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Cuando el higado era la casa del alma

En otros tiempos, mucho antes de que nacieran los cardidlogos y los letristas de boleros,
las revistas del corazén bien pudieron llamarse revistas del higado.
El higado era el centro de todo.
Segun la tradicion china, el higado era el lugar donde el alma dormia y sofiaba.
En Egipto, la custodia del higado estaba a cargo de Amset, hijo del dios Horus, y en Roma
quien se ocupaba de cuidarlo era nada menos que Jupiter, el padre de los dioses.
Los etruscos leian el destino en el higado de los animales que sacrificaban.
Segun la tradicidon griega, Prometeo robo para nosotros, los humanos, el fuego de los
dioses. Y Zeus, el mandamads del Olimpo, lo castigdé encadendndolo a una roca, donde un buitre
le comia el higado cada dia. No el corazon: el higado. Pero cada dia el higado de Prometeo

renacia, y ésa era la prueba de su inmortalidad.

Eduardo Galeano.
Espejos. Una historia casi universal.
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ANGLICISMOS.

e Blebs: protuberancias o burbujas en la superficie celular.

e Buffer: Es un sistema constituido por un acido débil y su base conjugada o por una
base y su acido conjugado que tiene capacidad "tamponante", es decir, que
puede oponerse a grandes cambios de pH (en un margen concreto) en una
disolucion acuosa.

e High performance liquid cromatography (HPLC): Cromatografia liquida de alta
resolucion.

e Isolated perfused rat liver (IPRL): Sistema de perfusion de higado de rata aislado.

e  Kit: conjunto de reactivos para llevar a cabo una determinacién.

e Pool: mezcla que relne un grupo de muestras.



Cecilia L. Balaban

RESUMEN

El mejoramiento de las técnicas quirudrgicas, tratamientos inmunosupresores y logistica de
la procuracion de érganos, han convertido a la terapia de trasplante hepdtico en victima de su
propio éxito. En la actualidad, este procedimiento representa la solucién terapéutica predilecta
en pacientes con falla hepatica terminal, incrementando el nimero de personas en listas de
espera por un o6rgano sano (estadisticas en Argentina, disponibles en:

http://www.incucai.gov.ar ). Desde el surgimiento de un criterio unificado de muerte cerebral

en los 80, los drganos para trasplante son procurados casi exclusivamente a partir de pacientes
cuya funcién cardiopulmonar es sostenida artificialmente hasta el momento de la ablacién. Sin
embargo, el constante aumento en la demanda de érganos para trasplante ha dado inicio a la
expansion del criterio de selecciéon de potenciales donantes. Los donantes a corazén no
batiente son usualmente desestimados debido al alto riesgo de disfuncién primaria asociado a
ellos como consecuencia del tiempo variable de isquemia normotérmica que atraviesan antes
de la procuracion.

La utilizacion de gasotransmisores como maniobra farmacoldgica para proteger a los
tejidos de la injuria por isquemia - reperfusidn se presenta como una alternativa prometedora
con un creciente numero de publicaciones al respecto, éste constituye un enfoque sencillo y
seguro por lo que resulta de gran interés. Sin embargo, la incorporacién de los mismos como
componentes de una solucién de preservacion para trasplantes es una estrategia pocas veces
planteada en la bibliografia.

En la presente tesis doctoral se establecié un modelo de donante a corazén parado en
ratas de laboratorio con el objetivo de juzgar el potencial efecto citoprotector de un gas como
el sulfuro de hidrégeno, en una solucién comercial de preservacidn hipotérmica para higados.
Para ello, se suministraron dadores reconocidos de H,S en solucién, como el disulfuro de sodio
(Na,S, 10 uM) vy el disulfuro de dialilo (DADS, 5 uM) en la etapa de almacenamiento en
hipotermia. Posteriormente, los higados fueron reperfundidos en un sistema de perfusion ex
vivo donde se monitorearon los efectos del dador de H,S a través de pardmetros de
funcionalidad y viabilidad del 6rgano. Ademas, se estudiaron parametros relacionados al
estado metabdlico, estrés oxidativo y expresion relativa de genes relacionados con la
respuesta hepatica al estrés por isquemia/reperfusion.

La presencia de dadores de H,S en la solucién que se utilizd para la preservacion de
organos con 45 min de isquemia caliente se asocié con una mejora en la mayoria de los
pardmetros evaluados durante la reperfusion aislada (Resistencia Intrahepatica, Produccion

biliar, Consumo de O,, liberacién de enzimas al perfusato). Por otra parte, las variables
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asociadas al estrés metabdlico (reservas de glucégeno) y oxidativo (contenido de MDA y GSH)
no mostraron cambios ante el tratamiento propuesto. La regulacion de las defensas
antioxidantes y la expresién de genes relacionados al estrés por isquemia, con excepcion del
gen que codifica para la enzima Hemo oxigenasa-1, tampoco resultaron estar sujetas a la
administracién de estos compuestos en las condiciones experimentales planteadas,.

En resumen, los higados ablacionados a corazén parado mostraron la reversidn del cuadro
de injuria a niveles comparables con los de higados de donantes convencionales al
contrastarlos en un sistema de reperfusidn ex vivo. Sin embargo, no se hallaron evidencias
experimentales respecto de los mecanismos de accidon a través de los cuales se ejercio el

efecto citoprotector.
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1. INTRODUCCION
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1.1 El higado y sus funciones.

El higado es el mas voluminoso de los érganos y uno de los mas importantes debido a sus
multiples funciones metabdlicas en humanos y otros vertebrados. Constituye un desarrollo
evolucionario relativamente tardio, emergiendo casi en simultaneo con la columna vertebral.
Aunque las funciones desempefiadas por las células que conforman el parénquima hepatico no
son exclusivas del grupo de los vertebrados, si lo es la organizacidn en un solo érgano. El
desarrollo de una circulaciéon portal pudo haber sido el evento crucial que permitid la
formacidn del higado en los vertebrados.

Situado en la la parte superior derecha de la cavidad abdominal, justo bajo el diafragma,
presenta una coloracidn pardo rojiza y una consistencia esponjosa debido a la alta cantidad de
ramificaciones del sistema microvascular. A diferencia de cualquier otro drgano, el higado
posee una doble irrigacion sanguinea: el sistema porta y la arteria hepatica. El sistema porta
(irrigacion funcional) constituye el 70-75 por ciento del flujo sanguineo y contiene sangre
pobremente oxigenada pero rica en nutrientes proveniente del tracto gastrointestinal y del
bazo. La circulacién general depende de la arteria hepatica, rama del tronco celiaco que
contiene sangre oxigenada (irrigacién nutricia). Estos vasos sanguineos penetran en el tejido
hepatico y se dividen hasta formar capilares diminutos.

El lobulillo hepatico constituye la unidad morfolégica clasica del higado, su forma
hexagonal se estructura alrededor de una vena central a partir de la cual se organizan los
cordones de hepatocitos en forma radial, en medio de dos cordones hepatocitarios se localizan
los sinusoides hepdticos, cuya pared estd compuesta por una capa discontinua de células
endoteliales fenestradas (ver figura 1.1 B). En tres de los seis vértices del lobulillo hepatico se
localizan los espacios porta, compuestos por una rama de la arteria hepatica, una rama de la
vena porta, un vaso linfatico y un conductillo biliar; las ramas laterales de estos vasos
convergen a los sinusoides hepaticos donde la sangre arterial y venosa se mezcla y entra en
contacto con los hepatocitos en el espacio de Disse. Los canaliculos biliares formados entre
dos hepatocitos adyacentes se extienden a lo largo de los cordones de hepatocitos hasta
desembocar en el conductillo biliar de algin espacio porta (ver figura 1.1 A) (Grisham JW,

2006).
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Figura 1.1 — Esquema de la arquitectura hepatica: lobulillos hepaticos y espacios porta. Adaptado de
Pearson education Inc.

Los hepatocitos, responsables de la mayor parte de las funciones de sintesis y metabdlicas
del higado, son células de gran tamafio (seccidn transversal promedio: 25-30 um) y aspecto
poligonal, conformando cerca del 80 % de la masa hepatica. Los hepatocitos muestran tres
tipos de superficies diferentes: superficies con microvellosidades que se extienden hacia el
espacio de Disse, superficies que delimitan los canaliculos biliares y superficies de contacto con
hepatocitos adyacentes que pueden presentar uniones estrechas y desmosomas.

Las células de Kupffer son macréfagos fijos que se encuentran en gran nimero en los
sinusoides y que emiten sus prolongaciones hacia el espacio de Disse. Ademas de la
fagocitosis, las células de Kupffer intervienen en la modulacién de la respuesta inmune y la
respuesta inflamatoria mediante la elaboracién de mediadores quimicos.

Las células de Pit residen normalmente en el espacio sinusoidal asociadas a las células
endoteliales, corresponden a una clase Unica de células “natural killer” encontradas en el
higado. Son linfocitos granulares grandes con actividad citotoxica sobre algunas células
tumorales.

El espacio entre las placas celulares y los sinusoides, denominado espacio perisinusoidal o
de Disse, contiene componentes de matriz extracelular, algunos fibroblastos y células de Ito o
estelares. Estas células almacenan lipidos y vitamina A y cuentan con prolongaciones
citoplasmaticas ricas en filamentos de actina que rodean el epitelio del sinusoide ejerciendo un

efecto regulador sobre el flujo sanguineo (Grisham JW, 2006).
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El higado desempeiia multiples funciones en el organismo:

e Produccion de bilis: los hepatocitos secretan la bilis hacia la via biliar, y de alli al
duodeno, donde facilita la digestién de los alimentos.

¢ Metabolismo de los carbohidratos:

— la gluconeogénesis es la formacién de glucosa a partir de ciertos aminodacidos,
lactato y glicerol;
— la glucogendlisis es la fragmentacion de glucdégeno para liberar glucosa en la sangre;
— la glucogenogénesis o glucogénesis es la sintesis de glucégeno a partir de glucosa.
e Metabolismo de los lipidos:
— sintesis de colesterol;
— produccion de triglicéridos.

e Sintesis de proteinas, como la albimina y las lipoproteinas.

e Sintesis de factores de coagulacién como el fibrindgeno (I), la protrombina (ll), la
globulina aceleradora (V), proconvertina (VI), el factor antihemofilico B (IX) y el factor
Stuart-Prower (X).

e Desintoxicacion de la sangre:

— neutralizacidn de toxinas, la mayor parte de los farmacos y de la hemoglobina.

e Transformacion del amonio en urea.

e Depdsito de miiltiples sustancias:

— glucosa en forma de glucégeno;
— vitamina B12, hierro, cobre, etc.

e En el primer trimestre del embarazo, el higado es el principal 6rgano de produccion de

globulos rojos en el feto. A partir de la semana 12 de la gestacion, la médula ésea

asume esta funcion.

