los cuales un 20% se descarté como donante (Novitzky et

al., 1987a).

Posteriormente, la terapia combinada comienza a ser utilizada por otros
equipos de trasplante (Novitzky et al., 2008). Un estudio retrospectivo en el
hospital Papworth del Reino Unido demostr6 que, 44 de 52 donantes cardiacos
gue no cumplian requisitos minimos de acuerdo a parametros hemodinamicos
fueron recuperados para donacién (Wheeldon et al., 1995). A partir del 2001 se
incorpora el protocolo hormonal al manejo convencional para donantes
cardiacos tras el consenso de especialistas trasplantélogos en Crystal Lake, el
que ha sido incorporado en algunos centros (Zaroff et al., 2002), y pasa a

denominarse PRH.

Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile ———



El objetivo inicial del desarrollo del PRH fue la optimizacion de la funcion
miocardica, por lo que sus efectos en otros 6rganos han sido poco estudiados.
La evaluacién de 4.500 receptores cardiacos de donantes sometidos o no al
protocolo PRH demostré mejores tasas de supervivencia a un mes en aquellos
injertos provenientes de donantes que recibieron PRH. El estudio reflejé
ademas un 48% menos de disfuncion del 6rgano trasplantado (Rosendale et al.,
2003). La terapia hormonal combinada, entonces, permite recuperar a donantes
considerados anteriormente de alto riesgo y aumentar el nimero de Grganos
recuperados (Salim et al., 2005). Se concluye que al mejorar la funcién
miocardica y por ende la perfusion del resto de los 6rganos, se conserva y

optimiza la funcién de éstos.

1.3. Resucitacién hormonal e higado.

El trasplante hepatico es la Unica terapia posible para enfermedades
hepaticas terminales como cirrosis hepatica, falla hepatica fulminante vy
hepatocarcinoma (Hepp et al., 2008). Dentro del proceso del trasplante el
organo se ve sometido a diversos estimulos potencialmente dafiinos: el proceso
fisiopatolégico de la MC, la preservacibn e isquemia fria durante el
procuramiento y la reperfusion tibia una vez trasplantado el érgano a su

receptor, ademas del estrés quirurgico.

Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile



La isquemia se produce cuando el flujo sanguineo a un oOrgano se
interrumpe y la reperfusion corresponde al restablecimiento de dicho flujo. La
lesion por IR es un fendmeno en donde el dafio tisular isquémico aumenta
cuando ocurre la reperfusion. Los mecanismos de lesion hepatica por IR
incluyen: (i) la pérdida de la homeostasis del calcio, (ii)) generacion de ROS y
del nitrogeno, (iii) cambios en la microcirculacion, (iv) activacion del
complemento y (v) de las CK (Romanque et al., 2005). El dafio en la reperfusion
temprana estd mediado por agentes proinflamatorios liberados por la CK,
mientras que en la fase tardia de la lesion, éstos mismos mediadores atraen

neutroéfilos amplificando el dafio (Jaeschke, 2011).

Por el aumento de la brecha entre la necesidad de 6rganos y su
disponibilidad, se ha recurrido en algunos casos al uso de donantes marginales,
los que presentan un elevado riesgo de disfuncion en el receptor (Attia et al.,
2008). La esteatosis hepatica es la acumulacion grasa en el interior de los
hepatocitos y es la principal alteracion encontrada en donantes marginales

(Scorletti et al., 2011).

Los resultados de la aplicacion clinica del PRH sobre donantes de
injertos hepaticos sugieren que estos tendrian una mayor tasa de disfuncién y
falla primaria, siendo hasta la fecha desconocidos los potenciales efectos sobre

organos marginales. Un estudio experimental en higado graso demostré que la
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administracion de 500 pug/Kg de T4y 34 mg/Kg de MP 48h previo a IR hepatica,
resulté en disminucion en la sobrevida de hasta un 40% acompafado de
necrosis y dafio hepatico. La razon seria el aumento en la expresion de la
proteina desacoplante mitocondrial UCP-2 junto a la disminucion en la
produccion de ATP. Tales cambios harian mas susceptible al higado graso al
dano por IR (Ellett et al., 2008). Hasta la fecha es escasa la evidencia acerca
del efecto del PRH en higado graso o normal sobre otros mecanismos de dafio

gue ocurren dentro del proceso de trasplante.

En nuestro pais el tratamiento de los donantes no incluye de forma
rutinaria el PRH, en parte debido a los costos asociados, pero también porque
no existe informacion suficiente sobre el efecto en 6rganos distintos del corazén
y los mecanismos de proteccion que la terapia hormonal gatillaria en los
distintos tejidos. La mayoria de los centros aplica vasopresina si ocurre diabetes
insipida e insulina de acuerdo a la glicemia del paciente; MP y T3 se han
empleado recientemente en donantes seleccionados de corazén y pulmén
(Comunicacién en Reunién Nacional de Coordinadores de Trasplante, Hotel

San Francisco, Mayo 2013).
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1.4. Células de Kupffer y el sistema de higado perfundido aislado.

Las CK son células pertenecientes a la linea sinusoidal hepética no
parenquimatosa. Se reconocen como macrofagos hepaticos, y conforman cerca
del 80% de las células macrofagicas del sistema reticulo endotelial. Alrededor
del 40% se ubica principalmente en la zona periportal del lobulillo hepéatico, pero
también estan presentes en zona media y central (Osawa et al., 2010). Estas
células cumplen diversas funciones entre las que se cuentan: (i) fagocitosis de
particulas foraneas y/o potencialmente peligrosas (virus, bacterias, protozoos),
(ii) secrecion de diversos mediadores (TNF- a, IL-1 a, IL-6), (iii) secrecion de

prostaglandinas y (iv) produccion de ROS (Smedsrod et al., 1994).

Las CK constituyen la primera linea defensiva hepatica. Se activan frente
a diversos estimulos, entre ellos la endotoxina. Una vez activadas se liberan
ROS (siendo los mas conocidos el anion superéxido y el peréxido de
hidrogeno), citoquinas, quimioquinas Yy productos derivados del acido
araquidoénico. Esta activacion da inicio a la respuesta homeostatica del érgano,
dirigiendo tanto respuestas inflamatorias como reparadoras (Urtasun et al.,

2007).

Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile



La generacion de ROS por CK forma parte del sistema de defensa
inmune innato. Las ROS pueden producirse en organelos celulares como
mitocondrias o peroxisomas. En el caso de las CK, la principal fuente
generadora de ROS es la enzima NADPH oxidasa (Baffy, 2009). Esta enzima
polimérica constituida por la union de proteinas de membrana con componentes
citosolicos activados. El componente catalitico de la enzima es la gp91°P", que
junto a p22rhox conforman el flavocitocromo bsss. Esta proteina transfiere
electrones desde la molécula NADPH intracelular hacia el oxigeno generando

anion superoxido (Nauseef, 2008).

Durante los ultimos afios se ha evidenciado el importante rol que estas
células cumplen en la cirugia hepatica (reseccién o trasplantes) lo que ha
alcanzado gran relevancia. En modelos de IR se ha determinado que las CK
juegan un rol clave en el dafio hepéatico. La isquemia activa a las CK, siendo la
posterior reperfusiéon la que produciria un dafio por estrés oxidativo vascular al
activar a la NADPH oxidasa. Este mecanismo final impulsaria la expresion de
genes mediados por NF-kB o AP-1, quimioquinas y moléculas de adhesién

(Bilzer et al., 2006).
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El modelo de HPA es una técnica aplicada por décadas para el estudio
de la fisiologia hepatica. Este modelo fue desarrollado por Claude Bernard en
1855 y desde entonces ha entregado valiosa informacion para el estudio del
higado (Bessems et al., 2006). En el estudio del trasplante, el HPA ha servido
para el andlisis de los efectos del dafio por isquemia y por preservacion fria en
diversos parametros como el QOz, liberacion de enzimas tisulares y produccion

de urea (Minor et al., 2007).

