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RESUMEN

La isquemia-reperfusion (IR) realizada en cirugias hepéticas por oclusion vascular,
desencadena una respuesta inflamatoria e injuria celular. El dafio producido en hepatocitos
y células endoteliales vasculares se debe a factores tales como pérdida de homeostasis de
cationes, disfuncion mitocondrial y activacion de células de Kupffer con liberacion de

especies reactivas del oxigeno (EROS) que desencadenan un estrés oxidativo (EOX).

El preacondicionamiento, es un proceso biolégico que protege a un Grgano
determinado frente a la exposicion a una injuria posterior. Este proceso es capaz de
aumentar la tolerancia al dafio de un dérgano mediante la activacion de mecanismos
citoprotectores. Una forma de preacondicionamiento es la administracion subcronica de
hierro (Fe), el cual establece un EOx transitorio no hepatotdxico, que desencadena
respuestas citoprotectoras que disminuiran el dafio frente a la exposicion a la IR posterior.
Dentro de los efectos del preacondicionamiento con Fe, se encuentra la recuperacion de la
actividad del factor de transcripcion NF-«B, el cual regula la expresion de la enzima éxido

nitrico sintasa inducible (iNOS), la cual tiene efectos citoprotectores.

En este estudio se planted que el preacondicionamiento hepatico con Fe frente a la
IR, aumenta la expresion de la iNOS vy la actividad NOS. Para esto se evalud la expresion
de esta enzima mediante RT-PCR y su actividad mediante la determinacion de nitritos y
nitratos séricos. Para realizar este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-

Dawley, las cuales recibieron una suplementacion con Fe y luego fueron sometidas a IR.

Los resultados obtenidos mostraron una disminucion del dafio hepatico en animales

tratados con Fe y sometidos a IR expresado por la disminucion significativa de las
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actividades séricas de las transaminasas GOT y GPT. También se observd un incremento en
la expresion hepética de iINOS y actividad NOS en animales tratados con Fe y sometidos a
IR, lo que determina una mayor produccion de éxido nitrico (*NO), biomolécula que puede
contribuir a la hepatoproteccion mediante efectos anti-oxidantes y anti-inflamatorios,
relacionados con la inhibicion de una excesiva activacion de NF-kB y transcripcion de

genes que codifican para citoquinas pro-inflamatorias.

Se concluye que el preacondicionamiento hepatico inducido por Fe, se asocia con
incrementos hepéticos en la expresion de iINOS vy actividad NOS, eventos que pueden

contribuir a la hepatoproteccion inducida por dicho protocolo preacondicionante.
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INTRODUCCION

La isquemia-reperfusion (IR) es un proceso de gran relevancia para situaciones
clinicas como el trasplante y las cirugias resectivas. Esta oclusién vascular parcial y
posterior restablecimiento del flujo sanguineo es un procedimiento necesario en las cirugias
hepéticas debido a que este 6rgano posee una gran irrigacion, por lo tanto se deben evitar

grandes pérdidas de sangre a través de este medio?.

La IR, en la cual se interrumpe parcialmente el flujo sanguineo hacia el higado y
luego se restablece, produce un gran dafio a los hepatocitos y a las células endoteliales
vasculares. Esta injuria involucra el desarrollo de estrés oxidativo drastico, y estados pro-

inflamatorio y pro-apoptético lo cual resulta en un gran dafio a las células del higado?.

Es por esta razon que resulta de gran relevancia el estudio de mecanismos
hepatoprotectores que se puedan aplicar, previo a la IR, y que reduzcan el dafio que se
produce posterior a ésta. Dentro de los procedimientos estudiados, se encuentra el
preacondicionamiento hepatico con hierro (Fe), el cual es capaz de desencadenar
mecanismos protectores para preparar al higado antes de recibir la injuria generada por la

IR3.

Ya que se ha comprobado previamente que la administracién de Fe de manera sub-
cronica preacondiciona al higado y reduce la injuria producida por la IR, es que los estudios
se han dirigido a determinar qué mecanismos Yy biomoléculas subyacen a la
hepatoproteccion. Considerando que la administracion crénica de Fe aumenta la produccion
hepética de 6xido nitrico (*NO) a través de una mayor expresion de oxido nitrico sintasa

inducible (iINOS), efecto que se asocia al efecto hepatoprotector del ‘NO frente a la
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toxicidad gatillada por el Fe cronico, estas biomoléculas podrian tener un rol

hepatoprotector en el preacondicionamiento por Fe®.

Es por esto que el objetivo principal de este trabajo es evaluar cambios en la

expresion de iINOS y actividad NOS, en el preacondicionamiento hepatico por Fe frente a la

IR.
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MARCO TEORICO
Injuria por isquemia-reperfusion

La injuria producida en un érgano por isquemia-reperfusion (IR) es iniciada por el
desarrollo de dafio celular y la disminucion del aporte de oxigeno y nutrientes al 6rgano
(isquemia). Posteriormente, el restablecimiento del flujo sanguineo (reperfusion) acentla

este dafio®.

Los mecanismos por los cuales se produce el dafio por IR son ampliamente
estudiados ya que estan relacionados con diversas patologias o situaciones clinicas. En el

higado la injuria por IR se asocia a trasplantes, cirugia resectiva y trauma®.

Dentro de las alteraciones gatilladas en el higado por la isquemia prolongada se
encuentran la disminucion de la fosforilacion oxidativa mitoncondrial y concomitante
deplecion de ATP, que conlleva a la alteracion en el funcionamiento de bombas de
membrana dependientes de ATP, con el consecuente deshalance de la homeostasis del Ca*?,
Na*y H*, lo que conduce a la activacion de enzimas hidroliticas y al aumento del volumen

de las células con protrusion hacia el lumen vascular®.

Las mitocondrias son especialmente susceptibles al dafio generado por la isquemia y
la disfuncion mitocondrial es un conocido mecanismo de progresion del dafio por IR.
Subcelularmente, la disfuncién mitocondrial, caracterizada por una deplecién de ATP,
apertura de poros de permeabilidad dependientes de Ca*? con salida de moléculas pro-
apoptoticas y exacerbada formacion de especies reactivas del oxigeno (EROS), juega un rol

fundamental en la injuria por IR".
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Debido a la apertura de poros de permeabilidad dependientes de Ca*?, se produce la
salida desde la mitocondria de moléculas pro-apoptéticas, tales como el citocromo c y el
factor inductor de apoptosis (AlF), iniciando el proceso apoptoético dependiente de ATP.

Debido a que durante la IR hay deplecion de ATP, la muerte celular ocurre via necrosis®.

Durante la IR las mitocondrias son una fuente de EROS debido a que el estado
reducido de los complejos mitocondriales durante la isquemia, promueve la aceptacion de
electrones por las bajas concentraciones presentes de Oz, lo que resulta en la formacion de
anion superdxido (O2). Los sitios de mayor generacion de EROS en la mitocondria son los

complejos 1y 118,

Al momento de la isquemia, el cambio de metabolismo aerébico a anaerdbico es
energéticamente ineficiente, por lo que se produce un déficit de ATP que tiene como
consecuencia la alteracion de todas aquellas funciones celulares dependientes de este
nucledtido®, entre ellas las bombas de membrana encargadas de la regulacion del
movimiento de cationes. Por tal motivo se produce ingreso de Ca*?, Na*y agua a la célula
lo que conduce a un aumento del volumen celular y protrusion de éstas al lumen vascular®®.
Por otro lado, la adherencia de leucocitos al endotelio, la agregacion plaquetaria, la
acumulacion de fluido intracelular y la vasoconstriccion producida por el desequilibrio
entre el 6xido nitrico (*NO) y la endotelina (ET), contribuyen a la generacion de un

estrechamiento del lumen sinusoidal que concluye en una disfuncién microcirculatoria?.

Por otro lado, debido al catabolismo del ATP, se produce una acumulacion de
hipoxantina lo que conlleva a la generacién de EROS durante la reperfusion, debido a que

la hipoxantina es oxidada a acido Urico en presencia de Oz por accion de la xantina oxidasa,
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generando O y peroxido de hidrégeno (H202). La actividad xantina oxidasa es
consecuencia de la proteodlisis parcial de xantina deshidrogenasa, proceso que es catalizado

por proteasas dependientes de Ca*2 en el higado®®.

En condiciones de isquemia prolongada ademas se promueve la expresion de
moléculas proinflamatorias y se inhibe la expresion de genes citoprotectores tales como
6xido nitrico sintasa (NOS) y trombomodulina. Finalmente todos los procesos nombrados
anteriormente conducen a una susceptibilidad del tejido al dafio al momento de la

reperfusion®?.

El dafio por IR se caracteriza por tener dos fases, temprana y tardia. La fase
temprana se extiende desde el comienzo de la reperfusion hasta tres o cuatro horas
posteriores, mientras que la fase tardia se extiende desde la sexta hora hasta las 24 horas

posteriores a la reperfusion?.

