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ABSTRACT

Whenever organs undergo interruption of blood flow, tissues are temporarily deprived of oxygen and nutrients; unquestionably, restoration
of blood flow increases tissue injury due to the production of reactive oxygen derived radicals. It has been described that pre-treatment
with some antioxidants improve tissue viability after an ocurrence of ischemia / reperfusion. Aprotinin is used in cardiovascular surgery
with cardiopulmonary bypass due to its effect in the coagulation cascade and it has been attributed antioxidant properties to the drug. In
this work the authors have developed a model of in vivo ischemia and partial reperfusion of rat liver with the employment of aprotinin
before the ischemic event and the behavior of oxidative stress markers was evaluated. It was observed a reduction of the thiobarbituric
acid-reactive products, reduction of the phospholipase A2 and catalase enzymatic activity and an increase in the activity of superoxide
dismutase in the group treated with aprotinin. In the nontreated group the mortality reached 58%. It was demonstrated a beneficial effect
of aprotinin in this model.
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RESUMEN

Cuando los érganos sufren interrupcion del flujo sanguineo, el tejido se priva temporalmente de nutrientes y oxigeno; sin embargo, la
restauracion del flujo sanguineo incrementa el dafio al tejido, debido a la generacién de especies reactivas del oxigeno. Se ha descrito que
el pretratamiento con algunos antioxidantes mejoran la viabilidad del tejido sometido a un evento de isquemia reperfusién. La aprotinina
es utilizada en cirugia cardiovascular con circulacién extracorpérea debido a su efecto antiproteasico en la cascada de la coagulacion y se
le atribuyen propiedades antioxidantes. En este trabajo se desarrollé6 un modelo /n vivo de isquemia y reperfusion parcial de higado de rata
en el que se emplea la aprotinina previo al evento isquémico y se evalu6 el comportamiento de marcadores de estrés oxidativo. Se observo
una disminucién de los productos reactivos al acido tiobarbiturico, de la actividad de las enzimas fosfolipasa A, y catalasa y un incremento
en la actividad superéxido dismutasa en el grupo tratado con aprotinina. En el grupo no tratado con aprotinina se produjo una mortalidad
de un 58%. Se demuestra un efecto beneficioso de la aprotinina en este modelo.

Palabras clave: estrés oxidativo, isquemia-reperfusion, peroxidacion lipidica, enzimas antioxidantes, aprotinina.
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INTRODUCCION

Una de las principales dificultades en el estudio y trata-
miento de los procesos isquémicos radica en la caracteri-
zacion adecuada de las fuentes del dafio por isquemia-
reperfusién a nivel celular en cada drgano y tejido, de
forma tal que permitan establecer los agentes terapéuticos
efectivos que corrijan o disminuyan la magnitud del dafio
e incluso, que permitan una mejor recuperacion del pa-
ciente.

Se conoce que el periodo de tiempo que un tejido puede
sobrevivir bajo privacién de oxigeno es muy variable,
pero eventualmente todos los tejidos isquémicos devienen
necroticos. La restauracion del flujo sanguineo puede
minimizar el dafio, pero la extension de este dafio se in-
crementa precisamente cuando se restaura el flujo sangui-
neo, debido a la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO). Existen numerosas evidencias que de-
muestran la participacion de las ERO en este dafio en

miocardio y pulmones. La cadena de transporte de elec-
trones, el citocromo P45 microsomal y sus enzimas dona-
doras de protones, la NADPH oxidasa, la mieloperoxida-
sa y la xantina oxidasa, entre otras, son fuentes de ERO
durante los eventos de I/R (1-4).

Se ha descrito que el pretratamiento con inhibidores de la
Xantina oxidasa o con algunos antioxidantes mejoran la
viabilidad del tejido luego del dafio por isquemia reperfu-
sion (I/R). La aprotinina, inhibidor de proteasas, se ha
utilizado en la profilaxis y tratamiento de trastornos
hemostaticos asociado a la cirugia cardiovascular y se ha
observado modificacion en indicadores de estrés oxidati-
VO en pacientes sometidos a cirugia cardiovascular con
circulacién extracorporea en los que se utilizé este inhibi-
dor de proteasas (5-8).

Dada su accién antiprotedsica, reduce la fibrinolisis (9-
11), y se le atribuyen propiedades antinflamatorias
(12,13).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes se decidié evaluar
el papel de la aprotinina, administrada como pretrata-
miento al animal y como suplemento en la reperfusion,
sobre indicadores de estrés oxidativo en higado de rata
sometido a un evento agudo de I/R in vivo.

MATERIAL Y METODOS

Modelo Isquemia/Reperfusién ““in vivo™.

