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Analisis de sus efectos bioquimicos, histolégicos y
de diametro portal en ratas cirroticas
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Chronic intermittent hypoxia. Analysis of biochemical, histological and portal
diameter effects in cirrhotic rats

Introduction: Hepatic cirrhosis is a frequent cause of morbidity and mortality. On the other hand, in
Chile, the mining activities are associated with a significant amount of people alternating work periods in
high mountain settings with rest periods at sea-level settings, generating a pattern of chronic intermittent
hipoxia (CIH). Objective: To assess the histological effect on the liver and the biochemial consequences of
CIH in an experimental model for cirrhosis in rats. Methods: Histological, biochemical and portal diameter
alterations were assessed in Sprague-Dawley exposed to a model of cirrhosis induced by intraperitoneal
injection of carbon tetrachloride (CCl,). The rats were exposed to 24 h of 12% FiO, and 24 h of environ-
mental FiO, at sea level. Result: Rats exposed to CCl, developed cirrhosis. In the group of cirrhotic rats,
it was observed that CIH rats showed lower aminotransferase levels than the normoxic group, for both
enzymes (AST: 185 + 63 IU/L vs 554 + 440 IU/L; p < 0.05 and ALT: 137 £ 63 IU/L vs 602 £+ 497 IU/L; p
< 0.05). A higher portal diameter was found among the CIH cirrhotic rats compared to cirrhotic rats in the
normoxia group (normoxic cirrhotic: 74 £ 21 mm; hyperoxic cirrhotic: 66 £ 18 mm; normoxic control: 44 +
19 mm; p < 0.05). Conclusion: The present study suggests that CIH would have a potential liver-protective

role, although associated to increased portal pressure in cirrhotic rats.
Key words: Chronic intermittent hypoxia; portal hypertension; cirrhosis; animal models.

Introduccion

En Chile, la patologia hepatica constituye la segun-
da causa de muerte entre los 45 y 65 afos. Estadios
iniciales de la cirrosis hepatica son muchas veces
subclinicos, y pueden evolucionar con complicacio-
nes secundarias a hipertension portal o desarrollo de
hepatocarcinoma®. En estadios mas avanzados de la
enfermedad, los pacientes requieren trasplante hepa-
tico para mejorar sus expectativas de sobrevidaZ.

Esta situacion epidemiolégica se enmarca en un
pais en que la mineria representa la principal divisa,
constituyendo la fuente de trabajo para un importante
sector de la poblacion. Gran parte de los grandes ya-
cimientos se encuentra sobre los 2.800 metros sobre
el nivel del mar (m.s.n.m). La mayoria de sus trabaja-
dores utilizan sistemas de turnos, en los que alternan
varios dias de trabajo en altura y otros tantos de des-
canso en sus hogares (a nivel del mar o a baja altura),
sometiéndose a una condicion de hipoxia crénica

intermitente (HCI). Sus efectos han sido estudiados
principalmente en la regulacion cardiorrespiratoria y
su relacién con el fendmeno de apnea del suefio, sin
embargo, a nivel de funcion hepatica no hay datos
concluyentes®”.

Por un lado, la hipoxia podria producir dafio
hepatocelular mediado por el aumento de especies
reactivas de oxigeno con incremento del estrés oxi-
dativo®’12, Por otro lado, existe alguna evidencia de
que el pre-acondicionamiento hipdxico, dado por los
periodos de normoxia e hipoxia intermitente, modula
la expresion génica encargada de la apoptosis hepato-
celular y regula el estado redox mitocondrial***". Lo
anterior, tendria un rol protector en el contexto de una
hepatopatia crénica sometida a condiciones de hipoxia
intermitente. Igualmente la hipoxia se asociaria a
cambios tanto en la distribucion de flujos sanguineos
como en la funcion endotelial de diferentes territorios
vasculares*”*18-22 Todo ello, en conjunto, se traduciria
en variaciones de flujos y presion del territorio portal.
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No obstante lo anterior, existe escasa evidencia
en la literatura respecto de las posibles repercusiones
de la hipoxia cronica intermitente sobre la condicién
de cirrosis hepatica. Es por esto que se desarroll6 un
protocolo experimental evaluando las diferencias
bioquimicas, histopatoldgicas y de diametro portal en
ratas Sprague-Dawley en un modelo de cirrosis indu-
cida por tetracloruro de carbono (CCl,)* y sometidas
a condiciones de normoxia o de HCI.