En la fase temprana se produce la activacion de las células de Kupffer con
generacion de EROS, la activacion de factores del complemento y la activacion y
reclutamiento de linfocitos residentes. En la fase tardia se produce reclutamiento,
infiltracion y activacion de neutréfilos con el subsecuente estrés oxidativo (EOXx) generado
por estas células, procesos mediados por citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a,

IL-6 e IL-1, quimioquinas Yy factores del complemento? [Figura 1].
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Figura 1: Mecanismos involucrados en injuria hepatica por isquemia-reperfusion (Tomado de [2]). CE:
células endoteliales; IL: interleuquina; TNF-a: Factor de necrosis tumoral; CXC: Quimioquinas; PAF: Factor
activador de plaguetas; PMN: polimorfonuclear neutréfilo.

Producto de la infiltracién de neutrofilos en el higado se produce una amplificacion
del dafio, mediante la liberacion de mediadores tales como EROS, TNF-a y proteasas®®. El
EOx inducido por los neutréfilos y las células de Kupffer es un factor importante en la

injuria de hepatocitos y células endoteliales vasculares®.

Por lo tanto, el dafio por IR involucra diversos mecanismos que conducen al
reclutamiento y adhesion de neutréfilos al endotelio, disfuncion mitocondrial con deplecién
de ATP y apertura de poros con liberacion de moléculas pro-apoptoticas, establecimiento
de un estado pro-inflamatorio desencadenado por citoquinas y aumento de EROS

conduciendo a un EOx drastico, lo que finalmente produce la injuria celular??,
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Preacondicionamiento hepético con hierro

Se ha observado que la exposicion de un érgano o tejido a diversas estrategias
farmacoldgicas o clinicas, previo a la IR, puede incrementar su tolerancia al dafio. A este
proceso se le denomina preacondicionamiento, el cual corresponde a un proceso biolégico
enddgeno que otorga proteccién a un determinado 6rgano frente a una exposicion citotdxica

ulterior®?.

El hierro (Fe) es un nutriente esencial para el organismo, capaz de catalizar
reacciones de oxido-reduccion promoviendo el intercambio de electrones en condiciones
anaerobias, proceso de gran importancia para la fosforilacion oxidativa mitocondrial y para

desencadenar respuestas citoprotectoras cuando esta en niveles bajos*.

El Fe corresponde a un micronutriente de efecto hormético, por lo que en
concentraciones bajas es capaz de desencadenar respuestas citoprotectoras y en

concentraciones altas es potencialmente toxico®.

Cuando las necesidades metabdlicas de Fe son superadas, la célula forma un pool de
Fe de bajo peso molecular, denominado pool de Fe labil (LIP), el cual cataliza la

conversion de derivados de la reduccion univalente del Oz, como O2"y H.O, en radical

hidroxilo (HO-)*® mediante las reacciones de Fenton y Haber Weiss [Figura 2], lo que

produce un aumento del EOx celular®®.

Estudios previos de nuestro laboratorio, han sefialado que la administracion
subcrénica de Fe (6 dosis de 50mg/kg, en dias alternados) a ratas aumenta el LIP hepatico,

lo que establece una condicion de EOXx transitorio en una ventana de 72 horas posteriores a
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la dltima dosis de Fe, sin desarrollo de hepatotoxicidad. La induccién de EOx transitorio
por Fe estimula vias de transduccion de sefiales redox-sensibles, lo que conlleva a la
estimulacion de respuestas hepatoprotectoras como la activaciéon de factores de
transcripcion como Nrf2, STAT3 y NF-kB, las que preacondicionan al higado frente a la IR

[Figura 2]°.
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Figura 2: Sefalizacion redox en preacondicionamiento inducido por hierro provocado por pool de
hierro celular 1abil activando Nrf2, STAT3, NF-kB e IRP/IRE con respuesta antioxidante y de fase
aguda (Adaptado de [14]). H.O2: peroxido de hidrégeno; HO*: radical hidroxilo; IL-6: interleuquina; TNF-a:
factor de necrosis tumoral; IRE: elementos de respuesta a hierro; IRP: proteinas reguladoras de hierro; Nrf2:
factor nuclear eritroide 2; ROS: especies reactivas de oxigeno, STAT3: transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3; O;™: radical superoéxido.

El tratamiento subcrdnico con Fe previo a la IR, logra la supresion de la respuesta
pro-inflamatoria gatillada por la liberacion de TNF-a y la recuperacion de la actividad de

unién al DNA del NF-xB y expresion de haptoglobina, via de transduccion de sefiales
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redox-sensible hepatoprotectora que es reducida por la IR3. Considerando las propiedades
anti-inflamatorias y antioxidantes de la haptoglobina, esta respuesta hepética gatillada por

Fe contribuye al efecto preacondicionante inducido por este micronutriente frente a la IR 2,

Recientemente nuestro laboratorio ha descrito que el preacondicionamiento con Fe
determina ademas la activacion del factor de transcripcion redox-sensible Nrf2, y la
expresion de hemoxigenasa-1, proteina antioxidante que contribuye a la respuesta

hepatoprotectora gatillada por Fe'’.

En consecuencia, el EOx transiente generado por el incremento del LIP frente a la
administracion de Fe, via reacciones de Fenton y Haber-Weiss [Figura 2], desencadena
respuestas hepatoprotectoras via activacion de vias de sefializacion reguladas por NF-xB y

Nrf2 [Figura 2].

Rol del °*NO y la iNOS en la hepatoproteccion

El *NO corresponde a una especie reactiva del nitrégeno que actia como mediador
de diversos procesos biolégicos como vasodilatacion, neurotransmision, broncodilatacion,
entre otros. Es sintetizado a partir de L-arginina, por la NOS, la que posee las isoformas
neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). La activacion de la NOS neuronal
y endotelial es un proceso dependiente de Ca?*, mientras que la activacion de la iNOS es
independiente de este cation y se expresa s6lo bajo ciertas condiciones, como por ejemplo
la inflamacion®. La iNOS es responsable de la produccion de una considerable cantidad de
*NO tras su induccidn, siendo controlada su expresion por el factor de transcripcion redox

sensible NF-xB*.
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En el higado, el *"NO puede ser sintetizado por cualquiera de las isoformas
mencionadas y se ha estudiado que la expresion de éstas y los efectos que *NO tendra
dependerdn de la compartimentalizacion de las enzimas dentro de las células y la
localizacion de estas células dentro de un 6rgano®®. En efecto, las interacciones célula a
célula, la disponibilidad de Oz y la exposicién a diferentes productos metabolicos y
biomoléculas provenientes de la circulacién, pueden modular la produccién y los efectos

del *°NO en diferentes hepatocitos, dependiendo de donde éstos se localizan en el higado®.

En relacion a su efecto vasodilatador, el *NO producido por las células endoteliales
es capaz de difundir libremente por las células del musculo liso para activar la guanilato
ciclasa soluble que cataliza la sintesis de cGMP, desencadenando una serie de procesos en
la célula que concluyen en la relajacion vascular?®. En relacion a su efecto citoprotector, el
*NO se ha implicado en diversos procesos generadores de respuestas protectoras frente a
injuria, como la inducida por la IR. Entre ellas cabe destacar que, debido a su efecto
vasodilatador, el *NO representa un factor importante para mantener el flujo sanguineo
hepatico normal en condiciones de dafio. Ademas se ha visto que *NO es un modulador de

la funcion mitocondrial dependiendo de la proporcion O2/*NO%,

Los mecanismos por los cuales el *NO ejerce su funcion citoprotectora ain no estan
completamente dilucidados, sin embargo existen evidencias de que la modificacion post-
traduccional de los complejos de la cadena respiratoria explica algunos de los efectos
protectores que posee. EI complejo | es particularmente susceptible al dafio por isquemia y

resulta ser un objetivo importante del *NO y sus metabolitos??>. Diversos estudios
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demuestran que la S-nitrosilacion de tioles en el complejo | mitocondrial conlleva a

citoproteccion, debido a un efecto inhibidor sobre la generacion de EROS®.

Dentro de la mitocondria, la citocromo c oxidasa es reconocida por ser molécula
blanco del *NO, al cual se une la enzima conduciendo a la inhibicion reversible del
consumo de Oa. La inhibicidn del complejo IV tiene consecuencias tanto para la generacion
de EROS como para la produccion de ATP, ya que la unién de *NO a este complejo puede
aumentar la generacion de EROS por la acumulacion de electrones en los complejos | y 111.
Se ha observado que en el corazon, la inhibicion del complejo 1V preserva el

almacenamiento de altos niveles de energia en forma de ATPZ,

También se han encontrado evidencias que *NO media citoproteccion por apertura
de canales mitocondriales K+atp, 0 que genera un aumento en la produccion de EROS, lo

cual puede tener efectos preacondicionantes en el corazon?*,

Otro importante mecanismo que ha sido estudiado es el rol del *NO en la regulacion
de las vias apoptdticas mitocondriales, que se inician por la oxidacion de cardiolipinas y la
liberacion de citocromo ¢ durante la IR. Se ha establecido que bajas concentraciones de
*NO pueden inhibir la liberacion del citocromo c¢ desde la mitocondria. Uno de los
mecanismos por el cual el *NO bloquea la liberacion de citocromo c es a través de la

nitrosilacion del grupo hemo, resultando esto en la inhibicion de la actividad peroxidasa?®.

