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La lesion corriente de isquemia v reperfusion hepdticas nor-
motérmicas ha sido investigada a través de varios modelos
experimentales en perros. La intensidad de necrosis hepa-
tocitica ha sido admitida como proporcional al tiempo de
isquemia y a la cantidad de higado desvascularizado. En el
presente trabajo, un modelo de isquemia y reperfusion he-
pdticas en perros fue evaluado a través de enzimas indicati-
vas de necrosis hepatocelular. Veinte perros mestizos con
peso corporal de 15.25 + 1.25 kilos, bajo anestesia general,
Sfueron agrupados de la siguiente manera: 1- Grupo test
(n=10), los animales fueron sometidos a desvascularizacién
hepdtica del 70% durante noventa minutos, con descompre-
sion venosa espldcnica a través de los lobulos lateral dere-
cho y caudado, seguido de revascularizacion del higado.
2- Grupo control (n=10), los perros fueron sometidos a
operacion simulada. Se determinaron las concentraciones
séricas de asparato aminotransferasa, alanino aminotrans-
ferasa, deshidrogenasa ldctica, 5 minutos antes de la
isquemia (To), 5 minutos antes de la revascularizacion (T1),
1 hora (T2) y 5 horas (T3) después de la revascularizacion
hepdtica, en la sangre de la vena cava inferior, a nivel de la
auricula derecha. Con una seguridad del 95%, los resultados
demostraron que: a) En el periodo de isquemia no se detec-
16 alteracion alguna significativa en las concentraciones de
aspartato aminotransferasa, alanino aminotransferasa,
deshidrogenasa ldctica. b) Después de la reperfusion hepdti-
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ca, hubo aumento significativo v persistente de los niveles de
estas enzimas. Los resultados son indicativos de que el tiem-
po de isquemia y el volumen de higado desvascularizado
Jueron capaces de producir la necrosis hepdtica buscada.

INTRODUCCION

La utilizacién de perros sobre todo cuando se someten a
medios de descompresién venosa esplacnica, facilita la
investigacién de isquemia hepatica normotérmica por perio-
do de tiempo prolongado (15, 19, 34, 35, 53, 58, 59).

Las lesiones de isquemia y reperfusién hepéticas han sido
evaluadas mediante las enzimas comunes de citélisis hepa-
to-celular, tales como: Aspartato aminotransferasa (AST),
Alanino aminotransferasa (ALT), y la Deshidrogenasa lacti-
ca (DL).

La intensidad de estas lesiones han sido relacionadas no s6lo
por la cantidad de parénquima hepatico sometido a hipoxia
tisular, sino también al tiempo de isquemia (14, 47, 53, 58).

El lapso de 90 minutos de isquemia hepdtica ha sido admiti-
do como suficiente en experimentos in vivo, para ocasionar
liberacién significativa de enzimas hepatocelulares, indicati-
vas de citdlisis, asi como también para producir lesién his-
toldgica del tipo Necrosis 46. Tal periodo ha sido admitido
como suficiente para la realizacion de resecciones hepaticas
complejas y de anastomosis vasculares durante el trasplante
de higado (4, 31).

En el presente estudio, en el modelo propuesto, la cantidad
de tejido hepatico sometido a isquemia, estimada entre el 70
y €l 75% del total,representada por la suma de los 16bulos
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hepaticos (LMD, LQ, LME, LLE y PPCC) (13, 22, 41, 42,
44, 54); podria simular guardadas las diferencias en cuanto
a la preservacion del Organo, situacién verificada en el
trasplante hepatico (2, 7, 8, 10-12, 20, 25, 43, 50, 60).

El presente trabajo, etapa inicial de un proyecto de estudio
sobre isquemia y reperfusion hepdticas, pretende en esencia,
investigar en un modelo propuesto para perros, resultados
de concentracion de AST, ALT y DL, antes y después de la
induccion de 90 minutos de isquemia, seguida de reper-
fusién hepatica.