1.2 Trasplante hepatico.

1.2.1 Definicion e indicaciones.

El trasplante hepatico consiste, basicamente, en un proceso quirdrgico mediante el cual el
higado enfermo del paciente es reemplazado por un higado sano proveniente de un donante
cadavérico 6 un donante vivo. En el primero de los casos, suele tratarse de donantes con
muerte encefdlica, cuya actividad respiratoria y flujo sanguineo se mantienen con asistencia

mecdnica hasta el momento de la ablacidn, mientras que el donante en vida cede una porcion
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de su higado al receptor, evidenciando esto, la extraordinaria capacidad regenerativa de este
drgano.

De una manera simplista, la implantacidn del érgano involucra la anastomosis (conexidn)
de la vena cava inferior, la vena porta y la arteria hepatica en el cuerpo del receptor y una vez
restaurado el flujo sanguineo, se reconstruye el conducto biliar.

El trasplante de higado es potencialmente aplicable a cualquier patologia hepatica, ya sea
aguda o crdnica, en donde exista una potencial pérdida de las funciones vitales del higado (que
puedan comprometer la vida del paciente), siempre y cuando ademds no existan otras
condiciones que puedan resultar perjudiciales para el trasplante como por ejemplo, cancer
extrahepatico metastdsico, consumo de drogas o alcohol o infecciones sépticas graves. La
mayoria de los trasplantados son pacientes con enfermedades crénicas e irreversibles del
higado (secundario a infeccién, toxinas, enfermedades autoinmunes, metabdlicas, atresia
biliar, etc.) o pacientes con un nivel considerado de cirrosis (término que hace referencia a
caracteristicas histoldgicas del tejido hepatico necrosado e inflamado)

(http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003006.htm).

1.2.2 Evolucion histdrica.

Interesantes descripciones en la literatura mitoldgica, religiosa e histdrica asi como
registros arqueolégicos de milenios de antigliedad, hacen referencia al concepto de trasplante
de tejidos. Textos hindues datados en 2500-3000 afios A.C. brindan descripciones detalladas
de la utilizacién de injertos de piel extraidos del mentdn o nalgas del paciente para la
reconstruccion de nariz mutilada en castigos de la época.

El primer intento de trasplante hepatico fue llevado a cabo por Starzl en la Universidad de
Colorado en 1963, pero el paciente fallecié durante la cirugia debido a complicaciones técnicas
y hemorragicas. No fue sino hasta 1967 cuando se obtuvo el primer trasplante hepdtico con un
afio de sobrevida. Al ir acumulando experiencia y mejoras en tratamientos inmunosupresores
se logré la prolongacidn de la sobrevida de pacientes trasplantados.

La estandarizacidon del criterio médico-legal de muerte cerebral, en conjunto con la
tecnologia necesaria para mantener la perfusidn y oxigenacién de los tejidos en pacientes con
muerte encefalica, proporcioné una fuente de érganos cadavéricos con un alto potencial de

viabilidad post-trasplante (Linden PK, 2009).

1.2.3 Procuracidn y preservacion.

La remocion del 6rgano del cuerpo del donante desencadena una serie de fendmenos

deletéreos para el tejido como consecuencia de la isquemia (falta de irrigacidon sanguinea) y
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posterior restauracion del flujo sanguineo en el cuerpo del receptor (reperfusién) (figura 1.2).
Las secuelas de la injuria por Isquemia/Reperfusion (I/R) pueden asociarse frecuentemente con
la dilacién del funcionamiento o fallo primario del injerto. La preservacién de érganos para
trasplante constituye un aspecto fundamental en el proceso de procuracién, permitiendo el
desarrollo de tareas de logistica como el transporte del érgano, organizacion de los equipos de
cirugia, operativos multiorganicos, etc. En este sentido, el descenso de la temperatura es un
factor clave en la prevencién del dafio por isquemia, ya que el frio disminuye el metabolismo
celular y los requerimientos de oxigeno, prolongando la viabilidad del tejido. Por otro lado,
aunque fundamentalmente necesaria, la hipotermia también presenta repercusiones
negativas en los tejidos que contribuyen a la injuria por I/R. Los dos tipos celulares mas
afectados durante la I/R hepatica son los hepatocitos y las células endoteliales. Los hepatocitos
son mas sensibles al dafio por isquemia caliente (37°C), mientras que, las células endoteliales
son mayormente afectadas por la isquemia fria (4°C) durante el almacenamiento previo al

trasplante (Guibert EE y col., 2011).

— ISQUEMIA/REPERFUSION
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Figura 1.2 — Fases de la injuria por isquemia/reperfusion hepatica. La activacion de las células de Kupffer y hepatocitos en la
fase temprana promueve la liberaciéon de EROS (especies reactivas del O,) y citoquinas inflamatorias que aumentaran la
respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo, provocando la progresion del dafio hepatocelular.
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Los mecanismos intracelulares de injuria por I/R se esquematizan en la figura 1.3 e

involucran los siguientes eventos principales:

Deplecién de ATP: La interrupcidn de la produccion aerdbica de ATP por fosforilacion
oxidativa es uno de los factores centrales en el estrés por isquemia. Aunque el
descenso de la temperatura reduce el consumo de las reservas energéticas celulares,
el ATP y ADP, son gradualmente consumidos durante la hipotermia. La via glicolitica es
desviada hacia la produccién anaerdbica de lactato y H' con la generacién de 2
moleculas de ATP, pero el consumo residual de compuestos energéticos excede a la
capacidad de las células de poder restaurarlos (Guibert EE y col., 2011).

Desbalance ionico: La bomba sodio-potasio ATPasa en funcionamiento mantiene la
composicion idnica del medio intracelular. La carencia de ATP y excesiva produccion de
iones H* producto del metabolismo anaerdbico, provocan la disfuncién de la bomba
Na-K ATPasa. El desbalance iénico promueve la entrada de agua a la célula generando
la hinchazdn de los hepatocitos, células de Kupffer y células endoteliales; esto genera
el estrechamiento de los sinusoides propiciando la alteracién microcirculatoria. El
incremento de la concentracién intracelular del i6n Ca** es otra consecuencia de la de
la deplecion de fosfatos de alta energia, este fendmeno desencadena mecanismos de
injuria a través de la activacion de enzimas hidroliticas involucradas en la conversién
de la xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa y la disrupcién de las membranas
celulares (formacidon de blebs); y la transicion de permeabilidad mitocondrial que
puede llevar a la muerte celular (Guibert EE y col., 2011).

Generacion de especies reactivas del oxigeno (EROs): La reoxigenacion de un higado
isquémico promueve la generacién de EROs como el radical superdxido (0,") y el
perdxido de hidrégeno (H,0,). Las principales fuentes productoras de EROs incluyen la
xantina oxidasa, cuyo sustrato es la hipoxantina producto del catabolismo del ATP
durante la isquemia; la NADPH oxidasa de las células de Kupffer activadas en respuesta
al estrés por isquemia; y la cadena respiratoria de la mitocondria en estado reducido.
Las EROs tienen como blanco las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos; estdn
implicados en la formacién de poros de permeabilidad en la membrana mitocondrial; y
participan en la transduccion de sefiales que coordinan la respuesta inflamatoria
(Glantzounis GK y col., 2005).

Desestabilizacion de las membranas celulares: E| frio altera el estado fisico-quimico
de las membranas, modificando la viscosidad y alterando las funciones vy

permeabilidad de la misma. Ademas, alteraciones a nivel del citoesqueleto debido a la

13



Introduccion Cecilia L. Balaban

depleciéon de sustratos energéticos en conjunto con la activacion de lipasas vy
proteasas, contribuyen a la desestabilizacion de la superficie celular.

e Induccién de la transcripcién génica: Durante el periodo de isquemia (caliente/fria) las
células sobrevivientes reprograman la expresion de sus genes. Uno de los factores de
transcripcién mas importantes involucrados en la respuesta es el factor nuclear kB (NF-
KB). Ante estrés oxidativo este factor migra al nucleo e induce la transcripcion de
genes de citoquinas (IL-1B, IL-6 y TNF-a) y moléculas de adhesion (ICAM-1) que
promueven la respuesta inflamatoria reclutando neutréfilos y plaquetas, con la
consiguiente congestidn y deterioro del tejido. Por otro lado, las células también son
capaces de inducir una respuesta adaptativa al estrés generado mediante la activacion
de factores de transcripcion como el Nrf-2 y el HIF (Ke B y col., 2013). HIF media la
defensa en condiciones de hipoxia estimulando la expresion de genes relacionados con
la angiogénesis, metabolismo de la glucosa, proliferacion/supervivencia celular, en
tanto que, Nrf-2 activa la transcripcion de genes antioxidantes como la hemo-
oxigenasa-1 (HO-1), NADPH-oxidoreductasa-1 (NQO-1), glutatién peroxidasas,

superdxido dismutasas, etc. (Miyata Ty col., 2011).
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Figura 1.3 — Mecanismos de dafio y activacion celular en la injuria por I/R. La deprivacién de O, resulta en la deplecién del
ATP provocando un desbalance iénico como consecuencia de la disfuncién de las bombas Na/K ATPasas. Este desbalance
ionico genera el edema celular y la activacion dependiente de Ca” de enzimas digestivas y vias de injuria mitocondrial. El
aumento de iones H* y EROs contribuyen al dafio celular atacando membranas, proteinas y Ac. Nucleicos. Ademads, se
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metabolismo, demorando los mecanismos de injuria, pero también produce alteraciones a nivel de las membranas
bioldgicas.
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El almacenamiento en frio, utilizando soluciones especialmente disefiadas a tal fin, es
actualmente la técnica estandar dominante en la clinica del trasplante hepdtico. Una variedad
de soluciones de preservacidon han sido formuladas, sin embargo, todas ellas cuentan con
componentes para: 1) minimizar el edema tisular y celular, (2) mantener un balance iénico
apropiado, (3) prevenir la acidosis, (4) remover o prevenir la formacién de radicales libres, y (5)
proveer sustratos para la regeneracion de compuestos de alta energia que promuevan la
recuperacion durante la reperfusidn normotérmica (Guibert EE y col., 2011).

La solucién de la Universidad de Wisconsin (UW) ha tenido una alta aceptacion en la
preservacion hipotérmica de higados desde 1989. La introduccion de sustratos
metabdlicamente inertes como el lactobionato y la rafinosa convirtieron a la UW en una
solucidon universal aplicable en la preservacién de multiples érganos. La estrategia de
preservacion de esta solucién se basa en los siguientes puntos clave: prevencion del edema
celular (rafinosa, lactobionato); provisién de precursores de ATP (adenosina); y defensa
antioxidante (alopurinol, glutatiéon reducido). La utilizacion de la solucion UW produjo
importantes mejoras en el trasplante hepdatico, brindando una mayor proteccién a las células
endoteliales, particularmente susceptibles a la isquemia fria, extendiendo el limite de
preservacion hasta 24 h.

