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Resumen

Introduccién: La lesién por isquemia—reperfusion hepdtica (IRH), se caracteriza por la in-
terrupcion del aporte de oxigeno y del flujo sanguineo al higado, esta fase se conoce como
isquemia y la fase de reperfusion se lleva a cabo al restablecerse el aporte sanguineo a este Or-
gano. El fendmeno de IR H esta involucrado en una serie de eventos como son la procuracion
de érganos para trasplante, en cirugia y resecciones hepdticas, en el trasplante hepdtico y en
las lesiones asociadas al trauma.

Métodos: Se emplearon 50 ratas Wistar, machos, aleatoriamente en cinco grupos de estu-
dio, con 10 ratas cada uno, siendo el grupo I el sham o simulado y los grupos II, II, IVy V
los experimentales. Se realizé isquemia caliente parcial por 60 minutos, se aplico naloxona
y piroxicam previo al evento isquemico o posterior a la reperfusion de acuerdo al grupo de
estudio, y se tomaron biopsias hepdticas para estudios histopatoldgico y muestras sanguineas
para las determinaciones de dcido lictico, bilirrubina total, deshidrogenasa lictica, y transa-
minasas. Se observo sobrevida a los siete dias posterior al evento de IR H.

Resultados: Se observé una mayor sobrevida en los grupos tratados con naloxona o pi-
roxicam previos al evento isquemico (Grupos III y V) y una disminucién en los valores sé-
ricos de las variables estudiadas con un menor dafio histolégico, cuando se compard con el
grupo sometido tnicamente a IRH (Grupo II) sin aplicacion de los firmacos. Este efecto se
incrementd cuando se aplicé de manera adicional en el periodo de reperfusiéon (Grupo V);
sin embargo, al aplicarse inicamente en la fase de reperfusién estos efectos benéficos no se
presentaron con las mismas caracteristicas (Grupo IV).

Discusidn: Se observd efecto protector de naloxona y piroxicam, durante el fenémeno de
IR H, cuando fueron administrados conjuntamente, previos al evento isquémico y posterior a la
fase de reperfusion en el modelo de isquemia caliente en rata. Se observd una mayor sobrevida
de los animales que fueron tratados con estos firmacos comparados con el grupo experimen-
tal sometido tinicamente a IRH.
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Abstract

Introduction: Ischemic-reperfusion injury (IRI) is characterized by the interruption of oxygen support
and blood flow to the liver. This phase is known as ischemia, and the reperfusion phase is effected on re-
establishment of blood support to this organ. The phenomenon of IR is involved in a series of events such
as procurement of organs for transplant, in surgery and in hepatic resections, in liver transplants, and in
trauma-associated injuries.

Methods: We used 50 male Wistar rats randomly assigned to five study groups, with 10 rats in each
group, with group 1 as the sham or simulated group, and with groups I, III, IV, and V as the experimental
groups. Partial hot ischemia was conducted for 60 min; we applied Naloxone and Piroxicam prior to the is-
chemic event or after reperfusion according to the study group, and we took liver biopsies for histopathological
studies and blood samples for lactic acid, total bilirubin, lactic dehydrogenase, and transaminase determina-
tion. We observed survival 7 days after the IRI event.

Results: We observed longer survival in groups treated with Naloxone or Piroxicam prior to the ischemic
event (groups III and V') and diminution in the serum values of the variables studied, with less histological
injury when compared with the group submitted only to IRI (group II) with no application of drugs. This
effect increased if were applied in an additional manner in the reperfusion period (group V'); however, on
applying them solely the reperfusion phase, these beneficial effects did not present with the same characte-
ristics (group IV).

Discussion: The protector effect of Naloxone and Piroxicam was observed during the phenomenon of IRI,
when the drugs were administered together, prior to the ischemic event and after the reperfusion phase in the
hot ischemic model in rat. Longer survival was observed in animals that were treated with the drugs when

compared with the experimental group that was submitted only to IR.

Keywords: Naloxone; Piroxicam; Ischeemia; Reperfusion; Injury; Free radicals; Liver; Transpantation; Enzymes; Mexico.

Introduccion

La lesion por isquemia—reperfusion hepdtica (IRH),
se caracteriza por la interrupcién del aporte de oxi-
geno y del flujo sanguineo al higado, esta fase se
conoce como isquemia, y la fase de reperfusion se lle-
va a cabo al restablecerse el aporte sanguineo a este
organo;' con lo que se produce una fase inflamatoria
a nivel local y sistémica que puede llegar a producir
dano celular como necrosis o apoptosis,*falla organi-
ca o muerte, que dependerd del tiempo de isquemia
fria o caliente al que haya sido sometido el érgano y
por lo tanto estos pueden ser los efectos directos a la
reoxigenacion del higado.?