MATERIALES Y METODOS

Veinte perros mestizos de ambos sexos con peso corporal de
1525 £ 1.21 kg, bajo induccién con Tiopental (4 a 6
mgr/kg), fueron intubados y sometidos a respiracion contro-
lada con volumen corriente de 15 mL/kg, Fi0, de 21% y
frecuencia respiratoria de 16 ciclos/mto. La anestesia gene-
ral fue manejada con Cetamina (1 a 2 mg/kg) y Pancuronio
(0.1 a 0.2 mg/kg) por via i.v. Después de abrir la cavidad
peritoneal, los animales fueron distribuidos en dos grupos
experimentales:

GRUPO TEST (n=10). Los ligamentos hepato-renal, trian-
gular izquierdo, falciforme y gastrohepdtico fueron des-
conectados del higado. El colédoco, las arterias hepaticas
comin y gastroduodenal, asi como la rama izquierda de la
vena porta fueron incluidos, produciéndose de este modo la
exclusién vascular normotérmica de los lébulos medial
derecho (LMD), cuadrado (LQ), medial izquierdo (LMI),
lateral izquierdo (LLI) y el proceso papilifero del 16bulo
caudado (PPLC), por un periodo de 90 minutos; durante este

70%

Figura 1. Representativa del modelo realizado: VCI, vena
cava inferior; LC, lébulo caudado; LLD, lébulo lateral
derecho; LMD, lobulo medial derecho; LQ, l6bulo cuadra-
do; LME, [6bulo medial izquierdo;, LLE, l6bulo lateral
izquierdo;, AH, arteria hepdtica; VP, vena porta; VE, vena
esplénica.

periodo, la descompresion del territorio venoso espldcnico
fue realizada por la rama derecha de la vena porta, a través
del 16bulo derecho y del proceso caudado del 16bulo cuadra-
do, sometidos apenas a la interrupcién del flujo arterial
(Figura 1).

El flujo sanguineo al higado era restablecido y, luego de la
reperfusion, se procedia a la exclusion vascular de los 16bu-
los hepaticos utilizados para descompresién espldcnica.
Después de esos procedimientos, estos l6bulos eran reseca-
dos, cauterizdndose la superficie hepética con bisturi de
argén.

GRUPO CONTROL (n=10). En este grupo, los animales
fueron sometidos solamente a diseccidn y aislamiento de los
elementos anatémicos del pediculo hepatico.

En todos ellos se investigaron en forma sistemdtica, niveles
de concentracion de aspartato aminotransferasa (AST -
U/L), alanino aminotrasnfersa (ALT - U/L) y deshidrogen-
sasa lactica (DL - U/L), determinados a 5 minutos de isque-
mia (T0), 5 minutos antes de la reperfusién hepatica (T1),
y 15 minutos (T2), 1 hora (T3), 3 horas (T4) y 5 horas (T5)
después de la reperfusion del higado.

Las concentraciones de las ALT y de las AST fueron dosifi-
cadas por el método de Reitman y Frankel, y las concentra-
ciones de las DL por el método de Whitaker, en muestras de
sangre obtenidas de la cava inferior a nivel del atrio derecho,
siendo los resultados expresados en U/L.

En el anilisis estadistico realizado con los datos de AST*,
ALT* y DL*, se procedié a la aplicacién del Test "t" de
Student del modo intragrupo e intergrupo. En todo el estudio
estadistico el nivel de confiabilidad escogido fue del 95%.

El experimento fue conducido, aplicandose los principios
del cédigo de ética para investigaciones biomédicas en ani-
males, de la OMS**,

RESULTADOS

1. Periodo de isquemia (90 minutos). No se evidenciaron
alteraciones significativas entre los niveles medios de las
concentraciones de AST, ALT y DL, tanto en el andlisis
comparativo intragrupo como en aquel realizado entre
los grupos, durante el perfodo de isquemia hepdtica
(Tablas 1,2y 3).

2. Periodo de reperfusién (5 horas). En el grupo test,
después de la reperfusion hepatica, se encontré que a
partir del tiempo T2 (15 minutos post-reperfusién) hubo
aumento significativo de las concentraciones de AST,
ALT y DL, si tomabamos como comparacién los niveles
medios obtenidos en el tiempo T1 (5 minutos antes de la

*  Los valores de las medidas de concentraciones del aspartato amino-
transferasa y alanino aminotransferasa, fueron inicialmente transfor-
mados en logaritmos neperianos para la obtencién de distribuciones
Gaussianas y ulterior aplicacion del rest "t".