El papel citoprotector del *NO puede derivar de su accion atrapadora de EROS como
02" para reducir la oxidacion de biomoléculas, como también de su efecto reductor sobre la

produccion de citoquinas proinflamatorias?.
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De manera similar al Fe, estudios en los que se han evaluado otros mecanismos
preacondicionantes que inducen EOx hepatico reversible, como L-3,3,5-triyodotironina
(Ts), muestran una reprogramacion de la expresion de genes regulados por factores de
transcripcion redox-sensibles, lo que determina una mayor expresion de proteinas
asociadas a proteccion celular?’. Especificamente, el preacondicionamiento inducido por T3
produce un aumento de la produccion de *NO, mediada por una mayor expresion de la
iINOS hepética, mediante una cascada que involucra la liberacion TNF-a y la activacion de
NF-xB, factor de transcripcion que ejerce un prominente control transcripcional sobre la
expresion de la iNOS en células de Kupffer, células endoteliales y hepatocitos?. El
aumento significativo de los niveles de *NO demostro un importante rol en la generacion de

mecanismos hepatoprotectores y efectos anti-inflamatorios.

En conclusion, la induccion de un EOx hepatico reversible desencadena
mecanismos hepatoprotectores, entre los cuales puede estar incluida la actividad de la iINOS

con mayor sintesis de *NO, el cual protegeria al higado frente al dafio por IR.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El preacondicionamiento hepéatico inducido por la administracion de Fe frente a la

isquemia-reperfusion, incrementa la expresion de iNOS y la actividad NOS hepética.

Objetivos

Objetivo general: Evaluar la expresion de iNOS y la actividad NOS en el

preacondicionamiento hepatico con Fe previo a la isquemia-reperfusion.

Obijetivos especificos:

1.- Evaluar la expresion hepatica de iNOS mediante RT-PCR.

2.- Evaluar la actividad NOS hepatica mediante la medicidn de nitritos y nitratos séricos.

3.- Evaluar parametros de dafio hepatico mediante la determinacion de niveles séricos de

transaminasas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Durante este trabajo de investigacion se utilizd6 ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley provenientes del Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, con
un peso de 140-160 gramos, mantenidas en ciclos de 12 hrs. alternados de luz/oscuridad,
provistas de agua y alimento (Champion) ad libitum. Todos los procedimientos con los
animales de experimentacion cumplieron con la guia “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Academy of Sciences, NIH Publication 86-23, revised
1985)” y han sido aprobados por el Comité de Bioética (Facultad de Medicina, Universidad

de Chile, CBA No. 0381, FMUCH).

Suplementacién con Fe

Las ratas recibieron 6 dosis intraperitoneales de 50 mg de Fe-dextrano/kg disueltas
en buffer salino (PBS), o volumenes equivalentes de PBS para los grupos control. El Fe-

dextrano y el salino fueron administrados cada 2 dias por un periodo de 10 dias.

Induccion de IR hepética

A las 72 horas posteriores a la Gltima dosis de Fe, las ratas fueron anestesiadas via
intraperitoneal (i.p.) con 1 ml/kg de Zoletil (Zoletil 50; Virbac S/A, Carros, France) el cual
estd compuesto por clorhidrato de zolazepam (25 mg/ml) y clorhidrato de tiletamina (25
mg/ml). Bajo estas condiciones se indujo isquemia parcial mediante la oclusion temporal (1
hora) del flujo de sangre hacia los l6bulos izquierdo y medio del higado a través de un clip

Schwartz (Fine Science Tools Inc., Vancouver, British Columbia, Canadd). Luego de este
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periodo, se retird el clip, se cerro la cavidad abdominal y se inicio el periodo de reperfusion
de 20 horas®. En grupos paralelos de animales se realizo laparotomia sin isquemia (cirugia

sham) y luego de una hora se cerrd la cavidad abdominal (grupo control).

Al término del periodo de reperfusion los animales fueron anestesiados con el fin de

obtener:

(i Muestras hepéticas desde los l6bulos isquemizados.

(i)  Muestra sanguineas, mediante puncion cardiaca.

Las muestras de higado fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -
80°C para su utilizacién en los ensayos de RT-PCR. Las muestras sanguineas fueron
centrifugadas para obtener el suero, el cual se utilizo para evaluar transaminasas, nitritos y

nitratos sericos.
Los grupos experimentales fueron los siguientes:

Q) Salino-sham

(1  Salino-IR
(1) Fe-sham
(V)  Fe-IR

Parametros de dafio hepatico

Para evaluar la severidad del dafio hepatico producido por la IR, se determind las
actividades séricas de GOT y GPT mediante un kit comercial (Wiener Lab, Rosario,

Argentina), el cual se basa en las siguientes reacciones:
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Determinacion de niveles de GOT:

GOT
e L-aspartato + 2-oxoglutarato » L-glutamato + oxalacetato
Malato Deshidrogenasa
e oxalacetato + NADH + H* » L-malato + NAD"*
Determinacion de niveles de GPT:
GPT
e L-alanina + 2-oxoglutarato »|_-glutamato + piruvato
e piruvato + NADH + H+  Lactato Deshidrogenaga o t6 + NAD*

En ambos casos se midio la velocidad de oxidacion del NADH, la cual fue detectada
espectrofotométricamente (340 nm). Esta velocidad es equivalente a la velocidad de las
reacciones que son catalizadas por GOT y GPT, cuyos resultados se expresaron en Ul/Lt de

suero.

Evaluacion de la expresion de iNOS mediante RT-PCR

Para realizar la extraccion y purificacion del RNA, se utilizO RNeasy lipid tissue
mini kit (Qiagen). Cuarenta gramos de tejido hepatico, fueron homogeneizados en buffer de
lisis Qiazol, soluciébn monofasica de fenol y tiocianato de guanidinio. Se agregd
cloroformo, para luego centrifugar (14000 rpm por 15 min). Luego fue transferida la fase
acuosa obtenida a un tubo con 1 volumen de etanol al 70%. Esto fue transferido a una
columna de purificacion RNAeasy Minispin y fue centrifugado (1000 rpm por 15 seg) para
luego descartar el filtrado. Posteriormente se realizd una digestion con DNasa, seguido de
varias etapas de centrifugacion y descartado del filtrado con el fin de purificar el RNA. El

proceso final corresponde a la elucion del RNA con agua libre de RNasas para luego
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determinar su concentracion y pureza mediante espectrofotometro para microplacas Epoch

(Biotek). EI RNA que se obtuvo fue alicuotado y almacenado a -80°C.

Posteriormente se realizé la sintesis de cDNA a partir del RNA obtenido en la
extraccion usando el kit “ThermoScript™ RT-PCR System” (Invitrogen), empleando un
termociclador cuyo protocolo incluye ciclos de 25°C por 10 minutos, 55°C por 40 minutos,
85°C por 5 minutos y 4°C para conservarlo. Luego el cDNA obtenido fue almacenado a -

20°C.

Para evaluar la expresion de iINOS, se utilizo el método RT-PCR (reverse
transcription polymerase chain reaction), el cual se basa en la accion de la enzima Taq
polimerasa, la cual posee la capacidad de sintetizar hebras de DNA a partir de una hebra

complementaria.

Las secuencias utilizadas para los partidores sentido y antisentido fueron 5°-
CAACAACACAGGATGACCCTAA-3’ yv 5-GGTAGGTTCCTGTTGTTTCTAT-3’y el

producto de PCR esperado es de 417 pb.

Todos los reactivos que se utilizaron en el RT-PCR son del kit “Platinum®Tagq DNA
Polymerase High Fidelity” (Invitrogen). Para realizar la amplificacion se utilizo RNA 18S
“QuantumRNA™ Universal 18S Internal Standard” (Ambion), como control interno. El
protocolo de amplificacion utilizado fue de 94°C por 4 minutos, para luego hacer 38 ciclos
de: 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, para finalizar con

un ciclo de 72° por 10 minutos.

Los productos obtenidos fueron separados (75 volts por 30 minutos) en un gel de
agarosa con bromuro de etidio, para luego visualizar estos en un trans-iluminador UV y
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obtener una fotografia que fue procesada mediante el programa Scion Image para

cuantificar el DNA.

Evaluacion de la actividad NOS hepatica

Para evaluar la actividad NOS hepética se realizé la determinacién de niveles
plasmaticos de nitritos y nitratos mediante un kit comercial (Cayman Chemical, MI, USA),
basado en la conversion del nitrito a nitrato por medio de una nitrato reductasa, seguido de
la adicidn del reactivo Griess que lleva a la aparicion de un color violeta. Posteriormente se
determiné la absorbancia a 540 nm, para luego interpolar en una curva de calibracion,
correspondiente a un grafico construido con diluciones seriadas realizadas a partir de una
solucion de nitratos de concentracion conocida. Los resultados de la concentracion de

nitritos/nitratos de las muestras se expresaron en M.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados finales se expresaron como el promedio de las determinaciones, +
S.E.M. Las diferencias significativas entre los grupos experimentales se estimaron
mediante ANOVA unifactorial, seguido del test de comparacion multiple de Newman-
Keuls, o mediante el test t de student, ambos con una significancia de 5% (p<0,05)

(“GraphPad Prism™” version 5, GraphPad Software, INC, San Diego, CA, USA)

ASPECTOS ETICOS

Esta tesis cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética sobre investigacion en
animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, segtn protocolo CBA No.