Se utilizaron 22 ratas Wistar, machos, 10-15 semanas,
procedentes del Centro de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), peso promedio entre 250-350 g. Los ani-
males se trasladaron en jaulas metabdlicas a razon de
cinco, 72 horas antes de los experimentos. Se mantuvo su
ciclo de vida normal, se les retird la alimentacion 24
horas antes del experimento y el agua se mantuvo at libi-
tum.

Los animales se dividieron de forma aleatoria en tres gru-
pos: Grupo 1: control (n=5), no sometidas al evento is-
quémico; Grupo 2: ratas tratadas con aprotinina (n=5),
donde: 2c, porcidn del higado no sometida a I/R y 2: por-
cién de higado sometida a I/R. Grupo 3: ratas no tratadas
(n=12), donde: 3c: porcion de higado no sometido a I/R y
3: porcién de higado sometida a I/R.

Procedimiento experimental:

La isquemia del higado fue inducida por oclusién con
neuroclips de las ramas de la arteria hepatica que irrigan
los 16bulos anterior e izquierdo del higado. Después de
dos horas de isquemia, se retiraron los neuroclips y se
siguid la reperfusion por una hora.

En el Grupo 2 se aplicaron dos dosis de aprotinina a ra-
z6n de 10000 UIC/kg peso corporal, intravenoso. La pri-
mera dosis fue administrada antes de la isquemia, y la
segunda previo la reperfusion. En el Grupo 3 se adminis-
tré solucion de NaCl 0.09% a razon del mismo volumen
de aprotinina utilizado en el Grupo 2.

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena cava
inferior después del evento I/R. Los sueros obtenidos se
mantuvieron a 4°C. Los Iébulos del higado se extrajeron
inmediatamente después de la toma de muestra de sangre.
Con cada lébulo hepatico se realizé un homogeneizado en
Tampon [Tris-HCI 10 mmol/L, pH 7.8, EDTA 1 mmol/L,
DTT 1 mmol/L, PMSF 1 mmol/L] a 4°C, a raz6n de dos
volimenes por gramo de tejido. Las muestras de tejido se
tomaron de 1 cm?, se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -70°C.

Métodos de determinacion.

La concentracion de productos reactivos al acido tiobarbi-
tdrico, expresada como lipoperoxidos (Lpx) se determind
en 100 mL de plasma mediante un método colorimétrico
basado en la reaccién con el &cido tiobarbitdrico, previa
desproteinizacion de la muestra en medio acido. Después
de la extraccion con n-butanol se procedi6 a la lectura de
la absorbancia de la capa organica a 532 nm. Se expreso
la concentracion en pmol/mg de tejido. La actividad fos-
folipasa A, (FLA,) se cuantificé a partir de la diferencia
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de absorbancia a 578 nm registrada a los 15 y 60 segun-
dos de incubacion de la muestra con fosfatidilcolina en
medio alcalino. La actividad enzimatica se expresd en
mU/mg de proteinas totales.

La actividad superoxido dismutasa (SOD) se determino
mediante un método basado en la inhibicion de la autoxi-
dacion del pirogalol por esta enzima. La actividad se ex-
presa en U/mg de proteinas totales. La actividad catalasa
(CAT) se cuantificod mediante un método cinético basado
en el descenso de la absorbancia del H,O, a 240 nm. La
actividad se expres6 en U/mg de proteinas totales.

Los resultados fueron analizados mediante estadistica
descriptiva y analisis de varianza, nivel de significacion
p<0.05.

RESULTADOS
En la Tabla 1 se presenta la supervivencia de las ratas

sometidas a un evento agudo de I/R en higado tratadas y
no tratadas con aprotinina. En el grupo de animales no

Grupos Arljirczlses Ar‘:&?ril)is Total % supervivencia
1 5 5 100
2 5 5 100
3 5 7 12 42

Total 15 7 22

Tabla 1. Supervivencia de las ratas sometidas a un evento agudo
de isquemia-reperfusion de higado, tratadas y no tratadas con
aprotinina.

tratados, sometido al evento I/R, siete animales no sobre-
vivieron, lo que representa una mortalidad del 58%. En

LPx (p moles / mg)
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DS=547 D§=2.56

2
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Figura 1. Niveles de productos reactivos al acido tiobarbi-
tarico (LPx) en higados de ratas.

cambio, en el grupo sometido a I/R tratado con aprotinina
todas las ratas sobrevivieron.
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Los valores correspondientes a las variables bioquimicas
del estrés oxidativo estudiadas en las muestras de higado
de rata en los diferentes grupos experimentales se repre-
sentan en las Figuras 1-4. La concentracion de Lpx es
superior en el Grupo no tratado con aprotinina (Grupo 3)
(Figura 1). Si bien en los grupos 2c y 2 los valores son
ligeramente superiores al control, en general el comporta-
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Figura 2. Actividad fosfolipasa A; en higados de ratas sometidos a
un evento agudo de I/R, tratadas y no tratadas con aprotinina.

miento de Lpx en 1, 2c, 2 y 3c es similar entre ellos.

