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Prometeo, uno de los titanes, hijo de | apeto y de Climene y hermano de Atlas, robo €
fuego de los dioses para entregarselo a los hombres de arcilla que habitaban la
hameday fria tierra. Zeus|o castigé haciendo que Vulcano lo atase a una roca donde
todos los dias bajaba un buitre que desgarraba el vientre y se alimentaba de su
higado. Durante la noche, cerraban las heridas y e higado se regeneraba,

asegurando al buitre un eterno alimento y a Prometeo un eterno suplicio..............
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El amar, €l sentir y el proteger aun ser humano antes de verlo, de palparlo, de olerlo son
funciones que solamente pueden ser percibidas en la generadora de la vida, es decir, en

una madre.

Desde las células mas ancestrales del ser humano en e momento de la concepcion

sufren cambios estructurales reflejados en funciones especificas y cambiantes.

Es imposible pensar en la existencia de la vida en una forma estética; el ser humano es
un ser en constante regeneracion no exclusiva del recambio celular, sino de sus
experiencias de vida, de sus conocimientos, de su espiritu y de la percepcion de la vida

misma.

El ser humano esté&ico o que genera cambios minimos durante su vida puede
considerarse que se encuentra en un estado de célula estacionaria, esperando la
apoptosis y los seres que cambian cadticamente se consideran como una célula en
crecimiento acelerado y neoplasico. Luego entonces, debe de existir un control regulado
de estos cambios que a nivel celular siguen en estudio y seguirdn por siempre, ya que
dependen de factores externos, que no son accesibles a la mano del hombre y son

gobernados por |a naturaleza que rodea a ser humano.

Es por €lo, que durante la realizacion de este trabajo me apasiono la idea de poder
contribuir en una parte tan nutritiva de la informacion externa hacia los érganos y
especificamente a higado que es un 6rgano atamente irrigado por € flujo sanguineo.
Mis deseos mas profundos es que quien lea estas lineas perciba a la regeneracion celular

como un concepto de viday se dege a un lado la idea de por qué es la viday se



intercambie por el para qué es la vida, los seres humanos estamos en este planeta para

algoy ese algo esvivir y regenerarnos continuamente.

Espero que este trabajo sea la generadora de vida a mas investigaciones.
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RESUMEN

INTRODUCCION: El proceso de regeneracion hepética es un claro gemplo de
crecimiento tisular controlado. A pesar de muchos afios de estudiar a la regeneracion
hepdtica, e detale de la naturaleza de los factores que controlan o disparan este
fendmeno es desconocido. En el control del crecimiento tisular durante la regeneracion
hepética, la masa funcional tisular hepética total es un factor determinante y € estado
estacionario de masa celular actlia de alguna manera en el compartimiento proliferativo
para regular la producciéon celular. En teoria, se puede pensar que la masa celular
normal es la responsable de mantener la concentracion de algunas sefiales que inhiben la
proliferacion celular, o que un higado con menos masa o células dafiadas puede
desencadenar la produccién de factores o sefiaes que activen la proliferacion celular.
Otro epifendmeno que se ha involucrado en € proceso de regeneracion hepética es €l
flujo sanguineo. Los hallazgos que apoyan un posible papel del flujo sanguineo en el
control de la regeneracion hepatica se basan en la observaciéon consistente de un
aumento en € flujo sanguineo durante la regeneracion hepética en diferentes modelos
animales. Por otro lado, cuando se practica una hepatectomia parcial (HP) hasta del
70% de la masa hepética en ratas, los hepatocitos remanentes proliferan hasta restaurar
la masa hepdtica inicial, a pesar de que se detecta un aumento dramético en las
actividades séricas de enzimas que se consideran como 6rgano-especificas y, las cuaes
se han utilizado como marcadores proteicos para € diagndstico de enfermedades
hepéticas que conllevan necrosis celular. Aunque dicho aumento es “selectivo” y
drastico, al parecer no se asocia a dafio del tegjido hepatico en proliferacion. Los
mecanismos que controlan la liberaciéon celular de enzimas hacia la sangre durante el

proceso de proliferacion hepética no se han explorado. En este trabajo propongo que la
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liberacion de enzimas hepéticas hacia €l torrente sanguineo después de una HP parcial
pudiera ser controlada en parte por las fuerzas mecanicas generadas por € flujo
sanguineo, cuyo blanco es € endotelio vascular, en un proceso llamado mecano-
transduccion. OBJETIVO: Investigar la participacion del flujo sanguineo en la
liberacion de enzimas de origen hepético en el proceso de regeneracion del higado.
Elucidar si el fendmeno de macano-transduccion esta intimamente ligado a control de
la liberacion hepética de enzimas a la sangre, manteniendo de éstas los niveles séricos
muy estrechos (“normales’) y modulando su liberacién en el endotelio vascular en
respuesta a tejido faltante o funcionalmente dafiado. METODOS. Para esto, se
utilizaron dos grupos experimentales: ratas macho de la cepa Wistar (250g de peso) a
las que se les practicé una HP del 70% de la masa hepética, y sus respectivos controles
gue fueron sometidos a trauma quirdrgico, pero sin remover e higado (“falsamente
operadas’). Se midieron inicialmente por métodos espectrof otométricos convencionales
la actividad de nueve enzimas en suero de los grupos experimentales, pero también se
determinaron en efluentes durante la perfusion de higados aislados, asi como en €
medio de incubacion para rebanadas hepéticas y hepatocitos aislados. En otra serie de
experimentos, utilizando los higados perfundidos provenientes de los grupos
experimentales, se evaluaron los papeles de incrementar la velocidad de flujo, el
aumento en la magnitud del estrés por friccion (“shear”) al incrementar la viscosidad
del liguido de perfusiéon, e efecto de modificar quimicamente la integridad del
glucocdliz de la capa endotelial, la direccion o vectorialidad de las fuerzas hidrostaticas
aplicadas cambiando la orientacion de la perfusién in vitro; asi como la posible
participacion de cambios intra-celulares de calcio, de los canales idnicos activados por
estiramiento ( CIAE ) y de la produccién de oxido nitrico (NO). RESULTADOS:

Posterior a una HP del 70% de la masa hepatica, se encontré un aumento dréstico en la
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actividad sérica de enzimas, principamente de aguellas reconocidas como de
localizacion intramitocondrial del tejido hepético. En higados aislados de estos
animales, las enzimas hepaticas se liberaron de manera diferencial cuando se vario in
vitro la relacion flujo/masa hepética, a variar la magnitud y presién del flujo en los
organos aidlados. Este evento fue completamente reversible y no se relacioné con
alteraciones estructurales (histologia) o funcionales (produccién de urea), ni se encontré
un aumento de lipoperoxidacion en los tejidos aislados sujetos a una velocidad de flujo
creciente. En rebanadas de higado y en hepatocitos aislados se identificd un segundo
mecanismo que no es dependiente del flujo sanguineo. Ademas se encontrd que la
respuesta de la liberacion de enzimas por € tejido hepatico sujeto a un flujo impuesto,
no es dependiente de factores extrahepéticos. Para caracterizar el primer mecanismo,
dependiente del flujo, se demostr6 que requiere de sintesis de novo de proteinas,
probablemente relacionadas a las membranas citoplasmaticas de las células endoteliales.
El papel de fendmenos de mecano-transduccién mediados por € endotelio, quedd
evidenciado a aumentar la magnitud de estrés por friccion (aumentando la viscosidad
del medio de perfusion), al eiminar los componentes de carbohidratos (acido
hialurénico, heparina, acido sidlico) de las glucoproteinas del glucocaliz endotdlial, y a
modificar la direccion de la perfusiéon del higado (vena porta vs. vena cava). Ademas, se
encontrd que la liberacion de enzimas hepéticas se controla en gran medida por la
entrada de calcio, principamente del medio extracelular, a parecer en una forma
selectiva a través de los canales idnicos sensibles a “estiramiento”. La produccion de
NO jugé un papel menor en € control de la liberacion de enzimas hepaticas.
CONCLUSION: En animales sometidos a una HP del 70% de la masa, se produce una
liberacién masiva de enzimas hepéticas, tanto in vivo como in vitro, que no estan

relacionadas con necrosis celular, ni con ateraciones mitocondriales del tegido
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remanente. Este efecto se demostré ser dependiente del éstres por friccion que genera el
paso de un fluido por el endotelio vascular presente en el higado, gerciendo un efecto
mecéanico que se traduce en la respuesta fisiolégica hepética de liberar enzimas. El
principal mediador de la respuesta parece ser el calcio, el cual entra a través de CIAE
(mecano-receptores), y una produccion aumentada de NO también participa en la
regulacion de este evento, pero en menor magnitud. El hecho de que este fendmeno se
exacerbe dramaticamente en e higado en regeneracion, nos hace sugerir que la
elevacion de actividades séricas de enzimas hepaticas tiene un papel regulatorio en el
progreso de la proliferacién hepatica en rata, 10 que en humanos pudiera tener

implicaciones en laclinica.
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INTRODUCCION

ASPECTOS ANATOMOPATOL OGICOS

En el organismo humano el diafragma divide estructuralmente a la cavidad abdominal
de la torécica. Para determinar la situacion anatdmica de un organo, € abdomen se
divide en nueve regiones, de las cuaes e hipocondrio derecho aoja a higado. El
higado ocupa la parte més alta del hipocondrio derecho, la més grande del epigastrio y
excepcionalmente se extiende dentro del hipocondrio izquierdo. Corresponde por la
parte posterior a las tres Ultimas vértebras dorsales, y a nivel de lalinea axilar derecha,
a las siete Ultimas costillas. En € recién nacido representa €l 5% (1,2) y en el adulto
2.5% del peso corporal (3) por lo que en el adulto aproximadamente pesa entre 1, 400 a
1600 gramos en € hombre 'y 1,200 a 1400 gramos en la mujer (3,4). Mide 7-10 cm de

longitud (1).

Embriol 6gicamente el higado tiene una especial importancia, porque supone la perfecta
conjuncion de dos estructuras embrionarias diferentes (mesodermo y endodermo).
Durante la cuarta semana de gestacion, se forma un diverticulo hepético. Esta
evaginacion, consiste en cordones celulares de proliferacion répida que se introducen en
el septum transversum; ésto es: la placa mesodérmica entre la cavidad pericardicay €
pediculo del saco vitelino. Los cordones de células hepéticas siguen introduciéndose en
el septum transversum, mientras que la comunicacion entre el diverticulo hepético y €
intestino anterior (duodeno) disminuye de calibre, formandose asi e conducto biliar;
este produce una pequefia evaginacion ventral, que dara origen a la vesicula biliar y
conducto cistico. Al continuar e desarrollo, los cordones hepaticos epitelides se

entremezclan con los senos sanguineos de las venas onfalomesentéricas y umbilicales
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en el septum transversum y asi se forma el tglido mesenquimatoso del higado. En la
décima semana de desarrollo, el higado pesa aproximadamente el 10% del peso corporal
total. Existen dos factores importantes que contribuyen a aumentar el peso del higado en
esta etapa: uno es la funcién hematopoyética, puesto que se pueden observar nidos
voluminosos de células en proliferacion entre las células hepéticas y las paredes de los
vasos que originan eritrocitos y leucocitos. El segundo factor es la existencia de
abundantes sinusoides de las venas onfalomesentéricas y umbilicales. Esta actividad
disminuye gradualmente en los dos Ultimos meses de la vida intrauterina y en €

neonato, el higado corresponde solo a 5% del peso corporal total (5).

M acroscopicamente tiene cuatro |6bulos pero dos son los principales: el 16bulo derecho
y el I6bulo izquierdo; & derecho contiene a su vez €l |6bulo cuadrado y el caudado. Los
cuales se encuentran limitados por una capa delgada de tejido conjuntivo denominada
cdpsula de Glisson. Las estructuras anatomicas de fijacion son por € ligamento redondo
del higado, por lavena cavainferior y por los repliegues del peritoneo que de él parten a

las paredes del abdomen o alas visceras cercanas (FIGURA 1, ANEXO 11) (1, 4).

ARQUITECTURA TISULAR

TIPOS CELULARES

Microscopicamente, esta constituido por diversas poblaciones celulares. Las principaes
y més abundantes células son las del parénquima, también llamados hepatocitos (60%
por nimero y 80% por volumen (6,7) y por cuatro tipos de células no parenquimatosas,
gue se encuentran en una proporcién menor (35% por nimero y 17% por volumen)

(FIG 2y FIG3 ANEXO I1) (8,9,10).
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Aungue €l higado es la glandula interna méas grande, su espesor es sdlo de una a dos
células. Esto se debe a que las células hepéticas, 0 hepatocitos, forman [dminas
hepaticas o redes trabeculadas que sdlo tienen una o dos células de espesor (11, 12, 13).
Las laminas hepaticas estén dispuestas en unidades funcionales denominadas lobulillos
hepaticos Estas laminas, estdn separadas entre si por grandes espacios capilares
denominados sinusoides. Los sinusoides poseen poros extremadamente grandes
(denominados fenestras) y, a diferencia de otros capilares, carecen de membrana basal.
(FIG 2y FIG 4 ANEXO I1). Esto hace que los sinusoides hepéticos sean mucho mas
permeables que otros capilares, permitiendo incluso el paso de proteinas plasmaticas
con moléculas apolares unidas alas proteinas, como lagrasay € (14). Las fenestras, la
falta de membrana basal y la estructura laminar del higado proporcionan un contacto
intimo entre los hepatocitos y € contenido de la sangre (15,16). Los hepatocitos se
observan con facilidad a realizar una tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E) y por la
cua se ha observado que algunos hepatocitos son binucleados. El hepatocito es una
célula poliédricay multifacética con 8 o més superficies de contacto. El diametro varia
entre 13 y 30 um, en promedio es de 25 um. El hepatocito tiene tres superficies de
dominio: a) la superficie basolateral (perisinusoidal y paracelular) con muchas
microvellosidades b) la superficie recta 0 dominio contintio. Esta superficie es continua
a células adyacentes donde los diverticulos de la membrana son separados por uniones
cerradas (uniones Gap). Las uniones Gap entre los hepatocitos pudieran tener un papel
importante en la propagacion de | as sefial es desde un hepatocito aotro, y c) la superficie

del candliculo biliar (17).

Los tipos celulares no parenquimales son: 1) Células endoteliales, con fenestraciones de

100-200 nm, que forman la pared de los sinusoides (descritas anteriormente) (18,19). El
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espacio entre las células endotelides y los hepatocitos se conoce como € espacio de
Dissey es el responsable de lafalta de membranabasal. 2) Células de Kupffer (20), son
macrofagos que se encuentran en el area periportal, los cuales se unen a lumen de lared
sinusoidal para formar parte del sistema reticuloendotelial. Tienen forma de estrella
cuyas protusiones alargan a espacio de Disse, debido a que pueden penetrar a mismo.
Poseen actividad endogena de peroxidasa. Secretan metabolitos del &cido aragquidonico
y tienen receptores especificos de membrana para insulina, glucagon y lipoproteinas. 3)
Células perisinusoidales (células de Ito, lipocitos o almacenadoras de lipidos), estas se
localizan en € espacio de Disse (21), rodeando a las células endoteliaes sinusoidales, y
poseen una gran actividad contréctil, ya que tienen filamentos de actinay miosina. Estas
células contienen gran cantidad de vitamina A almacenada en forma de gotas, sintetizan
diferentes proteinas del tejido conectivo y secretan diferentes factores de crecimiento
(22,23,24). Tienen un papel importante en la formacion de la biomatriz (25,26,27).4)
Células Pit, son células que tienen una vida media muy corta, las cuales son linfocitos
granulados de gran tamarfio y con actividad de natural killer (NK) y se localizan en €l

revestimiento endotelial del lumen sinusoidal. (28,29,30,31) (FIG 2,FIG 4, ANEXO

.

