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Efecto de laisquemia sobre € tgido hepético de larata:
un modelo experimental
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RESUMEN

Introduccion. La cirugia hepatica siempre ha represen-
tado un reto para el cirujano; lo complejo de su arquitectura
y las grandes posibilidades de hemorragias no controladas,
ocasionan una morbimortalidad muy elevada.

Objetivo. Disefiar un modelo experimental de exclusion
vascular hepédtica en ratas.

M étodo. Seincluyeron 106 ratas, un grupo control y cua-
tro grupos experimental es, el grupo control se sometié auna
laparotomia sin exclusion vascular, y los cuatro grupos ex-
perimental es se clasificaron con base en los distintos tiem-
pos de exclusion vascular (15, 30, 45y 60 minutos). El pro-
cedimiento de exclusion vascular consistio en laoclusion de
laarterahepética, venaportay venas suprahepéticas. Parala
correcta evaluacion del dafio hepético, se tomaron muestras
de sangre para PFH, y biopsias hepéticas para su andlisis
mediante microscopia Opticay electronica, 5y 10 minutos
después de la reperfusion, respectivamente.

Resultados. Losresultados del estudio mostraron altera-
ciones metabdlicas importantes con elevacién delas PFH y
cambios inflamatorios significativos sin llegar alanecrosis
hepatocelular.

Conclusiones. El andlisis de los resultados nos permite
concluir lo siguiente: ) 60 minutos deisquemiahepética, se
iniciaunacascadainmunol dgica, con activacion delas célu-
las de Kupffer, que conduce finalmente alalesion hepatoce-
lular; b) la tolerancia a la isquemia en € higado de ratas
permite el estudio y la manipulacion de este modelo para
futuros proyectos, y c) e entendimiento del dafio estableci-
doy lareproduccién fiel delalesion hepatica proporciona-
ron unaexperienciay aprendizaje invaluables.
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Effect of ischemia over hepatic tissue of rat:
An experimental model

SUMMARY

Background. Hepatic surgery has been always a cha-
Ilenge to surgeons; the complexity of its architecture and
the hightest risk of bleeding causes a relevant morbility
and mortality.

Objective. To design an experimental model of hepatic
vascular exclusionin rats.

Method. 106 ratswereincluded, acontrol and four expe-
rimental groups. Control group undergone to a laparotomy
without vascular exclusion, the experimental group were clas-
sified based on different times of vascular exclusion (15, 30,
45, and 60 minutes). Vascular exclusion procedure consis-
ted in hepatic artery, porta and suprahepatic venous occlu-
sion. Hepatic injury was measured through blood samplefor
function hepatic test and biopsies 5 and 10 minutes after re-
perfusion.

Results. We found relevant changes such as an increase
of function hepatic test and inflammatory significant chan-
geswithout hepatocellular necrosis.

Conclusions. After 60 minutes of hepatic ischemia an
immunol ogi ¢ cascade began with activation of Kupffer cells
which leads finally to hepatocellular damage. Tolerance to
ischemiain rat liver allow its study and manipulation; and
the understanding of established damage and the exact re-
production of hepatic lesion were extremely valuables.
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Antecedentes

Muchos estudios experimentales se han enfocado a la
patogénesis ocasionada por los radicales libres de oxigeno
en laslesiones deisguemia-reperfusién del higado. Los neu-
trofilosy el Factor de Necrosis Tumoral (FNT) sonimplica-
dos en este tipo de lesion; la aplicacion de dosis subletales
de lipopolisacarido bacteriano (LPS), ha demostrado ejer-
cer efecto protector contralaisguemia-reperfusion por inhi-
bicion del FNT.2

Laadherenciadelosneutréfilosalascélulasendoteliales
Yy su activacion, es el mecanismo que ocasionalesion, yaque
liberan radicales|libres de oxigeno y factores quimiotéacticos
después de la repercusion; esto ocasiona un fenémeno de
“no reflujo”. Es posible que los neutréfil os generen radica-
leslibresreactivos queingresan a espacio extracelular, donde
ocasionan lesién hepética por medio de lalipoperoxidacion
delamembranadel hepatocito.?® Lalesién ocasionadaalas
células endoteliales conduce alaliberacion de Factor Agre-
gante de Plaguetas (FAP) que Ileva a cambios en la micro-
circulacién por adherencia plaquetaria. Cuando se usan agen-
tesinhibidores de este autacoide, como €l caso de WEB 2170,
selogra disminuir lalesién hepatica secundaria.

L os ensayos mas recientes hechos en células de Kupffer,
muestran que el dafio ocasionado posterior a la reperfusion
es consecuencia de la liberacion de radicales libres de oxi-
geno. Otra teoria es que el dafio ocasionado por €l anién
superéxido puede ser limitado si se empleacloruro de gado-
linio o particulas del&tex que suprimen alas células de Kup-
ffer.® Cuando se usan soluciones de preservacion como lade
laUW se logra detener parcialmente la lesion por este tipo
decélulas®

Ademés, las células de Kupffer son capaces de producir
mediadores inflamatorios como lainterleucina-1 (IL-1), in-
terleucina-6 (IL-6), FNT y FAP que actlian como quimio-
tacticos de |los neutréfil os. La xantima oxidasa es originada
apartir de xantinadeshidrogenasaen €l interior de las célu-
las endoteliales al ser sometidas aisgquemiay catalizalage-
neracion de superdxido a partir de oxigeno molecular. Los
cambios antes mencionados soninvitro y demuestran quela
unién de los neutréfilos al endotelio puede ocurrir através
de receptores que se encuentran en lasuperficiedelacélula
endotelial.”®

