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SUMMARY !

Ischemia is a common situation, not always
desirable, in liver surgery. In any case,it implies cellular
damage that would be worth avoiding. In the present
study, different antioxidant drugs (superoxide-
dismutase, allopurinol and folinic acid) are ad-
ministered prior to liver reperfusion in order to reduce
ischemic damage. Liver regeneration, following a 70%
hepatectomy and 15 minutes of normothermic hepatic
ischemia, serves as an indirect functional test of the
reperfused liver. SOD (6 mg/kg) and allopurinol (50

mg/kg) have accelerated hepatocytic DNA synthesis .

without increasing the number or percentage of ac-
tivated hepatocytes. However, the folinic acid has pro-
ved to be very effective, counteracting the deleterious
effect of liver ischemia on hepatocytic regeneration.
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RESUMEN

La isquemia es una situacién comiin en la cirugia hepética:
unas veces como maniobra buscada. otras como situacién ine-
vitable. En cualquier caso. supone una agresién tisular cuyas
consecuencias seria deseable limitar. En este estudio. se intenta
disminuir el dafo producido al higado por la isquemia, me-
diante diferentes antioxidantes (superéxido-dismutasa. alopu-
rinol. &cido fblico) administrados antes de reperfundir el 6rgano.
Sobre un modelo de isquemia hepética normotérmica de quin-
ce minutos de duracidn, se valora la actividad regenerativa tras
hepatectomia parcial: utilizando este pardmetro como un in-
dicador indirecto de la capacidad funcional del higado. La ad-
ministracién de SOD (6 mg./kg.) o alopurinol {50 mg/kg) sélo
ha logrado acelerar la sintesis hepatocitaria de DNA. pero sin
aumentar el porcentaje de hepatocitos que se activan. En cam-
bio, el tratamiento con 4cido folinico se ha mostrado muy efec-
tivo, revertiendo por completo el efecto deletéreo que la
isquemia tiene sobre la regeneracién hepatocitaria.

PALABRAS CLAVE: Regeneracién hepética. higado. isquemia,
antioxidantes, écido fdlico.

INTRODUCCION

La isquemia hepdtica es un fendmeno de gran trascencen-
dencia quirdrgica. utiliziindose en diferentes técnicas dentro de
la cirugfa hepdticu: resecciones parciales (metastasectomias)
v reparacion de traumatismos hepiticos (1). Asimismo, duran-
te todo trasplante hepiitico ticnen lugar un periodo de isque-
mia caliente (extraccion) v fria (preservacion). Su consecuencia
fisiopatoldgica mds imponante. es la induccién de lesiones ce-
lulares que se ven incrementadas tras el restablecimiento del
tlujo sanguineo (reperfusicni (23, Del profundo estudio de es-
tos fendmenos han surgido hipdesis capaces de explicar par-
cialmente estos halluzgos. involucrando en las mismas a fenGmenos
de oxirreduccion como los radicales libres del oxigeno (RLO)
(3) (moléculas con un electron desapareado en su ltima capa
molecular, dotadas de amplia reactividad) o a fenémenos de
no reflujo (4) (ausencia de tlujo después del restablecimiento
de la normal perfusion tisular). En un intento de proteger al
higado frente a las lesiones de isquemia reperfusion. se han
utilizado numerosos firmacos con mecanismos de accién co-
nocidos: ATP-MgCI12 (5) (aumento de la concentracién de nu-
cledtidos adenosinicos). Dopamina (6) (mejora el flujo hepdtico
y activa el AMPc). Clorpromazina (7) (estabilizacion de enzi-
mas lisomales). Verapamil (8) (bloqueo de los canales de cal-
cio). PGE2 (9) (vasodilatacién y prevencién de la agregacion
plaquetar), asi como «scavenger» de RLO y antioxidantes. Entre
estos tltimos se ha utilizado alfatocoterol (10). coenzima QI0
(11), catalasa, superoxidodismutasa (12) y alopurinol (13). Sin
embargo. la importancia de los RLO en la isquemia-reperfusion
hepatica es todavia objeto de controversia.