Las céulas no parenguimales tienen efectos biologicos en los hepatocitos. La
circulacion de IL-1, IL-6, TNF-a o0 de anaflatoxinas C3ay C5ay hormonas circulantes,
tales como noradrenalina son solamente un ejemplo de los efectos multiples en e
hepatocito (32). Ademés estos efectos parecen tener unaimportancia en laregulacion de
funciones celulares. El contacto célula a célula de la unién entre la célula de Kupffer

con e hepatocito y células perisinusoidales a las terminaciones nerviosas y la
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proximidad de los hepatocitos perivenosos a las células endoteliales de la vena central

tienen importancia funcional .

Las multiples y diversas funciones del higado son proporcionadas por las células
parenquimales y no parenquimales, cada una sola o en cooperacion (33). El tegido
hepético, histologicamente parece ser uniforme, sin embargo, por morfometria e
histoquimica, este es heterogéneo (como se ha descrito). Esta heterogeneidad esta
relacionada con la microcirculacion, células de la zona periportal y de la zona
perivenosa que poseen un diferente repertorio de enzimas clave, translocadores,
receptores y estructuras subcelulares y tienen diferentes capacidades funcionales, por lo

que la posicion anatdmica de cada uno de | os tipos celulares del higado es importante.

BIOMATRIZ HEPATICA

La matriz extracelular hepética contiene proteinas (colagena tipos I, I, IV y V,
elasting), glicoproteinas (fibronectina, laminina, ondulina, nidogen-entactina, tenascina
y osteonecting), proteoglicanos (heparén sulfato, condroitin-4-sulfato, condroitin-6-
sulfato y sulfato de dermatan) y glicosaminoglicanos (hialuronato) (FIG 6, FIG 6-B
ANEXO 11 ). Labiosintesis y la degradacion de la biomatriz es regulada por un estricto
intercambio entre las células parenquimales y no parenquimales (33). Las células
perisinusoidales sintetizan la mayor proporcion de la biomatriz, puesto que, los
hepatocitos, células de Kupffer y células endoteliales solamente contribuyen en una
pequefia proporcion (34, 35,36) Las células endoteliales son responsables de la
degradacion intracelular de los componentes de la biomatriz en lisosomas, después de

gue se lleva a cabo la ingestién endocitética, mientras que la metaloproteinasas
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producidas por los hepatocitos y células perisinusoidales son responsables de la

degradacion extracelular (37,38)(FIG 3y FIG 6 ANEXO 11).

MITOCONDRIA HEPATICA

Las mitocondrias son organelos respiratorios que constituyen arededor del 20% del
volumen citoplasmético de las células hepaticas (39). Existen aproximadamente 2,000
mitocondrias por hepatocito y en promedio cada una mide 0.8 pm®. Las mitocondrias
hepaticas varian en tamafio y volumen de acuerdo alarelacion y ala cantidad de aporte
sanguineo que reciban. Las mitocondrias son mas numerosas, mas grandes y més largas
en los hepatocitos que rodean al tracto portal, se encuentran relativamente cercanas a
reticulo endoplasméatico rugoso y abarcan aproximadamente e 7% del citoplasma

celular (40).

CIRCULACION HEPATICA

El higado es un érgano que se encuentra presente solo en vertebrados, recibe sangre
arterial de una rama de la aorta abdomina y sangre venosa de la porta hepética. Por la
cara visceral —inferior y anterior- penetran los vasos sanguineos y salen los conductos
por los que e higado envia su secrecion a intestino; esta region es llamada hilio
hepatico. El parénguima hepético se divide en I6bulos hexagonales que miden de 1 a 2
um, en e centro de cada lobulillo existe una vena central, y en la periferia de cada
lobulillo hay ramas de la vena porta hepéticay de la arteria hepética, que se abren hacia
los sinusoides. Estos constituyen la unidad funciona hepatica o también llamada acino
de Rappaport. El &cino hepatico (FIG 2, ANEXO I1) representa una pequefia masa de
parénquima, de tamafio y forma irregular, la cual esta rodeada por la arteriola hepatica

terminal, la vénula porta y los ductos biliares (espacio portal). El acino se encuentra
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ubicado entre dos 0 mas vénulas hepaticas terminales (vena central). De esta manera, en
el lobulillo hay una zona centra que rodea a la vena, llamada centrolobulillar o
pericentral, una zona periférica o periportal alrededor de los espacios portay una zona
intermedia denominada mediozonal. La sangre arteria y la sangre venosa portal, que
contiene moléculas absorbidas en € tubo digestivo, se mezclan cuando la sangre fluye
por los sinusoides desde la periferia del lobulillo a la vena central. Las venas centrales
de diferentes |obulillos hepéticos convergen para formar la vena hepética, que transporta

lasangre desde el higado alavenacavainferior.

Labilis se produce en los hepatocitos y se segrega a unos finos conductos denominados
canaliculos biliares, situados en € interior de cada lamina hepética. Estos canaliculos
biliares descargan en la periferia de cada lobulillo alos conductos biliares, que a su vez
descargan en conductos hepaticos que conducen la bilis fuera del higado. Dado que la
sangre fluye por los sinusoides y labilis vigja en direccion contraria en €l interior de las
l&minas hepdticas, la sangre y la bilis no se mezclan en los lobulillos hepéticos (41). La
sangre arterial puede entrar en e sinusoide en forma directa, a través de las vénulas
portales, o después de formar € plexo peribiliar. Las arteriolas entran en € acino
Unicamente en la llamada zona 1 de Rappaport. Esta es la regién mas oxigenada del
acino. La zona 3 de Rappaport es la que delimita los bordes externos del &cino; la
sangre que llega a esta zona ha pasado ya por las zonas 1 y 2, y por lo tanto tiene una
concentracion de oxigeno baja. Esta zona es particulamente sensible a lesiones

hipoxicas inducidas por farmacos o deficiencias en lairrigacion sanguinea.

La anatomia vascular hepética estd preparada para crear un gradiente de oxigeno

importante entre la arteria y la vénula hepatica; sin embargo, los sinusoides estan
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dispuestos simétricamente de manera que no puede haber difusion lateral de oxigeno.
En e higado norma no hay posibilidades para que se produzcan derivaciones de
oxigeno de la arteria ala vena hepética, por lo que, la extraccion de oxigeno através del

higado es una de las més eficientes del organismo.

La determinacion de los flujos sanguineos hepéticos se ha realizado en e perro. Las
determinaciones en el hombre son recientes, y se deben de manera preponderante a la

utilizacion de latécnicaintroducida por Bradley y cols. (42).

El higado recibe un flujo de 100 a 130 ml/min/100g en €l perro, €l gato y en € hombre.
De este flujo, 25 a 35% proviene de la arteria hepdtica, y € resto, de la vena porta. El
flujo hepético total es aproximadamente 25% del gasto cardiaco. De estos flujos y
presiones ya establecidos, puede calcularse que laresistencia de la arteria hepatica es 30

a 40 veces mas ata que laresistencia portal (43).

Estudios realizados por transiluminacion sugieren la existencia de esfinteres ala entrada
de las arteriolas en los sinusoides, luego entonces, un sinusoide recibe sangre arterial,
portal 0 una mezcla de las dos. Esta particularidad circulatoria podria deberse a la

actividad del muasculo liso en las arteriolasy vénulas portales.

En & higado normal no existen otras comunicaciones méas que la de los sinusoides entre
la arteria hepética y la vena hepética o entre la vena porta y la vena hepética. Se han
demostrado anastomosis de menos de 50 um de diametro entre la arteria hepética y las

vénulas portales antes que entren en el sinusoide (44).
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FUNCIONES CELULARES REGULADAS POR EL FLUJO

SANGUINEO

CARACTERISTICAS HEMODINAMICAS REGULADAS POR EL FLUJO
SANGUINEO

Las células que conforman alos tejidos de los vertebrados se encuentran sometidas a un
medio ambiente mecanico, €l cual es generado por la interaccion entre las fuerzas
gravitacionales, las fuerzas locales que son provocadas por la presion y e movimiento
de la sangre y la tension intracelular originada de la organizacion de los elementos del
citoesqueleto. Todo esto se da cuando las céulas interaccionan con la matriz

extracelular en respuesta alatension del flujo sanguineo (45).

En e sistema vascular € flujo sanguineo es normalmente laminar y las turbulencias son
relativamente raras. Se sabe de una forma diferente de flujo laminar, denominado flujo
laminar perturbado, €l cual ocurre en regiones cercanas a la bifurcacion y en los vasos
de gran longitud. La diferencia entre flujo laminar perturbado y flujo laminar turbulento
radica en que en este Ultimo existe un desgjuste de la frecuencia, direccién y magnitud
de las fuerzas que actian en la superficie endotelial, mientras que en € flujo laminar
perturbado las fuerzas que actian en el endotelio tienen una amplitud y direccion
predecible. Las fuerzas hemodinamicas provocadas por e flujo sanguineo pueden ser
descritas en términos de estrés. El estrés es una fuerza por unidad de érea que tiene dos
componentes: una fuerza perpendicular a la superficie [lamada presion por deformacion
y una fuerza tangencia llamada estrés por friccion (shear stress) resultante de la
friccion del flujo en la superficie endotelial. Los componentes subendoteliales como son

las fibras de coldgena, elastina y la musculatura vascular son las estructuras mas
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sensibles a la presion por deformacion, sin embargo, € endotelio esta sujeto a todo €l
shear stress, € cua es inducido por € flujo sanguineo. El shear stress que actla sobre
una célula endotelial causa un estrés interno que es transmitido a los sitios de unién
celular y a las células vecinas. Cuando se genera el estrés intracelular, la célula
endotelial es capaz de alterar sus propiedades estructurales y mecanicas en respuesta a
flujo sanguineo, asi por gemplo existe reorganizacion del citoesqueleto y por 1o tanto
distribucion de F-actina. El shear stress depende de la longitud y de la geometria del
vaso (la cua asu vez depende de la viscosidad, de la velocidad del flujo y del radio de
los vasos). En vasos grandes y no ramificados, por gemplo, la aorta, €l shear stress es
de aproximadamente 30 dinascm® y es de forma laminar. En regiones con una
geometria compleja, donde existen zonas de flujo laminar alternadas con zonas de flujo
turbulento existen variantes en el shear stress, estimandose un rango aproximado de 8
dinas’ cm?. La carétida es muy susceptible a dafio por aterosclerosis debido a su
geometria. En vasos muy pequefios, como las arteriolas, con un didmetro de 20 a40 um
el rango de shear stresses de 5 a 25 dinas/ cm?, cuando el rango del flujo cambia debido
a que se dirige hacia las arterias ocurren dos interesantes fenébmenos: uno agudo y otro
crénico. El flujo se incrementa resultando en una vasorelgjacion rgpiday e flujo sufre
un decremento a un largo periodo de tiempo (dias 0 semanas). Ambas respuestas son

dependientes del endotelio (46,47,48).
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ENDOTELIO VASCULAR

¢COMO INTERACTUAN LAS FUERZAS HEMODINAMICAS CON EL
ENDOTELIO?

En & sistema vascular de los mamiferos €l endotelio es la Unica estructura anatdmica
gue responde a estas fuerzas hemodinadmicas. El endotelio se encuentra localizado entre
la corriente sanguinea y la musculatura vascular. Durante muchos afios se le considerd
solamente como una estructura anatdmica. Actuamente se han realizado
descubrimientos muy relevantes que sefillan a endotelio como un drgano

metabdlicamente activo con multiples funciones endécrinas.

Entre las principales funciones del endotelio se encuentra su participacion en €
mantenimiento de las propiedades anticoagulantes, la regulacién de la permeabiliad
vascular, € control del diametro del lumen vascular, la prevencion de la formacién de
trombos. En todos estos procesos los factores hemodinamicos interactUan directa e
indirectamente con el endotelio. De una manera directa las fuerzas hemodinamicas
actlan sobre la superficie endotelial, donde se encuentran enzimas y receptores
membranales, modificando las interacciones enzima-substrato y agonista-receptor; e
indirectamente cambiando las concentraciones |ocal es de estos agonistas en la superficie
endotelial. Sin embargo, existen multiples mecanismos sensibles a flujo que pueden
provocar muchos eventos vasculares. Las células endoteliales sintetizan y secretan un
gran nimero de moléculas bioactivas, entre ellas se encuentran la endotelina 1 (ET-1),
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), prostacicling, factor relajante
derivado del endotelio, las cuales regulan multiples funciones celulares. Asi por

gjemplo, tenemos que la endotelina-1 es un mitdégeno del musculo liso, € cual tiene un
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papel importante en la proliferacion de células de musculo liso, proceso involucrado en
la patogénesis de la aterosclerosis. ElI factor relgjante derivado del endotelio o también
[lamado Oxido nitrico (NO) es un importante vasodilatador enddgeno y segundo
mensajero derivado de las células endotelial es que tiene un importante papel en diversas
funciones vasculares y proliferativas y en el desarrollo de multiples patologias como la

hipertension arterial sistémica (49,50,51).

MECANOTRANSDUCCION

Los mecanismos moleculares por los cuales la célula endotelial responde a las fuerzas
hemodinamicas es desconocido. Las técnicas de biologia molecular han permitido
dilucidar el posible mecanismo de transduccion pero no se conoce completamente. In
vitro e in vivo se ha observado que las células endoteliales estimuladas por shear stress
responden rdpidamente a estimulo mecanico externo generando sefializacion
intracelular, es decir, €l endotelio es un “mecanosensor” responsable de la transduccion
de una respuesta fisica a una respuesta bioquimica o fisiologica intracelular. El shear
stress genera segundos mensajeros (NO, calcio, 1P;, CAMP), provoca fosforilacion de

proteinas, estimula proteinas de citoesgqueleto y regulala expresion génica.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA EN EL HIGADO

La falla hepatica se produce cuando el higado esta tan dafiado que no puede seguir
realizando sus funciones normales. Cuando se establece la insuficiencia o falla hepatica
frecuentemente se requiere de la pérdida de por 1o menos el 60-80% de la masa
hepética. Por €llo, la hepatopatia puede presentarse sin evidencia de insuficiencia
hepética. Los enfermos afectados pueden no mostrar signos clinicos identificables hasta
gue la enfermedad esta muy avanzada. Debido a esto, es importante diferenciar entre
enfermedad e insuficiencia hepatica ya que cuando se presenta insuficiencia hepatica el
prondstico suele ser malo, a menos que el proceso patoldgico sea agudo y aln se esté
produciendo regeneracion. La enfermedad hepética crénica suele asociarse con fibrosis.
Hay una variedad amplia de signos clinicos que pueden ocurrir con la enfermedad,
insuficiencia o fala hepatica. Desafortunadamente, la mayoria de signos son
inespecificos y tienen una alta variabilidad dependiendo de la extension y duracion de la

enfermedad hepatica.