La solucidn Histidina-Triptofano-Cetoglutarato (HTK), desarrollada por Bretschneider, fue
disefiada originalmente para cirugias cardiacas pero en la actualidad compite con la solucién
UW en la preservacion hepatica y renal, experimental y clinica (Rayya F y col.,, 2008). La
Solucién Custodiol” HTK se considera una solucién intracelular, es decir, gue contiene bajas
concentraciones de los electrolitos sodio, calcio, potasio y magnesio. La misma, cuenta con el
sistema de amortiguamiento histidina/clorhidrato de histidina que brinda una osmolaridad
normal y mejora la capacidad amortiguadora de la solucién durante la acidosis inducida por
isquemia; ademas, la histidina también es un protector de membrana eficaz y mejora la
restitucion del ATP. El aminodcido triptéfano protege membranas celulares, mientras que, el
a-cetoglutarato ayuda a estabilizar las membranas celulares y es un sustrato para el
metabolismo anaerdbico. El manitol, mantiene una osmolalidad fisiolégica o ligeramente
aumentada y, de esta forma, contrarresta la presion osmdtica coloidal de la proteina
intracelular para reducir el edema celular. El manitol también actia como neutralizador de
radicales libres. A excepcidén del manitol, todos los componentes se encuentran normalmente
en el cuerpo. La baja concentracién de electrolitos de esta solucidn implica que no se requiere
de un lavado previo del sistema vascular del érgano a trasplantar. Ademads, su baja viscosidad
(similar a la del agua) permite un lavado de mayor penetracion mejorando la eficiencia del

enfriamiento inicial (http://www.custodiol.com/about-custodiol.php). Debido a que el costo se
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ve reducido al utilizar Custodiol” HTK, esta solucién ha ganado bastante popularidad en los

ultimos 20 afios, sobretodo, en paises en desarrollo (Bellamy CA y col., 2008).

1.3 Problematica asociada a la terapia de trasplante.

1.3.1 Victima de su propio éxito.

El trasplante es en la actualidad un procedimiento de muy alta aceptacion para patologias
crénicas y agudas en el higado. Debido al refinamiento de la técnica y de las terapias
inmunosupresoras, las tasas de supervivencia post-trasplante han aumentado
significativamente en los ultimos afios (5 afios de funcionamiento del érgano trasplantado e
indices de sobrevida del 60-90 %) (Monbaliu D y col., 2008). Como resultado, cada vez son mas
los pacientes que ingresan en la lista de espera por un higado que salve o mejore su calidad de
vida, mientras que, la cantidad de érganos aptos para trasplantar permanece estatica.

Esta problematica se ha enfrentado desde distintos angulos (Monbaliu D y col., 2012):

e Intensificacion de los esfuerzos en la identificacion de todos los potenciales
donantes con muerte cerebral para tratar el tema de la donacidn de érganos con
sus familias.

e En lo posible, los higados en mejores condiciones (pacientes jovenes con muerte
cerebral) seran destinados a la técnica de particion, donde dos receptores seran
beneficiados.

e Donacion en vida, aplicable sobretodo en trasplantes pediatricos.

e Utilizacién de higados “marginales” o subdptimos: donantes de edad avanzada,
higados esteatdticos y donantes con muerte por arresto cardiaco o donantes a

corazon no batiente.

1.3.2 Donantes a corazon no batiente (DCNB).

Mucho antes de la definicidn unificada de muerte encefdlica, los primeros trasplantes
hepdticos se realizaban con dérganos de donantes a corazén parado con pobres tasas de
sobrevida de los pacientes (Starzl TE y col., 1963). A partir de principios de los noventa, en
plena vigencia del concepto de muerte cerebral, hubo escasos intentos de trasplantes con
higados ablacionados post-cese cardiaco y sus resultados fueron desfavorables. Sin embargo,
ante la escasez critica de donantes cadavéricos para satisfacer la demanda de las listas de
espera, las perspectivas comenzaron a reevaluarse. Ademas, las unidades de trasplantes
renales, las cuales debieron afrontar una brecha mucho mayor entre donantes y pacientes a la

espera de un rifién, habian comenzado a utilizar DCNB y obtenido buenos resultados.
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En la conferencia de Maastricht de 1995 se llevd a cabo una clasificaciéon de donantes a

corazon no batiente:

Categoria Estado del potencial donante Situacion hospitalaria
| Muerte en camino emergencias
I Resucitacion fallida emergencias
1 En espera del cese cardiaco Terapia intensiva
v Cese cardiaco luego de la muerte encefalica Terapia intensiva
Tabla 1.1 — Clasificacion de Maastricht de donantes a corazén no batiente. Las categorias | y Il son denominadas “no

controladas” y las categorias Ill y V “controladas” segun el poder de control sobre el lapso de isquemia en normotermia.
Monbaliu Dy col., 2012.

Los DCNB controlados suelen ser aquellos pacientes cuya muerte se efectiviza al
prescindir de los medios mecanicos que mantienen sus organos en funcionamiento cuando ya
no tiene sentido prolongar ese estado. En ese caso, la unidad de trasplante puede estar
presente en el momento del deceso y asi minimizar el tiempo de isquemia caliente. En un
reporte de la conferencia nacional de donacién a corazdn parado realizada en Estados Unidos
en 2005 se establecié que el periodo de isquemia caliente no debe superar los 30 min en
higado y los 60 min en rifidn y pancreas (Bernat Jl y col., 2006).

Cada pais cuenta con un marco médico-legal propio, por ejemplo, en Espafia sélo se
utilizan DCNB no controlados, mientras que, en Bélgica, Holanda y Reino Unido utilizan DCNB
controlados y en EEUU se utilizan ambos (Monbaliu D y col., 2012). En Argentina no se utilizan

este tipo de donantes en la actualidad (http://www.incucai.gov.ar/comunidad/index.jsp).

Los higados provenientes de DCNB soportan un periodo de isquemia en normotermia o
caliente (en oposicién a la isquemia fria durante el almacenamiento en hipotermia), durante el
cual no existe ningun tipo de intervencidn para contrarrestar la injuria por hipoxia. Este insulto
previo a la procuracién, es la razéon por la cual los porcentajes de disfuncién primaria de estos
drganos superan en un factor de 4 a 5 veces los de érganos de donantes con muerte encefalica
(corazén batiente). La formacion de coagulos post-mortem que bloquean la vasculatura
hepdatica generando inconvenientes en la perfusion y dafios en la via biliar son las

complicaciones mas frecuentes asociadas a este tipo de trasplantes (Thamara My col., 2011).
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1.3.3 Estrategias para el reacondicionamiento.

La técnica de preservacion utilizada hasta el momento de la implantacion, tiene un gran
impacto en la potencial recuperacion de higados con un periodo de isquemia caliente
subyacente. Actualmente, existen dos métodos de preservacion en uso clinico: el
almacenamiento en hipotermia (método estdtico) para la mayoria de los érganos vy la perfusion
hipotérmica (método dindmico) Unicamente en rifién. Ambos métodos presentan
caracteristicas atractivas para el reacondicionamiento isquémico. El almacenamiento en frio
demora la progresiéon de la injuria a través de un rapido descenso en la temperatura y permite
el tratamiento farmacoldgico del érgano previo a la reoxigenacion. La perfusidon hipotérmica,
en cambio, provee oxigeno y nutrientes en todo momento facilitando la recuperaciéon del ATP.

La principal ventaja tedrica en la utilizacion del método estatico reside en el oportuno
suministro de compuestos terapéuticos como antioxidantes y mediadores de la respuesta anti
estrés antes de la reintroduccién de oxigeno. Es importante destacar que la practicidad de la
técnica también otorga una ventaja importante en la logistica de distribucién de 6rganos.

El disefio de las soluciones de preservacion con el objetivo de acondicionar a los érganos y
protegerlos de las injurias por I/R constituye un punto crucial para promover una expansion en
el criterio de seleccién de higados para trasplante.

Muchas de las estrategias abordadas consisten en la administraciéon de metabolitos
antioxidantes como el glutation, alopurinol o a-tocoferol para evitar los dafios por especies
reactivas de oxigeno. También se ha buscado utilizar drogas anti-factor de necrosis tumoral
(TNF-a) que inhiban la accién proinflamatoria desencadenada por esta citoquina y anticuerpos
que inhiban la adhesion de los neutrdfilos, entre otras. Incluso la terapia génica podria
proteger a los drganos ya que se podria incrementar la expresidon de enzimas involucradas en
la defensa antioxidante (ej.: superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa), de
proteinas antiapoptdticas como Bcl-2 y citoprotectoras como HO-1, sin embargo, este tipo de

técnicas conlleva cierto nivel de complejidad a nivel de seguridad bioldgica.

1.4 El Sulfuro de hidrégeno.

1.4.1 Miembro de la familia de los gasotransmisores.

El oxido nitrico (NO), mondxido de carbono (CO) y sulfuro de hidrégeno (H,S) son
moléculas gaseosas generadas de forma enddgena en el organismo. Estos pequefios
mediadores liposolubles, logran atravesar las membranas celulares y transmitir la sefal
directamente a los blancos intracelulares correspondientes. Histdricamente, estos gases han

sido considerados toéxicos para la salud y el medio ambiente, pero en las ultimas décadas se
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han acumulado numerosas evidencias a favor de su rol como mediadores fisioldgicos en los
tejidos de mamiferos. A través de diversos estudios se lograron identificar los sistemas
enzimaticos que generan estos mediadores gaseosos y, en particular, se observé que la
deficiencia en alguno de estos sistemas exacerba la injuria por isquemia/reperfusion, mientras
que, la sobreexpresion genética de dichas enzimas induce citoproteccion.

El NO fue el primer transmisor gaseoso identificado en estudios de finales del 1700, no
obstante, su verdadero potencial e importancia en el campo de la medicina fue descubierto
recién en 1980, cuando Furchgott y Zawadzki (1980) demostraron sus propiedades
vasorelajantes. EIl NO es generado por las dxido nitrico sintasas a partir de L-Arginina en

presencia de O, y NADPH, ante un estimulo Ca-calmodulina dependiente.

L-Citrulina
Figura 1.4 - Sintesis enzimatica del NO.
Isoformas de NO sintasa: NOS
eNOS endotelial (eNOS), NOS neuronal
L-Arginina iNOS NO (nNOS), y NOS inducible (iNOS).
nNOS

En la década del 90 se identificé al CO como el segundo gasotransmisor con propiedades
vasoactivas. El CO es generado en la reaccion de descomposicidon del grupo hemo catalizada
por las hemo oxigenasas. Ademas de su funcién vasorelajante, el CO parece cumplir un papel
crucial en la respuesta adaptativa al estrés. En muchos estudios se ha demostrado que la
induccién de HO-1 y la produccién de CO son antiinflamatorias, antiapoptéticas,

antiproliferativas y citoprotectoras. (Ryter SWy col., 2006).

‘ Hemo \

Hemo oxigenasa o
(HO-1, HO-2, HO-3) constitutivas.