0381, FMUCH adjunto en Anexo.
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Miveles Séricos GOT

RESULTADOS

Efectos de la suplementacion con Fe en el dafio hepatico producido por la IR

Actividades séricas de GOT y GPT

Los resultados obtenidos en la determinacion de las actividades séricas de las

transaminasas GOT y GPT se muestran en las Figuras 3 A y 3 B, respectivamente. Se

puede observar que la IR gatilla dafio hepéatico, como lo indican incrementos de 7,2 y 12,9

veces (p<0,05) en las actividades séricas de GOT (fig. 3A) y GPT (fig. 3B),

respectivamente, en relacion al grupo salino-sham. Valores séricos de GOT y GPT

similares a los del grupo control-sham se observan en animales tratados con Fe y sometidos

a sham. Notablemente los valores séricos de GOT y GPT de animales preacondicionados

con Fe y sometidos a IR, no difieren de los valores control (salino-sham y Fe-sham). Mas

aun, el preacondicionamiento con Fe disminuyo significativamente (p<0,05) los valores de

GOT y GPT (2,7 y 2,3 veces, respectivamente), en relacion al grupo salino-IR.

GOT
2000
1 a) 3alino-3ham
BN b) Salino-IR
1 c) Fe-sham
a,C,d o d)Fedr
iy
i 1000+
b
b b
|:|_

Miveles Séricos GPT
(ILALY

GPT

7

':I_

a,c,d

[ a) salino-Sham
B b) Salino-IR
[ c) Fe-5ham
mm d) Fe-IR

Figura 3: Actividades séricas de GOT (A) y GPT (B) luego de la IR hepética, en animales no-
preacondicionados y preacondicionados con Fe. Los valores son promedios + SEM de 3-4 animales por
grupo experimental. Las letras que identifican a cada grupo experimental indican diferencias significativas

(p<0,05, ANOVA y test de Newman-Keuls).
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La figura 4 muestra los efectos netos de la IR sobre los valores séricos de GOT (fig.
4A) y GPT (fig. 4B). Se observa que el preacondicionamiento con Fe disminuye

significativamente (p<0,05) el incremento de GOT (68% fig. 4A) y el de GPT (60% fig.

4B).
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Figura 4: Efectos netos de la IR en los niveles séricos de GOT (A) y GPT (B), en condiciones de no
tratamiento con Fe [salino-IR (b) — salino-sham (a)] y luego de la administracion de Fe [Fe-IR (d) — Fe-
sham (c)]. Los valores, promedios + SEM para 3-4 animales por grupo experimental, fueron analizados por
la prueba t de Student (p<0,05) para datos no pareados.

Estos resultados corroboran el dafo producido por la IR y el efecto

preacondicionante del Fe frente a la IR.

Efectos de la suplementacion con Fe en la expresion hepatica de iNOS

Niveles de mRNA de iNOS

Las imagenes obtenidas de los geles de la electroforesis de los productos de RT-

PCR de iNOS y 18S se muestran en la Figura 5A y 5B, respectivamente.
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Figura 5: Electroforesis de productos de RT-PCR en geles de agarosa

A: Fotografia del gel en el cual se realizo la electroforesis con los productos de RT-PCR de iNOS, los cuales
tenian 417 pb. Los grupos experimentales estan marcados sobre los carriles correspondientes, siendo los
primeros carriles los correspondientes al marcador de peso molecular de DNA.

B: Fotografia del gel en el cual se realizd la electroforesis con los productos del RT-PCR de 18 S, los cuales
tenian 324 pb. Los carriles fueron marcados con nimeros que corresponden a las muestras utilizadas y los
primeros carriles de ambas filas corresponden al marcador de peso molecular de DNA.

En la Figura 5A se observa mayor expresion hepatica de INOS en animales
preacondicionados con Fe y sometidos a IR sefialado por la mayor intensidad de bandas

correspondientes al producto de RT-PCR (417 pb).

En la Figura 5B se muestra la prueba control utilizada para RT-PCR
correspondiente a la amplificacion del RNA ribosomal 18 S, utilizado para corroborar la
presencia de cDNA y por lo tanto de mRNA en las muestras utilizadas. Se observa
amplificacion en todas las muestras, confirmando la presencia de cDNA vy el buen

funcionamiento de la técnica.

Los niveles de mMRNA de iNOS vy los efectos netos se muestran en la Figura 6A y

6B, respectivamente. Se puede observar que el preacondicionamiento con Fe gatilla
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aumento de la expresion hepatica de iINOS frente a IR, como lo indica el incremento de 5,2
veces (p<0,05) en la expresion de iINOS en relacion al grupo control. Expresion hepética de
INOS similar al grupo salino-sham se observa en animales tratados con Fe y sometidos a

sham.

La expresion hepética de iINOS de animales sometidos a IR no difiere notablemente
de los valores control (salino-sham y Fe-sham), sin embargo se observa un aumento de 1,64

y 2,03 veces respectivamente, indicando que IR induce un leve aumento de la expresion de

iINOS.
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Figura 6A: Niveles de mMRNA de iNOS relativo a mRNA de 18S luego de IR hepatica en animales
tratados y no tratados con Fe. Los valores son promedios = SEM de 3-4 animales por grupo experimental.
Las letras que identifican a cada grupo experimental indican diferencias significativas (p<0,05, ANOVA y
test de Newman-Keuls').

Figura 6B: Efectos netos de la IR en la expresion hepatica de iNOS, en condiciones de no tratamiento
con Fe [salino-IR (b) — salino-sham (a)] y luego de la administracién de Fe [Fe-IR (d) — Fe-sham (c)].
Los valores, promedios £ SEM para 3-4 animales por grupo experimental, fueron analizados por la prueba t
de Student (p<0,05) para datos no pareados.

La Figura 6B muestra los efectos netos de la IR sobre la expresion de iNOS en
animales tratados y no tratados con Fe. Se observa que el preacondiconamiento con Fe

aumenta significativamente (p<0,05) la expresion de iINOS (81% fig. 6B).
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Estos resultados indican que el preacondicionamiento con Fe frente a IR aumenta la

expresion hepética de iNOS.

Efectos de la suplementacion con Fe en la actividad hepatica de iNOS

Concentraciones séricas de nitritos/nitratos

Concentraciones séricas de nitritos/nitratos en animales tratados y no tratados con

Fe, se muestran en la Figura 7.

Se puede observar que el preacondicionamiento con Fe frente a IR incrementa la
actividad NOS hepatica, como indica aumento de 1,3 veces (p<0,05) en las concentraciones
de nitritos/nitratos en relacion al grupo control. Notablemente los valores de nitritos/nitratos
de animales no tratados sometidos a IR, no difieren de los valores control (salino-sham y

Fe-sham).

Concentraciones séricas de nitritos/nitratos
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Figura 7: Concentraciones séricas de nitritos/nitratos luego de IR hepéatica, en animales no
preacondicionados y preacondicionados con Fe. Los valores son promedio + SEM de 3-4 animales por
grupo experimental. Las letras que identifican a cada grupo experimental indican diferencias significativas
(p<0,05, ANOVA y test de Newman-Keuls).
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DISCUSION

El estado de EOx transiente inducido por la administracion subcrénica de Fe juega
un rol fundamental en el preacondicionamiento hepético, gatillando respuestas
citoprotectoras. Este EOXx transiente inducido por Fe es esencial para la proteccion contra la
injuria generada por IR desencadenando respuestas citoprotectoras mediante mecanismos
como la recuperacion de la actividad de union a DNA del NF-xB, la activacion del factor
de transcripcién Nrf2 y la supresién de la respuesta pro-inflamatoria que desencadena la

liberacion de TNF-a, entre otras®®.

Los resultados obtenidos en este estudio en la determinacion de la actividad de las
transaminasas, confirma que el protocolo de administracion subcrénica de Fe es capaz de
disminuir la injuria producida por la IR. La notable disminucion de la actividad de GOT y
GPT en animales tratados con Fe y sometidos a IR en relacion a los animales no tratados y

sometidos a IR, corroboran el efecto preacondicionante del Fe frente a la IR hepatica.

Datos presentados en estudios anteriores indican que la sobrecarga de Fe conduce a
aumentar la actividad NOS hepética que se relaciona con la regulacion al alza de la INOS y
demuestran la importancia del *NO en la disminucion de la injuria causada por la IR*, estos
resultados se relacionan con los obtenidos en este estudio donde hubo un aumento en la
expresion de la INOS y en la actividad NOS hepatica posterior a la administracion

subcrénica de Fe.