** Howard Jones, N. Acioms: Ethical code for animal experimentation.
WHO Chronicle 1985; 39(2): 51-6.
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reperfusion) (Tabla 1). En este mismo cuando se com-
paré los medios de las concentraciones de estas enzimas,
obtenidos en los tiempos T4 y TS, con aquellos verifica-
dos en el tiempo T3, no hubo demostracién de diferen-
cias estadisticamente significativas (Tabla 1).

En el grupo control, cuando se procedié a la comparacion
entre los niveles medios de las concentraciones de AST, ALT
y DL, obtenidos en los tiempos estudiados después de la
reperfusion hepatica (T2, T3, T4 y T5) con las medidas de los
valores obtenidos antes de la reperfusion ("t") no se eviden-
ciaron alteraciones estadisticamente significativas. Excepto
en relacion con AST, en la quinta hora (TS) (Tabla 2).

Durante la fase de reperfusion hepitica, el andlisis compara-
tivo realizado con los experimentos del grupo fest, evidencié
aumentos significativos de los valores medios de las con-
centraciones de AST, ALT y DL, cuando se compararon con
aquellos determinados, en tiempos correspondientes, en los
experimentos del grupo control (Tabla 3).

DISCUSION

Enzimas citoplasmdticas capaces de expresar lisis celular,
han sido estudiadas en modelos experimentales de isquemia
y reperfusion hepdticas siendo consideradas, por tal pro-

piedad, como marcadores de lesién de reperfusion hepdtica.
Tales estudios incluyen referencias sobre el aspartato amino-
transferasa y/o alanino aminotransferasa (1, 5, 6, 8, 11, 14,
17, 28, 21, 24, 26, 27, 29, 30, 33, 36-38, 40, 41, 45, 47, 50,
52,57, 59, 60, 61, 63), bien sobre la deshidrogenasa lactica
(14, 17, 21, 26-28, 35, 36, 52, 57, 60), en grandes resec-
ciones hepaticas practicadas en humanos (16, 31, 32, 41, 51)
y en trasplantes de higado, clinicos o experimentales (3, 9,
23, 37, 39, 40, 44, 48, 49, 56, 62); las aminotransferasas
séricas también han sido utilizadas para calificar la intensi-
dad de isquemia ocurrida.

Las aminotrasnferasas, junto con otros indicadores como las
bilirrubinas, volumen de bilis producida y disturbios de
coagulacién, han sido usados con el objeto de valorar la
funcién inmediata del injerto hepdtico de trasplantes clini-
cos, reconociéndose que niveles enzimaticos por encima de
3.000 UI/L son indicativos de ausencia de funcion, y niveles
de 2.000 UI/L sugieren disfuncién primaria del injerto.

En el presente trabajo, la sangre para determinacion de las
concentraciones de las enzimas estudiadas, fue tomada de la
vena cava inferior supra-hepdtica de los animales, utilizan-
dose para eso, el catéter de determinacion de presion venosa
central, pues ha sido recomendado como el mas adecuado

Tabla 1. Anélisis comparativo intragrupo (.) realizado entre las medias de los valores de las concentraciones del aspartato
aminotransterasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) y deshidrogenasa lactica (DL), en sangre venosa de perros,

obtenidos por los experimentos del Grupo Test.