/T A
(=) =

El H,S, fue identificado en tercer lugar como miembro de la familia de los

Figura 1.5 - Sintesis enzimatica del CO.
Isoformas de Hemo oxigenasas: HO-1 es

inducible, en tanto que, HO-2 y 3 son

gasotransmisores. Hosoki y colaboradores reportaron el hallazgo de una enzima productora de

H,S presente en el ileon, vena porta, y aorta toracica; y atribuyeron a este gas una capacidad

19



Introduccion Cecilia L. Balaban

relajante del musculo liso (1997). La produccidon enzimatica de H,S ocurre a través de tres
variantes enzimaticas: Cistationina y-liasa (CGL 6 CSE); cistationina B-sintasa (CBS) y 3-
mercaptopiruvatosulfurtransferasa (3-MST). CBS predomina en cerebro, sistema nervioso e

higado, CGL es mayoritaria en sistema vascular e higado y 3-MST en cerebro y sistema

vascular.
[ Homocisteina + serina ] Figura 1.6 - Sintesis enzimatica del H,S.
Isoformas de Hemo oxigenasas: HO-1 es
l CBS inducible, en tanto que, HO-2 y 3 son
constitutivas. 3MP= 3-mercaptopiruvato; a-KG=
a-ketoglutarato; CAT= cisteina amino
[ Cistationina + H,0 J transferasa.

|
[ L-cisteina ] a-KG

N 4
OO

La distribucion y estado de oxidacién del sulfuro varia en funcién de la temperatura y el

|CAT|

. 3MP

pH. A 37°Cy pH fisioldgico (7.4), 20% del sulfuro existe como la especie gaseosa H,S; mientras
que, a 25°Cy pH 7.4, 40% del sulfuro existe como H,S gas. A pHs alcalinos (ej: 9.5) el sulfuro
existe predominantemente como anién HS'. In vivo, el sulfuro libre se encuentra disponible en
la forma gaseosa y en forma de anién altamente reactivo HS'. El O, es otro factor regulador de
la estabilidad y produccion del sulfuro en solucidn, cuanto menor es la tension de O, en el

medio, mayor la estabilidad y produccion del H,S (Kolluru y col., 2013).

1.4.2 Funciones bioldgicas del H,S.

Muchos estudios en la literatura indican que el H,S ejerce efectos fisioldgicos en un
amplio rango de concentraciones que va desde los 10 a los 300 puM. Los mecanismos de accidn
del H,S involucran la regulacion de la respuesta inflamatoria, reducciéon del estrés oxidativo,
vasoregulacién, regulacion de vias de apoptosis, proteccion de la mitocondria,
neuromodulacién, etc. La comprension del perfil citoprotector del H,S es un factor
fundamental para su aplicacion terapéutica en condiciones de estrés como la injuria por

isquemia/reperfusion.
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e Vasodilatacion y efecto anti-hipertension: |la evidencia experimental sugiere que
el efecto hipotensor del H,S es el resultado de la relajacién de células de musculo
liso ante la apertura de canales de potasio dependientes de ATP (Karp). En
concordancia, la delecidn genética de la enzima generadora de H,S CSE, produjo
un cuadro de hipertensién. El tratamiento con dadores exégenos de H,S, como el
NaHS, generé la relajacidon del musculo liso vascular, de anillos aérticos aislados,
arteria mesentérica y microvasculatura hepatica (Li L y col., 2008). Asimismo,
Benavides y col. (2007) demostraron un efecto vasorelajante mediado por
polisulfuros orgdnicos derivados del ajo, estos compuestos liberan H,S a través de
un mecanismo glucosa y tiol-dependiente.

e [Efectos anti-inflamatorios: la reaccidon inflamatoria es un componente muy
importante en la injuria por I/R. En ratas tratadas con lipopolisacaridos
bacterianos pro-inflamatorios se observé que la administracion de un dador de
H2S lograba disminuir la acumulaciéon de citoquinas pro-inflamatorias como el
TNF-a y la interleuquina-1p (IL-1B) al mismo tiempo que aumentaba la presencia
de citoquinas anti-inflamatorias como la interleuquina-10 (IL-10). Otros estudios
indicaron que el tratamiento con Na,S 6 NaHS es capaz de prevenir la adhesién de
leucocitos a las células endoteliales y que dicha propiedad involucra la activacion
de canales Karp, Por ultimo, el preacondicionamiento con dadores de H,S induce
un estado anti-inflamatorio como resultado de la activacidon de eNOS y la via p38
MAPK (Nicholson CK y col., 2010).

o [Efectos anti-apoptdticos: El tratamiento con H,S activa varias de las vias de
sefializacion de supervivencia como la PKC/ERK1/2 y PI3K/Akt. Ademas,
experimentos mas recientes indicaron la activacion de la via PKC./STAT3, que
aumenta la expresion de algunas HSPs (proteinas del choque témico), Bcl-2 y bcl-
xL y también la inactivacion de pro-apoptégenos como Bad. Otro de los
mecanismos antipoptdticos del H,S involucra la activacidon de eNOS. El NO ejerce
efectos anti-apoptdticos inhibiendo la actividad caspasa-3 (Calvert JW y col.,
2010).

e [Efectos antioxidantes: Jha S y col. (2008) mostraron que el H,S protege a los
hepatocitos de la injuria por I/R a través de la induccidon de antioxidantes
intracelulares. Asimismo, Calvert y col. (2009) reportaron que el tratamiento con
H,S confiere cardioproteccion en la I/R a través de la induccidn de Nrf-2, un factor

de transcripcién que aumenta la expresion de genes de la defensa antioxidante.
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Ademas, se ha informado que este mediador gaseoso es capaz de incrementar la
actividad de los transportadores de cisteina, substrato para la produccién del
GSH; inducir los niveles de la glutamilcisteina sintasa perteneciente a la via de
biosintesis del GSH; y aumentar la actividad superéxido dismutasa. Por ultimo, se
sabe que el H,S es capaz de proteger la funcién mitocondrial, reduciendo los
niveles de EROs y el desacoplamiento mitocondrial (Kolluru GK y col., 2013).

e Proteccion mitocondrial: Durante la I/R, las mitocondrias se enfrentan a la
deprivacién de O,, sobreproduccién de EROs y despolarizacidon del potencial de
membrana. En los trabajos realizados por Elrod JW y col. (2007) se observé que
mitocondrias aisladas, tratadas con 10 uM Na,S y sometidas a 30 minutos de
hipoxia, mostraban una mejor recuperacion de la respiracién. El H,S es un potente
inhibidor reversible de la citocromo c oxidasa (complejo IV de la cadena
respiratoria mitocondrial). La modulacién de la respiracion celular protege a la
mitocondria ante el estrés oxidativo inherente a la I/R. El H,S ejerce una influencia
tal sobre el metabolismo, que ha demostrado tener la habilidad de inducir un
estado de animacién suspendida en modelos murinos como el de Blackstone E y
col., (2005). La reduccion del metabolismo es una estrategia prometedora para el
campo de la medicina y, en particular, para la terapia de reemplazo de drganos,
sin embargo, aun quedan muchos interrogantes por responder al respecto.

Por otro lado, el H,S activa las cascadas de kinasas pro-supervivencia (también
llamadas vias RISK: kinasas de salvataje de la injuria por reperfusidon) que
previenen la acumulacién de Ca** intracelular y la formacién del poro

mitocondrial (Kolluru GK'y col., 2013).

HaS
TPI3K
»l/k <
“~actividad Ti t ;
canal KATP >
M activacién TPKCe ~
i Jrespiracion Nrf-2 v
‘J’::::;”: {Calpaina mitocondrial TERK1/2
L PHO-1 TcatalasaGR PTRX
transicion 1GPx
-‘ GsT 1STAT3
1GSH / \
i6 ’L HSP: Bcl-2
e
mitocondrial JEROS J,
“ Japertura
Figura 1.7 — Mecanismos de citoproteccion mediados porode
) 9 transicié
por el sulfuro de hidrégeno. GR= glutation reductasa; Linjuria ransicien
GPx= glutation peroxidasa; GST= glutation transferasa; mediada por
GSH= glutation; HSPs= proteinas del choque térmico; EROS

RISK= quinasas de salvataje de la injuria por
reperfusion.

: Proteccién
Japoptosis k X
mitocondrial
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1.4.3 Suministro exégeno de H,S.

La investigacion farmacoldégica en relacion al H,S es una disciplina que avanza

rapidamente ante la promesa de un compuesto terapéutico aplicable en diversas patologias y

condiciones de estrés inducidas por isquemia/reperfusion.

Existen

CANCER HIPERTENSION
CFALLA CARDI'ACA) TROMBOSIS
ALZHEIMER ﬁ ZS DIABETES

ACV C ARTERIOSCLEROSIS )

( TRASPLANTE DE ORGANOS )

Figura 1.8 — Enfermedades que podrian tratarse con los efectos terapéuticos del H,S.

diferentes métodos para suministrar H,S en solucion:

Burbujeo con el gas H,S: La fuente mds pura de H,S es el propio gas. El gas
liberado desde el cilindro contenedor atraviesa una serie de compartimentos en
serie hasta llegar a la solucidn que se desea tratar (Hughes MN y col., 2009).

Sales de sulfuro: El hidrosulfuro de sodio (NaHS) y sulfuro de sodio (Na,S) se han
utilizado por un largo tiempo en la generacién de H,S. Al suministrar estas sales
en solucidn, ocurre la disociacién y subsecuente generacion de H,S de manera
casi instantdnea.

Derivados naturales: El consumo de ajo (Allium sativum) como parte de la dieta,
ha sido considerado beneficioso para la salud humana durante siglos. En
particular, se lo ha podido relacionar con la reduccién de multiples factores
asociados a enfermedades cardiovasculares y recientemente, se ha demostrado
que el sulfuro de hidrégeno (H,S) es quien estaria mediando esta actividad
citoprotectora del ajo (Benavides G y col., 2007). La Alicina es un compuesto
derivado del extracto de ajo que al descomponerse en solucidn acuosa da origen
a sustancias generadoras de H,S como el Disulfuro de dialilo (DADS) y trisulfuro de
dialilo (DATS).

Drogas de disefio: un gran nimero de compuestos se han estado desarrollando
con el fin de lograr una liberacién controlada de H,S en solucidn, ofreciendo una
ventaja sobre las sales de sulfuro. Un ejemplo de este tipo de drogas es GYY4137,

caracterizada en trabajos de Li L y col. (2008).
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1.5 Hipotesis de trabajo.

El trasplante de higado actualmente es el tratamiento de eleccidn para la gran mayoria de
las patologias hepdticas, sin embargo, la injuria por isquemia/reperfusiéon inherente al
procedimiento constituye la principal causa de fracaso en este tipo de intervenciones. La
escasez de drganos a nivel mundial, ha impulsado la expansion del criterio de seleccién de
drganos “trasplantables”. En este sentido, muchos centros de trasplantes han comenzado a re-
evaluar la utilizacién de higados provenientes de donantes a corazén no batiente. La
desventaja principal de este tipo de donacién radica en el periodo de isquemia caliente
ineludible que pesa sobre los drganos antes que éstos deban afrontar la etapa de isquemia fria
y la reperfusion en el cuerpo del receptor. No obstante, la calidad de un 6rgano a trasplantar
depende, esencialmente, de la eficiencia de la técnica de preservacion utilizada para
protegerlo durante el tiempo que deba permanecer fuera del organismo. Asi, la etapa de
almacenamiento en frio puede contribuir al dafio iniciado durante la isquemia caliente; o bien,
puede representar la oportunidad para re-acondicionar 6rganos marginales. En este sentido, el
Sulfuro de hidrégeno con su perfil vasodilatador, antioxidante y mediador en la respuesta al
estrés por hipoxia, resulta de gran interés como agente farmacolégico citoprotector y pre-
acondicionador del tejido, durante el almacenamiento en hipotermia de higados extraidos

luego del cese cardio-respiratorio.
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2. OBIJETIVOS



Objetivos Cecilia L. Balaban

> Objetivo General.