El fenémeno de IR H estd involucrado en una se-
rie de eventos como son la procuracién de érganos
para trasplante, en cirugia y resecciones hepdticas, en
el trasplante hepatico (TH)*y en las lesiones asociadas
al trauma, como las heridas ocasionadas por armas de
fuego, lesiones penetrantes de abdomen o contusas.®
Las especies reactivas del oxigeno (ERO) se producen

en la fase de reperfusion, siendo el radical superéxido
e hidroxilo, especies altamente reactivas, que son en
parte responsables del inicio de la lesion por IRH.¢
Posteriormente se activan las células endoteliales y las
de Kupfter, con migracion de neutrdfilos polimorfo-
nucleares (PMN), por lo que se produce lesion sobre
los hepatocitos asociada a una respuesta inmunold-
gica mediada entre otros grupos celulares por los leu-
cocitos CD4 y el sistema de complemento, por lo que
la respuesta inflamatoria altera la senalizacién intra-
celular.”

En relacion con la respuesta celular, se ha trata-
do de modular para evitar los efectos deletéreos de la
IRH, nuestro grupo previamente ha trabajado con
los antiinflamatorios no esteroideos (AINE). El pi-
roxicam pertenece a ésta familia de firmacos; es un
inhibidor primariamente de la enzima COX-1, es
ampliamente empleado en la prictica clinica,’ tiene
ademads funciones inmunoreguladoras del proceso in-
flamatorio, se le ha atribuido un efecto antioxidante
y modulador de la migraciéon y adhesién de PMIN.!



Estudios realizados con naloxona en modelos ex-
perimentales similares, han proporcionado datos
alentadores en base a los resultados obtenidos en el
fenémeno de isquemia reperfusion.'’ La naloxona se
conoce como un antagonista de los receptores opid-
ceos, que modula la produccion del anidén superdxido
de los PMN vy se ha estudiado en el tratamiento de
las lesiones isquémicas de corazdn, rifidn, intestino
delgado, cerebro, higado y en estudios de choque he-
morragico.””™ En trabajos previamente publicados
por nuestro grupo, se demostro la accién benéfica del
piroxicam al ser administrado de manera aislada du-
rante el fenémeno de isquemia-reperfusion hepati-
ca,”® y del mismo modo, se observé efecto protector
con naloxona durante la isquemia—reperfusion en el
intestino delgado," por lo que decidimos probar la
administracién conjunta de ambos firmacos esperan-
do observar un efecto sinérgico.

En los estudios mencionados anteriormente, se
aplicaron los firmacos en la fase previa al evento is-
quémico, pero desconocemos si éste efecto se modifi-
ca al aplicarlo en la fase de reperfusion, por lo que nos
serd de utilidad en eventos programados en los que
conocemos que el tejido serd sometido a un evento de
isquemia-reperfusion.

Objetivo

Determinar la utilidad de piroxicam y naloxona apli-
cados conjuntamente en un modelo experimental en
rata de isquemia reperfusién hepitica, asi como iden-
tificar el tiempo de administracién de los firmacos
mencionados, ya sea previo al evento isquemico o
posterior a la reperfusion.

Métodos

Previa aprobacibén por el comité de ética e investiga-
cién del protocolo de estudio y la autorizacién para
el manejo de los animales de laboratorio del Hospital
General de México, se utilizaron ratas Wistar de carac-
teristicas microbiologicas convencionales de 250 a 300
g de peso, machos, del servicio de Bioterio y Cirugia
Experimental de la misma institucién. Fueron 50 ratas
asignadas aleatoriamente en cinco grupos de estudio,
con 10 ratas por cada grupo, siendo el grupo I el sham o
simulado y los grupos I1, I, IV y V los experimentales.

Las caracteristicas y distribucién de los grupos de
estudio, fueron las siguientes:

Grupo I: Sham o Simulado. Se realizé laparo-
tomia exploradora, con incisién por la linea media
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abdominal, previa anestesia intramuscular con keta-
mina y xilacina, no se realizé isquemia-reperfusion
del higado y no se aplicaron los firmacos en estudio.