El *"NO en el preacondicionamiento con Fe podria ser uno de los mecanismos
protectores frente a la injuria causada por IR. Estudios previos han demostrado que la

disminucion de los niveles de *“NO mediante su inhibicion por N®-nitro-L-arginine methyl
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ester (L-NAME) derivan en una menor accion atrapadora de EROS y compromete el
proceso de quelacion del Fe redox-activo lo cual favorece la injuria generada por la IR?,
esto indica que niveles altos de *NO podrian constituir uno de los mecanismos de defensa
frente a la IR proporcionando efectos hepatoprotectores y anti-inflamatorios que podrian
relacionarse a un control de feedback negativo producido por la regulacion al alza de la
iINOS para disminuir la excesiva activaciéon de NF-kB y la transcripcién de sus genes
blanco durante el protocolo de IR, esto permite la recuperacion de la unién a DNA de NF-

kB lo que resulta en un control de la expresién de iNOS que se pierde posterior a IR%,

El potencial rol que juega el *NO en la inhibicion de la activacion de NF-«xB y la
expresion de genes pro-inflamatorios durante la IR involucra el atrapamiento de EROS con
el fin de disminuir las biomoléculas oxidantes y la activacion de NF-«B, la nitrosilacion de
NF-kB p50 que disminuye la union a DNA y la induccién 0 estabilizacion de kB para

inactivar NF- kB28,

Los resultados de este estudio indican que el preacondicionamiento con Fe previo a
IR se asocia a un aumento de la expresion de iINOS y a una mayor actividad NOS hepatica
expresada en el incremento de los niveles de nitritos/nitratos séricos. Cabe destacar que la
IR de igual forma aumenta la expresion de INOS, sin embargo sus efectos netos son
significativamente mayores en el grupo preacondicionado con Fe en comparacion al grupo

no tratado.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio sefialan que el preacondicionamiento con
Fe frente a la IR se asocia a una mayor expresién de INOS y a un incremento en la

actividad NOS hepatica.
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ANEXO

UNIVERSIDAD DE CHILE COMITE DE BIOETICA SOBRE

FACULTAD DE MEDICINA INVESTIGACION EN ANIMALES

Investigador: Virginia Fernandez

Aprobacion: N° CBA 0381 FMUCH

PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO

2010:

A.- ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS

1.- Titulo del Proyecto: “PRECONDITIONING STRATEGIES TO PROTECT THE
LIVER FROM ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY”

2.- Academico Responsable: Virginia Fernandez Arancibia
Jerarquia académica: Profesor Titular

3.- Laboratorio o Unidad Docente al que pertenece el Académico Responsable
Laboratorio de estrés oxidativo y hepatotoxicidad

4.- Unidad Académica (Departamento, Escuela o Programa Disciplinario).
Programa de Farmacologia, ICBM

5.- Teléfono:9786256 e.mail:vfernand@med.uchile.cl Fax: 7372783

6.- Financiamiento del Proyecto. FONDECYT

Sefiale la Institucion que avala el desarrollo de la investigacion. Si el financiamiento
proviene de su Unidad Académica incluya una carta de respaldo del Director que
corresponda.
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7.- Listado de personas autorizadas para el manejo de los animales. Indique su
capacitacion, funcion (ej. NN, bioquimico, inoculacion de animales) y vinculo con el
laboratorio o Unidad Docente. NO OLVIDE que debe comunicar oportunamente al
Comité si se produce un cambio en el presente listado.

NOMBRE CAPACITACION FUNCION VINCULO/LAB./UD
Virginia  Fernandez | Doctor en Ciencias | Tratamientos Investigador
Arancibia con mencién en |especiales (dietas e |Responsable

Biologia, Facultad de
Ciencias,
Universidad de Chile

inyecciones)

Gladys Tapia Opazo

Doctor en Ciencias
Biomédicas, facultad
de Medicina,
Universidad de Chile

Tratamientos
especiales (dietas e
inyecciones)

Co-investigador

Rosa Salinas Paredes

Instruccion otorgada
por investigadores
del laboratorio

Tratamientos
especiales (dietas e
inyecciones)

Auxiliar

Camila Dossi Mufioz

Médico Veterinario

Cirugias vy
operatorio

post-

Asesor externo del

proyecto

8.- Teléfono en caso de una emergencia con los animales en horario no laboral

Avisar a: Virginia Fernandez Arancibia Teléfono: 08-233 1270 o0 02-4180234

B.- ANTECEDENTES DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

1.- Especie(s) utilizada(s): Cepa Sprague-Dawley especie Rattus norvergicus

Edad/Estado de desarrollo: 2 meses

2.-
3.- Peso:.150 a 180 grs
4.- Sexo: Macho
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5.- Lugar de obtencion de los animales: BIOTERIO CENTRAL, FACULTAD DE
MEDICINA, UNIVERSIDAD DE CHILE

6.- Lugar de mantencion (Todo bioterio debe cumplir con las normas internacionales de
mantencion de animales de experimentacion, Ref. Manual de Animales de Laboratorio
(NIH): BIOTERIO CENTRAL, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD
DE CHILE

7.- Lugar de procedimientos: Bioterio Central y Laboratorio de estrés oxidativo.

8.- Ubicacion fisica del lugar de procedimientos (Ej., zcalo pabellon E1, Programa...)
Bioterio Central: 3° piso, sector B; Laboratorio de estrés oxidativo, Programa de
Farmacologia: sector D, piso z6calo.

9.- Numero total de animales a utilizar: Aproximadamente 140 animales/afio; 420
animales durante todo el proyecto.

10.- Método(s) de ldentificacion del animal: Marcado en la cola con lapiz indeleble

11.- Si el lugar de obtencion de los animales es distinto del lugar de mantencion, indique
detalladamente las condiciones de transporte de los animales. Remita certificacion del
SAG o institucidn autorizada, si procede.

Los animales seran retirados desde el Bioterio Central y trasladados en jaulas cubiertas
utilizando el pasillo central de la Facultad para acceder al Laboratorio de estrés
Oxidativo y Hepatotoxicidad. El retiro y traslado se realizara normalmente después de
las 4 PM.

C.- PROPOSITOS DE LA INVESTIGACION

1.-  Sefiale el o los propdsito(s) principal(es) del Proyecto en un parrafo no
superior a 12 lineas. Estos deben ser explicados de manera que sean comprensibles
para el ciudadano comun, informado. Ademas, la relevancia del Proyecto debe
quedar clara para cualquier evaluador eticista.

Diversas situaciones médico-quirargicas que involucran inicialmente una
disminucion del flujo sanguineo a un tejido [isquemia (1)], con ausencia o disminucion
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del aporte de oxigeno y nutrientes a éste, y que son seguidas de reperfusion (R) cuando
se restablece la circulacion normal al tejido, desencadenan dafio celular asociado a la
IR. El conocimiento y prevencion del dafio inducido por la IR es de interés en el
trasplante de 6rganos y en otras situaciones clinicas frecuentes (cirugia hepatica bajo
exclusion vascular, infarto miocéardico, accidente cerebrovascular, traumatismos
mayores). El disefio de estrategias que protejan a un drgano del dafio por IR
(preacondicionamiento) es de gran interés para la clinica. EIl proposito de este proyecto
es estudiar mecanismos moleculares asociados al preacondicionamiento hepético
otorgado por la administracion conjunta de hormona tiroidea (T3) y por hierro(Fe)-
dextrano, frente a una IR posterior.

Justifique el uso de ANIMALES, en vez de usar modelos alternativos.

El uso de ratas en este estudio se debe a que ellos representan un buen modelo de
estudio alternativo al humano, ya que los resultados obtenidos en estos animales son
extrapolables a la fisiopatologia humana. No es posible sustituir el modelo animal por
otro, como por ejemplo células en cultivo, ya que este estudio se centra en una

respuesta sistémica y principalmente del 6rgano blanco de nuestro estudio, el higado.

Explique las caracteristicas que justifiquen el uso de esta(s) ESPECIE(s)

Los estudios que hemos realizado, utilizando el modelo de induccién de estrés
oxidativo hepatico en el hipertiroidismo experimental (administracion de Ts3), como
también en la administracion de Fe, han utilizado esta cepa de ratas por lo cual no es
posible utilizar alguna otra. Con respecto a modelos alternativos, como ya se indicé en
el parrafo anterior es imposible sustituir el modelo animal por el de células en cultivo
ya que este estudio se centra en la respuesta del 6rgano completo (higado) como
también en evaluaciones en el suero de estos animales.

Justifique el NUMERO de animales a utilizar. Recuerde que de acuerdo a las normas
internacionales de bioética animal, se debe utilizar el minimo de animales necesario
para obtener resultados validos

El nimero sefialado (150 animales/afio) corresponde al minimo para obtener resultados
estadisticamente analizables. Se formardn 14 grupos experimentales en total,
aproximadamente 30 animales/grupo en los 3 afios del proyecto. De cada animal se
obtendran muestras de sangre (transaminasas y TNF-a) e higado (factores de
transcripcidn, expresion de proteinas y parametros de estrés oxidativo) para evaluar lo
sefialado entre paréntesis. Es importante sefialar que nuestro esquema de trabajo nos
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permite utilizar un mismo animal para estudios sanguineos y hepéticos, con lo cual se
logra un mayor aprovechamiento y una disminucion significativa en el nimero de
animales experimentales.