Introduccion de mejoras en el sistema de preservacién hipotérmica de higados para un
mejor aprovechamiento de higados para trasplante y expansion del criterio de admision de
donantes marginales (donantes a corazdn no batiente), para lo cual se propone incorporar una
fuente de Sulfuro de Hidrégeno a la solucién de preservacidén hipotérmica y estudiar sus
efectos y mecanismos moleculares de accién en un modelo de procuracidén a corazén no
batiente en ratas de laboratorio, utilizando la técnica perfusion de higado aislada como

herramienta basica.

» Objetivos Particulares.

e Desarrollo de técnicas que permitan evaluar el estado de funcionalidad y viabilidad
de los higados sometidos al sistema de preservacién hipotérmica.

e Establecer un modelo experimental de donante a corazdn no batiente.

e Eleccidon de compuestos dadores de H,S: establecimiento de la dosis adecuada a
utilizar en el sistema de preservacion hipotérmica.

e Evaluar la capacidad protectora de la presencia de fuentes de H,S en Ia
preservacion de érganos provenientes de donantes a corazén parado.

e Indagar en los mecanismos moleculares de las injurias por isquemia (caliente-

fria)/Reperfusidon y mecanismos en ausencia y presencia de dadores de H,S.
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3. MATERIALES Y METODOS



Materiales y métodos

3.1 Reactivos y equipamiento.

Cecilia L. Balaban

Drogas sdlidas

1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), Sigma

2-vinilpiridina, Aldrich

5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoic acido) (DTNB), Sigma

Acido Citrico, Cicarelli

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Sigma

Acrilamida, Sigma

Agarosa de bajo punto de fusién, Sigma

Albumina sérica bovina (BSA), Sigma

Azul de Bromofenol, Zubizarreta

Azul de Coomasie brillante R-250, MP

Bicarbonato de sodio (NaHCO;), Merck

Bisacrilamida, Promega

Bromosulfoftaleina, Merck

Carbonato de potasio (K,CO;), Anedra

Cianuro de potasio (KCN), Anedra

Citrato de sodio, M&B

Cloruro de Calcio (CaCl,), Cicarelli

Cloruro de potasio, Mallinckrodt

Cloruro de Sodio (NaCl), Anedra

Cloruro férrico hexahidratado (FeCls. §H20), Anedra

Dextran 70, Applichem

Diacetil monoxima, MP

Fosfato de potasio diacido (KH,PO,), Merck

Fosfato de potasio dibasico (K,;HPO,), Merck

Glicina, US Biological

Glucdégeno, Merck

Glucosa, Biopack

Glutation oxidado, Sigma

Hidrato de Cloral, Parafarm

Hidroxido de potasio (KOH), Merck

Nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), Sigma

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), Sigma

NitroBlue tetrazolio (NBT), Sigma

Persulfato de amonio (APS), Anedra

Piruvato de sodio, ICN

Riboflavina, Sigma

Sulfato de magnesio (MgS0,), Anedra

Sulfuro de sodio (Na,S), Aldrich

Taurocolato de Sodio, Sigma

Tiosemicarbazida, ICN

Tris base, Sigma

Urea, Anedra

Drogas liquidas

Acido acético glacial, Sintorgan

Acido clorhidrico (HCI), Anedra

Acido fosférico (HsPO,), Sintorgan

Acido perclérico (HCIO,), Cicarelli
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Acido sulfurico 95-98% (H,S0,), Cicarelli

Cecilia L. Balaban

Bromuro de Etidio, Sigma

Butanol, Sintorgan

Cloroformo, Sintorgan

Disulfuro de dialilo (DADS), Aldrich

Etanol, Sintorgan

Formaldehido 37%, Anedra

Glicerina, Merck

Heparina, Sobrius

Metanol, Sintorgan

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), Merck

Perdxido de hidrégeno (H,0,), Cicarelli

Solucién HTK, Custodiol®

Solucion UW, ViaSpan®

TriPure, Roche

Tritén X-100, Anedra

Kits Comerciales Wiener Lab.

Alanina aminotransferasa GPT (ALT)

Aspartato aminotransferasa GOT (AST)

Glicemia enzimatica

Enzimas, SIGMA.

Catalasa

Glutatién reductasa

superoxido dismutasa

a-amiloglucosidasa

Equipamiento

Bafio ultrasdnico: Cleanson

Bafios termostatizados: Dubnoff, Lab-Line; Memmert y PolyScience.

Bomba peristaltica, Masterflex

Camara Cannon PowerShot A 620

Celda para electroforesis de Ac. Nucleicos ENDURO™, LabNet

Celda para electroforesis de proteinas Mini-PROTEAN™ 3 Cell, BIO RAD

Equipo HPLC, Gilson

Espectrofotdémetro Libra S22, Biochrom

Inyector de taurocolato, Sage Instruments

Microcentrifugas Universal 32 R ,Hettich y Minispin, Eppendorf.

Microscopio zeiss, Axiolab

Osmdmetro crioscépico Osmomat030, Gonotec

pHmetros, Denver Instruments

Biological Oxygen Monitor 5300 y oxygen probe 5331, Yellow Spring Instruments

Transiluminador UV Labnet DyNA light, TM-26

Triturador de tejido Ultraturrax t-25 basic + UT-dispersible tool T25. IKA® Works
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3.2 Animales.

Se utilizaron ratas adultas macho de la cepa Wistar cuyo peso corporal rondaba los 250-
300 g. Todos los animales de laboratorio fueron obtenidos del Bioterio central de la Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas (FBioyF), UNR. Las ratas se mantenian en las
instalaciones del Centro Binacional (Argentina — Italia) de Criobiologia Clinica y Aplicada (CAIC)
hasta el momento de la cirugia, en un ambiente climatizado (25 °C) con ciclos controlados de
luz/oscuridad de 12 h. El agua y los alimentos fueron suministrados ad libitum. Los
experimentos que involucraron estos animales se realizaron de acuerdo a las
reglamentaciones internacionales para el cuidado y manejo de animales de laboratorio, y con
protocolos aprobados por el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) y la comision de bioética para el manejo y uso de animales de laboratorio de FBioyF,
UNR (RESOLUCION N° 899/2011). En el desarrollo de esta tesis se procurd utilizar el menor
numero de animales posibles y se tomaron las medidas para evitar, en el mayor grado posible,

el sufrimiento de los mismos en todo momento.

3.3 Procedimientos quirurgicos.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en una sala disefiada especificamente
para procedimientos quirurgicos en animales de laboratorio, la cual cuenta con el mobiliario y
material de cirugia necesarios como ser: mesa de cirugia, tabla adaptada como drea de cirugia
para animales pequefios con orificios para que escurra la sangre y sujetadores para el
posicionamiento del animal, [dmpara con lupa, |ldmpara infrarroja, material de cirugia,
descartadores de material cortopunzante, llaves de suministro de carbdgeno, aire

acondicionado split, extractor de aire, etc.

3.3.1 Ablacidn a corazén batiente “donante clasico”.

Se realizé la ablacion como se describe en Balaban y Col. (2011). Cada animal es
previamente anestesiado mediante una inyeccién de hidrato de cloral (50 mg/100 g peso
corporal, i.p.). Al comprobar que el animal ya no responde a los estimulos, el mismo es
sujetado sobre el area de cirugia donde se lleva a cabo la apertura de la cavidad abdominal en
forma de T invertida y se hepariniza via vena femoral (100 pL de heparina 1000 Ul/mL). El
esofago es aislado mediante ligaduras y seccionado con el fin de facilitar la posterior remocion
del higado. Posteriormente, un catéter PE-50 (Intramedic USA) es fijado en el interior del
conducto biliar (colédoco) y se procede con la cateterizacién de la vena porta con un catéter
14 G (Jelco® 1.V., 2.10 mm de didmetro interno). El higado comienza a perfundirse a través del

catéter en porta con una solucién Krebs-Henseleit oxigenada que se impulsa con una bomba
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peristaltica (Masterflex, USA) a 15 mL/min para remover la sangre del 6rgano. La vena cava
inferior abdominal es seccionada para liberar la presidon dentro del drgano y luego ligada
firmemente. Por ultimo, se introduce un catéter de acero (3 mm de diametro interno) en la

vena suprahepatica y se extrae el higado, cuidadosamente, sin interrumpir la perfusion.

3.3.2 Ablacién a corazén parado “donante marginal”.

Dicho procedimiento fue desarrollado como parte de la presente tesis y reportado en el
Congreso Latino Americano de Organos Artificiales y Biomateriales, COLAOB 2012 (Balaban y
col., 2012). Cada uno de los animales es anestesiado y sujetado en el area de cirugia como se
explicod anteriormente. Tras la apertura de la cavidad abdominal se procede con el aislamiento
del eséfago, cateterizacion de colédoco e introduccion del catéter en porta; sin embargo, en
lugar de iniciar la perfusidn, se lleva a cabo inmediatamente la inyeccion por via femoral de
300 pL de heparina 500 Ul/mL + KCl 1 M. El ién K* en altas concentraciones despolariza las
membranas celulares del musculo cardiaco generando, en consecuencia, el arresto cardiaco
dentro de los 30 segundos. Una vez detectado el cese del latido con estetoscopio se
cronometran 45 minutos de duracion de la isquemia caliente. Transcurrido este tiempo, se
inicia la perfusién (10 mL/min) a través del catéter en porta con solucidn Krebs-Henseleit y se

procede como se describié anteriormente hasta la remocidn del higado de la rata.

3.4 Preservacion hipotérmica estatica.

La técnica de preservacién hipotérmica (PH) consiste, brevemente, en la inyeccién de una
solucidn de preservacidn enfriada a través de los catéteres colocados en los vasos sanguineos
del d6rgano a ser ablacionado y la subsiguiente inmersidn del mismo en un recipiente
conteniendo medio de preservacidn y situado en un contenedor con hielo. La PH se basa en los
efectos beneficiosos del descenso rapido de la temperatura y en la utilizacidn de soluciones de
preservacion especialmente disefiadas con el fin de atenuar las injurias inherentes al proceso
de ablacidn, conservacion y trasplante del injerto. La baja complejidad de esta técnica sumada
a las facilidades para el transporte, la convierten en la estrategia de eleccidn para la practica
clinica (McAnulty J F, 2010).