En nuestro laboratorio, el modelo de HPA se ha implementado con el
objetivo de estudiar la funcion de las CK en un érgano intacto. La activacion de
estas células en condiciones de estimulo por agentes como el CC ha permitido
la estimacion de la RR de las CK tras la fagocitosis de las particulas de CC a
través del QO2. También ha sido posible la valoracion de la velocidad de
captacion continua de CC y de parametros de viabilidad como la medicion de
LDH liberada en el perfusado. A su vez, estos parametros han sido
complementados con el estudio de elementos moleculares como la capacidad

de unién de NF-kB al DNA (Romanque et al., 2003).
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Este sistema consta de un oxigenador, conectado a un reservorio
sometido a temperatura constante en donde permanece la solucion de
perfusién. Un motor permite la circulacion a flujo constante a través del higado
extraido previamente y canulado a través de sus venas porta y cava inferior. El
perfusado efluente es sensado por un electrodo de oxigeno para la

determinacién del consumo el cual es graficado en hoja milimetrada.

1.5. Terapia hormonal: vias de sefalizacion.

El receptor de hormona tiroidea funciona como factor de transcripcion en
presencia de su ligando. Su activacién impulsa su unién al DNA en elementos
de respuesta tiroideos y la heterodimerizacion con el receptor X retinoide (RXR)

(Malik et al., 2002).

La administracion de Tz 10 pug/100 g de peso corporal (Venditti et al.,
2008) aumenta la tasa metabdlica basal (Moreno et al., 2002) y el QO:2
principalmente por modificaciones a nivel mitocondrial, tales como el aumento
en la expresion de UCP (Silva, 2006). Tras esto se produce un aumento en la
formacion de ROS (Lanni et al., 2003) y en el consumo de moléculas
antioxidantes como vitamina E y GSH. No obstante, la aplicacion de 0,1 mg/Kg
de Ts induce un estado de estrés oxidativo moderado y transitorio que resulta
hepatoprotector contra el dafio por IR. Este efecto se ve reflejado en la

11
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disminucién de la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNF- a e IL-6,
y la activacion de factores de transcripcion nucleares como el factor NF-kB o
AP-1. Estos factores gatillan la expresion de proteinas citoprotectoras
antioxidantes (superoxido dismutasa, 6xido nitrico sintetasa) o antiapoptoticas
Bcl (B-cell ymphoma)-2 (Videla et al., 2012). Este proceso finalmente resulta en
la disminucion de parametros de estrés oxidativo, tales como niveles de

oxidacion de proteinas y glutatién (Fernandez et al., 2008).

Los corticoides presentan funciones reguladoras del metabolismo y
antiinflamatorias. Estos también atraviesan la membrana celular para
interactuar con receptores intracelulares de esteroides los que se unen a GRE
en el DNA (Schoneveld et al., 2004). Los corticoides suprimen a genes
proinflamatorios regulados por factores de transcripcién tales como NF-xB vy
AP-1. Por otro lado, pueden actuar con su receptor en forma directa para la
transcripcion de genes antiinflamatorios como la fosfatasa-1, la cual inhibe a la
proteina quinasa MAPK (Barnes, 2011). El tratamiento con metilprednisolona
previo a reseccidon hepatica redujo los niveles de transaminasas seéricas,
bilirrubina total, antitrombina IlI, el tiempo de protrombina, IL-6 y TNF- a. Esto
altimo sugiere que el tratamiento previo con corticoides es potencialmente
protector frente a la lesion por IR y puede contribuir a la homeostasis
coagulacion/anticoagulacion, ademas de tener efectos antiapoptodticos y
antinecroéticos (Pulitano et al., 2007).
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En la Unidad de Patologia Hepatica Experimental de la Universidad de
Chile, lugar donde se desarroll6 ésta tesis, se implementé el protocolo hormonal
con T3 y MP en ratas tanto en forma separada como conjunta. Su
administracion se hizo 48h antes de inducir isquemia tibia basandose en el
marco temporal de preacondicionamiento (Fernandez et al., 2007). La
evaluacion posterior se llevéd a cabo a las 3 y 20h de reperfusion. Los resultados
obtenidos (datos no publicados) demostraron que, en el grupo de 3h de
reperfusion, la combinacion de estas hormonas no disminuyé los niveles de
transaminasas como marcadores de dafio. Sin embargo, a las 20h se observo
un incremento significativo de los niveles de transaminasas en el grupo que solo
recibid el pretratamiento combinado, respecto del grupo de laparotomia

simulada.

Se concluyé que el modelo hormonal combinado administrado 48h antes
de isquemia, no resultaria hepatoprotector. Se planted disminuir el tiempo de
pretratamiento a 2h previo al inicio de IR fundamentalmente porque en la
practica clinica los protocolos en trasplantes humanos se cumplen dentro de las
primeras 8h tras declarada la muerte cerebral. No obstante, en analisis
posteriores se observd que el pretratamiento de Tz 2h y con MP 3h antes, por
separado, disminuia los niveles de transaminasas respecto de sus controles
(datos no publicados).

13

— Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile



De acuerdo a los antecedentes expuestos, en ésta tesis se evaluaron los
efectos de un protocolo de resucitacion hormonal combinado de MP + T3z sobre
la funcion de las CK y parametros de estrés oxidativo, estado proinflamatorio y

dafio hepatico.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis.

La administracion del protocolo hormonal MP+Ts, previo al periodo de
perfusidbn en el sistema de higado perfundido aislado, preserva la
estructura del 6rgano asociandose a la disminucién de los niveles de

pardmetros relacionados con el estrés oxidativo.

2.2 Objetivo General.

Evaluar el efecto del protocolo hormonal MP + T3 en higados normales,

en el modelo de higado perfundido aislado de rata, en relacion a la

funcién de la célula de Kupffer y pardmetros de estrés oxidativo, estado

proinflamatorio y dafio hepatico.

2.3 Objetivos Especificos.

e Determinar la actividad de células de Kupffer evaluando la respuesta

respiratoria y el consumo de carbono coloidal.
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Evaluar pardmetros de estrés oxidativo tisular, a través de la
determinacion de niveles de proteinas oxidadas, GSH vy tincion

inmunohistoquimica para 8-OHdG.

Estudiar cambios en parametros inflamatorios a través de la medicion
de niveles de citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 en tejido
hepatico a través de la reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa inversa (RT-PCR).

Valorar el grado de dafio hepatico a través de la liberacion de LDH en
el perfusado e histologia hepatica mediante la tincibn con

hematoxilina-eosina.
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lIl. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague Dawley (Bioterio Central,
ICBM Facultad de Medicina, Universidad de Chile) con un peso corporal entre
150-170 g. Fueron alimentadas con una dieta sélida estandar (Alimentos
Champion S.A Santiago) y agua ad libitum, y se mantuvieron con temperatura
ambiental controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. El protocolo de
tratamiento de los animales cumplié con las normas del “Comité de Bioética
sobre investigacion en animales” de la Facultad de Medicina, Universidad de

Chile aprobado por dicho comité (Numero CBA N° 0310 FMUCH).

3.2. Drogas y tratamientos.

Los animales fueron sometidos a los siguientes tratamientos: triyodotironina
y/o metilprednisolona. Los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de
Tz (Sigma, St. Louis, MO) 0,05 mg/Kg de peso corporal 2h antes del
procedimiento quirdrgico y/o una inyeccion intraperitoneal de metilprednisolona
(Solu-Medrol, Pfizer, Suiza) 34 mg/Kg de peso corporal, 3h antes del
procedimiento quirargico de acuerdo al disefio experimental. Los animales
control recibieron un volumen equivalente del o los vehiculo(s)
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correspondiente(s). Los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales

(n=3-5) y sus respectivos controles conformandose 6 grupos: (i) MP+Ts, (ii)

vMP+NaOH, (iii) MP, (iv) vMP, (v) Tsy (vi) NaOH (Fig. 1).