En este trabajo. se valora la capacidad de diferentes antioxi-
dantes para aminorar el deterioro funcional tras isquemia he-
pdtica normotérmica. Sobre un modelo de isquemia hepitica
normotérmica de 15 minutos de duracién. asociada a
hepatectoria del 70%. se han administrado superoxidodismu-
tasa, 4cido folinico y alopurinol antes de la reperfusién. Su
efectividad se ha valorado cuantificando citofotométricamente
la actividad regenerativa del higado residual a las 24 horas.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley, machos de 250 g
de peso (estabulario de la Facultad de Medicina. UPV/EHU).
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TABLA 1
Series experimentales

1. Hepatectomfa 70%
II. Isquemia hepdtica + Hepatectomia 70%
IMI. Isquemia hepdtica + Hepatectomia 70% + S.0.D. (6 mg/kg)
IV. Isquemia hepdtica + Hepatectomia 70% + Alopurinol
(50 mg/kg)
V. Isquemia hepdtica + Hepatectomia 70% + Acido Folinico
(2,5 mg/kg).

Todas las experiencias se han realizado entre las 9 y las 11
a.m., para evitar las variaciones debidas al ritmo circadiano.
Todos los animales han tenido libre acceso a la comida y agua
hasta el momento e inmediatamente después de las interven-
ciones.

Bajo anestesia con éter, se realizé un laparotomia media a
través de la cual se procedi6 a la interrupcién del flujo hep4ti-
co mediante la colocacién de clips de Yassargil a nivel del hi-
lio hepdtico, durante 15 minutos. Para evitar la congestién
espldcnica subsiguiente se clamparon el tronco celfaco y la ar-
teria mesentérica superior a su salida de la aorta. A continua-
cién, se cerré el abdomen. Una vez finalizado el periodo de
isquemia, fueron retirados los clips vasculares, comprobdndo-
se la correcta reperfusién mediante la visualizacién del latido
de las arterias hepdtica y rectas del intestino. En todos los ani-
males se realizé una hepatectomia del 70% segiin el metodo
descrito por Higgins; ésta tuvo lugar inmediatamente después
de la reperfusién o como procedimiento aislado.

Los diferentes tratamientos se han administrado mediante
perfusién intravenosa lenta (133 microl/min) controlada por
una bomba de infusién (Lymphography Injector II, Cor-
dis/Hyperion). Para ello, se procedi6 a disecar la vena femo-
ral izquierda, introduciéndose en ella un cdteter 27G
(Biotrol-Farma) que se fij6 mendiante un clamp vascular. La
perfusién se comenz6 10 minutos antes de la reperfusién, fi-
nalizdndose inmediatamente antes de ésta. Una vez conclui-
da, se extrajo el catéter y se realizé hemostasia de la vena
mediante compresion digital, observandose en todos los ca-
sos la permeabilidad del vaso.

Todos los firmacos se administraron en una tunica dosis,
disueltos en 2 c.c. de suero fisiolégico a partir de los diferen-
tes preparados comerciales: superéxidodismutasa (SOD) 6
mg/kg (Ontosein-Orgoteina, Zambeletti; Espafia); 4cido fo-
linico 2,5 mg/kg (Lederfolin, Lederle; como sal célcica) y
alopurinol 50 mg/kg (sal sédica deshidratada, Sigma A-8003,
disuelta en hidréxido sédico IN (60 mg/cc), para posterior-
mente diluirlo en suero fisiolégico hasta una concentracién
de 6 mg/cc). La experiencia consta en total de 5 series de 10
animales cada una (tabla I).

Los animales fueron sacrificados a las 24 horas, extrayén-
dose un fragmento de higado, que se incluy6 en parafina. So-
bre secciones histolégicas de 5 micras de espesor, se realizé
la tincién con reactivo de Schiff (reaccién de Feulgen-
Rossenbeck), cuantificdndose el contenido en DNA de 100
niicleos hepatocitarios por seccion, mediante un microespec-
trofotémetro (A=560 nm). Una vez obtenidos los valores del