Al finalizar la extraccién del higado del cuerpo del animal se interrumpe la perfusion con
buffer Krebs-Henseleit para realizar un enjuague rapido con 20 mL de solucién de preservacion
enfriada (4°C). Luego, el higado es sumergido en 80 mL del medio de preservacion, en un
frasco de vidrio (Boeco 100 mL, Alemania). El frasco es cerrado y almacenado en una
conservadora de que se mantiene en la heladera (4°C) durante 24 6 48 horas dependiendo del

grupo experimental en desarrollo.
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Fig. 3.1 - Preservacion hipotérmica estatica de higado de rata.

3.5 Soluciones de preservacion en frio.

El éxito de un trasplante depende en gran parte del grado de conservacion del érgano
durante el tiempo que éste permanece fuera del organismo para que pueda recuperar
rapidamente la funcién al restablecer el flujo sanguineo en el cuerpo del receptor. Para ello,
existen dos factores fundamentales:

o

»  Bajas temperaturas (0-4°C). permiten disminuir las demandas metabdlicas del tejido

durante su almacenamiento y/o transporte.

7
L4

Composicion del medio de preservacion: Las soluciones de preservacién estan
especialmente disefiadas con el fin de disminuir, en el mayor grado posible, todos
aquellos mecanismos de injuria generados por la isquemia fria (deplecion de ATP,
desbalance idnico, estrés oxidativo, inflamacidn, etc.)

Durante los experimentos llevados a cabo en el marco de la presente tesis doctoral se

emplearon dos soluciones de preservacién diferentes:

3.5.1 Solucién de la Universidad de Wisconsin (UW) VIASPAN®.

Esta solucion ha sido considerada el estandar de las soluciones de preservacién para
higado desde 1989. Clasificada como una solucion del tipo intracelular sus puntos estratégicos
podrian resumirse en: prevencion del edema celular (raffinosa, lactobionato), suplementacion
con precursores de ATP (Adenosina) y defensa antioxidante (Allopurinol, Glutatién reducido)

(Guibert EE y col., 2011).

3.5.2 Solucién Histidina, Triptéfano y Cetoglutarato (HTK) CUSTODIOL®.

Desarrollada por Bretschneider fue disefiada originalmente para cirugias cardiacas pero

en la actualidad compite con la solucidn UW en la preservacién hepatica y renal, experimental
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y clinica (Meine MH y col., 2006). Se caracteriza por su bajo contenido en iones (Na*, K*, y
Mg?*) y baja viscosidad que la convierten en una solucién segura para la liberacién directa en el
sistema circulatorio del receptor y de enfriamiento y lavado mas rapidos. Sus componentes
principales son la Histidina (alto poder amortiguador), Manitol (barrera osmotica),
aminodcidos de baja permeabilidad (triptéfano y acido a-cetoglutarico) que estabilizan las

membranas plasmaticas y son substratos para el metabolismo anaerdbico (Guibert EE y col.,

2011).

Componente UW (Viaspan’) Custodiol’
Na* 25 15
K 125 10
Mg2+ 5 4
Ca2+ - 0.015
Cl- - 51.03
Gluconato - 4.0
Fosfato 25 -
Sulfato 5 -
Bicarbonato - -
Glucosa - -
Glutation 3 -
Adenosina 5 -
Alopurinol 1 -
Rafinosa 30 -
Lactobionato 100 -
HES (g/L) 5% -
Histidina - 180
Triptéfano - 2
Cetoglutarato - 1
Manitol - 30
Acido glutdmico - -
Insulina (U/L) 40.0 -
Dexametasona (mg/L) 16.0 -
Penicilina G (UI/L) 200000.0 -
pH 7.40 (25°C) 7.02-7.20 (25°C)
Osmolalidad (mOsm/kg H,0) 320 310

Tabla lll.1 - Composicién de las soluciones de preservacion UW y HTK. Las concentraciones se expresan en mmol/L excepto
cuando se especifica otra unidad. (Lee CY y col., 2009).

3.5.3 Dadores de sulfuro de hidrégeno (H,S).

El periodo durante el cual el higado ablacionado es almacenado hasta su reperfusiéon
puede ser empleado estratégicamente para la aplicacion de maniobras farmacoldgicas

destinadas a contener las injurias por isquemia/reperfusion.
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El H,S, un miembro de la familia de los gasotransmisores con propiedades de
citoproteccidn frente al estrés por isquemia/reperfusién (Nicholson CK y col.,, 2010), es
suministrado a la solucién de preservacion (HTK 6 UW) a través de dos compuestos dadores
diferentes:

¢ Disulfuro de Dialilo (DADS).

El consumo de ajo (Allium sativum) como parte de la dieta, ha sido considerado
beneficioso para la salud humana durante siglos. En particular, se lo ha podido relacionar con
la reduccion de multiples factores asociados a enfermedades cardiovasculares y
recientemente, se ha demostrado que el sulfuro de hidrégeno (H,S) es quien estaria mediando
esta actividad citoprotectora del ajo. El DADS es uno de los compuestos organosulfurados que
pueden encontrarse en extractos de ajo y de acuerdo a los trabajos de Benavides GA y col.
(2007) el mismo genera H,S a través de una via dependiente de grupos tioles.

La solucién oleosa de DADS fue previamente diluida en Etanol absoluto para aumentar su
solubilidad en soluciones acuosas y luego suministrada en distintas dosis a la solucién de
preservacion comercial de eleccion momentos antes de almacenar el higado extirpado.

—  Solucién UW Viaspan®: 3.4 mM

—  Solucién HTK Custodiol®: 1, 5, 50 y 500 pM

«»* Sulfuro de Sodio (Na,S).

El Na,S se relaciona con el H,S a través de un equilibrio 4cido — base en solucidn. El Na,S
es un electrolito fuerte que libera el anién sulfuro Sy éste en medio acuoso se combina para
formar HS y H,S. Estas dos especies son las que contribuyen a la accién bioldgica del
gasotransmisor H,S.

El Na,S fue disuelto en solucion fisioldgica y luego suministrado a la solucidon de
preservacion Custodiol en una concentracion final de 10 puM momentos antes de almacenar el
higado extirpado. La eleccién de la dosis fue empirica, utilizando como guia los reportes de la
concentracidn fisioldgica del H,S en sangre y datos de las experiencias en diferentes patologias

y modelos de administracion (Nicholson CK y col., 2010).

3.6 Sistema de perfusion de higado de rata aislado (IPRL)

La técnica de perfusidn ex vivo cuenta con una larga trayectoria dedicada a reproducir,
con la mayor exactitud posible, las condiciones bajo las cuales se encuentra el drgano en el
cuerpo del animal. Aunque es un enfoque limitado en comparacién con el trasplante

experimental, presenta como ventajas la posibilidad de monitorear el dafo celular y la funciéon
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hepatica durante todo el experimento, evitando procedimientos invasivos en otro animal de
laboratorio (Bessems M y col., 2006; Rodriguez JV y col., 1999).

Una vez retirado el higado del medio de preservacion es situado en el soporte del sistema
(fig. 3.2) para dar comienzo a una perfusiéon de estabilizacion con buffer Krebs-Henseleit de
aproximadamente 15 minutos en un circuito no recirculante. Pardmetros como la presion
portal, temperatura y el pH son llevados gradualmente hacia la condicién fisiolégica: 100-140
mmH,0 de presion hidrostatica, 37°C y pH=7.40. Posteriormente, el medio de perfusién se
reemplaza por Krebs-Henseleit+Dextran (2 %) constantemente oxigenado a través de un
oxigenador tipo Hamilton presurizado (atmdsfera de Carbdgeno 90-120 mm Hg). Los higados
son reperfundidos durante 90 min en un circuito cerrado con una presidn portal constante,
regulada a través de una bomba de perfusidn peristdltica. Una solucién de taurocolato de
sodio 300 uM es inyectada al medio de perfusion a una velocidad de 0.2 mL/min a lo largo del
experimento con el fin de sostener la produccién biliar. La temperatura del érgano se
mantiene en 37°C con una ldmpara infrarroja y al mismo tiempo el perfusato es mantenido a
temperatura por la accién de un bafio que recircula agua a una camisa de intercambio de
calor. Periddicamente se toman muestras del perfusato para analizar pardmetros de integridad
y funcionalidad celular (ej. Liberacién de enzimas citosélicas, consumo de oxigeno, excrecion
de un colorante en bilis, produccion de urea). Ademas, se determina la velocidad de secrecion
de bilis y se registran los cambios en el flujo de perfusidn con los cuales se calcula el nivel de

resistencia intrahepatica.

Fig. 3.2 - Sistema de perfusion de

Manémetro higado de rata aislado (IPRL).
hidrostatico

Esquema del circuito con sus

componentes (las flechas azules
indican el sentido de Ia
perfusion) y fotografia del
equipo.

Hamilton .
0,:C0, (95:5 %) pefisato

— .
1 pH=7.4
Bomba
peristaltica 1

Inyector
taurocolato
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3.7 Parametros estudiados durante la reperfusion.

3.7.1 Resistencia intrahepatica (RI).

El IPRL puede funcionar a presion o flujo controlados segln cual es el pardmetro que se
mantendra constante y cual varia segln la respuesta del érgano. En estos experimentos la
presidn de perfusidon se mantuvo constante y cercana a los 8 mmHg y el flujo de perfusién
resulté ser una variable sujeta a la resistencia intrahepatica, evitando asi el dafio extensivo a
las células endoteliales. El parametro resistencia intrahepatica constituye un reflejo del estado
de la microvasculatura: la resistencia aumenta en respuesta a la vasoconstriccion y
obstrucciones producto de la injuria por isquemia/reperfusion en células endoteliales de los
sinusoides (Rodriguez JV y col., 1999).

La Rl se calculd a través del flujo de perfusion (FP), el cual fue determinado cada 15 min

con un crondmetro y midiendo el volumen de fluido en una probeta:

RI (mmHg.min.g hig.mL™) = presién portal (mmHg) + FP (mL.min™.g hig™)

3.7.2 Produccion de bilis (PB).

Una apropiada produccidn biliar durante los experimentos de perfusién de higado aislado
indica que el érgano conserva en buen estado la red de conductillos biliares que nacen entre
los hepatocitos y desembocan en el colédoco y ademads, cuenta con las reservas energéticas
gue se requiere para el transporte activo de sales biliares a través de la membrana de los
hepatocitos. El volumen de bilis en los tubos de recoleccidn se estimd gravimétricamente

asumiendo una densidad igual a la del agua (1 g/ml) con una frecuencia de 15 min.

PB (uL.min™.g hig™) = uL de bilis /(15 min * g hig)
3.7.3 Consumo de oxigeno (Cons0O,).

La captacidon de O, del medio de perfusiéon es, en primera instancia, un indicador de
viabilidad celular ya que sdlo las células vivas podran consumir O,. Ademas, brinda informacién
acerca del estado metabdlico del higado y funcionamiento de las mitocondrias.

Para el cdlculo del ConsO, se utilizé un dispositivo sensor de oxigeno (Biological Oxygen
Monitor YSI, modelo 5300, equipado con una sonda para Oxigeno YSI 5331, Yellow Springs,
Ohio, USA) en muestras de perfusato tomadas previo a la entrada al higado y en la salida del

mismo cada 30 min.