En la Figura 2 se representa la actividad fosfolipasa A,.
La actividad de esta enzima en el Grupo 3 es superior a su
control 3c y al grupo 1. En los Grupos 2c y 2 la actividad
es similar entre ellos e inferior a los Grupos 1, 3c y 3.

La actividad SOD en los Grupos 2 tiende a disminuir en

SOD (U/ma)

2
Grupos

Figura 3. Actividad SOD en higados de ratas sometidos a un

evento agudo de I/R, tratadas y no tratadas con aprotinina.

relacion con el 2c, pero superior al grupo control. Sin
embargo, la actividad de esta enzima es similar en los
grupos 3y 3c, e inferior en estos grupos en relacién con
el Grupo 1y 2 (Figura 3). En relacién con la actividad
CAT (Figura 4) se observa que los grupos 1, 2¢, 2 y 3¢
tienen un comportamiento similar, diferente al Grupo
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Figura 4. Actividad CAT en higados de ratas sometidos a un vento
agudo de I/R, tratadas y no tratadas con aprotinina.

sometido a I/R y no tratado con aprotinina, donde la acti-
vidad es superior en relacion con los anteriores.

En la Figura 5 se aprecia que en el tejido no tratado con
aprotinina hay una gran cantidad de vacuolas en el cito-
plasma de los hepatocitos y las células sinusoidales, lo
que no se observé en los higados controles ni en los trata-
dos con aprotinina. La presencia del citoplasma vacuola-
do es un signo de dafio reversible durante la I/R hepatica.

DISCUSION

En un periodo de hipoperfusion e isquemia, la deplecion
energética es responsable de una cascada de eventos mo-
leculares que conducen a la disfuncién celular. Las conse-
cuencias fundamentales derivan, entre otros mecanismos,
del dafio oxidativo causado por el incremento de especies
reactivas del oxigeno y de la activacion de sistemas enzi-
maticos como las fosfolipasas y las proteasas.

Durante la isquemia el ATP se degrada en las células
endoteliales y parenquimatosas a ADP y AMP. Si la falta
de oxigeno se prolonga el AMP se metaboliza a hipo-
xantina. La reperfusion garantiza el aporte de oxigeno
necesario para restablecer la actividad metabolica normal,
pero a su vez es el factor desencadenante de un incremen-
to del dafio celular. La llegada del oxigeno favorece la
produccion de ERO que se inicia con la formacion del
radical superdxido por la xantina oxidasa o los polimorfo-
nucleares (PMN) activados (14). Como consecuencia de
la formacion del anién superéxido se generan otras espe-
cies reactivas que en su conjunto producen oxidacién de
las biomoléculas y, en consecuencia, el dafio celular.

Los resultados de este trabajo evidencian un aumento en
la peroxidacion lipidica en el grupo I/R no tratado, lo que
coincide con otros reportes en los que se reconoce que
durante un evento de isquemia/reperfusion, en los lébulos
hepéticos de rata, asi como en otros 6rganos, se produce
un incremento en la concentracion de productos de la
peroxidacion lipidica, lo que sugiere la importancia de
este mecanismo como mediador del dafio a este tejido. En
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estudios en los que se ha sometido el tejido hepatico de
conejo a isquemia moderada se han encontrado altos ni-
veles de lipoperdxidos (15), resultado que se corresponde
con el incremento de malonildialdehido en plasma y en
células endoteliales sinusoidales, reportado por otros au-
tores (16,17).

La activacion, adhesion y diapédesis de los PMN se pro-
duce a través de mecanismos proteoliticos vinculados con
proteasas liberadas de los propios PMN, asi como por
células endoteliales. La activacion de PMN y células en-
doteliales constituyen fuentes generadoras de ERO en I/R
(14,18). En el grupo tratado con aprotinina la concentra-
cion de Lpx es menor en relaciéon con los no tratados.
Este comportamiento responde a la disminucion en la
generacion de ERO debido a la inhibicion de los mecanis-
mos de activacion de PMN en I/R.

Los valores de Lpx en 2c y 2 son similares a 1 y 3c por
lo que constituyen un indicador indirecto de la inhibicion
que ejerce la aprotinina sobre mecanismos de generacion
de ERO en este modelo.

Las paradojas del O, y del Ca®* desempefian un papel
importante en el dafio ocasionado por la I/R. Se ha plan-
teado que los deshalances en los niveles intracelulares de
Ca®* producen efectos deletéreos sobre la viabilidad de
las células del parénquima hepatico después de la I/R.