Grupos 1I: Con el mismo abordaje quirdrgico,
pero se realizd isquemia caliente parcial por 60 minu-
tos y reperfusion hepitica, sin aplicacién de fairmacos.

Grupo III: A diferencia del grupo anterior, con la
aplicacion de piroxicam y naloxona, una hora previo
al evento isquémico.

Grupo IV: A diferencia del grupo anterior la apli-
cacion de piroxicam y paloxona fue a los 30 minutos
posteriores, al inicio de la fase de reperfusion.

Grupo V: 'Y en este grupo se inyectd naloxona y
piroxicam una hora antes de la isquemia y 30 minutos
después de la reperfusion.

Las dosis empleadas fueron: piroxicam: 0.3 mg/
Kg IV por dosis y de naloxona: 20 nanogramos/Kg
IV por dosis.

Después de 12 horas de ayuno, manteniendo a los
animales Unicamente con ingesta de agua ad libitum,
bajo anestesia general con xilacina 100 mg/Kg IM y
ketamina 10 mg/kg IM. Se colocé a las ratas en ta-
bla quirtirgica en posicién dectbito dorsal, fijando y
separando las cuatro extremidades con tela adhesiva,
con técnica aséptica se realizé incision media longi-
tudinal, con electrocauterio y tijera de Metzembaum,
hasta abordar la cavidad peritoneal, procediendo a la
diseccion e identificacion de la rama izquierda de
lavena porta y la rama izquierda de la arteria hepatica,
realizando una isquemia hepdtica parcial, con micro-
pinzas vasculares, interrumpiendo el flujo de los va-
sos que irrigan el 16bulo mediano y lateral izquierdo,
manteniendo la circulacion de los 16bulos caudado y
lateral derecho, para evitar la estasis esplicnica.

Se mantuvo la isquemia por 60 minutos, al tér-
mino de ella, se retiraron las pinzas vasculares, para
reperfundir los I6bulos isquémicos y se resecaron los
16bulos caudado y lateral derecho, para dejar al animal
de investigacion unicamente con el tejido sometido a
isquemia-reperfusion, durante el procedimiento qui-
rargico, se mantuvo la hidratacién del animal con so-
lucién salina isotdnica tibia a 15 mL/kg/hora por via
intraperitoneal.

Los firmacos se administraron: la primera dosis,
una hora antes de la fase isquemica, por via intraveno-
sa a través de la vena cava inferior, en los grupos en
los que se aplico los firmacos en la reperfusion,
se realizé a los 30 minutos por la vena porta y
las subsecuentes dosis por via intramuscular, cada
12 horas, por los siguientes tres dias. Se mantuvieron
las ratas en observacion por ocho dias, registrindose
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sobrevida acumulada, se sacrificaron los animales
con una sobredosis anestésica. Se les realizd estudio
postmortem inmediato, enviando los 16bulos hepdticos
a estudio histopatoldgico, con conservacion/fijacion
con (formol al 10%). Cuando fallecié algiin animal
antes del término del periodo de observacion, de la
misma manera se le realizé estudio postmortem
inmediato.

Ademds, se realizé determinaciones de labora-
torio para deshidrogenasa lictica (DL), dcido lictico
(AL), bilirrubinas totales (BT), transaminasa gluti-
mico oxaloacética (TGO), transaminasa glutimico
piruvica (TGP), con muestras de sangre obtenidas
de la vena cava inferior, en las 10 ratas por grupo de
estudio. Se llevo a cabo con una jeringa de insulina
de un mililitro a los 60 minutos de iniciada la reper-
fusion en los grupos I1, 111, IV y Vy el grupo I a los
60 minutos posteriores a realizar la exploracion de la
cavidad abdominal.

Estadistica: Para todas, se empled la prueba
estadistica de Ji cuadrada, en funcién de valorar si
existen diferencias entre los grupos de estudio en
las muestras de laboratorio y se aplicd la prueba
Exacta de Fisher para la sobrevida acumulada y para
identificar diferencias estadisticas, con un valor de
p <0.05y T pareada para los grupos y sus variables
respectivas.

