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Resumen
Contacto Introduccién: La administracion de hierro (Fe) subcrénico induce estrés
* Programa de Farmacologia oxidativo (EOX) hepatico moderado y preacondiciona al higado de rata frente a
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la isquemia-reperfusion (IR). En este estudio se evalla la participacion de dicho
EOX en la respuesta hepatoprotectora inducida por Fe frente a la IR. Materiales
y Métodos: Se estudio el efecto preacondicionante del Fe en ratas pre-tratadas

Direccién: Independencia con N-acetilcisteina (NAC, 1gr/kg), antioxidante que suprimiria el EOX moderado
1027, cédigo postal 8380000, provocado por el Fe (50 mg/kg). El dafio hepatico inducido por la IR se analizd
Santiago-7, Chile. mediante histologias hepaticas, actividad de transaminasas séricas GOT y GPT

Teléfono 56-2-9786256. y contenido de glutatién (GSH) hepatico. La supresion del EOX moderado se

comprobd mediante la relacion proteinas oxidadas (POX)/GSH. Resultados: La
administracion de NAC previa a la del Fe, elimind el EOX moderado inducido por
Fe, con normalizacion de la relacion hepatica POX/GSH en periodos en los cuales
Fe induce un incremento significativo (24 y 48 hrs post-Fe). Las histologias de
los grupos sometidos a IR evidenciaron dafo hepatico (inflamacién y necrosis).
Las transaminasas estan significativamente aumentadas en ambos grupos
isquemizados, respecto a controles. El efecto normalizador del Fe sobre el
contenido de GSH hepatico es eliminado por NAC, todo lo cual evidencia pérdida
de la hepatoproteccion al eliminar el EOX moderado. Conclusién: La normalidad
de parametros de dafio en animales no pretratados con NAC (Salino-Fe-IR), indica
que el EOX moderado inducido por Fe genera el preacondicionamiento hepatico
frente ala IR.
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Liver preconditioning induced by iron against ischemia-reperfusion
injury: role of oxidative stress.
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Abstract
Contacto Introduction: Sub-chronic iron (Fe) treatment (50 mg/kg, 6 doses on alternate
* Programa de Farmacologia days)inthe ratinduces transient oxidative stress and preconditions the liver against

Molecular y Clinica, Instituto
de Ciencias Biomédicas.

ischemia(l h)-reperfusion (20 h) (IR) injury. In this study, we evaluated the role
of transient oxidative stress in the cytoprotective response induced by Fe against
IR injury. Materials and Methods: We evaluated Fe preconditioning effect in rats
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Direccion: Independencia pretreated with N-acetyl-cysteine (NAC, 1 gr/kg, 6 doses), in order to suppress
1027, codigo postal 8380000, Fe-induced transient oxidative stress, (enhanced liver oxidized protein/glutathione
Santiago-7, Chile. at 24 and 48 h after Fe administration). IR-injury (72 h after Fe administration)

Teléfono 56-2-9786256. was analyzed by liver histologies, serum transaminases (AST and ALT) levels,

and hepatic glutathione (GSH) content. Results: NAC administration abolished
Fe-induced transient oxidative stress, as shown by normalization of the oxidized
protein/glutathione ratio in the 24 and 48 h post-Fe period. Liver histologies of the
unpreconditioned IR-animals (NAC-IR) showed inflammation and necrosis. AST and
ALT were increased in these experimental groups. Interestingly, Fe preconditioning
effect was also eliminated by NAC, as well as Fe-induced GSH normalization,
pointing to loss of Fe cytoprotective effect as a consequence of the elimination
of the transient oxidative stress. Conclusion: Loss of Fe-hepatoprotective effect in
NAC pretreated animals is evidencing the role of transient oxidative stress, induced
by Fe, in liver preconditioning against IR injury.
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Introduccién

Se define a la isquemia de un tejido como la
disminucion o interrupcion del flujo sanguineo y la
consecuente disminucion de oxigeno (hipoxia) y
nutrientes. La reperfusion posterior corresponde a
restablecer el aporte sanguineo perdido durante la
isquemia. Este proceso de Isquemia/Reperfusion
(I/R) es a veces necesario en ciertos procedimientos
quirurgicos, como trasplantes o intervenciones bajo
exclusion vascular, lo que causa dano que puede
llegar a ser irreversible [1]. En este caso particular,
analizaremos el efecto de la I/R en el higado.

La disminucion en la concentracion de oxigeno gatilla
una serie de mecanismos en el higado los cuales
generan tanto inflamacién como estrés oxidativo [1,
2]. Se define estrés oxidativo como el desequilibrio
entre la produccion de especies reactivas del oxigeno
(EROS) producto del metabolismo, y la detoxificacion
correspondiente de estos compuestos mediante
antioxidantes. Cuando la cantidad de EROS es mayor,
estamos en presencia de estrés oxidativo [1, 2, 3].