G Parametros Tiempos
Ty 5 min T, S min T, 15 min T; 1 hora T, 3 horas Ts 5 horas
R Preisquemia Prereperfusion Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion
U 4,137 4,580
ATS* + 0,454 + 0,539 . . . .
P 4,580 5,312 6,4477 6,713 6,775
+ (0,539 + 0,831 + 1,199 + 1,139 + 1,218
0 6,477 6,713 6,775
+ 1,199 + 1,139 + 1,218
3,948 4,281
T + (0,295 + (0,531
ALT* 4281 5,685° 6,872° 7,171° 7,461°
E + (0,531 + 1,094 + 1,099 + 1,080 + 1,004
S 6,872 7,171 7,461
+ 1,099 + 1,080 + 1,004
T 204,500 198,910
+ 76,754 + 139,801
DL (U/L) 198,910 650,550°  1582,930° 1764,660° 1694,756°
- 10 + 139,801 + 545,976 + 1682,565 + 1634,308 + 1433,549
(n=10) 1582,930 1764,660 1694.756
+ 1682,565 + 1634,308 + 1433,549

Periodo de isquemia

Periodo de reperfusion

* Valores expresados en logaritmos.
" p <005
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para la obtencién més precisa de componentes del flujo he-
patico (10, 12, 60), evitando o minimizando de este modo
los inconvenientes propios de las tomas realizadas en sangre
pariférica.

En los grupos experimentales estudiados, cuando el asparta-
to aminotransferasa, el alanino aminotransferasa y la
deshidrogenasa lactica fueron analizados durante el periodo
de 90 minutos de isquemia hepatica, mediante comparacién

entre la media de los valores de esas enzimas obtenidos en el
tiempo T1 y la media de los valores obtenidos en el tiempo
TO, no se demostré la existencias de diferencias estadistica-
mente significativas entre ellas, lo que sugiere que las con-
centraciones de esas enzimas permanecieron inalteradas
durante ese periodo, posiblemente como resultado del flujo
sanguineo inexistente o minimo en el drea del higado
sometida a isquemia (Tablas 1, 2 y 3). Otros autores también
hacen referencia de hallazgos de ese tipo (17, 37, 55).

Tabla 2. Andlisis comparativo intergrupo (¢} realizado entre las medias de los valores de las concentraciones del aspartato
aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) y deshidrogenasa lactica (DL), en sangre venosa de perros (en U/L),

obtenidos por los experimentos del Grupo Control.

G Tiempos
R . Ty 5 min T; 5 min T, 15 min T3 1 hora T4 3 horas Ts 5 horas
Parametros ) 3 3 3

U Preisquemia Prereperfusiéon Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion
P
o 4,070 4,205

ATS* + 0,374 + 0,340
S 4,205 4238 4,259 4,457 4,539°
N + 0,340 + 0,408 + 0,384 + 0,286 + 0,363
T ALT* 3,965 4,060 3,982 4,183 4,424 4514
g + 0,642 + (0,632 + 0,673 + 0,581 + 0,604 + 0,731
L DL (U/L) 200,120 219,410 212,900 187,240 219,050 165,470

+ 66,415 + 68,798 + 60,585 + 69,546 + 71,176 + 64,073
(n=10)

Periodo de isquemia

Periodo de reperfusiéon

* Valores expresados en logaritmos.
*p<005

Tabla 3. Andlisis comparativo intergrupo (+) realizado entre las medias de los valores de las concentraciones del aspartato
aminotransferasa (AST), alanino aminotransterasa (ALT) y deshidrogenasa lactica (DL) en sangre venosa de perros (en U/L),

obetnidos por los experimentos de los Grupos Test y Control.

G Tiempos
R . Ty S min T; S min T, 15 min T; 1 hora T, 3 horas Ts 5 horas
U Parametros N ! 2 3 4 S
P Preisquemia Prereperfusion Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion Posreperfusion
0 ATS* 4,137 4,580 5,312 6,477 6,713 6,775
T + 0,454 + (0,539 + 0,831 + 1,199 + 1,139 + 1,218
E ALT* 3,948 4,281 5,685 6,872 7,171 7,461
T + 0,295 + 0,531 + 1,094 + 1,099 + 1,080 + 1,004
DL (U/L) 204,500 198,910 650,550 1582,930 1764,660 1694,756
(n=10) +76,754 £ 139,801 + 545976 =+ 1682,565 + 1634,308 + 1433,549
C ATS* 4,070 4,205 4,238 4,259 4,457 4,539°
g + 0,374 + 0,340 + (0,408 + 0,384 +(),286 + 0,363
T ALT* 3,965 4,060 3,982 4,183 4,424 4,514
R + (0,642 +(,632 + 0,673 + 0,581 + 0,604 + 0,731
(B DL (U/L) 200,120 219,410 212,900 187,240 219,050 165,470
+ 66,415 + 68,798 + 60,585 + 69,546 + 71,176 + 64,073
(n=10) PERIODO DE ISQUEMIA PERIODO DE REPERFUSION