TABLA I
Porcentaje de hepatocitos en regeneracién (%HR)
y Gradiente Regenerativo (GR) en las distintas
series experimentales
Serie %H.R. G.R.
Hepatectomfa 70% 2229+9,69 1,61x0,13
Isquemia hepdtica +
Hepatectomia 70% 8,85+9,38 1,74x0,33
Hep. 10% + Isq. Hep. +  y5.66..14,26 2,1740,41
SoD
Hep. 70% + Isq. Hep. + 643,499  2,1040,23
Alopurinol ’ ’ ’ ’
Hep. 70% + Isq. Hep. + 29 104069  1,96+0,23
Acido folinico

contenido en DNA, en unidades arbitrarias, de cada animal,
éstos fueron distribuidos en un histograma de frecuencias, a
partir del cual, mediante el método descrito por Bartels (14),
es posible calcular diferentes curvas gaussianas ajustadas so-
bre distintos niveles de ploidia. Esto nos permite calcular el
porcentaje de hepatocitos en regeneracién (%HR) y el gra-
diente regenerativo (GR=cociente del contenido medio en
DNA de los hepatocitos regenerantes y el contenido medio
en DNA de los hepatocitos estiticos).

Una vez calculados los datos correspondientes a cada ani-
mal, se calcularon los valores medios de cada serie. La com-
paracién de resultados se realizd, dada la distribucién no
normal de los mismos, mediante el test de la suma de ran-
gos, considerdndose como significativos aquellos valores que
mostraron una p <0,05.

Todos estos experimentos se llevaron a cabo siguiendo la
normativa vigente sobre el cuidado y utilizacién de animales
para investigacion.

RESULTADOS

La hepatectomia del 70% ha inducido una importante res-
puesta regenerativa, con un %HR del 22,29% (tabla II) y un
GR de 161.

En los animales sometidos a isquemia hepética normotér-
mica y hepatectomia parcial del 70%, observamos que la is-
quemia ha producido un descenso en la tasa regenerativa
(%HR=885%), frente al grupo exclusivamente hepatectomi-
zado (p <0005). Sin embargo, no ha modificado significati-
vamente el GR (1,74 vs 161, p=0,21).

Si analizamos los resultados logrados tras los diferentes tra-
tamientos frente al grupo no tratado (isquemia hepatica mds
hepatectomia del 70%), observamos que el alopurinol no ha
modificado significativamente el %HR (fig. 1a) (6,42 vs 885,
p=0/74), aunque si ha aumentado el GR (fig. 1b) (2,10 vs 1,74,
p<001). Por su parte, el tratamiento con SOD ha incremen-
tado los valores de los dos parametros regenerativos conside-
rados, aunque sélo el aumento en el GR ha mostrado
significaci6n estadfstica (2,17 vs 1,74, p <005).
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FIG. 1.—Modificaciones inducidas por los diferentes tratamientos antioxidantes sobre la regeneracion hepatocitaria en el hi-
gado isquémico. (A) Porcentaje de hepatocitos en regeneracién. (B) Gradientes regenerativo. Las diférencias significativas
Jrente a la serie de animales no tratados se sefialan con un asterisco.

{

Por ultimo, la administracién de 4cido folinico ha supues-
to el mayor incremento en el %HR (29,10 vs 8,85, p=0,0005),
alcanzando unos niveles de regeneracién superponibles al gru-
po de animales exclusivamente hepatectomizados (29,10 vs
22,29, p=0,15). Ademds, el GR también se ha visto incremen-
tado, mostrando diferencias frente al grupo de isquemia y he-
patectomia, aunque sin significacién estadistica (1,96 vs 1,74,
p=0,21). Dichas diferencias si fueron significativas frente al
grupo de animales sin isquemia (1,96 vs 1,61, p <0,0005).

DISCUSION

La participacion de los RLO en el sindrome de isquemia
y reperfusion ha sido probada en diferentes sistemas del or-
ganismo (9). Sin embargo, su participacién en la isquemia
hepdtica normotérmica y posterior reperfusién contimia siendo
objeto de controversia. En un intento de aportar nuevos ele-
mentos de juicio, hemos disefiado este estudio en un modelo,
validado con anterioridad (15), que utiliza la capacidad de los
hepatocitos para responder a un estimulo regenerativo como
pardmetro objetivo del grado de incapacidad funcional pro-
vocado por el sindrome de reperfusién.
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FIG. 2.—Mecanismos de accién de los diferentes tratamientos an-
tioxidantes empleados en este trabajo. Implicaciones fisiopatolégicas.