Material y Métodos

El estudio de animales se realiza de acuerdo al
protocolo de Helsinki. \einte ratas macho Sprague-
Dawley fueron obtenidas del bioterio del Laboratorio
de Fisiologia del Departamento de Ciencias Biomé-
dicas de la Facultad de Medicina de la Universidad
Cat6lica del Norte. Todas iniciaron protocolo con un
peso 90-100 g y recibieron comida en pellet para rata
de laboratorio (Champion® S.A., division industrial,
Santiago, Chile) y agua ad libitum. El modelo de
cirrosis fue producido mediante la administracion de
tetracloruro de carbono 0,4 g/kg de peso corporal de
rata, administrado al 50%, 2 veces por semana, por
un periodo de 8 semanas. Durante todo el protocolo,
los animales fueron mantenidos en jaulas con tempe-
ratura (20° C) y luz controlada (12 h dia; 12 h noche).
Cumplido el protocolo, las ratas fueron divididas en 4
grupos segiin muestra la Tabla 1.

Protocolo de hipoxia crénica intermitente (HCI)

El modelo de hipoxia corresponde a hipoxia nor-
mobarica, en donde se reduce la fraccion inspirada
de oxigeno. Para ello se confeccionaron cilindros con
una mezcla certificada (12% FiO,, balance en Nitro-
geno, Indura- Chile). Los animales sometidos a HCI,
se dispusieron en una camara de acrilico a la que se
le administro a flujo constante una mezcla al 12% de
FiO, (5 L/m, este flujo es adecuado para desplazar
gases al interior de la cdmara y equilibrar en el interior
de ésta una fraccion de oxigeno equivalente a 12%).
El protocolo del estudio consistio en exponer a las
ratas (tratadas con CCl, y sin tratamiento con CCl,) de
manera intermitente a una hipoxia de 24 h, seguida de
24 h de normoxia durante 1 mes. Al final del protoco-
lo de HCI, los animales fueron sacrificados mediante
anestesia con hidratocloral (100 mg /kg peso corporal,
IP); se realizo apertura de cavidad abdominal y se ex-
puso la vena porta, la cual fue medida mediante el uso
de un caliper para vasos (vascular measuring ruler,
WPI®. Seguidamente, se tomd muestra de sangre de
vena cava inferior para analisis bioquimicos en suero
de transaminasa oxaloacética (GOT) y transaminasa
pirtvica (GPT), los cuales fueron procesados en un
multianalizador (Model 901, Hitachi®, Japén) y los
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resultados expresados en Unidades Internacionales
por litro (UI/L). Posteriormente, los animales fueron
sacrificados por exanguinacion.

Histologia

Las muestras de higado fueron tomadas de todos
los animales y fijadas en formalina al 10%, tampona-
da con buffer fosfato-salino pH 7,4. Se obtuvieron 4
cortes histoldgicos hepaticos de 6 mm de grosor, los
cuales fueron teflidos con hematoxilina eosina, reticu-
lo, tricrémico de Masson y hematoxilina. La esteatosis
fue medida utilizando un método semicuantitativo:
ausente (< 5%), leve (< 30%), moderada (30-60%) y
severa (> 60%). El criterio utilizado para fibrosis fue
score 0: sin fibrosis; score 1: fibrosis portal sin forma-
cion de septos; score 2: fibrosis portal con formacion
de escasos septos delgados; score 3: fibrosis portal con
presencia de numerosos septos delgados formando
pseudonddulos sin cirrosis franca, y score 4: fibrosis
severa (cirrosis)®. Para la actividad necroinflamatoria
se gradu6 como grado 0: sin actividad inflamatoria,
grado 1: actividad leve o minima, grado 2: actividad
leve, grado 3: actividad moderada y grado 4: activi-
dad severa de acuerdo al grado de inflamacion portal
y lobulillar y la evidencia de actividad de interfase y
necrosis focal®.

Los valores obtenidos fueron expresados como
promedio + desviacién estandar (DE), las diferencias
fueron analizadas con test de t (p < 0,05) mediante el
uso de Primer of Biostatistics.

Resultados

El andlisis macroscopico reveld que todos los
animales tratados con CCl,, presentaron higado con
aspecto macroscopico de cirrosis y aumento de la cir-
culacion colateral en territorio abdominal. Al evaluar
el diametro portal, éste fue mayor en las ratas tratadas
con CCL, sometidas a hipoxia respecto de las trata-
das con CCL, normoxicas (cirrdticas normoxicas: 74
+ 21 mm; cirréticas hipdxicas: 66 + 18 mm; control
normoéxico: 44 £ 19 mm; p < 0,05). Los dos grupos
de ratas con cirrosis presentaron diametros significa-
tivamente mayores que las ratas sin cirrosis. Entre los
grupos de ratas cirréticas el mayor diametro portal
se observo en las que habian sido sometidas a HCI
(Figura 1).

Tabla 1. Grupos asignados

Controles
Normoxia Hipoxia Normoxia
(Fi O, 12%)
n 3 3 7

Cirrosis (CCl, 50%)

Hipoxia

(Fi O, 12%)

7
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Figura 1. Comparacion de los didmetros portales entre los grupos de estudio.
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Figura 2. Comparacién del porcentaje de hematocrito entre los grupos de estudio.
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Figura 3. Comparacion de la concentracién de hemoglobina entre los grupos de estudio.
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Figura 4. Comparacion de los valores de transaminasas entre los grupos de estudio.