Algunos de los signos clinicos de enfermedad, insuficiencia o falla hepética son:
pérdida de peso, depresion, disminucién del apetito, diarrea, ictericia, edema, sangrado

inusual o inexplicable entre otros.

Las “pruebas de funcion hepética” es un término aplicado a una variedad de pruebas de
sangre para averiguar € estado genera del higado y del sistema biliar. Las pruebas
rutinarias de funcién hepética pueden dividirse entre las que son valores reales de la
funcién hepética, como seroalbumina o tiempo de protombina; y aquellas que son

simplemente marcadores de la enfermedad hepatica o del sistema biliar, como las
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diferentes enzimas hepéticas. Ademas de las pruebas hepéticas usuaes que se obtienen
a través de los paneles automatizados de quimicos serol6gicos rutinarios, los médicos
estén en la posibilidad de ordenar pruebas hepaticas mas especificas, como las pruebas
de serologia viral o pruebas autoinmunes que, cuando son positivas, pueden determinar

la causa especifica de una enfermedad hepética.

Existen dos categorias generales de enzimas hepéticas. El primer grupo incluye las
enzimas transaminasas. alaninoaminotransferasa (ALT, por sus siglas en inglés) y la
aspartato aminotransferasas (AST, por sus siglas en inglés), antes conocidas como TGP
y TGO. Estas enzimas son enzimas indicadoras del dafio a la célula hepatica. El
segundo grupo incluye ciertas enzimas hepéticas, como la fosfatasa alcalina y la
y—aglutamiltranspeptidasa, las cuales indican obstruccion del sistema biliar, ya sea en el

higado o en los canales mayores de la bilis que se encuentran fuera de este érgano.

LaALT y AST son enzimas que se encuentran en el citosol de las células hepaticas, las
cuales se liberan hacia la circulacion sanguinea cuando existe dafio en la célula hepética.
Secree que laALT es un indicador mas especifico de lainflamacion hepética, mientras
gue la AST puede aparecer elevada en enfermedades de otros érganos, como el corazon
o e musculo. En caso de dafio severo en e higado, como en la hepatitis viral aguda, la
ALT y laAST pueden estar elevadas hasta més de 1,000 U/L. En lacirrosis, € aumento
de estas enzimas puede ser minimo (menos de 2-3 veces de lo normal) o moderado
(100-300 U/L), debido probablemente a la presencia de fibrosis y por consecuenciaala
disminucion de hepatocitos funcionales. Aumentos leves o0 moderados de la ALT y la
AST son a menudo usados para valorar € avance de la hepatitis crénica, y la respuesta

al tratamiento con corticoesteroides e interferéon.
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La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima de localizacion citosolica, que se
encuentra en una gran variedad de érganos. Puede presentarse una elevacion de esta
enzima, en una variedad amplia de problemas y no es un indicador Gtil o especifico de

dafio hepético.

La LDH esta presente en los tejidos de vertebrados en forma de, a menos cinco
isoenzimas diferentes separables por electroforesis. Todas las isoenzimas de la LDH
contienen cuatro cadenas polipeptidicas (cada una con Mr 33.500), pero los cinco
isoenzimas contienen proporciones diferentes de dos tipos de polipéptidos que difieren
en composicion y frecuencia. Las cadenas A (también [lamada M de masculo) y las
cadenas B (también designadas H de “heart” Corazon) estan codificadas por dos genes
diferentes. En e musculo esquelético la isoenzima predominante contiene cuatro
cadenas A y en € corazon e isoenzima predominante contiene cuatro cadenas B. Las
isoenzimas de la LDH de otros tejidos son una mezcla de las cinco formas posibles, que
se pueden designar A4, A3B, AzB,, AB3 y B4 Los diferentes isoenzimas de la LDH
tienen valores significativamente diferentes de Vi Y de Ky, especialmente para el
piruvato. Las propiedades del isoenzima A, de la LDH favorecen la reduccion rapida de
concentraciones muy peguefias de piruvato alactato en el muasculo esquel ético, mientras
gue las del isoenzima B, tienden a favorecer la oxidacién rdpida del lactato a piruvato

en € corazon.

La distribucion de las diferentes formas isoenziméticas de la LDH reflgja que la
diferenciacion y desarrollo de tgidos adultos a partir de sus formas embrionarias o
fetales. Por g emplo, € higado fetal tiene una distribucién caracteristica de isoenzimas

delaLDH, que cambia a medida que el 6rgano se diferencia hacia su forma adulta.
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La cuantificacion de laisoenzima es Util para determinar si laisoenzima hepatica (LDH-

5) esta elevada. (52,53,54).

REGENERACION HEPATICA

El higado posee la capacidad de reestablecer |a pérdida de tejido por € proceso de
regeneracion. Esta capacidad tiene una importante relevancia fisiol0gica en numerosas
enfermedades hepéticas, tales como hepatitis viral y acohdlica, transtornos metabdlicos,
o después de una cirugia hepética. Uno de los modelos animales més estudiados es la
hepatectomia de dos tercios (PH 2/3), € cua fue descrito originalmente por Higgins

and Anderson (55).

En 1931, Higginsy Anderson observaron en ratas sometidas a una hepatectomia parcial,
en las que extirpaban 2/3 del higado dejando intactos los I6bulos restantes, que éstos
crecian rapidamente hasta restablecer la masa hepética original durante los 5 a 7 dias
posthepatectomia. Otros estudios, en perros, monos y humanos, han establecido que la
respuesta regenerativa es proporciona a la cantidad de higado removida. Incluso
resecciones pequefias, menos del 10% de la masa hepética, dan como resultado una
respuesta que lleva a la recuperacion del tamafio original. Ello también sucede con el
organo in toto: a transplantar € higado de un bovino a un ser humano, e higado
aumenta rgpidamente de tamafio y dentro de una semana alcanza el tamafio del higado
humano. El fendmeno también se observa a la inversa. Al transplantar un higado de un
perro grande a uno de menor tamario, la masa del higado transplantado disminuye hasta
gue se hace proporcional a nuevo cuerpo. Estos estudios demuestran que la masa
hepética es regulada en forma precisay que las sefiales pueden tener efectos positivos o

negativos sobre dicha masa. (56,57)
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En contraste con otros tejidos capaces de regeneracion (médula Osea, piel), la
regeneracion hepética no depende de un grupo de células germinales (stem cells) sino
que se produce por la proliferacion de todas las células maduras remanentes. los
hepatocitos, células epiteliales biliares (que recubren los canaliculos), células
endoteliales fenestradas, células de Kupffer (macréfagos en los sinusoides) y las células
de Ito. Todas proliferan para restablecer € tejido perdido pero la velocidad de su
respuesta es diferente. Los hepatocitos son los primeros en proliferar, primero alrededor
del espacio periporta y luego extendiéndose hacia las venas centrales. Las otras células
proliferan después de los hepatocitos, |0 cual, sugiere que estos producen e estimulo

para dicha proliferacion.

La arquitectura hepética se reestablece siguiendo una secuencia determinada. La sintesis
de DNA se lleva a cabo entre 12 a 16 horas después de la hepatectomia. De 24 a 48
horas posthepatectomia se observan acimulos de hepatocitos como resultado de su
proliferacion activa. Luego, los procesos de las células de Ito penetran estos acimulos'y
producen diferentes tipos de lamina de manera que, eventuamente, los hepatocitos se
reacomodan para formar las placas hepéticas tipicas del higado maduro. Los capilares
de los acumulos, revestidos de la membrana basal capilar, cambian a la estructura
sinusoidal con escasa matriz y revestidos de las células fenestradas y con presencia de

células de Kupffer.

El proceso ha sido repetido hasta con 12 hepatectomias sucesivas sin que dé signos de
agotamiento. La capacidad clonogénica del hepatocito también parece ser ilimitada. En
modelos en que € higado es incapaz de sostener la vida del animal, unos 1000

hepatocitos aislados inyectados en ese higado crecen formando acumulos, iguales a los
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descritos en e modelo de hepatectomias parciales, y restablecen finalmente la masa
hepética original salvando la vida del animal. Modelos mateméticos permiten calcular
que un solo hepatocito da origen a 1,7 x 10% células a cabo de un minimo de 34
divisiones celulares. Como un higado de rata normal contiene 3 X 10® células, un

hepatocito bajo estas condiciones es capaz de generar alrededor de 50 higados de rata.

Estudios con cultivos de células hepaticas han mostrado que bajo el estimulo del factor
de crecimiento de los hepatocitos (HGF) y del factor de crecimiento epidérmico (EGF),
los hepatocitos sufren primero un proceso de desdiferenciacion y luego uno de
rediferenciacion para formar ya sea hepatocitos maduros o estructuras semejantes a
ductos biliares. Esto muestra que los hepatocitos no son células diferenciadas
terminamente, lo que es inesperado dado la gran complegjidad de las funciones de un
hepatocito maduro. Incluso més espectacular que esto, es la capacidad de los
hepatocitos de proliferar mientras mantienen simultdneamente sus funciones esenciales:
regulacion de la glucosa, sintesis de proteinas, secreciéon de bilis y biodegradacién de
toxinas. Estas funciones se mantienen incluso si sélo queda un tercio del érganoy e 90
% de las células residuales estan proliferando. Esta actividad se debe a la interaccién de
diversos eventos complegjos como la regulacién de la matriz, disolucion y luego
resintesis de los diferentes dominios de membrana especializados del hepatocito y la

alineacion y coordinacion de unos 150 cromosomas en cada mitosis.

¢Qué estimulos inician la respuesta regenerativa, como se regulan las diferentes etapas y
como se detiene el proceso? Las investigaciones hasta ahora dejan muchas
interrogantes, pero han permitido establecer una serie de hechos. El primero es que las

sefiales mitogénicas son producidas por elementos que aparecen rapidamente en la
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sangre y que son llevadas a los hepatocitos remanentes y estimulan su proliferacion.
Tejido hepatico transplantado a sitios extrahepéticos también aumenta la sintesis de
DNA luego de la hepatectomia. Con ratas unidas a través de una circulacién parabiética,
se demostré que a hacer la hepatectomia en una de ellas, € higado de la otra se

regenera también, observandose el efecto maximo cuando la hepatectomia es total. (58).

Existen factores de crecimiento involucrados directamente en |a respuesta mitogénica y
una serie de otros factores que actuarian indirectamente pero cuya presencia es
indispensable para generar los estimulos mitogénicos apropiados. Dentro de los
primeros estaria e factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) que aumenta
rapidamente después de la hepatectomia, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y
el factor de crecimiento transformador-a. (TGF-a). HGF y TGF-a se producirian en los
mismos hepatocitos y EGF en las glandulas de Brunner en e duodeno, llegando a
higado a través de la circulacién portal. Aunado a éstos, es necesaria la presencia de
otros sistemas de sefidles que aparecen como nhecesarios para la produccion de estos
factores 0 bien para que estos produzcan sus efectos: citoquinas, insulina y

noradrenalina.

Las citoquinas, especialmente la IL-6 y TNF-a, secretados por las células de Kupffer,
son especialmente importantes en los mecanismos iniciales de la regeneracion. La
insulina, si bien no tiene efectos mitogénicos directos sobre los hepatocitos, es
indispensable para que las sefiales mitogénicas actlen apropiadamente. Igualmente, la
noradrenalina tampoco actlia como mitdgeno, pero amplificala accién de HGF y EGF a
través de la activacion del receptor adrenérgico a, Y, ademas, induciendo la secrecion

de EGF por parte de las glandulas de Brunner en el duodeno. (59,60).
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Ademas se han identificado algunas enzimas que se liberan durante la regeneracion
hepatica como son la deshidrogenasa lactica (LDH), glutamato-oxalacetato
transaminasa  (TGO),  glutamato-piruvato  transaminasa  (TGP),  ornitin
carbamiltransaminasa (OTC) e inhibicion de otras enzimas, tades como la

carbamilfosfato-sintetasa.

Uno de los epifendmenos involucrado en el proceso de regeneracion hepética es el flujo
sanguineo. Se ha demostrado que e flujo sanguineo hepético aumenta cerca de 4 veces
a 2° dia de hepatectomia parcia del 50 % en cerdos adultos. En ratas
hepatectomizadas parcialmente también se demostré un aumento del flujo de 200 a
300%. En ratas con hepatectomia parcia existen altos niveles de antioxidantes tales
como glutation, enzimas inactivadoras de radicales libres, y un ato contenido de
antioxidantes liposolubles en microsomas, €l incremento selectivo de lipoperoxidacion
en membranas plasméticas y citosol de células hepéticas pueden estar relacionado con
una produccion excesiva de radicales libres. Un incremento en el aporte de oxigeno y de
otros metabolitos, son causados por un aumento del flujo sanguineo hepatico. El
mecanismo por € cua pudiera actuar €l flujo sanguineo no se ha explorado. Existen
cuando menos dos posibilidades: una es gue un flujo aumentado aporte mayor cantidad
de substratos y contribuya al proceso de regeneracion, la segunda y mas atractiva, es
que el flujo sanguineo a través de la estimulacion del endotelio promueva la liberacion
de factores conocidos y desconocidos que funcionaran como sefiales que controlen la
proliferacion celular.

La regeneracion hepética es una respuesta primordial del higado ante el dafio tisular. La

complga interaccién de factores que determinan esta respuesta involucra a un estimulo
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(experimental mente una hepatectomia), expresion de genes, sintesis de diversos factores

de crecimiento y lainteraccion de otros factores que modulan larespuesta (61,62).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la primera causa de mortalidad general se debe a enfermedad cardiovascular
(63). Los organos llamados de “choque” u érganos “nobles’ que contribuyen a cambios
hemodinamicos importantes para €l desarrollo de patologia cardiovascular son el higado
y € rifién, a la inversa una enfermedad cardiovascular afecta de manera importante la
hemodinamica de ambos 6rganos. Por otro lado, en la préactica médica, € encontrar
niveles de enzimas séricas por arriba de los niveles considerados como “normales o
estandar”, se considera representar un resultado de un aumento en la liberacién de
macromoléculas hacia la circulacion sistémica a partir de érganos dafiados, 10 que
permite el diagnostico para ciertas enfermedades (64). De hecho, se considera que
diferentes tipos de lesiones en un 6rgano especifico, se acompafian de diferentes tipos
de patrones enziméticos en suero; en e higado, €l andlisis de la liberacion de enzimas
revela que normamente cada enzima presenta un gradiente de concentracion
caracteristico entre el 6rgano y la sangre, 1o que predice su tasa de liberacién hacia la
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elevados de transaminasas (ALT y AST) se consideran indicadores de dafio hepético
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(experimental mente una hepatectomia), expresion de genes, sintesis de diversos factores

de crecimiento y lainteraccion de otros factores que modulan larespuesta (61,62).
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(70), mientras que el aumento de lactato deshidrogenasa (LDH) sugiere un dafio

isgquémico del higado (71).