Detalle del nimero de animales que se utilizaran en cada etapa del proyecto:

Afo-1:
(1) Evaluacion de la participacion del estrés oxidativo en el preacondicionamiento con Fe
e Eliminacion del estrés oxidativo inducido por Fe:

Grupos experimentales: Salino-salino; Salino-Fe; NAC-Fe; NAC-salino: 4 grupos x 3
animales en cada grupos x 3 (3 periodos post-Fe diferentes) = 36

e Participacion de EOX en el preacondicionamiento con Fe

Grupos experimentales para parametros de dafio hepa’tico (transaminasas e histologias):
Salino-salino-Sham; Salino-Salino-1R; Salino- Fe-Sham; Salino-Fe-IR; NAC-salino-Sham;
NAC-Salino-IR; NAC- Fe-Sham; NAC-Fe-IR: 8 grupos x 6 animales en cada grupo = 48

Grupos experimentales para parametros de estrés oxidativo hepatico (glutation e
isoprostanos) estudio que requiere higados lavados por lo cual no se pueden utilizar los
mismos higados del estudio anterior: Salino-salino-Sham; Salino-Salino-IR; Salino- Fe-
Sham; Salino-Fe-IR; NAC-salino-Sham; NAC-Salino-IR; NAC- Fe-Sham; NAC-Fe-IR: 8
grupos x 6 animales en cada grupo = 48

(2) Evaluacion de la participacion de las células de Kupffer en el preacondicionamiento con
Fe

e Grupos experimentales: Salino-salino-Sham; Salino-Salino-IR; Salino- Fe-Sham; Salino-
Fe-IR; GdClz-salino-Sham; GdClz-Salino-IR; GdCls- Fe-Sham; GdClz-Fe-IR: 8 grupos x 6
animales en cada grupo = 48

Los grupos se han considerado de 6 animales ya que esta cantidad es la minima para
obtener resultados reproducible y estadisticamente analizables.

Esto da un total de 180 animales para el afio 1.

Afo-2
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(1) Evaluacion de un periodo de tratamiento con Fe que induzca estrés oxidativo moderado
pero que no induzca preacondicionamiento. Se probara un minimo de 3 periodos (2, 3y 4
dosis de Fe)

e Induccion de estrés oxidativo (estudio cinético a 3 tiempos)

Grupos experimentales: Salino; Fe: 2 grupos x 3 animales en cada grupos x 3 tiempos de
preacondicionamiento = 18 animales

e Estudio del periodo de tratamiento con Fe que induzca estrés oxidativo moderado pero
que no induzca preacondicionamiento

Grupos experimentales para parametros de dafio hepatico (transaminasas e histologias):
salino-sham; salino-IR; Fe-sham; Fe-IR x 6 animales en cada grupo x 3 periodos de
tratamiento (dosis de Fe) diferentes = 54 animales

Grupos experimentales para parametros de estrés oxidativo hepatico (glutation e
isoprostanos) estudio que requiere higados lavados por lo cual no se pueden utilizar los
mismos higados del estudio anterior: salino-sham; salino-IR; Fe-sham; Fe-IR x 6 animales
en cada grupo x 3 periodos de tratamiento (dosis de Fe) diferentes = 54 animales

e Evaluacion del preacondicionamiento hepatico inducido por Fe y Ta:

Grupos experimentales para parametros de dafio hepatico (transaminasas e histologias):
Salino-NaOH-Sham; Salino-NaOH-IR; Salino-Tz-Sham; Salino-Ts-IR; Salino-Fe-Sham;
Salino-Fe-IR; Fe-Ts-Sham; Fe-Ts-IR: 8 grupos x 6 animales en cada grupo = 48

Grupos experimentales para parametros de estrés oxidativo hepatico (glutation e
isoprostanos) estudio que requiere higados lavados por lo cual no se pueden utilizar los
mismos higados del estudio anterior: Salino-NaOH-Sham; Salino-NaOH-IR; Salino-Ts-
Sham; Salino-Ts-IR; Salino-Fe-Sham; Salino-Fe-IR; Fe-T3-Sham; Fe-T3-IR: 8 grupos x 6
animales en cada grupo = 48

Los grupos se han considerado de 6 animales ya que esta cantidad es la minima para
obtener resultados reproducible y estadisticamente analizables.

Esto da un total de 222 animales para el afio 2.
Afo-3

Para desarrollar los objetivos de este afio se utilizard muestras congeladas guardadas de los
afios anteriores. Se solicitd un total de 420 animales para los 3 afios. Los 18 restantes se
justifican por posibles repeticiones que sea necesario realizar.
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D.- DESCRIPCION GENERAL DEL EXPERIMENTO

1.- Describa la secuencia de TODOS los procedimientos a seguir con los animales.
Explicite el curso temporal en los procedimientos cronicos. El detalle de
procedimientos no quirtrgicos (manipulacion y administracion de sustancias) debe
incluirse en la Seccion E. El detalle de los procedimientos quirargicos debe incluirse
en la Seccion F.

e EIl disefio de los grupos experimentales (14 en total) incluye grupos con (i)
operacion simulada (sham, control), (ii) IR, (iii) T3 (0,05mg/kg, dosis Unica) y Fe-
dextrano (dosis a determinar, la cual se administrara cada 2 dias durante 5 a 15
dias) (Ta/Fe)-IR y (iv) Ts/Fe-IR. Ambas administraciones se realizardn por via
intraperitoneal (i.p.) para lo cual los animales serdn sujetados por un manipulador
que ya posee experiencia y que usara guantes quirtrgicos y un guante adicional
(protector) de material suave para no provocar dafio al animal. Se utilizaran
jeringas tuberculinas desechables. Cada grupo experimental estara constituido por
un minimo de 7 animales/afio.

e Los animales se mantendran en ayuno, con acceso libre al agua, 10 a 12 horas
previo a la cirugia.

e La cirugia se realizard con técnica estéril, de acuerdo a modelos de isquemia-
reperfusion hepatica en la rata (Nauta R., y col., J Invest Surg. 1, 155, 1988; Nauta
R., y col. Surg. Res. Comm., 6, 241, 1989).

e Previo a la cirugia los animales seran anestesiados con 1cc/kg de peso de Zoletil
50® (clorhidrato de tiletamina 50mg//kg y clorhirato de zolazepam 50mg/kg) por
via intraperitoneal (i.p.).

e La cirugia se realizara sobre camilla termorregulada (Barnstead Lab Line) para
asegurar la homeostasis de los animales. Los detalles de la cirugia estan en la
seccion F.

e Luego del preacondicionamiento por Ts/Fe o tratamientos con los respectivos
vehiculos, todos los animales seran sometidos a una sola intervencion quirdrgica
(isquemia o cirugia simulada de 60 minutos).

e La reperfusion tendrd una duracion de 20 horas, durante la cual los animales
recibiran cuidados post-operatorios (ver F4).

e Al término de la reperfusion se obtendran muestras de suero o higado, previo a lo
cual los animales seran anestesiados de manera similar a la descrita en la seccion
F4 (eutanasia).

e Nuestros estudios no consideran la obtencion de muestras de sangre durante la
reperfusion. Estas seran obtenidas solo al término de la reperfusion, previo a la
extraccion del higado. La obtencion de sangre al término de la reperfusion, previa
anestesia de los animales segun lo descrito en el protocolo de Bioética, se realizara
mediante puncién cardiaca utilizando tubos veno-jet para recibir las muestras de
sangre.

e Los resultados obtenidos en nuestros estudios seran expresados como promedios +
error estandar de la media y las diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales seran evaluadas mediante ANOVA unifactorial seguido del
test de Newman-Keuls, con un limite de confianza de 95% (p<0,05)
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2.1 PAUTA DE SUPERVISION DE ANIMALES

Se recomienda que en todos los procedimientos experimentales, especialmente
aquellos que involucren procedimientos quirdrgicos de tipo invasivo, se incluya un
protocolo de supervision de los animales que se utilizaran para la investigacion. Uno de los
protocolos mas empleados es el propuesto por Morton y Griffiths (Guidelines on the
recognition of pain, distress and discomfort in experimental animals and an
hypothesis for assessment : Vet Rec 116: 431-436, 1985), el cual permite cuantificar el
dolor y afliccién causados por un determinado procedimiento para poder tomar las medidas
apropiadas para aliviarlos. Este protocolo considera 5 caracteristicas y a cada animal se le
asignara una puntuacién por cada una de éstas caracteristicas, de acuerdo a las variables

mencionadas en la siguiente tabla:

Se anexa el siguiente Protocolo de Supervision, basado en el propuesto por Morton y
Griffiths (Vet Rec 116: 431-436, 1985), adaptado a ratas y al protocolo experimental, el
cual permitira cuantificar el dolor causado por un determinado procedimiento.

Este protocolo considera 5 caracteristicas y a cada rata se le asignara una puntuacion por
cada una de estas caracteristicas, de acuerdo a las variables mencionadas en la siguiente

Tabla:

CARACTERISTICA VARIABLE PUNTUACION

o

Ausente

Inferior al 10%

Pérdida de peso Entre 10 y 20%

Superior al 20%

Normal

Pelo en mal estado

Aspecto - -
Presencia de secreciones oculares o nasales

Postura anormal

Normal

Cambios pequefios

Comportamiento espontaneo Inactividad

Ratas muy inquietas o inmoviles

Normal

Cambios pequefios

Comportamiento frente a la manipulacion -
P P Cambios moderados

Ratas agresivas 0 comatosas

Normal

Cambios pequefios

Constantes vitales - - - - -
Cambios moderados en la frecuencia cardiaca o respiratoria

WIN [P |OlWIN|FR|OfjWw[N| R |OlWw|N|FR|Olw|N |-

Cambios significativo en la frecuencia cardiaca o respiratoria
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Las variables indicadas seran evaluadas por la Srta. Camila Dossi Mufioz, médico
veterinario, quien posee amplia experiencia en clinica de animales pequefios.