Cons0, (umol 0,.min™.g hig™) = (Ce - Cs) * FP (mL.min™.g hig™)
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Con Ce y Cs como las concentraciones de oxigeno en el perfusato al entrar al higado vy al

salir de él respectivamente.

C./s (umol O..mL™) = pO, (kPa) * So,a 37°C (0,01056 umol O,.mL™.kPa™)

Se calculd la pO, asociada conociendo la presién atmosférica del dia en que se llevé a

cabo el experimento (http://espanol.weather.com/weather/almanac-Rosario-ARXX5294:1:AR),

segun los calculos de Gnaiger E (2010).

3.7.4 Sintesis de urea.

La sintesis de urea en el higado es la principal ruta de eliminaciéon del Nitrégeno del
organismo. Las enzimas del ciclo de la urea comienzan a disminuir su actividad cuando el
higado entra en disfuncidon por alguna patologia, por lo tanto, este parametro es un buen
indicador de funcionalidad metabdlica del higado (Butterworth RF y Vaquero J, 2009). La
concentracién de urea en perfusato fue determinada cada 30 min mediante una técnica
colorimétrica con diacetil monoxima (Rahmatullah M y col., 1980; Butler AR y col., 1981).
Brevemente, las muestras de perfusato fueron desproteinizadas con acido perclérico (5 %),
centrifugadas 3 min a 14000 g e incubadas 10 minutos a 100°C con el reactivo de trabajo para
urea (ver soluciones y buffers seccién 3.14). Luego, se leyd absorbancia a A=525 nm utilizando
una curva de calibracidon Urea vs. ABSs,s (50-1000 puM) para obtener la concentracién en la

muestra. Los resultados se expresaron en uM urea.min™.g hig™.

3.7.5 Excrecion de Bromosulfoftaleina (%BSF).

La funcién hepatica también puede evaluarse a través de la capacidad de eliminacidn de
sustancias extrafias de la circulacién. La eliminacién de BSF de la circulacion consiste en la
captacioén de este colorante a través de transportadores en las membranas de los hepatocitos,
conjugacion a la molécula de glutatién reducido y transporte activo al canaliculo biliar para su
excrecion. El porcentaje de excrecidn de BSF se verd disminuido cuando alguno de los
mecanismos mencionados se encuentre alterado (Talwar GP y col., 2003).

Al comenzar el experimento de reperfusion aislada se administré una uUnica dosis de 5 mg
de BSF al medio de perfusidn y se recolectd bilis tal como se informé anteriormente. Para la
determinacion de BSF, las muestras de bilis fueron diluidas (1/240) en NaOH 0.1 N para leer
absorbancia a A=580 nm; la concentracion de BSF en bilis fue calculada en base a una curva de
calibracion BSF vs. ABSsg (0.5-10 pg/mL). Los resultados se expresaron en % de BSF excretado

en bilis a los 90 min de reperfusion.
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3.7.6 Conjugacidon de BSF a GSH.

Una de las fases mas importantes en la eliminacidon de BSF consiste en la conjugacion de
ésta a la molécula de Glutatidon (GSH) dentro del hepatocito, de ésta manera el xenobidtico es
reconocido por complejos proteicos transportadores para su eliminacién en bilis. La presencia
de conjugados BSF-GSH en muestras biliares estaria indicando el funcionamiento adecuado de
la maquinaria de conjugacién y transporte transmembrana, la presencia de los sustratos
necesarios y una morfologia conservada de los tejidos.

Para evaluar el grado de conjugaciéon BSF-GSH, las muestras de bilis fueron analizadas por
cromatografia en capa delgada donde pudieron observarse 4 especies: BSF libre, BSF-GSH, BSF-
Cys y BSF-Cys-Gly; las dos ultimas son producto de la hidrdlisis del tripéptido GSH en la
muestra. Las muestras de sembraron en placas de vidrio recubiertas de celulosa (CEL 300-10,
MN, Alemania) y se separaron en fase mévil butanol:acido acético (40:8 %). A continuacién, se
nebulizé una solucion KOH (2.5 N) en etanol bajo campana para el revelado de las bandas y,
finalmente, se digitalizaron las placas para ser analizadas con el programa Image J 1.44p
(National Institutes of Health, USA). Los resultados se expresan en porcentaje de BSF-GSH

(incluyendo sus productos de degradacién) respecto de la cantidad total de BSF sembrada.

3.7.7 Liberacion de enzimas intracelulares (LDH, AST y ALT).

Los hepatocitos constituyen cerca del 70 % de la masa total del higado, por lo tanto,
cuando se generan dafios en la membrana plasmatica o la lisis celular, las enzimas
hepatocelulares se liberan y su actividad puede ser facilmente detectada en el medio de
perfusidén. Aunque la Aspartato transaminasa (AST) no es una enzima especifica de higado es
un buen marcador de daifio en el IPRL. AST se encuentra tanto en citoplasma como en
mitocondrias, su incremento en el perfusato es sefial de un dafio severo (AST/ALT>1). La
enzima Alanina transaminasa (ALT) se localiza mayormente en citoplasma y su liberacion se
produce incluso ante injurias leves (AST/ALT<1). La enzima Lacatato deshidrogenasa (LDH) se
localiza en citoplasma de hepatocitos y células no parenquimatosas del higado por lo cual
constituye un buen marcador general de dafio en el tejido (Bessems My col., 2006).

Las actividades de las enzimas ALT y AST se determinaron con kits comerciales (Método
UV optimizado (IFCC) UV AA, Wiener Lab.). Muestras de perfusato de 0, 30, 60 y 90 min fueron
incubadas con el reactivo segun las instrucciones del fabricante y se siguid la cinética de
desaparicién del NADH durante 3 minutos (lectura cada 45 seg) aA =340 nm y 37°C.

La actividad LDH se determind con un kit elaborado en el laboratorio (ver seccion 3.14) y

se procedié de la misma forma que con las otras dos enzimas.
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La pendiente de la curva ABS vs. tiempo (AAbs/min) se utilizd para el calculo de la
concentracidn enzimatica:

[enzima] U/L = (AAbs/min) * V//(b * €% * y)
V,v=volumen de reaccién, volumen de muestra.

b= paso dptico (1 cm)

NADH

eVAP"=6,22 mL. moles™. cm™

3.8 Contenido de glucogeno.

La reserva hepdtica de glucégeno es importante como fuente de ATP durante el periodo
de preservacién hipotérmica y reperfusion del érgano (Quintanay col., 2005). Aquellos higados
gue mantengan sus depdsitos de glucdgeno, cuentan con una importante fuente de energia
para enfrentar los dafios asociados a la isquemia/reperfusion.

Luego de la reperfusién de los higados se tomaron muestras de tejido para la
determinacién de glucégeno, las mismas fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de la
determinacidn. Las reservas de glucdgeno fueron determinadas seguin Carr Sy col. (1984). Las
porciones de tejido se disgregaron en buffer citrato (0.1 M, pH=5.00) utilizando la herramienta
Ultraturrax®. El extracto hepatico fue alicuotado en 2 fracciones y se efectud una inactivacion
enzimatica por calentamiento a 100 °C. Una de las alicuotas fue tratada con la enzima a-
amiloglucosidasa (0,5 % a-amiloglucosidasa en buffer citrato) por 2 horas en un bafio a 55°C vy
la otra fue utilizada como blanco de la reaccién de digestién del glucdégeno. Finalmente, las
muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 14000 g y se determind el contenido de
glucosa libre (proveniente de la digestion del glucogeno) en el sobrenadante con un kit de
glicemia enzimatica AA Wiener Lab.

Para el calculo del contenido de gucégeno se construyeron 2 curvas de calibracién:

1. Glucosa (glu) vs. ABSsys (5-40 pg)—> ABSsos= my*ug glu +y;
2. Glucdgeno (gno) vs. ABSsgs (5-40 pg) = ABSsps= my*ug gno + vy,

Glucégeno (mg/g hig)= R,, * (mg glucosa/q hig)
Rm= m1/m,= pg gno/ug glu

3.9 Contenido de Malondialdehido.

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) se encuentran involucradas en varios desérdenes
patoldgicos asociados a la preservacion de érganos para trasplante.

Uno de los fendmenos principales de injuria celular mediado por las ERO es la
lipoperoxidacién lipidica, este proceso comienza con la descomposicion del perdxido de

hidrégeno mediada por hierro (Fe®*) que resulta en la generacién del radical hidroxilo (HO')
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(reaccion de Fenton) el cual da inicio a una reaccidn en cadena que lleva a la destruccién de los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares (Jaeschke H y col., 2012).

El malondialdehido (MDA) es un di-aldehido de tres carbonos, producto de la
fragmentacion espontanea de los lipoperdxidos generados, por lo que su concentracién el

tejido constituye un marcador de dafio por estrés oxidativo.

H.,O
7/ 4+ "OH ‘L 7/ Lipido radical

H -
Iniciacion

Lipido insaturado
Propagacmn

- H

Lipido peroéxido Lipido peroxil radical
Fig. 3.2 - Lipoperoxidacién lipidica.

La estimacién del contenido de MDA se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), una técnica que ofrece alta sensibilidad y especificidad (Karatas F y col., 2002).
El equipo de HPLC Gilson utilizado para estas determinaciones de MDA consta de una bomba
Gilson 307, una pre-columna (Phenomenex - AJO 4287), una columna Luna 5 pu C18(2) column
(250 mm x 4,6 mm) (Phenomenex - 00G-4252-E0) y un detector UV-VIS Gilson 151 para la
lectura a una longitud de onda de 254 nm.

Las muestras de tejido post-reperfusion fueron almacenadas en LN, hasta el momento de
la determinacién. Las porciones de tejido se disgregaron en buffer KPET (ver seccion 3.14)
utilizando la herramienta Ultraturrax®. Los extractos hepaticos fueron desproteinizados con
HCIO, (2 %) y se obtuvieron los sobrenadantes por centrifugaciéon (4°C, 20000 g). Los
sobrenadantes diluidos 3:10 en H,0d se filtraron con filtros PES de 0.2 mm (Nalge, cat.
0001801320) antes de ser inyectados en el sistema (volumen de inyeccién: 20 pL). La elucién
de las muestras se realiza de forma isocratica con una fase movil KH,PO, (30 mM):Metanol
(65:35 %) pH 4,00 y se trabaja a un flujo de 0,80 mL/min. Al inyectar una solucion testigo de
MDA (ver seccidn 3.14) se obtuvo un tiempo de retencién de 10.60 + 0.33 [min].

El contenido de MDA en el tejido se expresé como nmol/g hig.
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3.10 Contenido de Glutation total y relacion GSHreducido/GSHoxidado.