MP
(vMP)

Ts
(NaOH)

Inicio de Perfusion

Estabilizacion

Estabilizacion

Estabilizacion

Evaluacion
Basal

Evaluacion
Basal

Evaluacion
Basal

Infusion
Carbono

Infusion
Carbono

Infusion Carbono

20 25

Tiempo (min)

30 35 40 45

Figura 1: Disefio experimental. Se conformaron 3 grupos experimentales de animales

pretratados con MP+T3, MP o Tz y sus respectivos controles (vMP+NaOH, vMP o NaOH). Se

inyectaron dosis Unicas de MP (o vMP) y/o Ts (0 NaOH) 3h y 2h antes del procedimiento

quirdrgico.
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3.3. Protocolo quirdrgico.

Los procedimientos se realizaron con técnica aséptica en animales
anestesiados con 1 mL/Kg de Zoletil 50 (Zolazepam clorhidrato 50 mg/Kg y
Tiletamina clorhidrato 50 mg/Kg; Virbac S/A, Carros, France) intraperitoneal. Se
procedié al ayuno previo de 4 a 6h para facilitar la visualizacion de la triada
portal. Se accedid6 a la cavidad abdominal y se inyectd 250 unidades de
heparina sodica subcapsular en el bazo. Se expuso el higado junto a su
pediculo portal y se canulé la vena porta. A través de ésta, se procedio al
lavado y perfusion con la solucién Krebs-Henseleit (pH 7,4 a 37 °C) saturada
con una mezcla de 02/CO:2 al 95/5%. Posteriormente se canulo la vena cava
superior. La solucién administrada por via porta y su salida por vena cava se
mantuvo fuera del sistema hasta que el eflujo estuvo libre de sangre. Se extrajo
el higado con ambas canulas insertas y se posicion6 en un sistema no
recirculante a un flujo constante (4 mL/g higado/min) via porta. Finalizada la
perfusién se procedié a la obtencion de muestras histolégicas y el higado se
congel6 con nitrégeno liquido a -80°C para su utilizacion en otros protocolos. La
perfusién hepatica se realizé segun el método adaptado por nuestro laboratorio

y descrito previamente (Tapia et al., 1997).
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3.4. Actividad de células de Kupffer.

3.4.1

3.4.2

Consumo de oxigeno: el perfusado liberado desde el higado a
travées de la canula en vena cava, fue analizado en forma
continua con un electrodo de oxigeno tipo Clark antes (15 a 30
min de perfusion; QO:2 basal) y durante la infusiéon de CC (30 a
45 min de perfusién). La captacion de O2 se calcul6 a intervalos
de 5 min a partir de las diferencias entre el influjo y eflujo tras los
15 min de calibracion de la perfusion. El QOz inducido por CC fue
calculado por la integracion total del area bajo las respectivas

curvas entre los 30-35, 30-40 y 30-45 min de perfusion.

Captacién de carbono coloidal: la captacion se evalu6 durante
la infusion continua de 0,5 mg de carbono/mL desde los 30 hasta
los 45 min. Se tomaron muestras del eflujo a intervalos de 5 min
para la determinacion de la captacién. La tasa de captacion
(mg/g de higado/min) fue calculada a partir de la diferencia entre
el influjo y eflujo de la concentraciébn de carbono, medida por

espectrofotometria a 623 nm.
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3.5. Determinacion de parametros de estrés oxidativo.

3.5.1

3.5.2

Contenido de proteinas oxidadas: muestras de tejido
previamente congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a -
80°C fueron tratadas con 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar una
base de Schiff y su correspondiente hidrazona. Esto fue medido
espectrofotométricamente entre 350 y 390 nm para determinar
concentracion de carbonilos y a 280 nm la concentracion total de
proteinas. Los valores fueron expresados como nmol/mg de

proteinas hepaticas (Reznick et al., 1994).

Glutatién total hepético: el contenido de GSH se midio
utilizando el Glutathione Assay Kit® (Catalog No703002, Cayman
Chemical Company, Ann Arbor, MIl, USA). El grupo sulfhidrilo de
GSH reacciona con DTNB (reactivo de Ellman’s) generando un
disulfuro GSTNB (GSH méas TNB [acido 5-tio-2-nitrobenzoico]).
Este es reducido por la glutatién reductasa para reciclar GSH y
producir mas TNB. EI TNB producido es directamente
proporcional a la concentracién de glutation en la muestra. La
densidad Optica se detect6 a 420 nm. Las mediciones se
realizaron por duplicado y los resultados corresponden a

promedios expresados en umoles de glutation/g higado.
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3.5.3 Inmunohistoquimica de 8-OHdG: la tincion inmunohistoquimica
para 8-OHdG se realizo en cortes de tejido fijados en formalina,
incluidos en parafina y montados en portaobjetos silanizados. Se
desparafin6 e hidratd6 cada muestra para proceder con la
recuperacion del antigeno en buffer EDTA 1X (10mM de Citrato
de Sodio 0,05% Tween-20) por 45 min a 95°C. Previo a la
tincién, se bloqued la biotina y peroxidasas enddégenas con Biotin
Blocking System y H202 3%, respectivamente. (Dako, California,
USA). La incubacion con el anticuerpo primario (Anti-8
Hydroxyguanosine antibody [15A3], Abcam) se realiz6 a 4°C toda
la noche. Luego de lavar, el revelado se realizd con la técnica de
stretptavidina-biotina-diamino benzidina (LSAB, DAKO, USA),
contrastado con hematoxilina de Mayer. Las muestras se

analizaron con microscopio 6ptico Olimpus CX 31.

3.6. Determinacién de pardmetros inflamatorios.

Niveles de expresiéon de citoquinas proinflamatorias: se extrajo mRNA
con un kit comercial (E.Z.N.A. ® Tissue RNA Kit, Omega Bio-tek, Georgia, USA)
utilizando las instrucciones del proveedor. EI RNA total extraido se cuantificé
espectrofotométricamente (260 y 280nm) y se calcul6 la relacion 260:280nm
(RNA:Proteinas) para determinar el grado de pureza. Se determind la
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concentracion de RNA total (ug/uL) utilizando el valor de absorbancia a 260nm,
el factor de dilucion y la referencia de que una solucién de RNA con densidad
Optica de 1,0 corresponde a 40 pg/mL segun la siguiente ecuacion: RNA
(ng/mL)= Abs 260 x 500 Factor dilucion x 40 ug/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 tincion con bromuro de etidio.

Para la sintesis de cDNA a partir del mMRNA se usé el sistema Super Script
Il ® (Invitrogen Life Technologies Inc., CA, USA). Se utilizaron hexanucleétidos
al azar como partidores (Random Primers), dNTP (10mM), DTT 0,1 M; RNasa H
(40U/uL), buffer de sintesis de cDNA 5x y transcriptasa inversa Super Script Il
(15 U/uL) siguiendo las instrucciones del proveedor. EI cDNA obtenido fue
utilizado en la reaccion en cadena de la polimerasa recurriendo al sistema
GoTaq ® (Promega, Madison, USA) y partidores especificos para los genes 18s
(sentido 5-GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA-3’ y antisentido 5-TCA AGA
ACG AAA GTC GGA GG-3’), TNF- a (sentido 5-AAA TGG GCT CCC TCT ATC
AGT TC-3 y antisentido 5’-TCT GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC-3’) e IL-6
(sentido 5'-TCC TAC CCC AAC TTC CAA TGC TC-3' y antisentido 5-TTG GAT
GGT CTT GGT CCT TAG CC-3’). Se utilizd un termociclador (TPersonal
Biometra®, Goettingen, Germany) para realizar los ciclos correspondientes para
cada gen. Se cargaron 5 yL de cada producto de PCR (250 pb) en gel de
agarosa al 0,8%. La electroforesis se realiz6 durante 20 minutos a 80 Volts,
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visualizandose las muestras por tincion con bromuro de etidio. Como control se

utilizé 18s de 350pb. Las bandas se analizaron por densitometria gracias al

programa Scion Image. La cuantificacion se realizd de acuerdo a la relacion

TNF- a/18s o IL-6/18s, segun corresponda, expresandose los valores como

unidades densitométricas.