“ En estudios previos en nuestro laboratorio habiamos pro-

bado la eficacia del 4cido folinico, el alopurinol y la SOD
para atenuar las lesiones y/o aumentar la supervivencia en un
modelo de isquemia y reperfusién intestinal en ratas (16). Apo-
yandonos en estos resultados, hemos elegido dichos forma-
cos para intentar atenuar las lesiones tras isquemia hepética
normotérmica (fig. 2). Como ya habiamos mostrado con an-
terioridad (17), la isquemia provoca un descenso significati-
vo en la tasa de regeneraci6n hepatocitaria sin modificar el
gradiente regenerativo. Es decir, disminuye el mimero de he-
patocitos que entran en regeneracién, pero aquéllos que re-
generan lo hacen a un ritmo normal.

Superéxido-dismutasa

Son dos los aspectos a considerar en este farmaco. En pri-
mer lugar, la gran variabilidad individual observada en su ac-
cién sobre la tasa regenerativa, responsable de que los
resultados obtenidos no sean significativos. Es éste un fend-
meno que ya ha sido puesto de manifiesto por otros autores
(18) y que puede explicarse, tanto por la corta vida media de
este enzima (10 minutos) (19), como porque su actividad de-
pende de la funcién renal y de las concentraciones intrahepd-
ticas del farmaco.

Sin embargo, si nos centramos en el GR, si que podemos
afirmar que la SOD mejora la actividad regenerativa del hi-
gado isquémico; apreciacién ésta que concuerda con estudios
realizados en modelos de isquemia y trasplante hepético
(20-22). El fundamento de este efecto beneficioso habria que
buscarlo dnicamente en la capacidad de la SOD de descom-
poner los RLO originados durante la reperfusion; de tal ma-
nera, que su ausencia permitirfa a los RLO atacar la membrana
celular y el DNA (23), a la vez que los productos de degra-
dacién por ellos originados (hidroperdxido, aldehidos) podrian
inhibir la actividad mitética (24).

Sin embargo, Isaccson y Van Thiel (25) critican ampliamente
la utilidad de la SOD, postulando que, administrada como firma-
co, dificilmente alcanza el interior de los hepatocitos, maxime
cuando en muchas ocasiones se administra dosis excesivamente
bajas e incluso antes de establecerse la isquemia hepdtica.
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Ante estas afirmaciones, podemos resumir que existen gran-
des contradicciones acerca del efecto de la SOD sobre la is-
quemia hepética y mds aiin sobre la regeneraci6n hepdtica.
Sélo es posible afirmar que, presumiblemente, la accién «sca-
venger» de la SOD aminora las lesiones tras isquemia-
reperfusién hepatica, siempre que esta sustancia se encuen-
tre en concentraciones suficientes en el momento de la res-
puesta del higado tras un estimulo regenerativo.

Alopurinol

A pesar de que tanto el alopurinol como el 4cido f6lico po-
seen un mecanismo de accién similar (inhibici6n de 1a xanti-
no oxidasa, XO), estos firmacos muestran un comportamiento
dispar: mientras el 4cido f6lico ha incrementado el %HR y
no ha afectado al GR, el alopurinol ha aumentado el GR sin
modificar el %HR. *

Una primera explicacién al fracaso del alqpurinol, teniendo
en cuenta que las dosis son similares a las utjlizadas con éxito
por otros autores, habria que buscarla en la via y modo de ad-
ministracién. El alopurinol es un féirmaco poco soluble en agua
y en soluciones neutras, por lo que para su solubilizacién es
necesario utilizar NaOH, obteniéndose una solucién muy al-
calina (26). Dicha solucién puede haber repercutido negativa-
mente sobre el higado regenerante, contribuyendo a la ausencia
de beneficio observada en el tratamiento con alopurinol. En
estudios previos, hemos utilizado esta soliici6n iv. en un mo-
delo de isquemia intestinal experimental, observdndose una re-
ducci6n en la mortalidad (16), aunque acompafiada de un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de GOT y GPT,
quedando sin determinar la causa de este ascenso. Ante esta
situacién, podemos pensar en la existencia de cierta toxicidad
hepética por parte del alopurinol.