La aprotinina produjo una disminucién en la actividad
fosfolipasa A, en los animales del grupo 2 (tratados y
sometidos a isquemia/reperfusion), en comparacién con
los no tratados con aprotinina; lo que pudiera estar rela-
cionado con la inhibicion directa, por parte de la aprotini-
na, que impide la oligomerizacién de la fosfolipasa A,, 0
de manera indirecta a través de una menor formacién de
perdxidos lipidicos derivados de fosfolipidos de la mem-
brana. Por otra parte, se conoce que existe una isoenzima
citosolica de la FLA,, inducible por el factor de transcrip-
cién nuclear kB, cuya activacion se verifica en el sindro-
me de respuesta inflamatoria sistémica bajo la accion de
las ERO. El efecto protector de la aprotinina en relacion
con la FLA, puede estar vinculado entonces a una inhibi-
cioén de su isoforma inducible. Ademas, puede estar rela-
cionada a la inactivacion a nivel de una o varias enzimas
que catalizan las transformaciones ulteriores del acido
araquidonico y cuyos productos actdan disminuyendo la
perfusidn histica (19).

La actividad de las enzimas del sistema antioxidante da
una medida del mecanismo de proteccion, adaptacién y
recambio celular durante el estrés oxidativo. Se ha repor-
tado la disminucién de la actividad SOD extracelular en
ratas sometidas a oclusién porto-cava, disminucién que
puede deberse a la atrofia de los hepatocitos durante este
evento (20).

La SOD puede ser inactivada por el H,O,, el producto de
su reaccion. Si se tiene en cuenta que la I/R provoca dafio
a las diferentes células del higado, y consecuentemente se
genera gran cantidad de H,O, por diferentes fuentes, es
posible explicar la disminucion de la actividad SOD vy el
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aumento de la actividad CAT en el Grupo 3 (no tratado
con aprotinina) por este mecanismo, lo que no se observa
en los grupos control y tratado.

La administracion de superéxido dismutasa recombinan-
te, una enzima con actividad antioxidante, ha sido muy
prometedora en modelos animales sometidos a estos
eventos, y se ha planteado que la administracién antes de
la reperfusion en transplantes renales disminuye la inci-
dencia de rechazos e incrementa el periodo de vida del
individuo (21).

En relacion al comportamiento de la actividad CAT se
observé que en el higado de conejo sometido a un evento
de isquemia moderada por 24 horas se incrementé la acti-
vidad de esta enzima (15). La CAT tiene mayor afinidad
por altas concentraciones de su sustrato, el H,O, formado
por dismutacién del superéxido en presencia de la SOD.
La alta concentracién de H,O, formado en estas condicio-
nes, asi como la probable disminucién en la actividad
glutation peroxidasa por baja disponibilidad de glutation
reducido en condiciones I/R, igualmente pueden conducir
a un incremento en la actividad CAT en el Grupo 3, no
tratado con aprotinina. La actividad CAT en el Grupo 2,
similar a los grupos 1, 2c y 3c es una evidencia indirecta
del efecto protector de la aprotinina en el evento I/R
hepatica.

El patron de aumento de la sintesis de proteinas revela
tres fases cinéticas de adaptacion de células de mamiferos
frente al dafio por H,O,: fase temprana de 0 — 4 horas;
fase media, de 4 — 8 horas, y fase tardia, de 8 — 15 horas.
En estas condiciones se induce la expresion de la CAT,
entre otras proteinas; mecanismo que pudiera explicar en
parte el por qué del aumento en la actividad de la enzima
en los animales no tratados con aprotinina (20).

En un estudio de Goudeau y colaboradores se detect6 una
disminucion del estrés oxidativo, reduccidn en la respues-
ta inflamatoria y mejor salida clinica cuando a los pacien-
tes sometidos a bypass cardiopulmonar se les optimizo el
tratamiento previo al acto quirdrgico con heparina, aproti-
nina 'y hemofiltracion (22).

Los resultados presentados en la Tabla 1 evidencian en
efecto protector de la aprotinina en el dafio agudo por I/R
parcial en higado de rata a través de la inhibicién de los
mecanismos de generacién de ERO.

Los efectos beneficiosos del tratamiento con aprotinina
previo isquemia y reperfusion en higado de rata pudieran
asociarse a la inhibicién de los eventos iniciales que con-
ducen a la generacion de ERO a través de su actividad
antiprotedsica, y se manifiesta de forma indirecta me-
diante la disminucion de la peroxidacion lipidica en el
tejido dafiado con la consiguiente disminucion de la res-
puesta inflamatoria sistémica.
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