Sin embargo, existe una discrepancia entre el aumento drastico en las actividades
séricas de las enzimas hepéticas y la integridad estructural del 6rgano asi como de la
funcién hepética, después de una reseccion parcial del higado, donde los hepatocitos
remanentes entran en un proceso proliferativo conocido como regeneracion hepética
post-cirugia (72). La asociacion de la regeneracion hepética inducida por una HP y la
liberacion de enzimas al suero, se reportd desde hace unos 30 a 40 afios, como los
aumentos en las actividades de ALT y AST en ratas sometidas a una HP parcial del
70% de la masa hepética, sin embargo, se ha observado que la actividad de la ornitin-
carbamiltransferasa (OCT), que es una enzima mitocondrial hepatica, también aumenta
después de una HP. En una forma similar, en pacientes sujetos a una HP, se encontrd
una elevacion “selectiva’ de enzimas en suero, y aqui la actividad de la OCT fue la que
se increment6 en una mayor proporcion. A pesar de que la capacidad regenerativa del
higado remanente se conserva, se han encontrado grandes elevaciones de enzimas
hepéticas en suero, en forma independiente incluso de la magnitud del tejido hepético
resecado. Los aumentos en la actividad sérica de enzimas hepaticas son mayores en HP
hasta de un 85% de la masa hepética, pero en estas Ultimas condiciones, la mortalidad

aumenta grandemente en los animal es sujetos a esa magnitud de HP .

Mientras que lo Ultimo se ha interpretado como una consecuencia de una necrosis
progresivay de una falla hepatica posterior a una HP masiva, en otros model os de dafio
hepatico y regeneracion, € aumento en las actividades de la ALT y la AST no

correlacionan con necrosis celular. Por ejemplo, € dafio hepatico y la consecuente
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regeneracion que se induce con la administracion aguda de tetracloruro de carbono en
ratas, no se correlaciona con la magnitud en los aumentos de las actividades séricas de
las transaminasas . Estos hallazgos apoyan laidea de que un aumento en la cantidad de
enzimas hepaticas en suero puede ser un evento dual; es decir, un aumento inicia de
liberacion de enzimas hepéticas se debe a necrosis celular, mientras que una segunda
elevacion puede estar més relacionada a una proliferacion celular compensatoria del
higado dafiado. Por lo tanto, la razon del aumento de enzimas en suero es controversial
en € caso de la regeneracion hepética inducida por HP in ratas. En este contexto, ya se
ha reportado por nuestro grupo una elevacion de enzimas, principalmente aquellas de
localizacién mitocondrial, fendmeno que aparentemente no se relaciona con dafio
hepético evidente. A pesar de que una HP del 70% en ratas induce una liberacion de
enzimas de la mitocondria a citoplasma, la funcion mitocondrial se preserva en €
higado en € regeneracién, y no se ha reportado necrosis o apoptosis en este modelo

experimental .

A partir de lo ya mencionado, tenemos la hipétesis parcial de que la liberacion de
enzimas se debe principamente a cambios hemodindmicos, los cuales se han reportado

gue ocurren tempranamente después de una HP del 70% en ratas (73,74).

El ambiente mecanico de las células de mamiferos se define por interacciones complejas
entre las fuerzas gravitacionales, como por gemplo, la presion y movimiento de un
fluido, las cuales tienen influencia en la tension intracelular que aumenta cuando se
organizan los elementos constituyentes del cito-esqueleto (75,76). El endotelio esta
localizado entre la pared vascular y la pared que encara hacia € flujo sanguineo, y estas

células que se alinean con la circulacion arterial, estén expuestas a las fuerzas fisicas
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gue genera el paso de un fluido de una gran magnitud proporcional, tal como ocurre con
el “estrés por friccién” (laminar), que es e componente tangencia de las fuerzas
hemodinamicas . El estrés por friccién activa muchas vias de transduccion de sefiadles en

las células endoteliales de |os vasos sanguineos (77,78,79).

En las mismas células, se generan fuerzas mecéanicas debidas a cito-esgqueleto (80), y
estas fuerzas fisicas modifican la morfologia celular, la organizacion del cito-esquel eto,
la diferenciacion celular, la expresion genética e incluso la supervivencia de la célula
(81,82). Estas fuerzas estén integradas en un sistema [lamado de transduccion de sefid es
mecano-quimicas, que constituyen un proceso que permite a las células percibir y
responder hacia estimulos fisicos, como e de “estiramiento”, presion y estrés por
friccion causadas por el paso del fluido (83). Una carga mecanica activa varias vias y
regulan en una forma importante la expresion de diversos componentes de la matriz
extracelular (84). Aqui, las integrinas conectan a las células con la matriz extracelular
que las rodean, establecen una unién con la actina del cito-esqueleto, transmiten las
sefiales a través de la membrana, asi como también contribuyen a la transduccion de
seflal es mecanicas en respuestas quimicas, a través de cambios en la estructura ddl cito-

esgueleto (83,84).

Se ha reportado un nimero de eventos intracelulares que son “disparados’ por € estrés
por friccién. Estos incluyen una estimulacion directa sobre las proteinas trans-
membranales expuestas hacia la superficie luminar, activacion de canales ionicos que
afectan la movilizacion intracelular de calcio, asi como la produccion de NO. Se cree
gue estos eventos participan en la transduccion de sefiales entre los el ementos del cito-

esgueleto a otras regiones en €l interior de las células (87). De hecho, la membrana
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citopldsmica de las células endoteliales y sus cambios de micro-viscosidad pueden
afectar moléculas que se consideran como mecano-receptores, en respuesta a las

variaciones en el estrés de friccion (86).

Basados en todo |o ya expuesto, € presente estudio se disefi6 para contestar la siguiente

hipétesis:

HIPOTESIS

Los cambios en las actividades séricas de enzimas hepéticas son dependientes de las
variaciones del flujo sanguineo portal y la presion de éste, tanto en condiciones in vivo
como in vitro. Las elevaciones en la cantidad de enzimas hepéticas en suero no estén
relacionadas con un dafio hepético. Esta dependencia hacia la magnitud del flujo portal
paralaliberacion de enzimas hepéticas, se encuentra a menos parcia mente controlada,
por fendmenos o propiedades mecano-bioldgicas, cuyos efectores principales son los
movimientos intracelulares de calcio y la produccién de NO en las células endoteliales,

entre otros posibles mediadores.
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OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar la participaciéon del flujo sanguineo en la liberacion de enzimas de origen

hepatico en el higado normal y hepatectomizado de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Medir laliberacion de enzimas de origen hepatico (TGO, TGP, OTC, GDH y LDH)
en e higado normal y hepatectomizado de rata a flujo normal (6 mi/min) y a

diferentesflujos (2, 12, 18 y 40 ml/min).

e Maedir la liberacion de estas enzimas hepéticas cuando se cambia las condiciones
hemodinamicas (cambios de viscosidad y cambios en la concentracion de calcio

extracelular).

e Maedir la actividad de las enzimas hepéticas cambiando |as condiciones de la matriz

extracelular endotelial.

e Medir la liberacion del éxido nitrico en presencia de cada una de las enzimas

hepéticas sometidas a diferentes vel ocidades de flujo (2, 12, 18 y 40 mi/min).
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METODOLOGIA

Tratamiento de Animales. Se utilizaron ratas de la cepa Wistar con un peso inicia de
250g, a las cuales se les mantuvo bagjo condiciones controladas de temperatura,
humedad, y bajo un ciclo de 12:12 h de luz/oscuridad. Los animales se mantuvieron con
una dieta (cubos de purinad) y agua libre. Se dividieron en dos grupos experimentales:
uno sometido a una HP del 70% de la masa hepética, de acuerdo a la técnica descrita
originalmente por Higgins y Anderson (55), y € otro, como grupo control, consistio en
animales sujetos a trauma quirdrgico pero sin remocion alguna del tejido hepético
(falsamente operados). Solo en otro grupo de animales controles y los sometidos a HP,
se le administré una dosis de 1.8 mg/kg de peso de cicloheximida (inhibidor de sintesis
de proteinas), seis horas antes del fin del experimento. Los animales se sacrificaron a
diferentes tiempos post-cirugia, y bajo una anestesia general con 40 mg/kg de peso de
pentobarbital sodico. Todos los procedimientos se llevaron a cabo con |as disposiciones
de trato humanitario, establecidas en la NOM para “Regulacion para € Cuidado de

Animalesy Experimentacion” emitida por la SAGARPA.

Toma de Muestras de Suero e Higado. Se colectaron muestras de sangre del cuello de
los animales, y se separd €l suero por centrifugacion. Cuando fue necesario, |os sueros
se amacenaron a una temperatura de - 50°C hasta su uso. Las muestras de higado
obtenidas se homogenizaron en una solucién amortiguadora (pH 7.4) que consistio en
sacarosa 250 mM y TRIS-HCI 10 mM. En estas muestras se determind la actividad total

de las enzimas en el tejido hepético.

Determinacioén de las Actividades Enzimaticas. Se cuantificaron las siguientes enzimas: LDH

(EC 1.1.1.27), glutdmico deshidrogenasa (GDH; EC 2.6.1.2), danina (ALT; EC 2.6.1.2),



40

aspartico aminotransferasas (AST; EC 2.6.1.1) y la OCT (EC 2.1.3.3) por métodos descritos
previamente (5,11,12). Otras enzimas también determinadas fueron: la fosfatasa alcalina (FA;
EC 3.1.3.1) y la y-glutamil-transpeptidasa (GGT; EC 2.3.2.2) usando “kits’ diagndsticos
adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO). Ademés se determinaron también las
actividades de la deshidrogenasa madlica (MDH; EC 1. 1. 1.37) y la ddl isocitrato (IDH; EC
1.1.1.42) por medio de técnicas espectro-fotométricas. Las actividades de las enzimas se
expresan como UI/L (Unidades Internacionales x litro), o también como unidades e min™ e g™
de higado prefundido o de rebanadas hepéticas. La actividad de las enzimas en higado, se

expresd como pmolas e min™ e mg de proteina hepética.

Perfusion de higados aislados y cambio de la magnitud de flujo. A diferentes
tiempos post-cirugia, tanto los animales controles como aguellos sometidos a HP se les
anestesio con éter etilico y se abrio la cavidad abdominal. La perfusion del higado ya
aislado se llev6 a cabo por los descrito por Habib et al. (85), pero en este caso, no
usamos un sistema re-circulante. La solucion de perfusion consistié en un sistema
amortiguado (pH 7.4) de Krebs-Ringer-bicarbonato, previamente oxigenado con
carbégeno (95% 02y 5% CO2), a que también se le agregd glucosa 5mM. Los higados
se perfundieron en una direccion anterégrada, esto es, a través de la vena porta con un
flujo inicial de 3 ml e min™ e g de higado por 5 minutos, para eliminar los restos de
sangre presentes en |os vasos intra-hepaticos. Después de esto, se gjusto la velocidad de
flyjoa 1 ml e min™® e g*, considerada como la normal de acuerdo a reportes previos
(95). En algunos experimentos se inicié con una velocidad de flujo de 0.5 ml e min™ o
g’ La solucién saliente (“perfusado”) se recolectd cada 15 a 20 minutos y se fue
incrementando la magnitud de flujo de perfusion hasta 3 ml e min e g™, excepto en
algunos casos indicados en las figuras. En todos los casos, la perfusiéon de los higados

aislados durd hasta 2 horas como un méximo.
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En otra serie de experimentos, encaminados a demostrar la influencia de la orientacion
del flujo aplicado, los higados aislados de los animales experimentales se prefundieron
en una direccion retrégrada, es decir de la vena cava a la porta, pero sin modificar las

condiciones ya descritas para la perfusion.

Evaluacion de la Integridad hepatica y su Funcion posterior a la Perfusion con
Magnitudes Crecientes en la Veocidad de Flujo. En higados perfundidos
provenientes de los grupos experimentales (a través de la vena porta) se tomaron
muestras a diferentes tiempos de perfusion para determinar lo siguiente: pequefias
fracciones del tejido hepético se fijaron en formaldehido a 10% amortiguado (pH 7.2)
con PBS para una evaluacion histologica, la cual se llevd a cabo en doble-ciego por un
patologo calificado. En otra seccion del tgido se determind la cantidad de malon-
dialdehido (MDA) como una medida de la cantidad de lipoperoxidacion. La funcion
hepética se evalud por la cantidad de produccion de urea medida en los perfusados
provenientes de los éranos perfundidos, en la presencia de ornitina 4 mM, cloruro de

amonio 2.5 mM, y de glutamina 10 mM (88).

Preparacion de Rebanadas Hepaticas y de Céulas Aidadas. Se obtuvieron
rebanadas hepaticas, y se aidaron hepatocitos a través de un método modificado por
Seglen , donde los higados se prefundieron con un la misma solucion ya descrita, pero
con la adicién de calcio y de colagenasa bacteriana (Sigma) a 0.03% (p/v). La
viabilidad de los hepatocitos fue de més del 90%, determinada por la prueba de

excusion del Azul de tripano .
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Evaluacion de la Participacion del Endotelio Vascular sobre la Liberacion de
Enzimas Hepaticas Mediada por Mecano-Transduccién. Se llevaron a cabo otros
protocolos experimentales en € mismo modelo de perfusién de higado aislado, para
probar €l papel que gercen otros factores. La participacion del calcio se evalud por la
adicion del cation (2 mM) a medio de perfusion. El papel del glucocdliz endotelia
también se estudid, utilizando enzimas capaces de degradar los residuos de
carbohidratos presentes en las glucoproteinas que componen las membranas
endoteliales, como son la heparinasa (EC 4.2.2.7), condroitinasa (EC 4.2.2.4),
hialuronidasa y una lectina, e complgo formado por la ferritina unida a concanavalina
A. Estas enzimasy la lectina se administraron separadamente a medio de perfusion (15
mU/L); también se aumentd la magnitud de estrés de friccion al aumentar la viscosidad
del medio de perfusion a agregarle dextran (p.m. 70 kDa) a 10% (p/v). Estos
protocol os se encuentran reportados con aterioridad (89,90,91). Finalmente, se evalud €l
papel del NO, utilizando en inhibidor de laNO Sintetasa, L-NAME (20 uM) y midiendo
la cantidad de NO generado por medio del método reportado por Hortelano et al. (91).
En todos estos protocolos, siempre se prob6 e efecto de aumentar la magnitud del flujo
de perfusién tanto en higados provenientes de animales controles y en aquellos sujetos a

unaHP del 70%.