* Valores expresados en logaritmos.
*p<0,05.
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Asi Souza y cols, en estudio de necrosis hepdtica aguda
inducida en perros por isquemia vascular en dos tiempos,
observaron niveles de aminotransferasa inalterados en la
sangre venosa periférica de los animales, atribuyéndose este
resultado a probable inexistencia o existencia minima de flu-
Jjo sanguineo hepatico, que impediria el transporte de esas
enzimas del higado hacia la vena cava inferior (55). Esos
autores sugieren ademads, que tal posibilidad llegaria a ocu-
rrir aun en presencia de vias sanguineas accesorias al higa-
do, siempre y cuando que tales vias fuesen de poca impor-
tancia en cuanto al flujo sanguineo en ellas presente, al
punto de no estar capacitadas para facilitar el paso de esas
enzimas, en cantidades detectables desde el higado hacia la
circulacién sistémica, en tiempos cortos de sobrevida (55).

En los experimentos, cuando se procedié al estudio intra-
grupo entre las medias de los valores de cada enzima estu-
diada, obtenidos en los tiempos después de la reperfusion
hepdtica, y las medias de los valores de esas enzimas
obtenidos 5 minutos antes de la reperfusién (T1), se com-
probd que a partir de los 15 minutos de iniciada la reper-
fusién (T2), ocurrieron aumentos estadisticamente significa-
tivos (Tabla 1). En ese mismo grupo, la comparacién entre
cada una de las medias de los valores de la aminotransferasa
obtenidos en el tiempo T4 y T5, y la media de los valores de
esas enzimas obtenidos en el tiempo T3, no demostré que
ocurrieran diferencias estadisticamente significativas (Tabla
1). El nivel maximo de elevacién de esas enzimas ocurrié en
el tiempo T3, permaneciendo estable hasta el final de las
verificaciones. El mismo estudio en relacién con la deshi-
drogenasa lactica, demostrdé que esta enzima presenté resul-
tados semejantes a los obtenidos con las aminotransferasas
(Tabla 1).

En el grupo control, el estudio comparativo entre cada una
de las medias de los valores de las enzimas analizadas,
obtenidos en los tiempos programados para el estudio
durante la fase de reperfusion del higado y la media de los
valores de las referidas enzimas obtenidos en el tiempo T1,
no demostré diferencias estadisticamente significativas,
excepto con relacion a la AST en la quinta hora (Tabla 2).

El andlisis comparativo realizado entre los experimentos del
grupo fest y los del grupo control, demostré la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, con
relacién a las concentraciones de AST, ALT y DL, durante el
periodo de isquemia hepatica, diferente a lo encontrado con
relacidon a este pardmetro durante la fase de reperfusion
(Tabla 3).

Los aumentos de esas enzimas verificados en los tiempos
programados para el estudio durante el periodo de reper-
fusién en los experimentos del grupo test (Tabla 1), pudieron
haber sido provocados no solamente por el transporte de las
referidas enzimas del higado lesionado hacia la vena cava
inferior durante la recirculacién del érgano, ademds de la
accion agravante de la propia reperfusion sobre el tejido
hepdtico ya lesionado por la efectiva isquemia inducida. A
propdsito, Wu y cols, refieren que las enzimas liberadas por
el higado isquémico alcanzan el nivel maximo en la sangre
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a los 30 minutos después de iniciada la reperfusién, mante-
niendo valores adn elevados hasta los 120 minutos de este
perfiodo. Para esos autores esto representaria evidencia de
liberacién de enzimas producidas durante el periodo de
isquemia hepatica (62). Tales observaciones permiten
deducir que en esas circunstancias, los altos niveles de en-
zimas después de 120 minutos de recirculacion del higado
pudieran estar relacionados con la lesién inducida por reper-
fusion.