La evaluacion se realizara diariamente desde el comienzo de cada tratamiento (Fe,
cloruro de gadolinio, hormona tiroidea). Si una rata obtiene una puntuacion de 3 en mas de
una variable, se le considerard una puntuacion final en el rango de 15-20.

Anexo a protocolo de supervision

A pesar que las 3 drogas que se utilizaran en el estudio (Fe, T3 0 GdCls) no han gatillado
reacciones adversas (FONDECYT 1050131 y 1080039), para detectar alteraciones por la
ingesta de éstas, como también cualquier complicacion post-quirtrgica, se contara con la
supervision de la Srta Camila DOssi Mufioz médico veterinario, quien posee amplia
experiencia en clinica de animales pequefios. Del mismo modo durante la recuperacion
post-quirdrgica, periodo en el cual los animales contaran con calefaccion adecuada y
estaran en jaulas separadas, habra una constante observacion de ellos también realizada por
la Srta. Camila Dossi Mufioz. Se reitera que durante el periodo post-operatorio, se
administrara 1mg/kg via subcutanea de ketoprofeno al 1% (Naxpet®, Laboratorio
Dragpharma) para producir analgesia.

La medida a la cual recurrira el médico veterinario para paliar el sufrimiento de las ratas se
determinara de acuerdo a la siguiente puntuacion total:

0-4: Rata normal.
5-9: Rata requiere supervision cuidadosa y se evaluara el uso de analgésicos.
10-14: Rata sufre intensamente, requiere analgésicos y se evaluara su muerte por eutanasia.

15-20: Rata sufre excesivamente y se someterd a eutanasia mediante sobredosis de
anestesia.

2.2.- Agregue otros criterios de supervision de animales (otros sistemas, ej: sistema

nervioso, digestivo etc.). Los criterios indicados son adecuados. No tengo otros.
Con mi firma al final del Protocolo me comprometo a observar esta pauta.

3.- Describa los criterios de interrupcion o punto final del trabajo con el animal,
durante el experimento, ademas de lo indicado en D.2.

(Incluya en su descripcion el procedimiento esperado de finalizacidn y las circunstancias

en que el experimento serd interrumpido para evitar sufrimientos innecesarios al animal.
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Si su protocolo incluye experimentos cronicos con induccién de patologias, indique
explicitamente en qué momento se sacrificaran los animales y qué grado de compromiso

de bienestar general se espera en esas condiciones).
Se pondré fin a un experimento en las siguientes situaciones:

a) Muerte espontanea del animal durante el experimento
b) Conducta anormal del animal posterior al periodo de anestesia
c) Deteccion, durante la cirugia, de infeccién, ruptura de la sutura, hemorragia y otros.

Ademas de las situaciones ya expuestas (muerte espontanea del animal durante el
experimento; conducta anormal del animal posterior al periodo de anestesia; deteccion,
durante la cirugia, de infeccion, ruptura de la sutura, hemorragia y otros) se aplicara este

criterio frente a reacciones adversas al Fe, T3 y/o GdCls.

En todas estas situaciones los animales seran sometidos a eutanasia, previa anestesia con
1cc/kg de peso de Zoletil 50® (clorhidrato de tiletamina 50mg//kg y clorhirato de

zolazepam 50mg/kg) i.p.

Explicitacion de criterios de punto final aplicado a ratas:

(1) Por postura anormal se entienden aquellas posiciones que adopta el animal cuando
principalmente siente dolor. Existen algunos signos inequivocos de presencia de dolor en
ratas como (i) reduccién de la ingesta, (ii) pérdida de peso, (iii) aislamiento, (iv)
automutilacion, (v) disnea, (vi) agresion, (vii) pilo ereccion. La POSTURA ANORMAL se
manifiesta por arqueamiento dorsal, deshidratacion, temblores, vocalizacion.

(2) Una conducta significativamente alterada o moderadamente alterada sera basada en el
sistema de puntuacion que evalla comportamiento, apariencia, peso, apetito, marcha del

animal.
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E.- PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS. (Manipulacion del animal y

administracion de sustancias).

1.- Identifique y describa el o los procedimiento(s) no quirurgicos(s) a realizar. (Incluya
en su descripcion Administracion de substancias, via, sitio y forma de hacerlo,
volumen, horario y frecuencia, métodos de sujecion o inmovilizacion del animal, uso
de radiacion: Dosis, horario y frecuencia, otros procedimientos: estudios de
supervivencia — biopsias)

El preacondicionamiento con Fe/Ts contempla la administracion de 1 a 6 dosis de
Fe-dextrano (50mg/kg) en dias alternativos, seguido de una dosis Unica de 0,05mg/kg
de peso i.p. de L-3,3,5-triiodotironina (T3), 48 horas previas a la IR. Ambas
administraciones seran por inyeccion i.p. utilizando jeringas desechable y en todos estos
tratamientos el volumen total inyectado sera de alrededor de 0,2 mL.

2.- Indique nombre y experiencia de la(s) persona(s) que efectuara(n) los
procedimientos no quirdrgicos

Los tratamientos seran impartidos en el Bioterio Central de la Facultad de Medicina
por la Sra. Rosa Salinas Paredes, ayudante técnico que ha sido adiestrada en el manejo y
tratamiento de los animales por academicos con amplia experiencia en este item.

3.- Indique las condiciones en que se mantendran los animales en los periodos entre las
distintas intervenciones

Los animales seran mantenidos en la sala de Procedimientos del Bioterio
Central, Facultad de Medicina. Durante la cirugia los animales estaran en el laboratorio
de “Estrés oxidativo y hepatotoxicidad” en las condiciones que se describen en la
seccion F.

F.- PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

1.- Identifique y describa el o los procedimiento(s) quirargicos(s) a realizar. Indique
métodos de asepsia que utilizara.

Previo a la cirugia, los animales seran retirados desde el Bioterio Central y trasladados
en jaulas cubiertas utilizando el pasillo central de la Facultad para acceder al
Laboratorio de estrés Oxidativo y Hepatotoxicidad. El retiro y traslado se realizard
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2.-

normalmente después de las 4 PM. Los animales no seran anestesiados previo a su
traslado. La cirugia se realizard& en el Laboratorio de Estrés Oxidativo y
Hepatotoxicidad. No se trasladaran visceras. Los animales permaneceran al menos 12
horas en el laboratorio, previo a la cirugia, permaneciendo en un ambiente
termorregulado (calefactores eléctricos) recibiendo agua y alimento (los animales que
seran sometidos a cirugia seran ayunados durante 6 horas).

La cirugia se realizard en condiciones de esterilidad y sobre camilla termorregulada
para asegurar la homeostasis de los animales. Una vez anestesiados, se posicionaran

sobre la camilla con sujecion por las patas con cinta autoadhesiva (masking tape). El

pafio del campo quirtargico y el equipo que se utilizara seran esterilizados previamente.

Se afeitara el abdomen (rasuradora eléctrica estéril) se pincelard con povidona yodada y
se realizard incision media supra e infraumbilical con bisturi nimero 15 hasta exponer

las visceras, las cuales se desplazaran con gasa estéril para visualizar la triada portal.
Utilizando torulas de algodon estériles para traccion-contratraccion, se expondra la
bifurcacion del pediculo hepatico que irriga los I6bulos superior medio y laterales
izquierdo y derecho, donde se ubicara el clip Swartz estéril y atraumatico (Fine Science

Tools, Vancouver, BC, Canada). Aproximadamente a los 45 minutos de cirugia se
administrara 1/3 de la dosis inicial de la anestesia, intra-abdominal directa. Se ha
comprobado que esta dosis y tiempo son seguros y efectivos en el control de la
anestesia.

Una vez terminado el procedimiento (60 minutos totales) se retirara el clip, se cerrara
la cavidad abdominal con puntos totales, separados, con seda 3-0 y se pincelara con
povidona yodada. Los animales quedaran en recuperacion en jaulas separadas, con

acceso libre al agua y comida durante 20 horas (reperfusion), al cabo de los cuales se

realizaran las mediciones descritas en la seccion D.1. Del mismo modo, en algunos

grupos experimentales se obtendran muestras sanguineas durante el periodo de

reperfusion, segun lo descrito en la seccion D.1.

Indique nombre y experiencia de la(s) persona(s) que efectuara(n) procedimientos
quirurgicos

Camila Dossi Mufioz, médico Veterinario, quien posee una importante experiencia
en cirugia de animales pequefios y medianos ya que ha trabajado en clinica veterinaria
en procesos de cirugia de animales pequefios y medianos. El Sr. Jiménez ha realizado
todas las cirugias de nuestros animales de experimentacion en lo proyectos
FONDECYT 1080039 y 1090021.