Andlisis Estadistico. La velocidad de liberacién de las enzimas hepaticas se calcul 6 por
el programa Kinetics Enzfitter Program, basandonos en las consideraciones propuestas
por Peltenberg et al. sobre la simultaneidad de liberacion de enzimas en preparaciones
de higados aislados (92). La significancia estadistica entre grupos se analiz6 por medio
de una prueba de ANOVA de “dos colas’ y, en el caso de significancia (establecida en

p<0.01), se aplicd una prueba ad-hoc que en este caso fue lade Student’ s t-test.
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RESULTADOS

Actividades Séricas de Enzimas Después de la HP. Durante las primeras horas post-
HP DEL 70%, se observo una elevacion importante de las actividades enzimaticas,
pero el aumento de dichas enzimas fue de diferente magnitud, dependiendo de la enzima
estudiada (Figura 1). Las actividades “absolutas’ de las enzimas estudiadas en suero
fueron mayores para aquellas proteinas localizadas en €l citoplasma del higado, como la
LDH, ALT y AST. La LDH mostr6é una disminucion inicia alas 6 h post-HP, pero su
actividad aument6 significativamente a partir de esta hora'y alcanz6 un pico méximo a
las 24 h post-cirugia; en cambio, la TGP mostré un aumento lineal con el tiempo post-
HP y también mostré un pico de actividad de 5 a 6 veces sobre los niveles séricos de
ALT en controles (Figura 1). Posteriormente, ambas enzimas citoplasmicas retornaron a
su nivele basal. Las enzimas localizadas en mitocondria, como la OCT, GDH,
mostraron patrones similares de liberacion después de la HP, pero sus aumentos fueron
de mucho mayor magnitud (30 a 80 veces) cuando se compararon las actividades séricas
de los controles (Figura 1). Para enzimas localizadas en ambos espacios subcelulares,
como la MDH y la IDH, las fluctuaciones encontradas posterior a la HP fueron mas
complgas (Figura 1). Los niveles séricos de TGO y de MDH aumentaron en mucho
menor medida que los de la TGP. La IDH tuvo dos picos de actividad posterior ala HP,
el mayor 6 h post-HP (38 + 6, vs. 4 + 1 UI/L, en controles, p<0.01), y & segundo pico
también fue a las 24 h (23 £ 3), regresando a su nivel basal, posteriormente. Tanto los
niveles de FA asi como los de la GGT (enzimas citoplasmicas) solo presentaron

incrementos pequefios y no lineales con el curso temporal post-cirugia (no mostrado).

Laactividad séricade la ALT varié mucho més que lade la AST. De hecho, larelacién

TGO/TGP se propone como un indicador de diferentes tipos de dafio hepatico. En



nuestras condiciones, encontramos un efecto opuesto a encontrado durante el dafio
hepético (un aumento de la relacion AST/ALT); de hecho € cociente AST/ALT en
controles (2.6), se disminuy6 significativamente en los animales sometidos a HP a las

24 horas (1.1) y regreso al valor control (2.4) alas 72 h posteriores alaHP del 70%.

Niveles de Enzimas en Higados de Ratas Controles y de Aquellas Sometidas a una
HP. A pesar de que durante la regeneracién hepética en ratas se presentd niveles altos
de actividades enziméticas en suero, la cantidad total de estas enzimas en e teido
hepatico no se modificod significativamente, con la excepcion de la actividad de LDH
(Tabla 1). Las actividades de ambas aminotransferasas tendieron a disminuir, pero la
actividad hepética de laLDH s decay¢ significativamente en el higado en proliferacion,
pero estas actividades enzimaticas se hormalizaron a los 7 dias posteriores a la HP
(Tabla 1). Por otro lado, fue sorprendente encontrar que las actividades de las enzimas
mitocondriales, OCT and GDH, en & higado remanente no disminuyeron, a pesar de su
gran extrusion hacia la circulacion sistémica después de una HP del 70% (Tabla 1). De
tal manera, no encontramos una correlacion entre la magnitud de liberacion de enzimas

y sus actividades encontradas en muestras de higado.
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Figura 1. Perfil delas Actividades Séricas de varias Enzimas en Muestras Tomadas

aVarios Tiempos Posterioresa una HP.
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Las actividades enziméticas se expresan como € promedio + error estandar de 6 observaciones
independientes por punto experimental, para las actividades de la lactato deshidrogenasa (LDH), alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), ornitin carbamoiltransferasa (OCT), malato
deshidrogenasa (MDH), y glutdmico deshidrogenasa (GDH). Los valores de las actividades enziméticas

en |os controles se muestran bgjo laletra“C” (controles).
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Tabla 1. Actividades Enzimaticas en homogenados de higado obtenidos de animales

controlesy de aquellos sujetosa HP del 70%.

Grupo Experimental Actividad total (umolas e min™e g*de proteina hepética)

ALT LDH AST OCT GDH
Controles 0.45+ 0.04 81+0.9 0.75+0.08 11+01 15+0.2
HP de 70% - 12 h 0.33+0.04 41+ 0.5* 0.58 £ 0.08 13+01 12+0.2
HP del 70% - 24 h 0.42+0.04 3.6+ 0.4* 0.70+0.10 10+01 18+0.3
HP del 70% - 48 h 0.36+£0.04 51+0.7* 0.68 £ 0.08 11+01 14+0.3
HP del 70% - 170 h 0.33+0.03 75+0.8 0.63£0.09 09+0.2 12+0.2

Las actividades enziméticas estén expresadas con e promedio + error estandar de 6 observaciones
independientes por punto experimental. Los homogenados de higado se redlizaron en una solucion
amortiguadora (pH 7.4) de sacarosa 250 mM, TRIS-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, determinandose aqui las
actividades enziméticas por métodos espectro-fotométricos. Estadistica: *p<0.01 contra los animales

controles.

La Actividad Sérica de Enzimas en Funcion de la Cantidad Removida de Tegjido
Hepatico. La magnitud de pérdida de la masa hepética influencio las actividades séricas
de las enzimas liberadas. Se encontré un patréon variable de actividades séricas de
enzimas hepéticas con hepatectomias en un rango de 10 a 30% de la masa hepética
(Figura 2). La LDH acanzé rgpidamente su maxima actividad sérica, mientras que
tanto laALT como la AST se fueron elevando en suero en una forma correlativa con la
magnitud de pérdida de masa hepatica. En cambio, tanto la OCT como la GDH
mostraron un claro umbra de méxima respuesta, ya que en € rango de HP del 10 a

30%, no hubo linealidad en sus aumentos, y sus actividades séricas se incrementaron
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abruptamente con una HP de mas de un 40% de la masa hepatica (Figura 2). Los
aumentos séricos de FA, GGT o de IDH no correlacionaron con la cantidad de higado

removido (no mostrado).

Liberacion de Enzimas por € Higado Aislado y Perfundido in vitro Provenientes
de los Grupos Experimentales. Con esta serie de experimentos confirmamos el origen
hepético de las enzimas séricas que se elevan después de una HP del 70%, utilizando
higado perfundido, rebanadas hepaticas y hepatocitos aislados. Cuando los higados de
animales sujetos a HP (12 h post-cirugia) se perfundieron a una velocidad constante 3
ml e min™ e g™ (que es aproximadamente 3 veces sobre |os higados controles), se liber6
significativamente las actividades de ALT, OCT y LDH, y en menor magnitud para la
GDH, las cuales siempre fueron mayores gque en los controles a la misma velocidad de
flujo de perfusion (Tabla 2). Estos efectos inducidos por la HP fueron evidentes alin
entre 24 a 48 h post-cirugia, pero ya no se observaron a los 7 dias post-HP. En la
ausencia de una velocidad impuesta de flujo, como es & caso de las rebanadas
hepaticas, también se observé una liberacién mayor de enzimas, en especia de la OCT
y la GDH, en muestras de higado provenientes de animales sujetos a una HP del 70%
(Tabla 2). Contrastando con las preparaciones de higado completo y de rebanadas
hepaticas., |0s hepatocitos aislados liberaron una menor cantidad de enzimas al medio y

no se observaron diferencias importantes entre ambos grupos experimentales (Tabla 2).
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Figura 2. Actividades Séricas de Varias Enzimas en Funcion de la Magnitud del Cociente

Flujo/Masa Hepética I n vivo.
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Las actividades enzimaticas se expresan como € promedio + error estandar (n=6) de nimero de veces
sobre las actividades del control, para las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), aanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), ornitin carbamoiltransferasa (OCT), vy
glutdmico deshidrogenasa (GDH). La relacion Flujo sanguineo/masa hepética se modificé in vivo
realizando una serie de hepatectomias comprendiendo desde la remocién del 10% hasta el 70% de la
masa del higado, y se compararon con € grupo control (indicado en la figura por la barra sombrada
inferior). Los simbolos para cada enzima se encuentra en la parte superior de la figura. La significancia

estadistica fue de: *p<0.01 contra el grupo de animales controles.
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Tabla 2. Liberacion de Actividades Enzimaticas a partir de Higados Aislados, Rebanadas

Hepaticas y Hepatocitos Obtenidos de Animales Controles y de aquellos Sujetos a HP del

70%.
Grupo Experimental Enzimas liberadas (mU » min™« g de higado)

ALT LDH AST OCT GDH
Higado Perfundido
Controles 61 18+3 4+1 20+ 3 15+04
HP dd 70%- 12 h 42 + 6* 34+5 14+ 3 143 + 23* 4.3+ 0.6*
HP dd 70%- 24 h 27 + 4* 134 + 24* 11+ 2* 67 £ 10* 57+ 1.0*
HP dd 70%- 48 h 23 + 4* 16+ 3 8+2 39+5 18+03
HPdel 70% - 170 h 10+ 3 46 * 6* 9+ 3 13+ 3 16x£0.2
Rebanadas Hepaticas
Controles 4+1 14+£2 31 15+3 12+02
HPdel 70%-12h 5+1 3+ 1* 4+1 8+ 1* 4.8+ 0.6*
HP del 70% - 24 h 61 7+2* 4+1 32+ 4* 2.1+04*
HP del 70% - 48 h 7+2 17+ 2 3x1 30+5* 09+£0.2
HP del 70% - 170 h 3+x1 3+1* 2+05 14+2 09+£0.2
Hepatocitos
Controles 3x1 9+2 3x1 9+1 0.7£0.2
HP del 70% - 24h 2+05 4+£1* 2+1 5+ 1* 06+£0.1
HP del 70% - 48 h 3+x1 5+1* 2+1 7+2 0.7+£0.1

Las actividades enziméticas estén expresadas como €l promedio + error estandar de 6 observaciones
independientes por punto experimental. Los higados se perfundieron a una velocidad de flujo constante de
1 (controles) 03 ml » min™+ g™ de higado en animales con HP. Estadistica: *p<0.01 contra |os animales

controles.
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Estos datos indican la existencia de un mecanismo dependiente del flujo sanguineo, y
otro independiente, que controlan la tasa de liberacion de enzimas La liberacion de
enzimas LDH, OCT y GDH se mantuvo constante en los perfusados obtenidos de los
higados aidados, mientras que en la ALT y la AST se presentaron fluctuaciones
mayores, alcanzando un equilibrio a tiempos posteriores de perfusion (Figura 3A). La
liberacion de enzimas por rebanadas hepéticas alcanzé répidamente un equilibrio que se

mantuvo durante las dos horas que duré laincubacion (Figura 3B).

Efectos de Variar la Magnitud del Flujo de Perfusion sobre la Liberaciéon de
Enzimas por e Higado Aislado. Una vez demostrada la selectividad de la liberacion
de enzimas por € higado en regeneracion, se estudio el efecto de incrementar la
velocidad de flujo de perfusion sobre laliberacion de enzimas por el higado perfundido.
Con un flujo de 0.5 ml e min™ e g™ de higado, la liberacién de enzimas a medio de
perfusion fue discreta, pero ésta incremento en una forma progresiva cuando la
velocidad de flujo se elevd de 1 a3 ml « min™ e g* de higado, ademés con una clara
predominancia de enzimas localizadas en e citoplasma (LDH y ALT) (Figura 4,
simbolos abiertos). En higados provenientes de animales sujetos a HP (simbolos
cerrados), € aumento en la velocidad de flujo produjo un aumento drastico en la
liberacion de OCT y de ALT, las cuaes siempre fueron mayores que las de GDH y
LDH, respectivamente, 24 h después de la cirugia (Figura 4, panel derecho). A pesar
de los grandes aumentos en la liberacion de enzimas a medio, sobre todo a velocidades
atas de flujo de perfusion, el proceso fue reversible a retornar a flujo considerado

como fisioldgico (Figura 4).
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Evaluacion Estructural y Funcional de los Higados Aisdados de Animales
Controles y de aquellos Sujetos a HP. En concordancia con estudios previos, €l
estudio histo-patol6gico de los higados perfundidos in vitro solo mostraron un aumento
progresivo en la cantidad de liquido extracelular, con la presencia de algunos
hepatocitos acidofilicos (Figura 5-1). Estos cambios fueron menos marcados en los
hepatocitos de higados controles, o en higados de animales con HP, pero perfundidos a
velocidades de flujo menores (Figura 5-3), por lo que no se encontré una clara
evidencia de dafio estructural. Cuando se varié la velocidad de flujo de perfusion,
se afectd la produccién hepdtica de urea. Tanto en higados controles como en
los que provenian de animales con HP, la produccién de urea se estimul 6 aumentando el
fluyjo, sin que se observaran diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales (Figura 5A). La magnitud de lipoperoxidacion aument6 cuando €l flujo
también se incremento, pero este evento también fue reversible y regresd alalinea basal
cuando la velocidad de flujo también retorné a la basa. A pesar de que la
lipoperoxidacion de los higados remanentes fue mas alta inicial mente que en los tegjidos
controles, cuando se aumento la velocidad de flujo de perfusion, dicha lipoperoxidacion
fue significativamente menor en los animales con HP, que aguella encontrada en los

higados provenientes de animales controles (Figura 5B).
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Figura 3. Curso Temporal de la Liberacion de Enzimas de Higado Perfundidos y de

Rebanadas Hepaticas Obtenidas de Animales Controles.
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L as actividades enziméti cas estan expresadas como € promedio * error estandar de 6 animales diferentes.

Los perfusados y las muestras del medio de incubacion se tomaron cada 20 min. En e panel A, la

velocidad de flujo fue de 1 ml e min™ e g de higado. Cada enzima aqui medida est& representada por los

simbolos en la parte superior del pand A.
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Figura 4. Efectos de Cambiar la Magnitud del Flujo sobre la Liberacion de Enzimas de

Higado Perfundidos Obtenidos de Animales Controlesy de aquellos Sujetos a HP.
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Las actividades enziméticas estan expresadas como € promedio + error estandar de 6 observaciones por
punto experimental y como veces sobre las actividades controles. Lalinea sombreada corresponde a flujo
basal, que en este caso fue 0.5 ml « min e g* de higado. Las actividades enziméticas se midieron en
perfusados de higados aislados para las siguientes enzimas. LDH (rombos), ALT (circulos), OCT
(tridngulos), y parala GDH (cuadrados). Las lineas punteadas verticales indican €l periodo de gjuste del
flujo aunavelocidad de 1 ml « min™ e g de higado. Nota. Todas |as actividades enziméticas aumentaron

significativamente, excepto laGDH avalores menoresa2 ml e« min™ e g™ de higado.
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Liberacion de Enzimas por Higados Perfundidos bajo Condiciones Ex-vivo. Yaque
la magnitud del flujo influencialatasa de liberacion de enzimas, probablemente a través
de fuerzas fisicas moduladas por € endotelio vascular, se determiné la posibilidad de
reproducir este efecto en condiciones ex-vivo, es decir, en condiciones donde la
influencia de factores extra-hepéticos se elimina. Para esto, se llevd a cabo una
reseccion de un 70% de la masa hepética, pero in vitro, y se logré reproducir patrones

muy similares de liberacion de enzimas, como se muestraen la (Figura 6).