El dano por I/R en el higado se produce en 2 fases.
Una fase temprana, en donde la hipoxia activa al
sistema del complemento, que activa a las células de
Kupffer (macrofagos del higado), los cuales poseen
actividad NADPH oxidasa que cataliza la oxidacion
del NADPH, generando diversos EROS, como anidn
superoxido (02 -), peroxido de hidrogeno (H202)
y radical hidroxilo (.OH). Ademas las células de
Kupffer liberan mediadores proinflamatorios como
interleuquinas (IL-6, IL-1) o el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). Luego hay una fase tardia en
la cual se reclutan neutrodfilos polimorfonucleares
(PMN), atraidos por las interleuquinas, los cuales a
su vez aumentan el estrés oxidativo mediante una
mayor produccion de EROS [1, 2, 3].

En estudios anteriores se ha descrito que periodos
de isquemia breve logran una proteccion y una mejor
respuesta del higado ante una posterior isquemia
prolongada. A este fendmeno se le denomina
preacondicionamiento isquémico, efecto que seria
gatillado principalmente por la induccién de un

estrés oxidativo moderado que conlleva a activacion
de factores de transcripcion sensibles al estado
redox celular que regulan la expresion de proteinas
citoprotectoras que reducen el estrés oxidativo
hepatico gatillado porla I/R y el dafoinducido [1, 3, 4].

En nuestro laboratorio se ha descrito que la hormona
L-3,3,5-triyodotironina (T3), asi como los &cidos
grasos poli-insaturados omega—3, que son capaces de
generar estrés oxidativo moderado, preacondicionan
al higado ante la I/R mediante la recuperacion de la
actividad de union a DNA del factor de transcripcion
sensible al estado redox NF-kB, la cual disminuye en
la reperfusion tardia [5,6].

Recientemente se describid que el hierro (Fe)
subcrénico también genera hepatoproteccion, pero
se desconoce el mecanismo mediante el cual lo logra
[7]. Considerando que el Fe subcrdnico genera estrés
oxidativo hepatico moderado, el objetivo principal
de este proyecto es evaluar su participacion en el
preacondicionamiento inducido por Fe.

Para este fin, en este estudio se evaluaran
parametros de dafo hepatico frente a la I/R en ratas
preacondicionadas con Fe, previamente tratadas
con N-acetil-cisteina, un potente antioxidante que
suprimirad el estrés oxidativo moderado inducido
por Fe en nuestros animales de experimentacion.
Nuestra hipotesis es “la administracion de hierro
(Fe) subcronico a ratas previamente tratadas
con el antioxidante N-acetilcisteina, no produce
hepatoproteccion frente a la Isquemia Reperfusion
debido a la eliminacion del estrés oxidativo hepético
moderado inducido por Fe”.

Nuestro objetivo general fue evaluar parametros
de dano hepatico ante un procedimiento de I/R en
ratas previamente tratadas con el antioxidante N-Acetil
Cisteina y a las que se les ha administrado hierro
(Fe) subcronico. Para ello se evalud la arquitectura
hepéatica en preparados histologicos de los higados
de los animales de experimentacion, para observar
la presencia o ausencia de dafio, como también la
actividad sérica de transaminasas (GOT y GPT), las
cuales debidoa suliberacion desde el higado ante lesion
por I/R, sirven como indicadores del dafio hepatico [7].



Materiales y métodos

1) Animales de experimentacion: Ratas de la cepa
Sprague-Dawley (Bioterio Central, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile), alimentadas ad
libitum (Champion), con libre acceso al agua vy
en mantenidas en ciclos de luz-oscuridad de 12
horas, fueron dividas en 8 grupos experimentales,
conformados por 3 animales cada uno. Previo a la
administracion del Fe-dextrano (30 minutos) los
animales fueron pretratados por via intraperitoneal
(i.p.) con NAC (1g/kg) o con dosis isovolumétricas de
solucion salina (controles de NAC). El Fe-dextrano
(50mg/kg) o dosis isovolumétricas de solucion salina
(controles de Fe) fue administrado en 6 dosis i.p.
aplicadas dia por medio. La I/R (1 hora de isquemia
y 20 horas de reperfusion) y laparotomia media sin
isquemia (control de I/R o sham) fueron realizadas 72
horas después de la ultima dosis de Fe.