30

El anélisis histolégico, corrobor6 la presencia de
cirrosis en 100% de los higados de las ratas tratadas
con CCI,. No se observo presencia de infiltrado in-
flamatorio en ninguno de los grupos estudiados. Por
otro lado, se observé un mayor porcentaje de ratas
con presencia de esteatosis entre las cirrticas con
normoxia versus las que se habian sometido a hipoxia
intermitente (100% vs 50%; p < 0,05).

Los grupos sometidos a hipoxia presentaron mayo-
res niveles de hematocrito y hemoglobina en relacion
con los normdxicos. Esta diferencia fue estadistica-
mente significativa entre los controles hipoxicos y
normoxicos (hematocrito: 49,1% + 2 vs 45,1% + 3
p < 0,05; hemoglobina: 16,6 g/dL +1; 14,8 g/dL £ 1
p < 0,05. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos hipdxicos y normoxicos
de ratas cirréticas (hematocrito: 45,4 + 3% vs 44,3% +
4 p > 0,05; hemoglobina: 15,2 g/dL + 1 vs 14,1 g/dL £
1; p>0,05) (Figuras 2y 3).

La evaluacion de las transaminasas (GOT y GPT)
en los grupos cirréticos mostré que las ratas cirrdticas
(normdxicas e hipoxicas) presentaron mayores niveles
plasmaticos de ambas enzimas que los controles (p <
0,05) (Tabla 2).

Al comparar, en el grupo de ratas cirroticas, las di-
ferencias entre las sometidas a HCI con las normoxi-
cas, se puede observar que las con HCI presentaron
niveles de transaminasas menores que el grupo que
permanecio en condiciones de normoxia, para ambas
enzimas [(GOT: 185 + 63 UI/L vs 554 + 440 UI/L; p
< 0,05) (GPT: 137 £ 63 Ul/L vs 602 + 497 UI/L; p <
0,05)] (Figura 4).

Discusién

Los niveles de hematocrito y hemoglobina de los
animales controles sometidos a HCI reflejan la res-
puesta eritrocitaria generada por la condicion de hi-
poxia. El mecanismo probablemente involucrado es el
incremento de la sintesis factor inducido por hipoxia
(FIH), el cual modula la expresion de genes asociados
con una respuesta adaptativa a la falta de oxigeno, en-
tre los cuales, se encuentran el gen de la eritropoyetina
y el de la 6xido nitrico sintetasa®. En cambio, en los
animales cirréticos la condicion de HCI no produjo
un aumento en la poliglobulia adaptativa a la hipoxia.
Este efecto podria explicarse porque la cirrosis se aso-
ciaria a una menor capacidad de sintesis de eritropo-
yetina; desgraciadamente, nosotros no evaluamos en
esta investigacién la concentracion de eritropoyetina
en los diferentes grupos para confirmar esta hipotesis.

El hallazgo de un mayor diametro portal en las
muestras de ratas cirroticas sometidas a HCI podria
deberse a un hiperflujo hepatico compensatorio gene-
rado en condiciones de hipoxia. Esto se podria expli-
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Tabla 2. Comparacion de valores de transaminasas entre grupos cirréticos y controles

Controles
Normoxia Hipoxia
(Fi O, 12%)
n 3 3
GOT (UI/L) 749 £ 14 69,8 £ 10
GPT (UI/L) 55,6+ 5 602+ 5

car por posibles cambios en la distribucion de flujos
sanguineos y/o en cambios en la funcion endotelial
esplacnica o portal generada por la hipoxia. Sin em-
bargo, reconocemos como limitante de nuestro traba-
jo, no tener registros de presiones portales ni medicion
de flujos, por lo que no podemos inferir el significado
real ni los mecanismos exactos que explican nuestras
mediciones vasculares. Por otro lado, este aumento
de didmetro coincidié con una tendencia a la norma-
lizacion de los niveles de transaminasas de las ratas
cirréticas sometidas a HCI. Una posible explicacion
a esta situacion podria ser el pre-acondicionamiento
hipéxico, dado por los periodos de normoxia e hipoxia
intermitente previos que podrian haber modulado la
expresion génica encargada de la apoptosis hepato-
celular y regular el estado redox mitocondrial***’,
No obstante, no logramos identificar la presencia de
necrosis ni de infiltrados inflamatorios, por lo que se
desprende que la repercusion en la actividad histol6-
gica seria menor. En resumen, nuestros datos sugieren
que la hipoxia crénica intermitente tendria un posible
rol protector hepatico, pero asociado a probable incre-
mento de presion portal en los cirrdticos.

Resumen

Introduccién: La cirrosis hepatica es causa fre-
cuente de morbimortalidad. Por otro lado, en Chile, la
actividad minera se asocia a un gran nimero de perso-
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