3.7. Determinacién de pardmetros de dafio hepatico.

3.7.1

Lactato deshidrogenasa en perfusado: las muestras fueron
obtenidas a partir del minuto 15, a intervalos de 5 min. Estas
fueron filtradas y congeladas a -20°C para su procesamiento
posterior. Al descongelar, se agregé buffer fosfato salino 0,05 M
a pH 7,5 (K2HPO4 3,8 g + KH2PO4 0,5 g + piruvato de sodio
0,0345 g) + 3 gotas de cloroformo. El blanco fue realizado con 3
mL de buffer + 0,1 mL de muestra + 0,03 mL de agua bidestilada.
Luego de preparadas las muestras se agregd una solucion de
NADH (0,014 g + 0,015 g de NaHCOs3 en 1,5 mL agua) y se
procedi6 a su lectura por absorbancia a 340 nm por
espectrofotometria. La actividad de LDH se expres6 en muU/g

higado/min.
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3.7.2

Histologia hepatica: se utilizO microscopia 6ptica para analizar

cortes de higado fijados en formalina tamponada (10%), incluidos

en parafina y tefiidos con hematoxilina eosina. Se evaluaron 10

campos de aumento mayor aleatorios y el analisis se expreso de

acuerdo al puntaje de dafio histologico modificado de Korourian

(Korourian et al., 1999). Esto otorga puntaje de 1 a 4 a las zonas

con dafio segun la siguiente pauta (Tabla 1):

Tabla 1. Puntaje para dafio histolégico (Korourian et al., 1999).

PUNTAJE AREA DE DANO DESCRIPCION
1 0-4% Darfio ocasional
2 5-10% Dafo frecuente
Focos pequeiios de
3 11-24% dano/necrosis
Aglomerados de 10 o
mas hepatocitos
4 225% necroticos
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3.8. Calculo del tamafio muestral.

Para el céalculo del tamafio muestral se utilizd el programa estadistico
G*Power versién 3.1.5 desarrollado por la Universidad de Dusseldorf, Alemania.
Se decidié utilizar como variable critica un factor correspondiente a dafio por
estrés oxidativo en el cambio en los niveles de proteinas oxidadas en un estudio
en ratas Wistar intoxicadas con Paraquat y tratadas con corticoides (Dinis-
Oliveira et al., 2006). Para este fin se recurrié a la ecuacion para determinar el

tamafo de medias independientes:

n= 282 (Zar2 + Zp)?

La desviacion estandar (s) obtenida fue de 0,202; correspondiente a la
desviacién en los niveles de proteinas oxidadas en ratas sometidas a paraquat
y corticoides. Por la naturaleza del experimento se utilizé un error tipo alfa de
10% vy tipo beta de 30%, con una potencia del 70%. La razén de ésta decision
es que al utilizar los parametros estandares, el tamafio muestral resultaria con
un nimero aproximado de 88 animales por grupo, lo cual seria excesivo para el
experimento debido a la complejidad de su preparacion. La diferencia minima
detectable (d) se establecié en 0,3. Los valores para Za2 'y Zp fueron 1,645 y
0,524, respectivamente; en donde Z corresponde a la distancia, expresada en
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desviaciones estandar, en que se aleja la variable de la media. Con estas
variables, el calculo final de tamafio muestral fue de 4,27 animales por grupo
experimental. Por motivos de procedimiento, se utilizaron entre 3 a 5 animales

por grupo.

3.9. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se expresaron como el promedio de 3 a 5
determinaciones, mas o menos el error estandar de la media. Con los datos
obtenidos en los parametros de estrés oxidativo, inflamatorios y en el puntaje de
dafio hepdtico, se realiz6 la normalizacion de éstos a través de la division de los
datos de cada grupo pretratado y control frente al promedio obtenido para el

grupo control correspondiente.

Para determinar si las diferencias entre los grupos experimentales fueron
significativas se aplicd la prueba t de Student unilateral con un nivel de
significaciéon de 5% y un intervalo de confianza del 95%. Adicionalmente, se
aplicé el test ANOVA para evaluar diferencias en el tiempo en relacién a la
velocidad de consumo de oxigeno (GraphPad Prisma versidon 5.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).
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IV. RESULTADOS

4.1 Determinacion de la actividad de células de Kipffer.

Estimacidon de respuesta respiratoria: se evalué el QO:z inducido por CC
segun lo detallado en metodologia (punto 3.4). Tras la infusion de CC se
produjo un aumento en el QO2 en todos los grupos, correspondiente a una RR
de 3,7+1,7;58+0,6y 3,2 +0,8 umoles de O2/g higado para MP+T3, MP y Tg,
respectivamente (Fig. 2). El andlisis estadistico en los diferentes periodos de
tiempo no demostrd diferencias significativas entre los grupos en el QO2 basal
ni en el inducido en el periodo de infusién con CC. Al estimar la RR neta por la
integracion del AUC de QO:2 durante el tiempo de infusién de CC, ésta tampoco
presentd cambios significativos en los diferentes grupos frente a sus controles.
Para determinar diferencias durante el tiempo de perfusién del QO2, se aplico el
test de ANOVA. Las diferencias entre los grupos en tratamiento frente a sus

controles no fueron significativas.
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Figura 2. Efecto del pretratamiento hormonal sobre la velocidad de consumo de oxigeno basal e
inducido por CC en higado de rata perfundido aislado. Tasa de QO:2 expresada en umoles de
O2/g de higado/min para los grupos (A) MP+T3 (n=4) vs vMP+NaOH (n=5); (B) MP (n=3) vs vVMP
(n=4) y (C) Ts (n=4) vs NaOH (n=5). Los datos corresponden al promedio + ESM para 3-5
animales por grupo. Al evaluar la RR neta (AQO2; umoles de O2/g de higado) no se registraron
diferencias significativas con prueba t de Student unilateral (NS). Flecha indica inicio de infusion
de CC y barra su duracion.
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Evaluacion de la respuesta fagocitica: la velocidad de captacion de CC
también fue evaluada en funcion del tiempo de infusion, representando la
capacidad fagocitica de las CK. La velocidad de captacion fue graficada en mg
de CC/g higado/min. Tras la infusion de CC se aprecio una estabilizacion en la
captacion de éste con el transcurrir de la perfusion. El analisis demostré que la
velocidad de captacion se mantuvo constante para todos los grupos y no se

encontraron diferencias significativas en cada intervalo de tiempo (NS) (Fig. 3).
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Figura 3: Efecto del pretratamiento hormonal sobre la velocidad de captacion de CC en funcién
del tiempo de infusién en higado perfundido de rata. Tasa de captacién expresada en mg de
CCl/g de higado/min para los grupos (A) MP+Ts (n=4) vs vehiculo (n=5); (B) MP (n=3) vs
vehiculo (n=4) y (C) Ts (n=4) vs NaOH (n=5). Los datos corresponden al promedio + ESM para
3-5 animales por tratamiento. No se registraron diferencias significativas en cada punto de

tiempo con prueba t Student (NS).
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4.2 Determinacion de parametros de estrés oxidativo.

Medicidén de proteinas oxidadas: los niveles de proteinas oxidadas en tejido
hepatico fueron expresados en nmol por mg de proteinas. Se observo la
presencia de oxidacion proteica en todos los grupos. Los valores obtenidos en
el grupo combinado MP+T3 no tuvieron diferencias significativas frente a su
control al presentar 3,63 + 0,42 versus 4,28 + 0,43 nmol/mg de proteinas
respectivamente (NS). Lo mismo se observo en el grupo de Tz en comparacion
con su vehiculo, con valores de 3,34 £+ 0,45 versus 3,68 = 0,50 nmol/mg de
proteinas. En tanto el grupo pretratado con MP presentdé menores niveles de
proteinas oxidadas frente a su control con valores de 3,20 + 0,46 versus 4,48 +
0,35 nmol/mg de proteinas, respectivamente (p< 0,05). Se presentan los datos

normalizados segun metodologia (punto 3.9) (Fig. 4).
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Figura 4: Efecto del pretratamiento hormonal sobre niveles de proteinas oxidadas. Niveles
promedio expresados en nmol por mg de proteinas por grupos experimentales como medida de
estrés oxidativo para grupos VMP + NaOH (n=5) vs MP+Ts (n=4); vVMP (n=4) vs MP (n=3) y
NaOH (n=5) vs Tz (n=4). Los datos corresponden al promedio + ESM para 3-5 animales por
grupo. Se registraron diferencias significativas con prueba t de Student unilateral en donde * =

p<0,05 frente a vMP. Valores normalizados.