2) Grupos experimentales:
A. Control-salino: recibio 2 dosis de solucion salina
y luego sera sometido a cirugia sham

B. Control-I/R: recibid solucién salina (2 dosis) y
luego sera sometido a I/R

C. Fe-sham: recibio solucidn salina y Fe-dextrano y
luego sera sometido a cirugia sham

D. Fe-I/R: recibio solucion salina y Fe-dextrano y
luego sera sometido a I/R
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E. NAC-control-sham: recibio una dosis de NAC,
una dosis de solucion salinay luego sera sometido
a cirugia sham

F. NAC-control-I/R: recibio una dosis de NAC, una
dosis de solucion salinay luego sera sometido a I/R

G. NAC-Fe-sham: recibio una dosis de NAC, una dosis
de Fe-dextranoy luego serd sometido a cirugia sham

H. NAC-Fe-IR: recibié una dosis de NAC, una dosis
de Fe-dextrano y luego sera sometido a I/R

La Tabla 1 resume el tratamiento y distribucion de los
8 grupos experimentales.

3) Protocolo quirurgico:

Tanto la I/R como la cirugia sham se realizaron
con técnica aséptica, sobre un calentador para
asegurar el mantenimiento de una temperatura
corporal adecuada, previo a las cuales los animales
fueron anestesiados con 1mlL/kg de clorhidrato de
zolazepam (25 mg/ml) y clorhidrato de tiletamina
(25 mg/ml) (Zoletil 50; Virbac S/A, Carros, Francia).
La I/R se realizd mediante laparotomia media,
para visualizar la triada portal (vena porta, arteria
hepética y conducto colédoco) y luego ubicar un
clip Schwartz (Fine Science Tools, Vancouver, BC,
Canada) en la bifurcacion del pediculo hepatico
que irriga los l6bulos medios y lateral izquierdo, el
cual se mantuvo durante una hora, obstruyendo el

Tabla 1. Grupos experimentales y respectivos tratamientos

Grupos NAC Preacondicionamiento* Cirugia Sham Isquemia-Reperfusion™**

A Control Sham - Sin Fe X

B Control I/R - Sin Fe X

C Fe-Sham - Con Fe X

D Fe-I/R - Con Fe X

E NAC-Control-Sham + Sin Fe X

F NAC-Control-I/R + Sin Fe X

G NAC-Fe-Sham + Con Fe X

H NAC-Fe-I/R + Con Fe %

* 6 dosis

** 1 hora de isquemia y 20 horas de reperfusion
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flujo sanguineo y provocando isquemia. Luego de
cerrar la cavidad abdominal, se dejo a los animales
en recuperacion durante el periodo de reperfusion,
el cual tuvo una duracion de 20 hrs. Al término del
periodo de reperfusion se extrajo muestras de sangre
por puncion cardiaca, las cuales fueron centrifugadas
para obtener el suero en el que posteriormente se
evalud las actividades de las transaminasas GOT vy
GPT. Asi también después del periodo de reperfusion,
se obtuvo muestras de los ldbulos hepaticos
sometidos a IR, las cuales fueron fijadas en formalina
y luego tenidas con hematoxilina-eosina para evaluar
cambios morfologicos hepaticos.

4) Evaluacion de dafio hepatico:

* Analisis morfoldgico de cortes de higado tefiidos con
hematoxilina-eosina, mediante microscopia optica.
Este estudio fue realizado por un patdlogo, el cual
evalud cualitativamente la presencia de inflamacion,
necrosis y alteracion de la citoarquitectura del tejido
hepatico.

¢ Actividad sérica de transaminasas: Se utilizd kits
comerciales (Biomerieux SA, Marcy [|'Etoile, Francia)
los cuales evaluan estas enzimas mediante las
siguientes reacciones:

(i) Reaccion catalizada por GPT:

alanina + a-cetoglutarato ¢ piruvato + glutamato

la cual se acopla a la reaccion catalizada por LDH

(lactato deshidrogenasa):

piruvato + NADH <5 NAD+ + Lactato

(ii) Reaccion catalizada por GOT:

aspartato + a-cetoglutarato ¢ oxalacetato +
glutamato

la cual se acopla a la reaccion catalizada por MDH
(malato deshidrogenasa):

oxalacetato + NADH ¢ NAD+ + malato

En ambos casos se evalud espectrofotométricamente
(340 nm), la velocidad de oxidacion del NADH, siendo
ésta equivalente a la velocidad de las reacciones
catalizadas por GPT y GOT.

5) Analisis Estadistico:
Los resultados fueron expresados como promedios
+ SEM (error estdndar de la media) (U de

actividad enzimatica/L de suero). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas
mediante ANOVA unidireccional seguido del test de
Newman—Keuls’.

El presente estudio conté con la aprobacidon del
comité de Bioética de la Facultad de Medicina sobre
investigacion en animales (N2 CBA 0381 FMUCH).