Tomando en cuenta estos resultados, se podria decir que la HP induce una liberacion
selectiva de enzimas hepéticas hacia la circulacion, que no se relaciona con dafio del
higado en regeneracion, dependiente de las fuerzas fisicas generadas por la presion

hidrostatica, e independiente de factores extra-hepéticos.

Efectos de la Inhibicion de la Sintesis de Proteinas sobre la Liberacion de Enzimas
Hepéticas Inducida por una HP del 70%. Las enzimas LDH, ALT, AST, GDH, y
OCT, son las que demostraron patrones més regulares en respuesta a la HP y a los
efectos del flujo hidrostético. De las cinco enzimas que se probaron, practicamente
todas dieron un pico maximo de actividad sérica a las 24 h posteriores a la HP. Sin
embargo, ninguna de ellas se modifico por el tratamiento in vivo con cicloheximida, que

es un inhibidor efectivo de la sintesis de proteinas en células eucariontes (Figura 7A).

Efecto de la Inhibicion en la Sintesis de novo de Proteinas sobre la Liberacion de
Enzimas In vitro en Higados Aislados. A pesar de que la cicloheximida no indujo
ningn cambio en la liberacién de enzimas inducida por HP, la inhibicion de sintesis
proteica cambio el patrén de liberacion enzimética en respuesta a un incremento en la

velocidad de flujo, cuando se administro cicloheximida a animales sometidos a HP
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(Figura 7B y C). En estos Ultimos, la liberacion de las transaminasas mostré una
tendencia a disminuir, pero la liberacién de OCT s disminuy0 significativamente y la
GDH aument6 (Tabla 4). Solo bgjo estas condiciones, pudimos encontrar que la

liberacion relativa de la GDH fue mayor que lade OCT (Figura 7B y C).

Figura 5. Evaluaciéon Histolégica, Produccion de Urea y Lipoperoxidacién en Higados
Aidlados de Animales Controlesy con HP del 70% Sujetos a I ncrementos en la Magnitud

del Flujo de Perfusion.

4, Sintesis de Urea

weq b 1 Sham-Operadas : .
[ Hepatectomia Parcial

Fai=l ol

o=

nmol / min g de higado

[ | =
B Produccién de lipidos peroxidados

1" & Sham-Operadas 1%
#® Hepatectomia Parcial 4];-.

nmol / mg de proteina
R -
14 L)

Rango de perfusién (mLmin? g de higado)

Se muestran micrografias representativas de higados controles con una tincion de hematoxilina-eosina,
para (1) perfundido con 1 ml, y (2) con 3 ml e min™ e g de higado. La micrografia numerada como (3)
corresponde a una muestra de higado de animales con HP y perfundidos a unavelocidad de 3 ml e min™ e
g™ de higado. E los paneles A y B, los resultados estan expresados como el promedio + error estandar de
6 observaciones por punto experimental. En panel A, la produccion de urea se determind en los
perfusados, mientras que en el panel B, la cantidad de lipidos peroxidados se determind en biopsias de

tejido hepético. Significado estadistica: *p<0.01 comparado con e grupo control.
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Figura 6. Efectos de una HP “Ex-vivo” sobre la Liberacion de Enzimas de Higados

Aislados en Animales Controles.
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Los resultados estén expresados como € promedio + error estandar de 5 observaciones por punto
experimental. Los higados controles se perfundieron a un flujo de 1 ml « min™ e g de higado por un
periodo de estabilizacion de una hora; entonces, se realizd la remocion del 70% del higado prefundido

(indicado por laflecha) y se continud la perfusion por otros 60 min.

Efectos del Calcio y de las Modificaciones sobre e Glucocaliz Endotelial en
Higados Perfundidos de ambos Grupos Experimentales. Afadiendo calcio (1.8 mM)
al medio de perfusion, se indujo un aumento en la liberacion de enzimas como respuesta
aun aumento en lavelocidad del flujo (Parte superior de Figura 8). El calcio aument6
significativamente la liberacién de las enzimas citoplésmicas, ALT, LDH, y AST
(Tabla 3). En forma opuesta, la liberacion de OCT se disminuyé significativamente por
cacio, y la de la GDH también disminuyd, pero en una menor magnitud (Figura 8,

superior). Cuando se utilizaron blogueadores de los canales con entrada para e calcio
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extracelular, se encontraron efectos muy similares (Figura 8, panel superior). En la
presencia de calcio, los blogueadores verapamil y diltiazem redujeron en forma
importante la liberacion de ALT y la de LDH; la OCT también se disminuyé en su
liberacion. Las liberacion de AST y de GDH también respondieron negativamente al
bloqueo de la entrada de calcio (Figura 8, Tabla 3). De este modo, € calcio s
favorecio la liberacion de enzimas (principamente las citoplasmicas), por lo que
decidimos explorar € papel del glucocéliz endotelia sobre e control de laliberacién de
enzimas (Figura 8, panel inferior). En una primera aproximacion, se agregaron
enzimas que degradan los residuos de carbohidratos constituyentes de las
glucoproteinas presentes en e glucocdiz. De las enzimas usadas, solo la condroitinasa
no tuvo ningun efecto sobre la liberacion de enzimas. La adicion de hialuronidasa,
heparinasa y de ferritina-concanvalina A, que se une a los residuos de &cido sidico,
indujeron cambios diferenciales en la liberacion de enzimas (Figura 8). Con la
combinacion de los modificadores del glucocdliz encontramos un incremento drastico
en laliberacion de las enzimas citoplésmicas (LDH y ALT) y lade la AST (Figura8y
Tabla 3). Sorprendentemente, laliberacion de las enzimas mitocondriales, OCT y GDH,
mostraron el efecto contrario, a disminuir por la presencia de los modificadores del

glucocdliz endotelial (Figura 8, panel inferior; Tabla 3).
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Figura 7. Efecto de la Administracion de Cicloheximida sobre el Perfil de Actividades

Séricasde las Enzimas en Animales Sujetosa HP del 70%.
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Las actividades enziméticas estén expresadas como promedios + error estdndar de 6 determinaciones

individuales por punto experimental. En el panel A, se muestran |as actividades enziméticas en |os sueros

de animales controles: LDH: 585 + 82, ALT: 25+ 3, AST: 112 + 17, OCT 35+ 0.4,y GDH: 1.6 + 0.3

Ul « L. Los simbolos vacios representan a las ratas sujetas a HP del 70%, mientras que los simbolos

solidos son los animales con HP y tratados con 1.8 mg/kg de peso con cicloheximida. Liberacion de

enzimas a partir de higados perfundidos sin (panel B) o con (panel C) in vivo tratamiento con

cicloheximida.
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Figura 8. Efectos del Calcio. de Antagonistas de sus Canales y de los M odificadores del

Glucocdliz Endotelial sobre la Liberacion de Enzimas en Higados Aislados de Animales

Controles.
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Los resultados de las actividades enzimaticas estén expresado como promedio + error estandar y como
veces sobre los controles de los valores para LDH, ALT, GDH, and OCT. Las adiciones d medio de
perfusion fueron: calcio (2 mmolas/L), verapamil (30 pmolas/L) o diltiazem (15 pmolas/L). Los
simbolos para los grupos experimentales se indican en la parte superior de lafigura. Los mismos simbolos

valen paralas actividades de OCT (triangulos) y parala GDH (cuadrados). En € panel inferior, la

Efectos del Cambio en la Direccion de la Perfusiéon en Higados Aislados de
Animales Controles y los Sometidos a HP. Los experimentos hasta aqui realizados
nos dieron suficiente evidencia de la participacion de componentes endoteliales en el
control de la liberacion de enzimas hepéticas; otro componente importante en €
fendmeno de la mecano-transduccion es la orientacion o vector de la aplicacion de la
fuerza mecanica. Para esto, cambiamos la direccion del flujo de perfusion hacia un
vector retrogrado, perfundiendo ahorade la vena cava a la porta (Figura 9). Bao
estas condiciones, en higados controles se encontré una disminucion en la liberacién de
ALT, mientras que se estimul6 la liberaciéon de las enzimas mitocondriales, OCT y
GDH, cuando se compara con la perfusién a través de la vena porta (Figura 9 y Tabla
4). Otra vez en forma opuesta, la perfusion retrograda en higados aislados provenientes
de animales sujetos a HP, promovio una ata liberacién de las enzimas mitocondriales

(Figura9y Tabla 4).

Efecto de Incrementar € Estrés por Friccion y la Presion por Estiramiento sobre
la Liberacion de Enzimas Hepéticas. Para examinar € efecto de incrementar el
estrés por friccion sobre la liberacion de enzimas hepaticas, se adicion6 dextran al 10%
en la solucion de perfusion (Figura 10). Tanto la ALT como la OCT fueron las enzimas
gue mas respondieron a aumento en la viscosidad del medio de perfusion en higados

de animales controles (Figura 10). La ALT se liber6 dos a tres veces mas en la
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presencia de dextran, cuando la velocidad de flujo seincrementé 1 a3 ml e min™ e g*
de higado. La actividad de OCT aumenté lineamente cuando se incrementd la
velocidad de flujo y se encontr6 que la relacion OCT/ALT siempre fue més alta,
independientemente de las condiciones experimentales (Figura 10B). En lo que se
refiere a los higados provenientes de animales sujetos a HP, los efectos que indujo €
aumento de estrés por friccion fueron aln més dramaticos (Figura 10B); agui las
elevaciones de actividades enziméticas fueron mas rdpidas en respuesta a un incremento
en lavelocidad del flujo, y no se encontraron diferencias entre laliberacion delaOCT y
delaALT, adiferencia de lo que ocurrié con higados controles (Figura 10y Tabla 4).
Por otro lado, a aumentar la magnitud de estrés por friccién (viscosidad), se logra
obtener la tasa maxima de liberacion de enzimas, principamente demostrado en

animales sujetos aunaHP del 70% (Figura 10y Tabla 4).
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Tabla 3. Célculo de la Tasa de Liberacion de Enzimas Hepéticas de Higados Aisados en

Animales Controles bajo Diferentes Condiciones Experimentales.

Grupo Experimental

Cantidad de enzimas liberadas (mU « min« g de higado)

TGP LDH TGO OCT GDH
Controles
Basa 285 48+ 7 20+3 57+9 10+2
Aumentando €l flujo 107 + 19* 288 + 54* 38+ 5* 260 + 39* 19+ 3*
Més Calcio (Ca") 174 + 16*** 708 + 148*** 49 + 6* 134 + 2% ** 15+2
Més Ca?* y verapamil 12 + 3*** 44 + g** 16 + 2** 89 + 15%* 8+ 2%*
Més Ca® y diltiazem 55 + gr** 22 + 4 ** 31+6 93+ 16** 12+2
Mésmodificadoresdel 626 £75*** 1735+ 225*** 71+ 10*** Ol + 14** 7+ 1**

glucocdliz

Las actividades enziméticas estén expresadas con € promedio + error estandar de 6 observaciones

independientes por punto experimental usando € higado perfundido como modelo experimental. Se

calcularon las actividades enziméticas a partir de la Figura 8. Estadistica: *p<0.01 contra la condicion

basal, y **p<0.01 vs. aumento del flujo de perfusion.
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Figura 9. Efecto del Cambio de Direccion del Flujo de Perfusion sobre la Liberacién de

Enzimas por Higados Aislados de Animales Controlesy con HP del 70%.
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L as actividades enziméticas estan expresadas con € promedio + error estandar de veces sobre los valores
controles con un flujo basal de 0.5 ml « min™ » g de higado para |as actividades de LDH, ALT, GDH,
and OCT, en animales controles y aquellos con HP. Las actividades enziméticas se midieron en

perfusados tanto de la vena porta (simbolos vacios) o de la vena cava (simbolos solidos). .



Figura 10. Efectos del Incremento en el Estrés por Friccién sobre la Liberacion de

Enzimas a partir de Higados de Animales Controlesy con HP.
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Los resultados son € promedio + error estandar de 6 observaciones individuales por punto experimental
para las actividades de ALT, LDH, GDH, y OCT. Después de un periodo basal, (simbolos vacios), los

higados se perfundieron con 10% de dextran (simbol os solidos).

Efectos de Inhibir los Canales I6nicos Sensibles a Estiramiento (Mecano-
receptores) Utilizando Cloruro de Gadolinio sobre la Liberacién de Enzimas
Hepéaticas. Con el uso de concentraciones crecientes de gadolinio (0.1 a 10 uM) en €
medio de perfusion, se aumenté la liberacion de ALT, AST, y OCT, pero a mismo
tiempo se disminuy¢ laliberacion de LDH, sin afectarse significativamente la liberacion
de GDH, en higados controles (Figura 11, panel superior), cuando se utilizd la
velocidad fisiol6gica de flujo (1 ml e min e g* de higado). El gadolinio también

promovié un patron similar sobre la liberacion de enzimas hepéticas en higados
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obtenidos de animales sujetos aHP (Figura 11, panel superior); sin embargo, su efecto
fue menos pronunciado en la liberacion de GDH. Cuando la velocidad de flujo se
increment6 gradualmente, e gadolinio aumenté alin més las actividades de laALT, y de
la AST en los perfusados, pero sin afectar la OCT y GDH y afectando en forma opuesta
(disminucién) la liberacién de LDH, en higados controles (Figura 11, panel inferior;
Tabla 4). Ademas, € gadolinio no atero la liberacion de ALT y la LDH como
respuesta a aumento de flujo, pero si aumentd la liberacion de las enzimas

mitocondriales, OCT y GDH (Figura 11y Tabla 4).

Efectos de la Inhibicion de la Actividad de la NO sintasa sobre la Liberacion de
Enzimas Hepéticas inducidas por la Magnitud del Flujo. En ambos grupos
experimentales, el aumentar la velocidad del flujo de perfusion promovié un aumento
importante y significativo en la produccién hepética de NO, la cua se observo
exacerbada en Organos provenientes de animales sujetos a HP del 70% (Figura 12,
panel superior). De tal manera, que los animales sujetos a HP presentaron una
produccion y liberaciéon maxima de NO en un rango de flujo de3a4 ml e minte g™ de
higado, y después dedrecié draméticamente. A pesar de que e L-NAME afadido al
medio de perfusion si gercié un fuerte efecto inhibitorio sobre la produccion de NO, no
se modificaron significativamente los patrones de liberacion de enzimas hepéticas, se
observé una pequefia elevacion, como respuesta a ir aumentando la magnitud del flujo
de perfusién impuesto en los higados aislados de ambos grupos experimentales (Figura

12, Tabla 4).
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Figura 11. Efectos ddl Calcio y del Gadolinio (Inhibidor de los Canales Sensibles a

Estiramiento) sobre la Liberacion de Enzimas a partir de Animales Controles y aquellos

con HP.
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L os resultados de |as actividades enziméticas se expresan como promedio + error estéandar del nimero de
veces sobre los controles (linea basal) para las actividades de LDH, ALT, AST, GDH, y OCT (barra
sombreada). Las adiciones aqui fueron: calcio (2 mmolas/L), y cloruro de gadolinio (0.1 a 10 pmolag/L).