Medicion de Glutatién hepatico: se evalud el contenido tisular de GSH como
parametro representativo de la capacidad antioxidante hepatica. Los niveles de
GSH observados en los diferentes grupos pretratados no presentaron
diferencias significativas frente a sus respectivos controles en el curso temporal
del estudio. Los valores obtenidos se expresaron en pmoles/g higado y
correspondieron a: MP+Ts= 4,1 + 0,07; vMP+NaOH= 4,09 = 0,12; MP= 4,15 +
0,05; VMP= 4,26 + 0,29; Ts= 4,2 + 0,07 y NaOH= 4,27+0,07 (Fig. 5). Se

presentan los datos normalizados.
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Figura 5: Efecto del pretratamiento hormonal sobre contenido hepatico de GSH total por grupos
experimentales en higado perfundido aislado de rata. Niveles promedios expresados en pmoles
de GSHY/ g de higado para grupos VMP + NaOH (n=5) vs MP+T3s (n=4); vMP (n=4) vs MP (n=3) y
NaOH (n=5) vs Tz (n=4). Los datos corresponden al promedio + ESM para 3-5 animales por

grupo (t Student unilateral; NS). Valores normalizados.

Para una mejor comprension del efecto del pretratamiento hormonal sobre los
pardmetros de estrés oxidativo se analiz6 la relacion entre las proteinas
oxidadas y el GSH total obteniéndose un indice del estrés oxidativo en el
organo. No se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados

con el protocolo hormonal frente a sus controles (Fig. 6).
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Figura 6: indice de proteinas oxidadas/GSH total hepético por grupos experimentales en higado
perfundido aislado de rata. Grupos vVMP + NaOH (n=5) vs MP+T3 (n=4); vMP (n=4) vs MP (n=3)
y NaOH (n=5) vs T3 (n=4). Los datos corresponden al promedio + ESM para 3-5 animales por

grupo (t Student unilateral; NS).

Evaluacion de dafio en DNA por inmunohistoquimica: la presencia de
alteraciones oxidativas a nivel de DNA se determiné por la presencia de 8-
OHdG a través de inmunohistoquimica. El control positivo utilizado fue Gtero
infartado de rata, el cual demuestra la presencia de inmunotincién positiva
principalmente a nivel nuclear. Para todos los grupos pretratados y sus
controles se aprecio tincién positiva de ubicacion citosélica. No se observd

tincion nuclear (Fig. 7)
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Figura 7: Efecto del pretratamiento hormonal sobre dafio a nivel de DNA por
inmunohistoquimica. Microfotografias representativas de cortes histologicos de higado tefiidos
con inmunohistoquimica para 8-OHdG de control positivo (20x y 40x) y los distintos grupos

experimentales (400x). Flechas: tincion citosdlica de 8-OHdG.
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4.3 Determinacion de parametros inflamatorios: niveles de expresion de

citoquinas TNF-a e IL-6.

No se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos en los
grupos experimentales y sus controles en la determinacion de los niveles de

MRNA hepatico de las citoquinas proinflamatorias TNF- a e IL-6. (Fig.8).
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Figura 8: Efecto del pretratamiento hormonal sobre niveles de expresion de citoquinas

proinflamatorias. Valores obtenidos por cuantificacion densitométrica a partir de PCR para (A)
TNF- a y (B) IL-6 para grupos VMP + NaOH (n=5) vs MP+T3 (n=4); vMP (n=4) vs MP (n=3) y
NaOH (n=5) vs T3z (n=4). Los valores corresponden a los promedios + E.S.M para 3-5 animales

por grupo (t Student unilateral, NS). Valores normalizados.
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4.4 Determinacion de parametros de dafio hepatico.

Medicién de niveles de LDH en perfusado: se procedid a determinar la
velocidad del eflujo sinusoidal de LDH (mU/g de higado/min) como marcador de
dafio celular tras su liberacion al perfusado en funcion del tiempo de infusion
con CC. La actividad total de LDH fue calculada por la integracion de los valores
de AUC tanto en el periodo basal como postinfusion de CC. Durante el periodo
basal los valores de eflujo sinusoidal de LDH obtenidos en los grupos
pretratados hormonalmente mostraron diferencias no significativas frente a los
valores obtenidos en sus respectivos controles (datos no graficados). Tras la
infusion de CC y hasta el término de éste, la actividad de LDH obtenida en
perfusado fue en promedio de 3.163+350,5 mU/g de higado/min para MP+T3y
4.609+513,7 mU/g de higado/min para vMP+NaOH, diferencia que fue
estrictamente significativa (p<0,05). Para MP y vMP los valores fueron de
4.342+77,67 mU/g de higado/min y 6.033x1.049 mU/g de higado/min
respectivamente (p <0,05), en tanto para Ts y NaOH los valores obtenidos
fueron 3.783%1243,2 mU/g de higado/min y 4.082+188.7 muU/g higado/min

respectivamente (NS). Se muestran los datos normalizados. (Fig. 9).
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Figura 9: Efecto del pretratamiento hormonal sobre el eflujo sinusoidal de LDH tras infusién de
CC. Actividad total de LDH en higado perfundido aislado de rata para grupos vMP + NaOH
(n=5) vs MP+T3z (n=4); vMP (n=4) vs MP (n=3) y NaOH (n=5) vs T3 (n=4). Los datos
corresponden al promedio + ESM para 3-5 animales por grupo. Diferencia significativa con
prueba t Student unilateral en donde * = p<0,05 frente a vMP+NaOH y ** = p<0,05 frente a vMP.

Valores obtenidos en mU/g higado/min, pero agrupados y normalizados.

Evaluacion histolégica de dafio hepatico: se evaluaron 3 a 4 cortes
histoldgicos por grupo experimental en los cuales se analiz6 arquitectura
hepética y se aplicé una puntuacion de dafio tisular como se mencion6 en
metodologia (punto 3.7.2). Las principales alteraciones estructurales
identificadas correspondieron a degeneracion citoplasmatica vacuolar en
hepatocitos y acumulos de hepatocitos con nudcleos picnéticos e
hipercromaticos, y focos de necrosis. Las alteraciones estructurales en grupos
pretratados y vehiculos se localizaron principalmente en zonas pericentrales de

los lobulillos hepaticos. Cualitativamente se aprecid una mejor preservacion de
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la estructura hepatica en los cortes de animales pretratados hormonalmente,

destacando el tratamiento con MP+T3 menores alteraciones tisulares frente a su

nl
Al 4 . .i
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Imagenes representativas de cortes histolégicos hepéticos de los grupos experimentales y
controles sometidos a tincion con Hematoxilina-Eosina (400x). VC: vena central, EP: espacio

porta; las flechas indican agregados de CC.
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Para corroborar lo observado en histologia se aplicé una puntuacién de dafio
estructural de 1 a 4 segun lo descrito en metodologia (Tabla 1). Los resultados
se muestran en la figura 11. Los puntajes obtenidos fueron: 1,475 £ 0,10 para el
grupo MP+T3 y 2,30 = 0,17 para vMP+NaOH (p< 0,01). Para MP el puntaje
obtenido fue 1,20 + 0,12 y para vVMP 2,30 % 0,22 (p< 0,01). Para el grupo T3 el
puntaje fue 1,94 + 0,14 en comparacion a 2,95 + 0,14 valor obtenido para el

grupo NaOH (p< 0,01).
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Figura 11: Efecto del pretratamiento hormonal sobre dafio hepatico evaluado por histologia
segun puntaje de dafio. Cuantificacién de dafio en histologia hepética. Los andlisis efectuados
se realizaron segun el score modificado de Korourian y cols para grupos vVMP + NaOH (n=5) vs
MP+T3 (n=4); vMP (n=4) vs MP (n=3) y NaOH (n=5) vs T3 (n=4). Los datos corresponden al
promedio + ESM para 3-5 animales por tratamiento. Se registraron diferencias significativas con
prueba t de Student unilateral en donde *: p<0,01 frente a vMP+NaOH, **: p<0,01 frente a vMP

y ***: p<0,01 frente a NaOH.