Resultados

A todos los grupos se les realizo el andlisis estadistico
Ji cuadrada, resultando diferencias entre los grupos por
lo que se aplico, la prueba estadistica de T pareada en
las determinaciones de TGO, TGP, DHL, AL y BT.
1. Sobrevida acumulada: En relacion a la sobrevida
acumulada, en el grupo I o SHAM, las 10 ratas
sobrevivieron los siete dias, que comprendié el
tiempo estimado para el estudio de esta varia-
ble, que inicid posterior al evento quirdrgico.
Por el contrario, en el grupo II sobrevivié una
de las 10 ratas, mientras que en el grupo III
fueron cinco de 10 ratas, en el IV fueron tres 'y
en el grupo V, ocho de 10 animales de expe-
rimentacion, encontrandose diferencias esta-
disticas significativas (DES), a favor del grupo
V, al compararse con los grupos II y IV, con
un valor p <0.003; no se encontrdé DES con el

grupo III (Figura 1).
2. Biopsias hepdticas con tincion de hematoxilina y eosi-
na: Se presentan en la Figura 2, una muestra
representativa de las biopsias hepdticas de los
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Figura 1. La sobrevida acumulada fue realizada a los sicte dias, poste-

riores al procedimiento quirdrgico, y en los grupos experimentales fue

registrado el seguimiento después del evento isquémico y de la fase de

reperfusion.
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grupos de estudio, las fotomicrografias se rea-
lizaron con la tincién de hematoxilina y eosina.

Necrosis: En relacibn al grupo I, no se ob-
servé datos de necrosis, mientras que en el
grupo II, se present6 necrosis en ocho de 10
biopsias hepaticas estudiadas, en el grupo III
en cuatro, en el grupo IV se observo datos de
necrosis en siete y en el grupo V fueron dos
muestras de higado, existiendo DES entre el
grupo V al compararse con los grupos I y IV,
con una p <0.0004, no encontrandose DES al
compararse con el grupo IIL.

Infiltrado inflamatorio: En relacion al grupo
I, no se observd infiltrado inflamatorio, mien-
tras que en el grupo II, se presentd en nueve
biopsias hepdticas analizadas, en el grupo III
en tres, en el grupo IV en seis muestras, y
relacién al grupo V en tres ratas observo in-
filtrado inflamatorio en las 10 muestras revi-
sadas. Existiendo DES, en los grupos II y IV,
al compararse con los restantes grupos de estu-
dio, con un valor de p <0.008.

Congestiéon: No se observo congestién en
los sinusoides hepaticos en el grupo I, mientras
que en el grupo II presentd una congestién se-
vera en las 10 biopsias de higado revisadas, en
el grupo I se observo en cinco muestras hepati-
cas, en el IV fueron en siete biopsias evaluadas
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Figura 2. Sc presentan las fotomicrografias representativas de las biopsias de higado, con una tincién de hematoxilina y eosina. Los hallazgos encontrados
se presentan en el drea de resultados en base a los datos de necrosis, infiltrado inflamatorio y congestion del parenquima hepético. Se muestran senalados los
Espacio Porta (EP), y la Vena Central (VC). Ampliacién 10 aumentos.

y en el grupo V se observé congestion en cua-
tro de las muestras revisadas, se demostrdé DES
a favor del grupo V al compararse con el grupo
I1, no hubo DES con los grupos III y IV, con
un valor de p <0.003.
Enzimas hepaticas séricas, dcido ldctico y bilirrubi-
nas: A todos los grupos se les realizo el analisis
estadistico Ji cuadrada, resultando diferencias
entre los grupos para las determinaciones de
TGO, TGP, DHL, AL y BT. Los valores se
midieron en unidades internacionales.
Bilirrubina total (BT): Se observé una ma-
yor elevacion en los valores de bilirrubina total
en el grupo IV al compararse con datos de los
grupos I, II, IIT y IV, aunque no se encontrd
diferencias  estadisticamente  significativas
(DES) (Figura 3).

Deshidrogenasa lactica (DHL): Se evidencid
DES en los valores de deshidrogenasa lactica
en los grupos I, Il y IV, en comparacién con en
el grupo IV (Figura 4).

Acido ldctico (AL): En las determinaciones
de AL, no se encontrd DES, en ninguno de los
grupos de estudio. No se muestra en figuras
las variaciones de los grupos.

Transaminasa glutamico oxaloacética (TGO):
En las muestras séricas de la transaminasa glu-
timico oxaloacética, se observd una mayor
elevacion en el grupo Iy IV al compararse con
los grupos I y IV. Entre estos dos grupos no
se encontraron DES (Figura 5).

Transaminasa glutdmico pirivica (TGP): Asi-
mismo, en los valores séricos de la transamina-
sa glutimico piravica, se observo una mayor
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Figura 3. Bilirrubina total.
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elevacion en el grupo Iy IV al compararse con
los grupos II1 y IV. Entre estos dos grupos no
se encontraron DES (Figura 6).