En segundo lugar, es de especial importancia el momento
en el que se administra el alopurinol en un modelo de isque-
mia y reperfusion hepdtica. En 1985, Kogama et al. observa-
ron que el alopurinol no se mostraba efectivo cuando se
administraba en el momento de la reperfusién (27). Asimis-
mo, Castillo et al. probaron la eficacia de este firmaco cuan-
do se administraba antes de establecerse la isquemia (28). Ambos
grupos sugieren que el alopurinol precisa de un tiempo sufi-
ciente para unirse a la XO y, por tanto, para inactivarla. Por
su parte, Garcfa et al. demostraron que el alopurinol muestra
su mayor eficacia a los 90 minutos de su administracién por
via iv. (29). En nuestro modelo, el alopurinol se ha adminis-
trado después de establecida la isquemia, 10 min. antes de la
reperfusion. Quizés este tiempo no sea suficiente para alcan-
zar un grado de efectividad vélido para la inactivacion de la XO.

Por 1ltimo, cabria cuestionarse la participacién de la XO
en las lesiones por reperfusi6n en el higado de la rata. De
hecho, a pesar de que el alopurinol se utiliza en algunas so-
luciones de preservacién para el trasplante hepdtico, son va-
rios los trabajos que sugieren la no involucracién de la XO
en el sindrome de reperfusi6n hepdtico (30-31). Incluso se ha
establecido que, en el caso del higado, la conversién de
xantino-deshidrogenasa a xantino-oxidasa durante la reperfu-
si6n s6lo se produce tras periodos de isquemia normotérmi-
ca de al menos dos horas de duracién (32-33).
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Ahora bien, si aceptamos la hipétesis de la falta de impor-
tancia fisiopatolégica de la XO en nuestro modelo, debemos
buscar una justificacién razonable al efecto asombrosamente
positivo observado tras la administracién de dcido folinico:
incremento del %HR hasta niveles de regeneracién superpo-
nibles al higado no sometido a isquemia.

De hecho, parece exagerado pensar que el 4cido folinico
pudiera haber sido capaz de revertir o anular en su totalidad
el efecto de la isquemia, inicamente en virtud de su capaci-
dad de inhibicién de 1a XO (34). Ademds, el gradiente rege-
nerativo resultante, a pesar de no mostrar diferencias frente
al grupo no tratado, si muestra diferencias frente al grupo ex-
clusivamente hepatectomizado (1,607 vs-1,955, p <0,005); y,
sin embargo, si el 4cido folinico ejerciera su accién tinica-

_mente a nivel de la isquemia, este pardmetro no debiera mos-

trar variaciones. Estos hechos, unidos a la consideracién de
que los efectos producidos por este firmaco son muy simila-
res a los observados tras el tratamiento con Ciclosporina A
(15), nos hacen sospechar que el 4cido folinico puede poseer
actividad hepatotrofica.

CONCLUSIONES

En resumen, el 4cido f6lico ha resultado til para revertir
el efecto depresor de la isquemia sobre la regeneracion hepa-

" tocitaria, aunque desconocemos su mecanismo concreto de

accién. La inhibicién de la XO y un desconocido efecto he-
patotréfico, parecen las hipétesis mds probables.

Por su parte, el alopurinol no ha resultado eficaz en nues-
tro modelo, siendo necesarios ulteriores trabajos que deter-
minen el origen de este fracaso. La realizacién de estudios
de toxicidad, asi como una correcta determinacién de las con-
centraciones y momento éptimo de administracién, aclara-
rdn nuestros resultados.

Por dltimo, la SOD ha logrado aminorar las lesiones tras
isquemia-reperfusién hepitica, aunque su corta vida media
limita sus posibilidades clinicas. La utilizacién de formas de
SOD con un vida media m4s larga (administrada con liposo-
mas 0 en unién covalente a macrocélulas), quizd pueda abrir
nuevas espectativas terapéuticas.
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