Los simbolos para cada enzima estudiada se encuentra en la parte superior del panel A.
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Figura 12. Efectos de Inhibir la Produccion de NO sobre la Liberacién de Enzimas de

Higados Aislados a partir de Animales Controlesy aquellos con HP.
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En el panel A (superior), los resultados en la liberacién de NO se expresan como promedio + error
estdndar de 6 determinaciones individuaes por punto experimental. En los paneles superiores By C, las
actividades enziméticas se expresan como promedio + error estandar de veces sobre la linea basa de los
controles (a una velocidad de flujo de 0.5 ml » min™ « g de higado) para ALT y OCT, respectivamente.
En los paneles inferiores (A-C), se usaron las mismas condiciones para evaluar la liberacion de LDH,

AST, y GDH, en lapresencia (simbolos solidas) o en ausencia (simbolos solidos) de 20 uM L-NAME.
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Tabla 4. Célculo dela Liberacién de Enzimas Hepaticas a partir de Animales Controlesy

de Ratas con HP del 70% bajo Diversas Condiciones Experimentales.

Grupo Experimental

Cantidad de enzimas liberadas (mU « min™« g*de higado)

ALT L DH AST OCT GDH
Controles
Basal 28+5 48+ 7 20+ 3 57+9 10+2
Aumento del flujo 125+ 20 211+ 36* 43 + 5 227 + 41* 19 + 3*
Perfusion retrégrada 67 + 12* 230 + 37* 30+4 376 + 62* 25+ 3*
Méscalcio (Ca®) 174 + 26* 708 + 49 + 6 134 + 21* 15+ 2
148 **
MésCa® y gadolinio 386+ 65*** 200+ 61* 123+ 18*** 188+ 33* 10+2
Més 10% dextran~ 216+ 0.98+ 1.98 + 386+ 095+
0.12% ** 0.06* ** 0.24% ** 0.56* ** 0.20% **
Més L-NAME 149+ 27% 258 + 44* 53 + 10* 204 + 39* 17+3
Hepatectomia parcial
Basal 39+6 72+ 14 30+4 114 + 19 15+ 3
Aumento del flujo 304+ 61* 410+ 74 90 + 13* 593 + 99* 23+4
Més cicloheximida 485+ 86* 333+ 66F 122+ 21* 479+ 72¢ A48+ grx*
Perfusion retrégrada 378+ 61*  518+88* 130+ 25* 4780 + 46 + 8***
1053* **
Més calcio (Ca?) 365+ 66*  492+93* 203+ 33*** 400+ 74* T2+ 11+
Més Ca’* y gadolinio 555+ 105¢ 369+ 64* 190+ 32%** 206+ BO*** 76 + 13***
Més 10% dextran™~ 457 + 1.87 + 270+ 243+ 1.94 +
0.51% ** 0.28* ** 0.35%** 0.22% ** 0.37%**
Més L-NAME 478+ 100+ 364+ 66* 135+ 23* 791 + 74* 27+5
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Las actividades enziméticas estén expresadas con e promedio + error estandar de 6 observaciones
independientes por punto experimental en higados perfundidos. Se calcularon las actividades enziméticas
a partir de las Figuras 9 a 12. Estadistica: *p<0.01 contrala condicién basal, y **p<0.01 vs. aumento del

flujo de perfusion.
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DISCUSION

En la préctica clinica, una liberacion neta de enzimas puede ser indicativa de dafio
hepético, a pesar de que e contenido hepético de estas actividades enziméticas puede
permanecer normal, o incluso puede aumentar en e 6rgano (93, 94, 95). Con e dafio
hepético que se produce con la administracion de tetracloruro de carbono las actividades
enziméticas en suero y en higado varian de acuerdo a la enzima estudiada (96), pero
frecuentemente la liberacion de enzimas mitocondriales se retarda en relacion a las
citoplasmicas (93). Las actividades de la MDH y de la AST que se encontraron en los
perfusados de higados aidlados, son principamente debidas a sus isoenzimas
citopldsmicas (97). De ta manera, la liberacién de enzimas puede depender de
alteraciones en la membrana plasmética, alteraciones mitocondriales y/o cambios en la
regulacion del volumen celular (98,99). Ademés, € aumento en la actividad sérica de
las enzimas también dependeria en la susceptibilidad del tipo de célula hepatica que se
dafiaen el higado (100,101,102). Las marcadas elevaciones de las actividades séricas
de TGPy TGO se encuentran en enfermedades hepéticas avanzadas, y €l cociente de las
actividades citoplasmicas AST/ALT (El cociente de Ritis) parece estar asociado a tipo
de dafio hepético producido y a su evolucion. Ademés, las variaciones de GDH reflgjan
necrosis celular que ocurre en forma preferencial en la zona centro-lobular del higado.
Las actividades de AST y LDH, asi como, la produccion de urea, se han usado para
discriminar entre higados viables y no-viables en la preservacion de los teidos
(102,103,104); sin embrago, los niveles aumentados de transaminasas después de
perfundir a higados potencialmente transplantables, pudieran no ser indicativas de

deterioro, ni de dafio en el 6rgano preservado.
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La liberacidon de enzimas por € higado en regeneracion, inducido por HP en ratas,
present diferentes patrones de liberacion bajo condiciones in vivo e in vitro. Por otro
lado, se ha caracterizado la liberacion de enzimas en model os de regeneracion hepatica
inducida por la administracion de toxicos. Por gemplo, se encontrd que los niveles
séricos de las actividades para la ALT y la AST reflegjan la progresion de la necrosis
celular inducida por €l tetracloruro de carbono en ratas (93), en este mismo estudio
también se observé una disociacion entre e potencial proliferativo y la liberacion
masiva de enzimas. De hecho, se puede observar un segundo aumento de enzimas
hepaticas en suero que se pueden diferenciar de la necrosis celular provocada por la
administracion del téxico, y que parece més bien estar relacionada con una regeneracion
hepatica compensatoria. Esta sugestion se confirmé con datos més recientes que
demuestran que el indice mitético de los hepatocitos esta en paralelo con la extension de
la necrosis, mientras que los niveles séricos de ALT y de AST aumentan répidamente
sin correlacionar ni con necrosis celular, ni con regeneracion tisular. En ratas sujetas a
una HP de 70% de la masa hepética, la predominante liberacién de enzimas
mitocondriales (OCT y GDH), comparada con las enzimas mitocondriales, contrasta
con lo reportado en otros modelos de dafio hepatico y regeneracion (Figura 1). Esta
situacion, aparentemente Unica, no se acompafné de una disminucién de dichas enzimas
en e higado, con la excepcion para la actividad de la LDH (Tabla 1). La liberacion
selectiva de enzimas por € higado en regeneracion parece depender de la cantidad de
tejido removido (Figura 2), pero la predominanciaen liberar enzimas mitocondriales fue
independiente de la cantidad de higado resecado. Este fenémeno inducido por la HP de
un aumento transitorio en las actividades séricas de algunas enzimas hepéticas, esta
reportado previamente, pero solo recientemente se adscribié a ser debido a una necrosis

progresiva en e higado remanente, posterior a una HP del 70% . De hecho, los cambios
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hemodinédmicos que se traducen en un incremento en € flujo sanguineo portal, a través
del higado remanente, podrian inducir un dafio progresivo al activar a las células de
Kupffer del higado remanente posterior a HP (103,104). Sin embargo, un transplante
hepatico parcia gque presenta una buena sobrevida y que muestra una adecuada funcién
hepatica en pacientes, también se acompafia de un aumento abrupto de ALT, que se
normaliza en semanas. Por |o tanto, a pesar de que las enzimas hepéticas se pueden
liberar masivamente a la circulacion (después de HP), por un periodo extenso de
tiempo, las sefiales tempranas de regeneracion aln permiten que se dé una restauracion

exitosa del higado removido.

Con los datos presentados en € presente estudio, confirmamos que la liberacion de
enzimas por € higado en regeneracién inducido por HP en ratas, es un proceso
selectivo, con una predominancia clara a liberar enzimas de localizacién mitocondrial.
La liberacion de estas enzimas acanza un pico maximo de actividad que coincide
claramente con € pico de sintesis de DNA y, ademas, se demuestra la ausencia de
alteraciones estructurales y funcionales del higado remanente (Figura 5). Los resultados
obtenidos en este trabgjo demuestran que las enzimas son diferencialmente liberadas
posterior a una HP del 70% in vivo, este fendbmeno es reproducible en un modelo in
vitro cuando se modifica la relacion flujo/masa en higados aislados y perfundidos
(Figuras 3y 4). El efecto del aumento en la velocidad de flujo sobre la liberacién de
enzimas hepaticas fue reversible (Figura 4), y también demostramos que aumentando la
velocidad de flujo en higados intactos, es posible mimetizar lo que ocurre en 6rganos
aislados de animales con HP. Los experimentos con higados aislados eliminan la
posible participacion de factores extra-hepéticos, asi mismo, demuestran que las

enzimas estudiadas son exclusivamente provenientes del higado. Con € uso de higados
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perfundidos, rebanadas hepéaticas y hepatocitos aislados, se demostro la existencia de
dos mecanismos que pueden controlar la liberacién de enzimas hepaticas. un
mecanismo dependiente de la magnitud del flujo y otro independiente de éste. Sin
embargo, existen diferencias cuando comparamos |o que ocurre in vivo e in vitro en
relacion con la liberacion de enzimas, en animales integros con HP. Por gemplo,
mientras que la actividad sérica de la GDH aumenta en gran proporcién despueés de la
HP, esta enzima se libera en una baja proporcion en las preparaciones in vitro. Esta
discrepancia se puede deber a que en los animales sometidos a HP, la eliminacion de la
GDH del suero sanguineo fuese mas lenta, |o que estaria de acuerdo con la variabilidad
reportada para la vida-media de | as enzimas en sangre. Usando e modelo presentado, la
liberacion de enzimas inducida por e aumento de flujo resulté ser independiente de
factores extra-hepdticos, ya que se pudo reproducir en una condicién ex-vivo,
removiendo los I6bul os hepéticos (Figura 6); por lo tanto, estos hallazgos van de acorde
alaidea de que las fuerzas mecanicas pueden controlar la liberacién de enzimas tanto
por € higado normal, como en regeneracion; y las células endoteliales podrian estar

jugando un papel importante (105,106,107).

La regeneracion hepética y la liberacion de enzimas del parénquima de higado se han
asociado a isquemia del tejido, reperfusion y a cambios hemodinamicos. Por gjemplo,
episodios cortos de isguemia en higados en regeneracion, inducidos por HP, promueven
niveles séricos altos de actividades para ALT y AST, sin que se afecte negativamente la
capacidad hepética para regenerar . La existencia de un mecanismo dependiente del
flujo que controla parcialmente la liberacidn especifica de enzimas hepaticas, podria
estar relacionado a estas fuerzas, probablemente gercidas sobre el endotelio vascular

y/o sobre otras estructuras, las cuales se conocen como mecano-transductores (108,109).
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No se conoce la razon para esta selectividad en la liberacion de enzimas hepéticas a la
circulacién sistémica. Es posible que la dilatacion sinusoidal puede estar involucrada en
este fendmeno, lo cua explicaria las cambios en la lipoperoxidacion en el teido
hepatico debidos a aumentos en € flujo in vitro. De hecho, € aumento en la sintesis de
DNA coincide con un incremento selectivo de la lipoperoxidacion hepatica en el érgano
en regeneracion (106), lo cual también podria estar intimamente involucrado con el
proceso proliferativo. Asi mismo, cambios controlados en la lipoperoxidacion que
afectan la permeabilidad de membranas (Figura 5), podrian participar en la selectividad

delaliberacion de enzimas.

El flujo sanguineo a través de la vena porta juega un papel primordia en el proceso de
regeneracion hepatica inducida por HP (107), ya que € flujo sanguineo se fuerza a
través del tgjido hepético remanente, 10 cua resulta en un aumento dramético en €l
cociente flujo sanguineo/masa hepatica (107,108). El estrés por friccion inducido por €
flujo portal, resulta en un aumento en la produccién de NO, el cua podria participar en
la iniciacién del proceso regenerativo hepético (108,1110). Los resultados de este
estudio dan suficiente evidencia de que la liberacion de enzimas hepéticas es controlada
en forma importante por eventos ligados a la mecano-transduccion que actlian sobre las
células endoteliales hepéticas. Los resultados indican que la cantidad de enzimas
liberadas parece ser independiente de la sintesis de novo de proteinas para las enzimas
que aqui se estudiaron, ya que sus actividades no se alteraron significativamente por €l
tratamiento in vivo con cicloheximida, que es un inhibidor conocido de la sintesis
proteica en células eucariontes (Figura 7); sin embargo, este tratamiento si afectd la
liberacién de enzimas hepaticas por higados aislados, como respuesta a un aumento en

la velocidad de perfusion (Figura 7, Tabla 4). Estos datos concuerdan con € efecto que
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tienen las fuerzas mecanicas de alta frecuenciay amplitud sobre la sintesis de proteinas
y €l efecto inhibitorio en la degradacién proteica (110), particularmente observando la
activacion que a través de un evento de mecano-transduccion, ocurre sobre la MAP
cinasa p38 (110). Por lo tanto, € incremento en €l estrés por friccién debido al aumento
en latasa de flujo que ocurre posterior a una HP, podria aumentar la sintesis de algunas
proteinas, probablemente relacionadas con el glucocdliz del endotelio, que son los

[lamados mecano-receptores.

Con la perfusion retrégrada (de la vena cava alaporta) y la degradacion de los residuos
de carbohidratos presentes en la glucoproteinas que constituyen a los mecano-
receptores, se encontré un efecto diferencia sobre la liberacion de las enzimas
hepaticas. La perfusion retrograda favorece la liberacion de enzimas mitocondriales en
mayor proporcién que las citoplasmicas en e higado aislado (Figura 9, Tabla 4). De
hecho, se ha reportado que la direccién o el momento vectorial como componente del
flujo de perfusion puede afectar la respuesta bioldgica; por g emplo, la retro-perfusion
en el seno coronario lleva a la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) e
induce la expresion de una enzima con actividad antioxidante, la hemo-oxigenasa-1, asi
como la del factor de crecimiento, el VEGF (111,112). Esto ultimo no ocurre cuando la
perfusion se lleva a cabo en el “sentido fisiologico”, por lo que laretro-perfusion se esta
usando como un tratamiento para inducir la regeneracion y recuperacion del corazén
dafiado (112). En lo que se refiere a modificar los componentes del glucocdiz,
encontramos que este evento aumenta la liberacion de enzimas hepaticas citoplasmicas,
gjerciendo un efecto contrario sobre las mitocondriales (Figura 8, Tabla 3). El acido
hialuronico o los agregados de proteoglicanos situados en e glucocdliz estan

involucrados en los mecanismos de mecano-transduccién celular que llevan al estrés por
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friccion en las células endoteliales (113,114); ademas, la eliminacion de los residuos de
heparan sulfato, acido sidlico, pero no los del condroitin-sulfato, bloquean la produccion
de NO en el endotelio, y no afectan la produccién de la prostaglandina PG, (105).
Estos datos sugieren entonces que e glucocéliz endotelia tiene un papel preponderante
en el control de la liberacién de enzimas hepéticas, ya que estas células endoteliales
estan localizadas en regiones positivas a estrés por friccion, donde se alinean en su gje

longitudinal en unaformaparalelaaladireccién de flujo sanguineo (115).