Resultados

Las histologias de los grupos experimentales
sometidos alos procedimientos descritos se muestran
en la figura 1. El analisis de la presencia de parametros
de dafio hepatico considerd zonas de necrosis,
signos de inflamacion, evidenciada en infiltracion de
linfocitos polimorfonucleares (PMN), y alteracion de
la estructura histologica hepatica normal. En relacidn
a animales no sometidos a I/R o controles (figuras
1A y 1 D), cuyas histologias muestran arquitectura
hepatica normal sin signos de necrosis o inflamacion,
los animales no preacondicionados y sometidos
a I/R (grupos salino-I/R y NAC-salino-I/R, figuras
1 B y 1E respectovamente), se observd amplias
zonas de necrosis, infiltracion de PMN vy alteracion
del tejido normal. En comparacion con el grupo
preacondicionado con Fe (grupo Fe-IR, figura 1C), estos
parametros se vieron significativamente reducidos,
lo cual evidencia la proteccion hepatica inducida
por Fe. Considerando las histologias obtenidas del
grupo pretratado con NAC, seguido de Fe (grupo
NAC-Fe-IR, figura 1 E) las histologias observadas
resultaron similares a las de los grupos salino-IR y
NAC-salino-IR, siendo significativamente diferentes a
las del grupo Fe-IR, lo cual confirma la supresion por
parte del NAC del estrés oxidativo transiente y del
preacondicionamiento inducido por Fe.

En cuanto a las transaminasas séricas, los resultados
mostraron que ambas transaminasas son disminuidas
significativamente por el preacondicionamiento
con Fe (figuras 2 A y B), efecto que es eliminado en
animales pretratados con NAC, ya que no existen
diferencias significativas entre los grupos NAC-salino-
IR y NAC-Fe-IR, lo cual muestra una vez mas que el
preacondicionamiento ha sido eliminado frente a la
eliminacion del estrés oxidativo.
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Figura 1: Histologias hepdticas luego de la I/R Efecto de la administracion de NAC en animales no preacondicionados y
preacondicionados con Fe. Cortes hepdticos representa-tivos de ratas (A) salino-sham, (B) salino-IR, (C) Fe-IR, (D) NAC-

salino-sham, € NAC-salino-IR, (F) NAC-Fe-IR (tincion con hematoxilina-eosina en 4 animales por grupo experimental ;

aumento x20).

Discusion

Actualmente, se conocen diversas estrategias de
preacondicionamiento hepatico, entre las cuales
se encuentran la hormona T3 (triyodotironina),
los acidos grasos poli-insaturados omega-3 [5,6],
y periodos breves de isquemia [3,4]. La Unica que
actualmente se usa enclinica es la Ultima mencionada,
a pesar de que su utilizacién es muy controvertible.
Las dos primeras tienen un gran potencial para ser
aplicadas en clinica, pero su estudio en humanos
aun no se lleva a cabo. A esto se suma el hallazgo
de las propiedades preacondicionantes del hierro
[7], lo cual amplia la gama de posibilidades de uso
de estas estrategias en procedimientos quirurgicos.
Sin embargo, para que esto sea aplicable se debe
conocer el mecanismo mediante el cual actian estos
compuestos, y mas aun en este caso, necesitamos
conocer si funcionan a través de un mecanismo en

comun, el cual podria ser la produccion de estrés
oxidativo transiente. Las estrategias mencionadas
generan preacondicionamiento hepatico mediante la
produccidn de estrés oxidativo transiente [1, 3], y en
base a los resultados de este estudio se confirma la
misma condicion para el protocolo con hierro.

Estoultimo puedeconfirmarsealanalizarlosresultados
obtenidos. Al analizar los cortes histoldgicos, pudo
apreciarse que el grupo Fe-IR presenté dafios mucho
menores que el grupo NAC-Fe-IR, debido a que el
primero presentaba hepatoproteccion frente al dafo
por IR generado por el preacondicionamiento con
Fe, mientras que el segundo grupo carecia de esta
proteccion. El Fe genera estrés oxidativo transiente
y hepatoproteccion, en el grupo experimental Fe-
IR, pero por accion del NAC se elimina el estrés
oxidativo (grupo NAC-Fe-IR) y al mismo tiempo la
hepatoproteccion. Esto da un indicio de que el Fe
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Figura 2. Efecto de la administracion de NAC sobre los niveles séricos de GOT y GPT, posterior a la I/R en animales
preacondicionados con Fe (A y B) y pretratados con NAC, sequido de Fe (Cy D). Los valores corresponden al promedio +
SEM para 4 a 6 animales por grupo experimental. Los valores estadisticamente diferentes (p<0.05) se indican por letras

sobre las barras.

actia mediante la generacion de estrés oxidativo
transiente, ya que la supresion de éste mediante
NAC suprimid también el preacondicionamiento, y
por ende no se pudo evitar el dafio observado en las
histologias.
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