Condiciones del lugar donde se efectuara el procedimiento quirurgico

El Laboratorio de “Estrés oxidativo y hepatotoxicidad”, cuenta con mesa para
cirugias, la que incluye la camilla termorregulada, ademas de lamparas quirargicas (luz
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fria). El recinto cuenta con division de areas limpia y sucia, armado del campo
quirargico con pafos estériles y un lugar calefaccionado donde se ubican las jaulas con
los animales que estan en recuperacion quirurgica. El equipo quirurgico utiliza gorro,
mascarilla, delantal de procedimientos y guantes estériles.

Si el o los procedimientos(s) quirdrgico(s) incluye supervivencia del animal indique
el cuidado postoperatorio requerido e identifique a la persona responsable

Posterior a la cirugia, los animales se recuperan en un plazo aproximado de 1 hora.
Sélo requieren estar en jaulas separadas y se les provee de almohadillas y calefaccién
adecuada para una recuperacién mas confortable. S6lo requieren de observacion de la
posicion que adopten (para mantener la via aérea permeable), acceso facil a agua y
comida y temperatura agradable. La vigilancia de los animales estar4 a cargo de la
Srta. Camila Dossi Mufioz, médico veterinario, quien ha desarrollado una importante
experiencia en procedimientos quirurgicos y post-quirirgicos de animales pequefios y
medianos por su labor como médico veterinario en clinicas y en todos los procesos
quirurgicos de nuestros animales de experimentacion en los proyectos FONDECYT
1080039 y 1090021. Durante el periodo post-operatorio, se administrara 5mg/kg via
subcuténea de ketoprofeno al 1% (Naxpet®, Laboratorio Dragpharma) para producir
analgesia.

5.- Indique si los animales a utilizar en el estudio, han sido previamente sometidos a
algun procedimiento invasivo o quirdrgico

NO APLICA

6.- Justifique si un mismo animal serd sometido a procedimientos quirirgicos mas de
una vez.

NO APLICA

G.

DOLOR Y AFLICCION.

Este proyecto no incluye la manipulacion de peces adultos. Los embriones utilizados
en este protocolo experimental son finalmente siempre sacrificados. En cada
experimento de este tipo los embriones previo al sacrificio son anestesiados con
tricaina, por lo que su dolor o afliccion se reduce al minimo.

Indique en la Tabla, cuantos animales sufriran las siguientes categorias de dolor y/o
afliccion.
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2.-

N° animales usados cada afio

Afio 1 Afio 2 Afo 3

A. Dolor o afliccion minimo, transitorio 100 100 100
B. Dolor o afliccion aliviado por medidas apropiadas 50 50 50
C. Dolor o afliccion sin alivio asistido 0 0 0

Anestesia, Analgesia y Tranquilizantes. Para los animales indicados en la Tabla,
filas A o B, especifique los anestésicos, analgésicos, sedantes o tranquilizantes que
seran utilizados. Indique el (los) nombre(s) de(los) agente(s) usado(s), la dosis, ruta'y
frecuencia de administracion.

Se utilizaran los siguientes anestesicos, analgésicos y sedantes.

(1) Ketamina (Ketaset ®) cuya solucion inyectable contiene 100 mg/mL. Es un
anestésico general que induce un estado de analgesia profunda sin respuesta a
estimulos dolorosos y amnesia con periodos respiratorios conservados, lo que
permite el procedimiento sin necesidad de intubacion. La dosis a utilizar antes de la
cirugia serd de 50 mg/kg. Se utilizard una dosis de refuerzo durante la cirugia (1/4
dosis inicial).

(2) Diazepan®, en solucion inyectable de 10 mg/2mL. La dosis a inyectar antes de la
cirugia sera de 0,3 mg/kg y ella actuara como sedante, hipnoético, relajante
muscular y ansiolitico. Se utilizara una dosis de refuerzo durante la cirugia (1/4
dosis inicial).

(3) Pentotal sodico, solucion inyectable al 0,5%. Es anestésico y sedante pero estos
efectos son de corta duracion por lo cual sélo se le utilizard para la eutanasia (0,3
mL de la solucién al 0,5%).

Todos los analgésicos y anestésicos se administraran por via intraperitoneal.

Si hay animales indicados en la fila C de la Tabla, se debe justificar por qué esta
contraindicado el uso de anestésicos, analgésicos, sedantes o tranquilizantes durante o
después de los procedimientos que causan dolor o afliccidn (incluya referencias).

NO APLICA
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H.- DISPOSICION DE LOS ANIMALES AL FINAL DEL ESTUDIO.

1.- EUTANASIA. Describa detalladamente el método de eutanasia. Si se usa un agente
quimico, especifique, dosis y ruta de administracion. Si su método de eutanasia
incluye decapitacion o dislocacion cervical SIN anestesia, incluya una justificacion
cientifica.

La muerte de los animales ocurrira luego de la extraccion del higado (no es
posible la sobrevivencia de los animales). Previo a este procedimiento, los animales
recibiran pentotal sodico (ver seccion G. 2). No se utilizara eutanasia por decapitacion
o dislocacion cervical. Los animales mueren, estando anestesiados, debido a la
hipovolemia aguda generada por la extraccion total del higado. El pentotal sodico se
administrara por via intraperitoneal.

2.- Eliminacién de desechos. La eliminacion de los cadaveres debe realizarse de acuerdo
con las normas de Bioseguridad de la Facultad de Medicina. Si la eliminacién o el

destino de los cadaveres es distinto al sefialado, se debe explicar.

Los animales no sobreviven a los experimentos por lo cual son eliminados de
acuerdo a normas establecidas por el Comité de Bioseguridad de la Facultad de
Medicina. Los cadaveres se entregan de Lunes a Jueves entre las 15 y 16,45 horas en
la Bodega de la Unidad de Bioseguridad, debidamente sellados, congelados y
rotulados.

3.- SUPERVIVENCIA Describa la disposicion y destino de los animales en caso de

experimentos en que los animales no son eutanizados al término del procedimiento.

NO APLICA
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1.-SUBSTANCIAS DANINAS PARA ANIMALES O SERES HUMANOS

1.- El uso de substancias peligrosas en la investigacion con animales requiere de una
aprobacion separada. Es su responsabilidad contar con la(s) autorizacion(es)
correspondiente(s). Si es relevante, incluya las autorizaciones correspondientes, con
este documento. Debe comunicar a la Unidad de Bioseguridad de la Facultad, si
sus animales tendran algun riesgo potencial para seres humanos en forma directa
0 para el medio ambiente.

Sefale a continuacion aquellas substancias que utilizara.

SI NO |Lista de substancias vy
documentacion, si corresponde

Radiontclidos

Agentes Biologicos

Drogas o quimicos peligrosos

X X| X| X

ADN Recombinante

2.- Describa las practicas y procedimientos requeridos para el manejo y disposicion de
animales contaminados y material asociado con este estudio. También describa el
procedimiento para el retiro de material y basura radioactiva y el monitoreo de la
radioactividad.

NO APLICA
3.- Consideraciones de seguridad adicionales:

NO APLICA

J.- MATERIAL BIOLOGICO/PRODUCTOS ANIMALES PARA SU USO EN
ANIMALES (por ej., lineas celulares, antisueros, etc).

1.- Especifique el material: ......... NO APLICA
2.- Origen: ... NO APLICA Material estéril o pretratado Si No NO APLICA
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3.-

4.

Indique si el material ha sido probado para las potenciales infecciones conocidas que

derivande él Si................. NO ..oovveeee, NO APLICA

Certifico que este material proviene de fuentes formales, no contaminadas y no ha
estado en contacto con animales o posibles fuentes de contaminacion

Siiiiii, NO .o NO APLICA

K.- REQUERIMIENTOS ESPECIALES

Especifique algun requerimiento especial de la investigacion propuesta.

NO APLICA

L.-

CERTIFICACIONES DEL ACADEMICO RESPONSABLE

Certifico que, a mi juicio, la investigacion propuesta no constituye una duplicacion
innecesaria de investigaciones previas

Certifico que todas las personas bajo mi supervision y responsabilidad que participan
en los procedimientos con los animales, trabajaran de acuerdo con las normas y reglas
éticas vigentes nacionales e internacionales.

Si ha completado la SECCION G filas B y C:

Certifico que he revisado la literatura cientifica y base de datos pertinentes sin
encontrar  procedimientos validos alternativos, y no estoy en condiciones de
desarrollarlos.

Certifico que los antecedentes presentados en este Protocolo incluyen la totalidad de
los procedimientos con animales propuestos en el Proyecto.

Me comprometo a solicitar y obtener la aprobacion del Comité de Bioética Sobre
Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile antes
de iniciar CUALQUIER cambio al Protocolo aprobado, sea de procedimientos como
de personal.
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6.- Académico Responsable: Virginia Fernandez

7.- V°B° Director de Programa Disciplinario/ Departamento/ Escuela

En respuesta a las observaciones del Comité de Bioética de Fondecyt (23 de Enero de
2012), se han realizado las siguientes adiciones al “Protocolo de manejo y cuidados de
animales de laboratorio”

(1) En2.1 PAUTA DE SUPERVISION DE ANIMALES, se corrigio el nombre de la
especie (Rata)

(2) En 3. Describa los criterios de interrupcion o punto final del trabajo con el animal,
durante el experimento, ademas de lo indicado en D.2., se adapto y especifico el criterio de
punto final a la especie a utilizar (Rata). Los cambios han sido destacados en amarillo
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