Los mecanismos moleculares involucrados en la mecano-transduccion no se han
explorado en detalle, pero se sabe que los factores de crecimiento y sus vias de
sefialamiento parecen jugar un papel importante, como se ha descrito para € EGF
(116,117), y para € TGF-p (116), en células epiteliales. En este estudio, solo
exploramos la participacion potencial de la movilizacién intracelular de calcio, asi como
la produccién de NO, en e fendmeno del aumento en laliberacion de enzimas hepéticas
como respuesta a flujo. De hecho, las células endotelides expresan diferentes
receptores, canales ionicos, los cuales estén directa o indirectamente involucrados con
mol éculas “ sefialadoras’ como son las proteinas G y las MAP cinasas (117,118), calcio
(119,120,121), AMP ciclico (122), produccién de NO y expresion de laNO sintetasa en

endotelio (122), entre otros.

Las fuerzas por “estiramiento” (tension) aumentan las concentraciones intracelulares de
calcio (121,123), sugiriendo que esta respuesta debe recaer en la entrada de calcio
extracelular a través de canales sensibles a estiramiento (124). Estudios previos
sugieren que la fuerza mecanica aplicada a las células interacciona con las integrinas, 1o

cua lleva a la activacion de canales iénicos mecano-sensibles que disparan la entrada
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del calcio ala célulay consecuentemente interviene en la modulacion de la estructura
del cito-esqueleto o en su contractilidad (124,125,126). Cuando las células del musculo
liso vascular se someten a un estrés mecanico, se aumenta €l influjo de calcio del
espacio extracelular y también se estimula la salida de calcio del reticulo endoplasmico;
ambos efectos se inhiben parcialmente por antagonistas de los canales de calcio, como
el verapamil o por € cloruro de gadolinio (126,127). Nuestros datos demostraron en un
forma clara que la liberacién de enzimas hepéticas depende de la entrada del calcio
extracelular, probablemente mediada por canaes endoteliales sensibles al estiramiento.
Ademas, fue también notorio que los efectos de calcio sobre |a liberacidn de enzimas es
diferencial; esto es, que las enzimas citoplasmicas fueron mas af ectadas que las enzimas
mitocondriales en su respuesta al aumento en el estrés por friccién (Figuras 8 y 11,
Tablas 3y 4). De hecho, €l efecto del diltiazem que es un inhibidor especifico de los
canales de calcio controlados por nucledtidos ciclicos (AMP, GMP), también confirma

nuestra hipétesis de la participacion del calcio.

Se ha sugerido que el glucocdliz endotelial, o a menos algunos de sus componentes,
funcionan como mecano-transductores para un estrés por paso de fluido. Nuestros datos
indican que la produccion de NO se estimulo @ incrementar la velocidad de flujo en
higados aislados, efecto mucho méas exacerbado en los higado provenientes de animales
con HP in vivo (Figura 12); esto correlaciona con todo € flujo portal que tiene que fluir
a través del lecho vascular del higado remanente (después de la HP), aumentando €l
estrés por friccion y promoviendo la liberacion de NO, efectos que se han invocado
como controladores putativos del proceso regenerativo hepético. Sin embargo, nuestros

datos demuestran que la produccion y liberacién de NO juega un papel menor en €
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control de la liberacion de enzimas hepaticas, como respuesta al aumento en € estrés

por friccion (Fig. 12y Tabla 4).

En un interesante y reciente articulo, se pretende establecer la “universalidad” de las
respuestas fisicas al estiramiento (tensién mecanica); aqui, se sefiala que aplicando
fuerzas de estiramiento a células aisladas se logra poner en movimiento una serie de
eventos fisicos progresivos que propician la aparicion de sefiales quimicas en la célula.
Estas sefiales no estan limitadas exclusivamente a disparo de vias de sefidizacion de
moléculas transductoras, sino que méas bien son un factor importante o esencia en el
proceso de mecano-transduccion que, como consecuencia, demuestra poca especificidad
molecular en € inicio de los eventos mecano-transductores (126). En otras palabras, las
células deberdn responder en una forma molecularmente inespecifica a las fuerzas
mecanicas aplicadas (126). Sin embargo, existen muy pocos sistemas bioldgicos
capaces de “gjustarse’ a los principios fisicos que aplican en un modelo basico de las
propiedades el &sticas de una red de polimeros (como seriala célula). Esto lleva entonces
a sugerir que ningn modelo reoldgico simple puede explicar |as respuestas celulares a

fendmeno de mecano-transduccion (126,127).

Basados en las consideraciones ya discutidas, es obvio que la liberacion de enzimas
hepéticas, mediada por eventos ligados a la mecano-transduccion, si parece tener cierto
tipo de especificidad que permite una liberacion selectiva de enzimas, |o cual es mucho
mas claro cuando se analizan los patrones de liberacion de enizmas por e higado en
regeneracion y su dependencia al aumento en las fuerzas mecénicas aplicadas a la
circulacién portal. En este contexto, se ha reportado que € higado remanente, posterior

a una HP del 70% de la masa, puede regenerar incluso si se reduce € flujo sanguineo
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portal; sin embargo, una reduccion del la velocidad de flujo sanguineo retarda realmente

la progresion de la regeneracion hepética inducida por HP en ratas (128).

CONCLUSIONES GENERALES

La modificacion del cociente velocidad de flujo/masa hepética tanto in vivo como in
vitro, induce un aumento en laliberacion de enzimas haciala circulacion sanguineo o al
medio de incubacién, a partir de higados sanos o de |los higados remanentes, posterior a
una HP del 70% de la masa. Esto Ultimo nos revel6 la existencia de un mecanismo
dependiente de la magnitud del flujo que influencia laliberacion de enzimas. Esta salida
de enzimas es un proceso reversible y selectivo, y no esta asociado a dafios estructurales
ni funcionales del tejido hepético. Fue obvio también, que las enzimas localizadas en la
matriz mitocondrial hepatica son més liberadas gque las citoplasmicas. Esta liberacion
masiva de enzimas gue responden a aumento en las fuerzas fisicas inherentes a la
perfusion constante de un fluido con cierto grado de viscosidad, aparece ser

independiente de la participacion de factores molecul ares extra-hepaticos.

El aumento en la magnitud del estrés por friccion, que se induce por € flujo, parece ser
un componente muy importante de los mecanismos involucrados en € control de la
liberacion de enzimas hepdticas. Este estudio demuestra por primera vez que las fuerzas
fisicas que actlan sobre las células endoteliales, pueden ser elementos esenciales para
estimular la liberacion de enzimas a partir del higado sano, y aqui la movilizacién de
calcio que depende de su entrada del espacio extracelular, a través de sus canaes
sensibles a estiramiento, parece constituir la principal respuesta celular, mientras que la

produccion de NO juega un papel mucho menor. Este fendmeno se amplifica en gran
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magnitud en el higado en regeneracion, inducido por una HP en ratas, y la selectividad
de las enzimas liberadas podria estar de alguna manera relacionada con € control de la
progresion del proceso proliferativo. De ser cierto lo antes establecido, los niveles
séricos de actividades enziméticas congtituirian parte de un sistema compleo de

comunicacion inter-organos.

PERSPECTIVA CLINICA

Nuestros resultados pueden tener relevancia clinica, en el sentido de que la actividad de
estas enzimas de “escape’ en suero, especialmente las de localizacion mitocondrial,
pueden reflgjar €l estatus proliferativo del higado de rata o de humano, e cual puede
tener un uso diagndstico, no solamente en pacientes que sufren enfermedad hepética,
sino también en la evaluacion de la viabilidad del transplante hepatico. Hasta ahora en
la préctica clinica, laliberacion de enzimas de “escape’ se ha considerado un parametro
indicativo de dafio celular, reflggando alteraciones en la membrana plasmética,
disfuncion mitocondrial o cambios en laregulacién del volumen celular, sin embargo, la
actividad de estas enzimas pudiera reflgjar €l status proliferativo y no el deterioro del

organo.
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ANEXO |

ABREVIATURAS

HP

NO

CIAE

TGO

TGP

ALT

AST

oTC

LDH

GDH

Hepatectomia parcial

Oxido nitrico

Canales ionicos activados por estiramiento
Glutamato-oxal acetato transaminasa
Transaminasa glutédmico pirtvica

Alanino aminotransferasa

Aspartato aminotransferasa

Ornitin transcarbamilasa

L actato deshidrogenasa

Glutamico deshidrogenasa
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Figura 1. Localizacion anatomica del lugado.

Adaptado de Marieh £ M Human Anatomy and Physiology. Thivd Bdition.
Then Berjamin & Cummings Publishing, 1995.p 81 9.

FIGURA 1. LOCALIZACION ANATOMICA DEL HIiGADO
En la figura se muestra la localizacion macroscopica del higado y dos disecciones en
corte coronal que muestran las principal es estructuras del higado.

(Adaptado de Marieb E.N. Human Anatomy and Physiology. Third Edition. The
Benjamin & Cummings Publishing, 1995. p.819)
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Figura 2. Anatomia microscopiea del lugado.

Adaptado de: Marieb F N, Human Anatomy and Physiology, Third Edition. Then
Berjamin & Cummings Publishing, 1995.p 81 5.

FIGURA 2. ANATOMIA MICROSCOPICA DEL HIGADO

En la figura se muestra la localizacion del acino hepatico, asi como sus relaciones
anatémicas con los sinusoides; se puede apreciar la circulacion portal y hepética en el
hepatocito.

(Adaptado de Marieb E.N. Human Anatomy and Physiology. Third Edition. The
Benjamin & Cummings Publishing, 1995. p.819)
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Figura 3. Tipos celulares en el hugado.
Adaptado de: ZASFE 1905, 9:1401-1410

FIGURA 3. COMPONENTESDE LA MATRIZ EXTRACELULAR
EN LOSDIFERENTESTIPOS CELULARES QUE CONFORMAN
AL HIGADO.

La figura muestra los datos publicados por diversos autores, los cuales usaron una
variedad de métodos (inmunohistoquimica, biologia molecular, cultivo de tejidos, etc)
tanto en higados normales como regenerando y cirréticos. La figura indica el potencial
de un tipo celular para secretar los componentes de la ECM mas que la distribucion de
lostipos celulares en el higado normal.

(The FASEB Journal. Vol 9. Noviembre 1995. pag. 1401-1410)
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Figura 4. Imgacion artenal v venosa en el acino hepatico.
Adantado de Marieh & N. Human Anatomy and Physiclogy. Third Edition. Then Benjamm £ Crmmmgs
Publishing, 1995.p 819.

FIGURA 4. IRRIGACION ARTERIAL Y VENOSA EN EL ACINO

HEPATICO
En la figura se muestran a los sinusoides hepaticos y su intima relacion con € flujo
sanguineo.

(Adaptado de Marieb E.N. Human Anatomy and Physiology. Third Edition. The
Benjamin & Cummings Publishing, 1995. p.819)
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I

Figura 5. Vazculanzacion en el lobulo hepatico. \) lugado

normal. B hepatoaito en regeneracton. ') hepatocito

despues de la mitosas (10-12 diag post-hepatectomia).
Adaptado de: FASESJL905 9:1401-1410

FIGURA 5.VASCULARIZACION EN LA REGENERACION.
Lafigura muestrala vascularizacién normal en el 16bulo hepético: (@), en el hepatocito
normal (b) en regeneracion (c) Después de la mitosis (10-12 dias post-hepatectomia

(The FASEB Journal. Vol 9. Noviembre 1995. pag. 1407)
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FIGURA 6. COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPATICA

COLAGENAS
COMPONENTES DENAS PESO ASOCIACION AGRE O\ LOCALIZACION EN

MOLECULAR EL HIGADO

Colagena Tipo | al a2 | 310,000 Cépsula, triada portal,
F”II"& ) venace_ntral, como
£ fibrasdelicadas a través
del espacio de Disse.

Colagena Tipo I11 al(lll) 310,000 Cépsula, triada portal,
vena central,
ocasionalmente
filamentos a través del
espacio de Disse.

Coléagena Tipo V al(V), a2(V), 3a(V) 310,000 Componentes menores,
distribucion similar ala
_ colagenatipol, triada
" portal, venas centrales,
abundante en el espacio
deDisse.

Colagena Tipo VI | al(VI), a2(VI), 3a(VI) 300,000 Fibrillas de anclaje,
presentesen latriada
portal.

structuras de anclaje
en los duc

Los pesos moleculares son Unicamente aproximaciones. Muchos componentes presentan Spllcmg alternativo y glicocilasiéon
variable, lo queresulta en una variabilidad significativa. Adaptado de: FASEB J 1995; 9:1401-1410.

TABLA 6-B. COMPONENTESDE LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPATICA

GLICOPROTEINAS

COMPONENTES CADENAS PESO ASOCIACION | AGREGADO LOCALIZACI ON EN
MOLECULAR EL HIGADO

Fibronectina Dimero , Depdsitos Distribucién similar a
globularesy la colagenatipol,
filamentos abundante en el espacio|
finos deDisse.

Tenascina Hexédmero 1'240,000 Depésitos Cépsula, triada portal,
granulares venas centrales, raro en
el espacio de Disse.

MEMBRANAS BASALES
COMPONENTES CADENAS PESO ASOCIACION | AGREGADO LOCALIZACION EN

MOLECULAR EL HIGADO

Trimero - Presente en todas las

. membranas basales.

ET Cadena simple Presente en todas las
J membranas basales.

Colégena Tipo IV Trimero , Presente en todas |as
6 cadenasa membranas basalesy
2 I como depdsitos
discontinuosen el
espacio de Disse.
Perlecano Cadena simple , Presente en todas las
membranas basales.
También encontrada en
el espacio de Disse.

L os pesos moleculares son Unicamente aproximaciones. Muchos componentes presentan Splicing alternativo y glicocilasion
variable, lo queresultaen una variabilidad significativa. Adaptado de: FASEB J 1995; 9:1401-1410.

FIGURA 6. LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPATICA
En la figura se muestra una recopilacion de los datos mas sobresalientes sobre los
componentes mayoritarios de la matriz extracelular hepética.

(The FASEB Journal. Vol 9. Noviembre 1995. pag. 1405).
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