Material y métodos

Para el trabajo de investigacion se utilizaron ratas de
raza Wistar, adultos, con peso de entre 300 y 350 gramos,
proporcionadas por €l bioterio delaEscuelaMilitar de Gra-
duados de Sanidad. L os objetos de estudio se encontraban
previamente sanos, nutridos con alimentos especial es para
esta especie, e hidratados con agua purificada. Cada ani-
mal se sometio al procedimiento quirdrgico que posterior-
mente se mencionay se incluyeron en forma aleatoria en
los grupos de estudio; cuatro grupos experimentales y un
grupo control.
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El material quirargico utilizado consistio en un equipo de
pequefia cirugia que fue complementado con pinzas hemos-
téticas curvasyy rectas para pinzamiento de pegquefios vasos,
en la preparacion del espécimen se utilizaron portaagujas
finos, pinzas de Adisson y separadores finos.

Tomando en cuentalas necesidades de obtenciény trans-
porte para procesamiento de muestras biol6gicas, se obtu-
vieron tubos de ensayo con glutaral dheido en los que se pre-
servaban en forma adecuada | as biopsias hepéticas para ser
transportadas al Departamento de Patologia Clinicadel Hos-
pital Central Militar (HCM). Las Pruebas de Funcionamien-
to Hepético (PFH), Uinicamente requirieron tubos de ensayo,
yaque no era necesario anticoagulante alguno. Las biopsias
fueron fijadas con formol a 10% en cantidad suficiente para
bafiar los tejidos, y ser interpretadas en microscopia 6ptica.

Cada sujeto de estudio fue anestesiado con éter sulfurico
inhalado al introducir a animal en una campana de cristal,
previamente impregnada con anestésico volétil. El tiempo
de anestesiaen campanafue de 10 minutos para cadaindivi-
duo, vigilando estrechamente |a mecénica ventilatoria para
evitar el paro respiratorio. Cada espécimen se mantuvo anes-
tesiado mediante la colocacion de un cono impregnado de
éter, procurando no llegar a provocar paro respiratorio y
muerte. El procedimiento sellevé acabo con los especime-
nes anestesiados, sobre una mesa quirdrgica cubierta con
corcho.

Resultados

El procedimiento esun model o experimental en el cual se
incluyeron 96 ratas, 15 correspondieron a los testigos del
estudio, y 81 alos cuatro grupos experimentales de exclu-
sién vascular. De las 81 ratas que se emplearon fallecieron
21, lasrestantes 60 entraron en los grupos de isquemiahepa-
tica, 15 ratas por grupo.

L osvalores encontrados en las pruebas de funcionamien-
to hepético se elevaron en formasignificativa con mastiem-
po de isquemia (p < 0.01); 0.8.

Discusion

En este trabajo se hicieron cuatro grupos de estudio con
diferentes periodos de isquemia hepética por oclusion de la
arteria hepatica, venaportay venas suprahepéticas. Los re-
sultados muestran una elevacion sostenida y directamente
proporcional delas PFH, al tiempo de isquemia hepéticato-
tal; esto habla del establecimiento progresivo del dafio he-
patocelular. Unicamente en el grupo de 60 minutos se en-
contraron cambiosinflamatorios significativos (66.67%), con
aumento alas célulasde Kupffer einfiltracién de células del
proceso inflamatorio agudo. Losgrupos sometidosa30y 45
minutos de isquemia, presentaron alteraciones histol 6gicas
severas, sin llegar acambiosinflamatorios (Grado 3 B); con
esto se deduce que |os cambiosinflamatorios por el fenéme-
no de isquemia- reperfusion ocurren a los 60 minutos, sin
Ilegar alanecrosis hepatocel ular.®° Los cambios histol 6gi-
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cos de dilatacion y congestion de las venas centralesy dela
vena porta, se deben al secuestro sanguineo ocasionado por
el pinzamiento de las venas suprahepaticas, y no al dafio por
el fendbmeno de isquemia-reperfusion.t

El no realizar un cortocircuito portosistémico, o el no uti-
lizar un método de circulacién extracorpdrea, puede perfec-
tamente explicar la muerte de algunos especimenes; €l ede-
ma de los érganos dependientes de la circul acion esplécni-
ca, las alteraciones hidricas y electroliticas, y algunas
alteraciones metabdlicas ocasionadas por €l fenémeno deis-
guemia-reperfusion son los responsables.

Conclusiones

1. El modelo experimental es representativo y puede ser
el fundamento para futuros proyectos de investigacion en
cirugia hepética avanzada.

2. El model o experimental result6 ser préactico, econémi-
co y reproducible, creemos que podra ser manipulado para
nuevos proyectos de investigacion.

3. Lainformacion adquirida mediante el andlisis de las
PFH y los resultados de | as | esiones histopatol 6gicas, tradu-
cenfinalmentelalesi6n por el fendbmeno deisquemia-reper-
fusion anivel hepético. Esto deja unaensefianzainvaluable.

4. Latolerancia del higado de rata a periodos prolonga-
dos deisquemia (45-60 minutos), permitio €l establecimien-
to del modelo experimental y un estudio detallado del darfio
por isquemia-reperfusion.

5. Larealizacion de este proyecto nos permitié aplicar el
método cientifico en forma adecuada.

6. Este model o experimental apoya el progreso de laci-
rugia hepatica avanzada, y daun giro alas posibilidadeste-
rapéuticas.

7. El empleo de este model o experimental debe constituir
la base para nuevos proyectos de investigacion.
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