Los resultados de laboratorio de las deter-
minaciones por grupo, corresponden al rango
de parimetros normales para el grupo de ani-
males de estudio.

Discusion

Se observo efecto protector de naloxona y piroxicam,
durante el fendmeno de IRH, cuando fueron admi-
nistrados conjuntamente, previo al evento isquémico
y posterior a la fase de reperfusion en el modelo de
isquemia caliente en rata. Se observo una mayor so-
brevida de los animales en los grupos I1I, IV y V, que
fueron tratados con estos firmacos comparados con el
grupo experimental sometido inicamente a IRH sin
aplicacién de los firmacos como lo observado en el
grupo II (Figura 1); asi como una menor lesion his-
tologica, conn base en las variables estudiadas, como
fueron el infiltrado inflamatorio, congestion y necro-
sis (Figura 2) y con los resultados obtenidos en las
determinaciones séricas de deshidrogenasa lictica, y
transaminasas, no se observo efecto en los valores de
bilirrubinas y dcido lictico (Figuras 3 - 6).

El emplear piroxicam y naloxona en el presente
trabajo, brind6 un efecto protector al higado; de es-
tos firmacos, piroxicam pertenece a la familiar de
los AINE y su mecanismo de accién es primordial-
mente mediado por la regulacion de las prostaglan-
dinas, sintetizadas a partir del dcido araquidénico
por la enzima prostaglandina H sintetasa o también
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Figura 4. Deshidrogenasa lictica.
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denominada ciclooxigenasa (COX).!® Se han identi-
ficado dos enzimas: COX-1y la COX-2; este AINE
tiene un efecto mayor sobre la COX-1, enzima que
se caracteriza por la regulacién del tracto gastroin-
testinal, especialmente en estdmago, asi como a ni-
vel renal y plaquetas,” mientras que la actividad de la
COX-2 se manifiesta en la respuesta inflamatoria,'®
se ha aislado en el hipocampo, en érganos genitales
femeninos y se han empleado en el tratamiento de va-
rios tipos de cancer como de piel, tiroides, pancreas,
colon, mama y pulmén,'”-** asi como su efecto en la
carcinogenesis;**2*2> por otro lado participa en la ex-
presién genética como factor transcripcional .26

Como parte fundamental en la linea de estu-
dios de nuestro grupo, es identificar sustancias que
se puedan emplear en soluciones de preservacién de
6rganos, o idealmente aplicarlos en la prictica clinica
previo al evento isquemico.?* Como son las solucio-
nes de preservacion EuroCollins, de la Universidad
de Winsconsin, HTK (histidine-tryptophan-keto-
glutarate) y Celsior.?*-3

En base en trabajos previos, el tiempo de isque-
mia de 60 minutos es adecuado para el presente mo-
delo experimental, sin embargo 90 minutos parece
ser el limite tolerable para recuperar la viabilidad del
tejido hepdtico hipdxico, aunque se han planteado la
posibilidad del pre-acondicionamiento hepatico, con
la finalidad de disminuir el grado de lesion y propor-
cionar un mayor tiempo total de isquemia, y menor
dano histologico.??*

Previamente comentamos que durante la lesion
por IR H se liberan especies reactivas de oxigeno por
la activacién de las CK en el higado pos-isquémico,



Figura 5. Transaminasa glutimico oxalacética.
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estas ERO’s pueden dafar el ADN, las proteinas o
los lipidos celulares, mediante la carbonilacion de las
proteinas o lipoeroxidacién lipidica.*

Cuando el fenémeno de IRH total, se prolonga
por mids tiempo, el dafio histologico puede ser irrever-
sible, este efecto se disminuye al plantearse el modelo
experimental de IRH parcial o segmentario, como el
que empleamos en este trabajo, evitando la éxtasis es-
placnica y translocacién bacteriana intestinal.?

Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio experimental, el grupo V fue en el que
se observé mejores resultados en sobrevida y las va-
riables histopatologicas; se evidencia que los firmacos
administrados, naloxona y piroxicam, proporcionan
un efecto protector adicional durante la lesion por
IR H, cuando se aplica antes de la isquemia y después
de la reperfusion de manera simultdnea. Es necesario,
continuar trabajando en la realizacién de protocolos
de investigacion, para evaluar su posible aplicacion
clinica.
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Figura 6. Transaminasa glutimico pirdvica.
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