41

Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile



V. DISCUSION

El estudio tanto de la fisiologia como fisiopatologia hepatica comprende
variadas técnicas desarrolladas in vivo como in vitro. Dentro de estas técnicas,
la perfusion aislada ha sido ampliamente aceptada y sigue vigente desde que
fue descrita por primera vez (Mischinger et al., 1992). En el modelo de HPA la
funcién de la CK se estudia a través de la evaluacién de la RR, que se induce
con la infusién de CC, el que estimula la actividad fagocitica. Se ha determinado
gue el CC es captado por el 90% del higado, lo cual estimula el Q02 a los 2 min
desde la infusion. La captacion de CC puede prolongarse hasta por 3h (Cowper
et al., 1990). Este comportamiento se confirmé en nuestro modelo al observar
un aumento progresivo del QO:2 desde el nivel basal en todos los grupos
sometidos a la infusiobn con CC (Figura 2), manteniéndose también una
captacion constante de CC en el tiempo (Figura 3). La ausencia de diferencias
significativas entre los diversos grupos pretratados se debe a que ninguno de
los tratamientos afecta la respuesta de las CK frente a la captacion de CC.
Respecto a MP, se ha descrito que los glucocorticoides pueden presentar
efectos inmunopermisivos en macréfagos induciendo la produccion de ROS
(Shi et al., 2011). Este efecto no fue observado en nuestros resultados tal vez
debido a la baja concentracibn que MP alcanza a nivel del érgano al ser
administrado por via intraperitoneal o intravenosa, esto debido al gran volumen
de distribucién de MP en el cuerpo del animal (2290 mL/Kg) ademas de poseer
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un elevado clearance (125 mL/min/Kg) (Zhang et al., 2001). Se ha descrito que
MP tendria una biodisponibilidad incompleta al administrarse en forma oral
(10%) o intravenosa (50%) como prodroga (Kong et al., 1991). En lo referente a
la hormona Ts, su aplicacion en el modelo de HPA ha demostrado que
incrementa el QO2 hepatico, asociado a la induccion de termogénesis. No
obstante, tales observaciones se describen tras la administracion en dias
consecutivos y en una dosis que dobla a la utilizada en este estudio (Fernandez

et al., 1993).

La actividad de las CK se manifiesta por una RR iniciada por la captacion
de CC, la cual se incrementa en forma progresiva en todos los grupos. La RR
en las CK es consecuencia de la activacion de la enzima NADPH oxidasa, cuya
actividad esta ligada a la produccion de ROS (Decker, 1990). Estudios de IR en
el sistema de higado perfundido aislado han relacionado el aumento de la
actividad de las CK con la patogénesis del dafio celular por alteracion de la
membrana plasméatica. Esta alteracion seria secundaria al incremento en la
produccion de ROS debido principalmente a la activacion de la enzima NADPH
oxidasa. A esto se le sumaria la liberacion de enzimas proteoliticas y citoquinas,
gue pueden gatillar la generacion de ROS desde los hepatocitos (Rymsa et al.,

1991).
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La evaluacion del estado de estrés oxidativo se realizo con la medicion
de niveles de proteinas carboniladas, glutation hepatico total y presencia de 8-
OHdG por inmunohistoquimica. La oxidacion proteica es una modificacion
irreversible a nivel de proteinas, resultante del dafio oxidativo en las cadenas
laterales de ciertos aminoacidos. La medicion de los niveles de proteinas
carboniladas es un marcador de oxidacién proteica ampliamente utilizado
(Dalle-Donne et al., 2009). La evidencia disponible ha descrito que en ratas
sometidas a HPA la administracion de Ts aumenta los niveles de proteinas
carboniladas a partir de las 6h desde la administracion, obteniéndose valores
significativamente elevados a las 12h de evaluaciéon en comparacion con los
valores de animales controles (Fernandez et al., 2007); mientras que en el caso
de MP, al analizar muestras en un modelo experimental de dafio en médula
espinal, la administracion de MP 30 mg/Kg previo al dafio disminuye los niveles
de proteinas oxidadas ademas de otros marcadores de estrés oxidativo 24h
después del dafio (Kalayci et al., 2005). En nuestro modelo, los niveles de
proteinas oxidadas en el grupo pretratado con MP disminuyeron en
comparacion a su control, lo que estaria acorde a lo observado en el modelo de
dafio medular. Sin embargo, el grupo T3 no presentd una disminucion
significativa en los niveles de oxidacion proteica en comparacién a su grupo

control.
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Segun lo anteriormente descrito, el hecho de no evidenciarse una
disminucién de este parametro en nuestro modelo, podria deberse a que éste
seria un efecto que se presentaria de forma tardia (Figura 4). Asimismo, el
grupo combinado MP+T3 tampoco presentd una disminucion significativa frente
a su control. Estos resultados sugieren que la administracion conjunta de ambas

hormonas podria enmascarar el efecto de MP.

GSH es un tripéptido constituido de glutamina, glicina y cisteina que
ademas posee un grupo Tiol (SH). Este es considerado uno de los
antioxidantes mas importantes a nivel hepatico (Hudson, 2001). Normalmente
en las células la relacion entre GSH y su forma oxidada GSSG es mayor a 100,
razén que disminuye en estados de estrés oxidativo (Cisneros et al., 2011).
Estudios previos del laboratorio han demostrado que Ts puede reducir hasta en
56% el GSH hepatico. Este efecto es paralelo a la elevacion del QO:2
observandose ademas un aumento del eflujo de GSH sinusoidal y de LDH. Tal
hallazgo sugiere que esas pérdidas se deben a la permeabilizacion de la
membrana celular en el contexto de la induccion del sistema enzimatico NADPH
oxidasa ligado a la produccion de ROS en las CK. No obstante, los cambios
anteriores soélo resultan apreciables desde el tercer dia de tratamiento
(Fernandez et al., 1991). En relacién a los corticoides, en ratas sometidas a
ligadura del conducto biliar se observé que la administracién de dexametasona
durante 6 dias aumentaba los niveles de GSH en tejido hepatico (Olteanu et al.,

45

Magister en Ciencias Biomédicas — Facultad de Medicina — Universidad de Chile



2012). Pero también se ha descrito que el pretratamiento con corticoides en un
modelo de hepatotoxicidad por paracetamol en ratones reducia los niveles de
GSH 24h después de la administracion de paracetamol (Madhu et al., 1992).
Nuestra investigacion no revel6 cambios en los niveles de GSH en grupos
tratados ni controles (Figura 5), lo cual puede deberse a que los cambios en
este parametro serian observables dentro de un rango de tiempo que puede
variar entre 3 (Fernandez et al., 1991) hasta 24h (Carrion et al., 1993). También
es probable que la relacién intracelular GSSG/GSH se haya modificado, debido
a la oxidacién de GSH frente a la exposicibon de ROS durante un estrés
oxidativo. Los ROS tienen una predileccion por la oxidacion del grupo Tiol de la
cisteina, lo que genera una modificacion reversible que se traduce en una
respuesta celular temprana a un estrés oxidativo leve (Butterfield et al., 2014).
No obstante, es poco factible la pérdida de GSH al conjugarse con elementos
electrofilicos (por ejemplo 4-hidroxinonenal) o xenobidticos, ya que estos se

eliminarian como derivados el acido mercapturico (Masella, 2009).