El nivel mdximo de elevacion de las aminotransferasas y de
la deshidrogenasa lactica en el modelo experimental de
isquemia y reperfusion del higado, al igual que en la clinica,
parece variar de acuerdo con la especie animal utilizada en
el estudio, como también con el tipo y la duracién de la
isquemia inducida. Asi, Peng y cols, estudiando el compor-
tamiento de las enzimas citoliticas en ratones sometidos a
isquemia y reperfusion hepéticas, encontraron niveles maxi-
mos de la concentracion de la ALT en la tercera y quinta
hora post-perfusion (50). En esos animales los autores com-
probaron que no obstante los niveles de esta enzima descen-
dieron después de esos tiempos, permanecieron adn eleva-
dos 24 horas después de la recirculacién (50). Tomizawa y
cols., estudiando ese aspecto en perros, obtuvieron niveles
méximos de ALT y DL a los 120 minutos después de inicia-
da la reperfusion hepatica (60). Helling y cols, en estudio de
isquemia hepatica regional efectuado en cerdos, compro-
baron que la AST alcanzé elevacién méaxima a los 30 minu-
tos de iniciada la recirculacién del érgano, seguida de caidas
a niveles que se mantuvieron elevados hasta por 24 horas de
la reperfusion (28).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, en lo que se
refiere a las enzimas séricas investigadas, permiten admitir
que el modelo experimental propuesto, fue capaz de inducir
isquemia hepdtica, evitando o minimizando la participacion
de vias colaterales accesorias en el suplemento sanguineo
del higado, ademads de la posibilidad de circulacién de san-
gre entre los I6bulos, debido a la disposicién anatémica de la
vascularizacion intrahepdtica. Esto pudo haber contribuido
para que la perfusion hepdtica indeseada no hubiese ocurri-
do o, en eventualidad diferente ,se hubiese efectuado con
flujo maximo, durante el periodo de isquemia inducida.

Es pertinente mencionar que la presencia de necrosis a la
Optica microscopica de manera significativa y progresiva en
los higados de los animales del grupo fest, es también indica-
tiva de que haya sido alcanzada la lesién de isquemia y
reperfusion hepaticas que se pretendia en la presente inves-
tigacion.

CONCLUSIONES

En las condiciones de experimentacién del presente trabajo,
no se encontraron aumentos significativos en las concentra-
ciones de AST, ALT y DL durante el periodo de isquemia
hepitica. Después de la reperfusion del higado ocurrieron
aumentos significativos y persistentes en los niveles de estas
enzimas.
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ABSTRACT

The ordinary ischemic lesion and the reperfusion normo-
thermic injury of the liver have been investigated in various
canine experimental models. The severity of hepatic necro-
sis has been shown to be proportional to the time length of
ischemia and to the volume of devascularized hepatic tissue.

We have studied a dog model of ischemia and reperfusion
by determination of the levels of enzymes related 1o hepatic
necrosis. Twenty mongrel dogs weighing 15.25 +/- 1.25 Kg
were subjected to general anesthesia and divided in two
groups: 1 - Test group (n=10), comprised by dogs under-
going devascularization of 70% of the hepatic parenchyma
for a ninety-minute period, with venous splanchic decom-
pression through the right lateral and caudate lobes,

followed by hepatic revascularization. 2- Control group
(n=10), dogs undergoing Sham operation. Determination of
serum levels of aspartate aminotranspherase, alanine
aminotranspherase, and lactic dehydrogenase were done 5
minutes prior to ischemia (10), 5 minutes before revascula-
rization (T1), I hour (T2) and 5 hour (T3) following revas-
cularization, in inferior caval blood samples taken at the
level of the right atrium. With a 95% confidence level, our
results demonstrated that: a) no significant change of
enzyme serum levels was detected during the period of
ischemia. b) following hepatic reperfusion there was a sig-
nificant and persistent rise in the enzyme serum levels. These
results are indicative that both the time of ischemia and the
bulk of devascularized liver parenchyma were capable of
producing the expected degree of hepatic necrosis.
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