El desarrollo de estrés oxidativo provoca dafio en el DNA y uno de los
marcadores utilizados para evaluar este dafio es 8-OHdG. La generaciéon de
ROS, en especial del radical hidroxilo, favorece el dafio al DNA provocando
quiebre de las cadenas y posterior oxidacion de bases, lo que genera el 8-
OHdG (Pilger et al., 2006). El efecto hormonal en este marcador de dafio
también ha sido evaluado en una serie de estudios. En un estudio con ratas
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pretratadas por 30 dias con T3 se ha observado que ésta hormona aumenta los
niveles de 8-OHdG cuantificado por cromatografia (Lee et al., 2007). Por su
parte, un estudio con corticoides en un modelo de lavado broncoalveolar en
ratas con induccion de estado asmatico demostré6 que la administracion de
dexametasona 1lh previo a la induccion del estado inflamatorio pulmonar
disminuy6 los niveles de 8-OHAG 24h después del desarrollo del estado
asmatico (Ho et al., 2012). No obstante, estudios de médula Osea con
administracion de MP en ratas demostraron que ésta hormona aumenta el dafio
oxidativo a nivel de DNA nuclear en osteocitos, cambios detectables a partir del
5° dia (Ichiseki et al., 2005). La evaluacion por tincion inmunohistoquimica de
nuestras muestras fue negativa para 8-OHdG en el ndcleo, observandose una
tincion citoplasméatica que interpretamos como inespecifica. Evaluamos la
alternativa de tincién del DNA mitocondrial como reflejo de dafio, lo que seria
plausible en una célula rica en mitocondrias como el hepatocito, siendo ademas
el patron mitocondrial coincidente con lo observado en nuestras muestras
(Nomoto et al., 2008) (Figura 7). Sin embargo, consideramos que este resultado
deberia ser corroborado con co-tincion de una proteina de ubicacion
exclusivamente mitocondrial, con una técnica como inmunofluorescencia. Otra
alternativa que puede explicar este resultado es que el dafio al DNA ocurra a
tiempos mas tardios de acuerdo a lo descrito por Jaeschke (Jaeschke, 2011).
Segun sus investigaciones, tras el desencadenamiento de un estado oxidativo
celular por parte de macréfagos y/o neutréfilos, los ROS generados difundirian
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a través de membranas celulares causando disfuncidén mitocondrial con la

consecuente generacion de ROS a este nivel.

El desarrollo de un estado inflamatorio fue evaluado a través de los
niveles de expresion de citoquinas proinflamatorias TNF- a e IL-6, las que son
liberadas desde las CK (Jaeschke, 2011). Se ha visto que la administracién de
Ts aumenta los niveles de estas citoquinas, pero esto es un fendmeno
progresivo que se hace evidente a las 12h (Fernandez et al., 2006). Esto podria
ser la causal de que no se pueda evidenciar cambios en los niveles de
citoquinas en nuestros grupos bajo tratamiento hormonal (Figura 8). El grupo de
Chimalakonda ha demostrado que MP logra inhibir la liberacion de TNF- a en
perfusado y en bilis, pero a partir de las 8h posteriores de su administraciéon

(Chimalakonda et al., 2003).

La liberacién de LDH al perfusado es un marcador utilizado como dafio
tisular (Ballas, 2013). Un estudio en animales demostré que la administracion
de T3 produce un aumento de la fagocitosis de CC y de la RR, cuyo incremento
se relaciona con el aumento del eflujo sinusoidal de LDH (Tapia et al., 1997).
Esto fue consistente con nuestros resultados en los grupos controles
observandose ademas que los niveles de LDH en el perfusado no disminuyeron
de forma significativa con T3 (Figura 9). Por su parte, un estudio en hepatocitos
aislados de ratas sometidos a toxicidad por cadmio demostré que corticoides
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administrados 48h antes logran disminuir los niveles de LDH al igual que los
parametros de peroxidacion lipidica. A la vez, la administracion de corticoides
mantiene elevados los niveles de glutation y la razon GSH/GSSG (Ferrigno et

al., 2010).

En los protocolos de HPA, los higados sometidos a 10 015 min de
perfusién adquieren un color oscuro debido a la distribucion uniforme del CC.
En la literatura se describen alteraciones ultra estructurales en el modelo de
HPA destacando cambios progresivos que llevan a la muerte celular
principalmente en los hepatocitos de las zonas centrolobulillares luego de 2 a
4h de perfusion (al-Ali et al., 1987). El presente estudio demostro la existencia
de focos de dafio histologico en todos los grupos, ubicados principalmente en
las zonas pericentrales de los lobulillos hepaticos (Figura 10). Cualitativamente
el grupo con pretratamiento combinado MP+T3 es el que tuvo una mejor
preservacion de la estructura hepatica. Cuantitativamente en todos los grupos
pretratados se observo una disminucion de la extension del dafio histolégico
frente a sus grupos controles, lo que fue menor en el grupo tratado con T3
(Figuras 11). Una posible explicacién de estos resultados radicaria en el efecto
estabilizador de membranas biolégicas e inmunomodulador que tendria MP (en
contraparte a lo descrito anteriormente). T3 podria provocar un estado de estrés
oxidativo preacondicionante lo que seria hepatoprotector frente al dafio
posterior mediado por la liberacion de ROS tras la activacion de CK (Videla et
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al., 2012). En el caso del pretratamiento combinado es posible que los efectos

de MP predominen frente a los de Ts.

Es necesario mencionar que, si bien la RR de las CK es un proceso que
implica la formacion de ROS aumentando el estado pro-oxidativo a nivel celular,
ésta también puede inducir respuestas adaptativas para la supervivencia
hepatocelular, condicionada por la cantidad de ROS generada y el tiempo de
exposicion (Droge, 2002). La activacion de las CK gatilla diversas cascadas de
sefalizacion en la que estan implicados factores transcripcionales como NF-kB,
AP-1 y STATS. Estos activarian genes que regulan la respuesta del higado

frente a un estrés oxidativo moderado (Videla, 2010).

Los posibles mecanismos de accion de estas hormonas también han sido
tema de estudio en diversos modelos experimentales. En lo referente a Ts, la
evidencia actual sefiala que la administracion de ésta hormona 72h antes de IR
en ratas, presenta un efecto preacondicionante. Este se traduce en una
disminucién de los niveles de proteinas oxidadas, mantencién de los niveles de
GSH hepatico y menor porcentaje de necrosis a la histologia. Estos hallazgos
estarian relacionados con la induccion de un estado de estrés oxidativo
moderado y transitorio que no provoca dafio hepatico. A su vez, T3 permite la
recuperacion de la actividad de union nuclear de los factores de transcripcion
NF-kB y STATS3 lo cual facilita la respuesta de fase aguda con la transcripcién
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génica de proteinas como haptoglobina y fibrindbgeno, entre otras (Fernandez et

al., 2007).

En contraste con lo anterior, los efectos de T3 a tiempos mas tempranos
(entre 2 a 6h) desencadenarian mecanismos citoprotectores a través de la
activacion del factor nuclear Nrf2, el cual es sensible a bajos niveles de ROS
(Romanque et al., 2011). La activacion de Nrf2 provoca su translocacién nuclear
y Su union a elementos de respuesta antioxidante que inducen la transcripcion
de enzimas como la Tiorredoxina. Segun estudios en ratas, la activacion de
Nrf2 es evidenciable dentro de la primera hora tras la administracion de Ts,
efecto que seria paralelo al desarrollo de un ambiente de estrés oxidativo,
fenbmeno evaluado por el aumento en los niveles de 8-isoprostanos, tanto
séricos como hepaticos. Ademas, la expresion proteica de Tiorredoxina se
desarrolla a las 2h desde la administracion de la hormona (Romanque et al.,

2011).

La activacion de Nrf2 también se ha visto en el modelo de HPA en rata
sin la administracién de la hormona; en este caso la disminucion de los niveles
citosdlicos y el aumento a nivel nuclear son fendmenos progresivos, es decir, se
producen a medida que transcurre el tiempo de infusion de CC (Nunez et al.,
2012). Este seria un posible mecanismo de citoproteccion involucrado en
nuestro modelo dado por T3z que puede estudiarse a futuro.
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La administracion de MP también ha sido evaluada en multiples modelos
incluido el modelo de HPA. En dosis elevadas, los corticoides pueden activar
genes para proteinas antiinflamatorias como la anexina 1, la cual inhibe la via
de la lipooxigenasa, y el Inhibidor del factor NF-kB. También se ha descrito que
los corticoides en dosis bajas actuarian como represores de genes
proinflamatorios activados por NF-kB y AP-1 tras un estimulo (citoquinas IL-1 o
TNF- a) debido a que inhiben los mecanismos de transcripcion y aumentan su
represion al reclutar a la HDAC2 (Barnes, 2010). Estos mecanismos de accion
gendmicos pueden tardar desde 30 minutos hasta horas desde su
administracion; no obstante, este intervalo de tiempo no se considera suficiente
para los efectos inmediatos observados con el uso de corticoides (Shi et al.,

2011).

Por otro lado, se han propuestos vias de accibn no gendmicas
observadas en dosis altas de corticoides (> 30 mg/dia). Estas vias se
caracterizan por la disminucion en la fluidez de las membranas celulares
(Lamche et al., 1990) debido al intercalado del esteroide en ellas, alterando a su
vez la disposicion de proteinas y la funcion de las mismas. Otro efecto no
genomico seria la disociacion de proteinas ligadas al receptor de corticoides
citosolico provocando la inhibicion de la liberacion del acido araquidonico, un
mediador central en las reacciones inflamatorias (Stahn et al., 2008). Estos
cambios afectarian la permeabilidad de la membrana y la lipoperoxidacion de
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éstas frente al estrés oxidativo. Esto queda demostrado en modelos de dafio en
meédula espinal en ratas donde la administracion de MP fue capaz de mantener
los niveles de malondialdehido en limites cercanos al basal (Topsakal et al.,
2002). Ademas, estas alteraciones intervendrian en el ciclo de intercambio del

sodio, calcio y en la formacion de ATP (Stahn et al., 2008).

La participacion de otras células hepéticas distintas de CK en los efectos
observados tampoco debe descartarse. Las células de Ito o células estrelladas
hepaticas son células ubicadas en estrecho contacto con las células
endoteliales sinusoidales del higado a quienes rodean para formar un complejo
célula-célula inseparable (Senoo et al., 2010). Dentro de sus funciones en un
higado normal se encuentran: el almacenamiento de vitamina A, la direccion de
las comunicaciones intercelulares y la remodelacion de la matriz extracelular.
Por su disposicion perisinusoidal, éstas pueden modificar el diametro sinusoidal
al ser estimulados por endotelina y angiotensina Il entre otras (Sarem et al.,
2006). Tras un dafio hepdtico las células estrelladas se activan cambiando a un
fenotipo contractil lo que contribuye al incremento en la resistencia vascular
(Puche et al., 2013). Se ha observado que los corticoides inhiben la activacion
de las células estrelladas y su posterior diferenciacion (Marek et al., 2009). En
contraste con lo anterior, se ha descrito en modelos de cultivos celulares que la
administracion de hormona tiroidea activaria a las células estrelladas a través
de la via guanosina trifosfatasa Rho, efecto que se ha descrito dentro de los 15
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minutos de tratamiento (Zvibel et al., 2010). El fendbmeno de activacion de las
células estrelladas podria explicar los resultados en los parametros de dafio
hepatico, los cuales fueron menores en el grupo tratado con MP que en el grupo
de Ts. Por otro lado, en el modelo de IR, se ha observado que tras la
reperfusion se produce la activacion de la calpaina mu, proteasa dependiente
de calcio, cuya accion se asocia a modificaciones del citoesqueleto con la
consecuente alteracion de la membrana plasmatica y la posterior muerte celular
con los correspondientes cambios morfologicos. La administracion de
prednisolona suprime la activacion de calpaina mu posiblemente al evitar el
aumento del calcio intracelular por mecanismos que aun no se comprenden en
su totalidad (Wang et al., 2001). En la actualidad, el efecto de las hormonas

tiroideas en relacion a la actividad de la calpaina mu no ha sido descrito.

El PRH fue desarrollado con el fin de aumentar la disponibilidad de
donantes cardiacos en pacientes con muerte cerebral descartados por su alta
inestabilidad hemodinamica. En algunos paises, especialmente los que se
adhieren a la normativa de la ESOT (European Society of Organ
Transplantation), se ha establecido su aplicacion en este tipo de donantes. Esto
ha resultado en un aumento en el nimero de 6rganos obtenidos. Hasta el
momento, no existen estudios que evallen los mecanismos involucrados en la
interaccidon de ambas hormonas que expliquen el efecto positivo que se ha
demostrado en el trasplante de érganos toracicos.
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Resumiendo, el PRH mantendria la funcién de las CK, lo que se
evidencia a través de la conservacion de la RR y la capacidad fagocitica
estimulada por la infusién de CC. Esto es importante, ya que la actividad de las
CK es un factor fundamental para producir el efecto preacondicionante, como
fue evaluado tras la administracion de la hormona tiroidea frente al dafio por IR
(Tapia et al.,, 2010). Adicionalmente, es un elemento central que participa de
otros procesos de respuesta del érgano al dafio, tal como la regeneracion post
hepatectomia parcial (Abshagen et al., 2007). Si bien no se evidenciaron
efectos protectores a nivel de parametros de estrés oxidativo ni inflamatorios
tras el uso del PRH, si se observd una disminucion en los parametros de dafio
hepatico. Se requeriran estudios adicionales para determinar si los cambios
observados se relacionan con el efecto del PRH, para lo cual una alternativa
seria evaluar el efecto en periodos de perfusién mas prolongados, el estudio de
factores de transcripcion comprometidos y la posible accién de otras células

hepaticas tales como las células estrelladas en los procesos descritos.

La ventaja que present6 este estudio fue la evaluacion en tiempo real del
comportamiento de las CK. Estas Ultimas surgen como un factor importante en
la respuesta frente al dafio por IR, fenémeno presente en toda cirugia hepatica,
y para el desarrollo de la resistencia tisular o preacondicionamiento. El disefio
de este trabajo nos permitio determinar el efecto del PRH combinado en
condiciones controladas y estandarizadas. No podemos desconocer que
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nuestro trabajo presenta algunas debilidades, una de ellas seria el tiempo de
analisis de las variables estudiadas; dado que en la practica el tiempo de
diagnéstico de MC es variable, estableciéndose dentro de las 24h o incluso
hasta tres dias después del ingreso del paciente, éste lapso de tiempo podria
modificar los parametros analizados y nuestro modelo puede no evidenciar el
amplio rango de alteraciones que podrian ocurrir en éste periodo (Wijdicks et
al., 2008). Otra limitaciébn que surge de este trabajo es el tamafio muestral, el
cual afecta al poder del estudio siendo este menor al de otros. Esto se traduciria
en que podrian existir diferencias significativas que nuestro estudio no ha sido
capaz de pesquisar, por lo que se plantea el aumento del nimero de animales

en un trabajo futuro.
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VI. CONCLUSIONES

o La fagocitosis de CC provoca una RR por las CK que se evidencia por el

aumento del QOs2.

. El pretratamiento hormonal simple o combinado no altera la RR evocada

por la fagocitosis de CC en las CK.

. La administracion de una dosis de 0,05 mg/Kg de Ts aplicada dos horas
previas al modelo de HPA presenta efectos protectores que se evidencian a
nivel histoloégico; sin embargo, no modificd significativamente los parametros de

estrés oxidativo ni inflamatorios.

o La administracion de una dosis de 34 mg/Kg de MP intraperitoneal
aplicada tres horas previo al HPA presenta efectos protectores, que se
evidencian en menor dafio histologico, menor liberacion de LDH y reduccién de
los niveles de proteinas oxidadas. La administracién de MP no altera la RR ni

disminuye parametros inflamatorios.

o El pretratamiento combinado de MP+T3 presentd disminucién de dafio
celular. El PRH combinado no afecta la actividad de CK evaluada por la RR, ni

modifica significativamente los parametros de estrés oxidativo ni inflamatorios.
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o El disefio experimental utilizado permite afirmar que el PRH administrado
con una droga Unica o combinado no afecta la viabilidad ni la funcién de la

célula de Kupffer.

. Las proyecciones de este estudio son el evaluar el efecto del protocolo
hormonal combinado con tiempos de perfusion mas prolongados, su accién en
el modelo de isquemia fria para simular condiciones de trasplante hepético, el
estudio de otras células no parenquimatosas como las células de Ito y su
relacion con el fendbmeno de perfusion hepética, y la participacion de los

factores de transcripcion nuclear Nrf2 y NF-kB tras el uso del PRH.
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