Dentro de las células el tripéptido glutation (y-glutamil cisteinil glicina) existe en dos
formas: la forma mayoritaria, que es la reducida (GSH), y la forma oxidada (GSSG). El GSH es
capaz de neutralizar las ERO que se generan en el desarrollo de diferentes cuadros patoldgicos.
El estrés oxidativo tiene un efecto profundo en el balance de estas dos especies ya que dicha
molécula es el principal compuesto antioxidante de la célula.

|II

La determinacion del contenido de glutation se llevd a cabo por el “método enzimatico de
reciclado” (Griffith OW, 1980), basado en la oxidacidn del GSH por el reactivo de Ellman, acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobezoico (DTNB), para dar un producto de color amarillo 2-nitro-5-
tiobenzoato (TNB) que es detectable espectrofotométricamente a una A = 412 nm. Durante la
reaccion la enzima Glutation Reductasa (GR) y su cofactor NADPH, vuelven a reducir al

glutation reciclandolo constantemente.

GSSG
GR + NADPH
DTNB GSH :
) ‘ ‘ GR + NADPH
TNB GSTNB TNB

A =412 nm
Fig. 3.3 - Reaccion de reciclado del Glutation.

Las muestras de tejido post-reperfusién fueron almacenadas en LN2 hasta el momento
de la determinacion. Las porciones de tejido se disgregaron en buffer KPET (ver seccién 3.14)
utilizando la herramienta Ultraturrax®. Los extractos hepaticos fueron desproteinizados con
HCIO, (2 %) y se obtuvieron los sobrenadantes por centrifugacién (4°C, 20000 g). El
sobrenadante se neutralizd con el agregado de K,CO; y se fraccioné en 2 tubos para
determinar glutation total y glutation oxidado respectivamente. El tubo de la determinacién de
GSSG, se incubd con 2-vinilpiridina (2 uL/100 puL de sobrenadante) 1 h a temperatura ambiente
para enmascarar el glutatiéon reducido impidiendo que participe de la reaccion de reciclado. La
velocidad a la cual se genera el TNB es monitoreada en una cubeta durante 3 min (lectura cada
30 seg) a A =412 nm y 32°C (ver mezcla de reaccion en seccion 3.14). La cantidad de GSH
presente en la muestra se obtiene a través de una curva de calibracion AABS,1,/min vs. GSH

(0.5-4 nmol). El resultado se expresé de la siguiente forma:

umol GSH/g hig= (AABS.;,/min)*F/(v *ghig/mL)
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F= pendiente de la curva de calibracion y factores de dilucion
v=volumen de muestra
g hig/mL= concentracién extracto hepdtico

GSH/GSSG= (GSHtotal-GSHoxidado)/GSHoxidado.

3.11 Actividad enzimatica antioxidante.

Las enzimas Superdxido Dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) forman
parte de los principales sistemas antioxidantes en células de mamiferos. Mediante las
reacciones que catalizan (fig 3.4), dos especies peligrosas (O, y H,0,) son transformadas en

dos especies seguras para la célula (H,O y O,).
SOD
20, +2H* — H,0, + O,

CAT
2H,0, —— 2H,0+0,

Fig. 3.4 - Reacciones de neutralizacion de EROs catalizadas
por SOD y CAT.

Las muestras de tejido post-reperfusion fueron almacenadas en LN2 hasta el momento
de la determinacion. Las porciones de tejido se disgregaron en buffer fosfato (ver secciéon 3.14)
utilizando la herramienta Ultraturrax®. Los extractos fueron sometidos a sonicacién en 2
periodos de 30 s y se obtuvieron los sobrenadantes por centrifugacion (4°C, 20000 g). Estas

preparaciones fueron utilizadas para las siguientes determinaciones.

3.11.1 Actividad Catalasa.

El ensayo consiste en seguir espectrofotométricamente la cinética de descomposicién del
H,0, por la catdlisis enzimatica de la CAT como se describe en Aebi (1984). La descomposicion
enzimatica del H,0, es una reaccién de pseudo-primer orden, donde la velocidad depende de
la concentracién del sustrato. A través del ensayo de cinética enzimatica se obtuvo la
constante de velocidad de la reaccién (k), pardmetro directamente relacionado al nivel de
actividad de esta enzima en el tejido.

La reaccién se desarrollé a temperatura ambiente (20-25°C) en una cubeta de cuarzo
conteniendo la muestra y mezcla de reaccion (ver seccion 3.14), se leyd ABS a A= 240 nm
durante 1 min (lectura cada 10 s). Se confecciond, en paralelo, un blanco de reaccién sin H,0,.
A partir de los datos obtenidos se procedid a graficar el In ABS,4 vs. tiempo de donde se
obtuvieron los pardmetros de la siguiente ecuacién: In abs; = -k*t + In abs,

En la figura 7 se observan las curvas obtenidas durante la puesta a punto de la reaccién
con un testigo de Catalasa bovina de Sigma. Una vez obtenido los valores de k para cada

muestra, la actividad Catalasa se expresé como: k/g hig.
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Tiempo (s)
0 10 20 30 40 50 60
-0,4 1 1 1 1 1 )

-1,2
Fig. 3.5 - Curvas In ABS,s vs tiempo para cantidades crecientes de
Catalasa Bovina en el medio de reaccién. k'*“=8.10", kK**“=16.10" y
k**Y=34.10".

3.11.2 Actividad Superdxido Dismutasa.

La actividad SOD se estudid en geles de actividad, los cuales requieren una menor
cantidad de proteina que el método bioquimico y permiten una buena apreciacién visual de
los resultados. La técnica se basa en la interaccion del anién O, con el NBT en la que el
tetrazolio amarillo es reducido para dar un precipitado azul dentro del gel, areas acromaticas
aparecen donde se encuentra la SOD activa compitiendo con el NBT por el O,"” . Las enzimas
MnSOD y CuZnSOD pueden ser diferenciadas por la presencia de Cianuro (KCN) en la solucion
de tinciodn, el cual inhibira la actividad CuZnSOD (Weydert CJ y col., 2010).

La concentracién de proteina de los extractos hepaticos se determind por el método de
Biuret (Olson BJ y col., 2007). Las muestras (50 pug de proteinas totales) fueron sembradas en
geles de poliacrilamida/bisacrilamida al 12 % y separadas por electroforesis (80 V gel
concentrador, 120 V gel de resolucién) en condiciones no desnaturalizantes. Posteriormente,
los geles fueron incubados en oscuridad con la solucidon de tincién para actividad SOD y
MnSOD especifica durante 20 min con agitacion (ver seccion 3.14). El revelado se llevé a cabo
bajo luz fluorescente directa hasta la aparicion de una coloracidn violeta intensa (5-10 min),
luego se digitalizaron las imdagenes para poder analizarlas con el programa Imagel 1.44p
(National Institutes of Health, USA). Este programa transforma la intensidad de las bandas en
picos cuyas areas puede integrarse como se observa en la fig 3.6 La actividad enzimatica se
expresd como el cambio relativo entre las diferentes muestras sembradas dandole el valor

arbitrario de 1 a la muestra del grupo Control (higados recién ablacionados).
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Fig. 3.6 - Analisis de las imagenes digitalizadas con el programa Image J.

3.12 Estudios de expresion génica.

Mediante la técnica de retrotranscripcion seguida de PCR en tiempo real se llevaron a
cabo los estudios de expresidon de genes relacionados con la respuesta al estrés por hipoxia e
implicados en la actividad citoprotectora del H,S. Estos estudios fueron realizados en el marco
de una pasantia en el exterior con una beca de Boheringer Ingelheim Fonds, en el Centro Studi

Fegato de la ciudad de Trieste-Italia.

3.12.1 Extraccion de ARN.

El ARN total fue extraido de tejido hepatico almacenado en LN2 utilizando el reactivo
TriPure (Roche, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Aproximadamente 10 mg de
tejido hepatico fueron homogeneizados con 1 mL de TriPure en un cilindro de vidrio con pilén
de teflon (Potter-Elvehjem). El homogenado fue transferido a un tubo de microcentrifuga y se
centrifugd durante 10 min a 4°Cy 12000 g. Luego, se llevé a cabo una primera extraccion con
200 pL de cloroformo seguida de 15 min de centrifugacién a 4°C y 12000 g de la cual se
recuperd la fase superior acuosa. El segundo agregado de cloroformo fue de 80 pL, luego de la
centrifugacion se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo y se agregaron 500 pL de Etanol
absoluto. Llegado este punto en la extraccién, los tubos con todas las muestras a estudiar
fueron preparados para su envio postal a la ciudad de Trieste-ltalia, donde finalmente se
procedid con la retrotranscripcién y PCR en tiempo real. El envio demoré 72 h y las muestras
fueron almacenadas en freezer de -70°C hasta continuar con la extraccion. En el laboratorio
del Centro Studi Fegato las muestras fueron centrifugadas 10 min a 12000 g y 4°C vy, a
continuacién, se realizé un lavado del ARN precipitado con etanol al 75 %. El ARN precipitado
se dejé secar durante 5-10 min y luego se resuspendié en 50 plL de agua destilada estéril. Las

preparaciones de ARN fueron almacenadas a -70°C.
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3.12.2 Integridad y concentracion del ARN.

La integridad del ARN aislado fue analizada en geles de agarosa al 1.5 % con Bromuro de
Etidio (0.3 pg/uL) como el de la figura 3.7. Se sembraron 2 ug de ARN de cada muestra en el

gel y se llevd a cabo una corrida electroforética de 15 min a 100 V.

285
18s

Fig. 3.7 - Extracciones de ARN en gel
de agarosa con ETBr.

La concentracion de ARN de cada muestra se determind espectrofotométricamente
considerando que una soluciéon de concentracién 40 mg/mL de ARN genera 1 U de
Absorbancia a 260 nm. A su vez, para estimar la pureza de las preparaciones, se constaté que

las relaciones A260/A280y A260/A230 fueran mayores a 1.

3.12.3 Retrotranscripcion y PCR en tiempo real.

El ADNc fue sintetizado a partir de 1 ug de RNA total con el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (oligos al azar + retrotranscriptasa multiScribe®, Applied Biosystems,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La transcripcién reversa fue llevada a cabo en
un termociclador (Gene Amp PCR System 2400, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) con el
siguiente protocolo: 10 min a 25°C, 120 min a 37 °Cy 5 min a 85 °C. El ADNc se almacend a -20
°C.

La RT-PCR se realizé en un equipo iCycler 1Q (Bio Rad laboratories, Hercules, CA, USA). Los
transcriptos de B-actina y 18S se utilizaron como controles enddgenos para la normalizacién de
los niveles de expresién de los genes blanco. Los oligonucledtidos se disefiaron mediante el
programa Beacon Designer 2.0 (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) y
sintetizados por Sigma Life Science, USA. 30 ng de ADNc fueron amplificados con los oligos
especificos para los genes: HO-1, TNF-a, GSR, Bcl-2, Nrf-2, NQO-1, B-actin, y 18S. Cada reaccidn
llevé 1x iQ SYBR Green Supermix (100 mM KCl; 40 mM Tris—HCI, pH 8.4; 0.4 mM cada dNTP; 50
U/mL iTag DNA polimerasa; 6 mM MgCl2; SYBR Green I; 20 nM fluoresceina; y estabilizadores)
volumen final: 15 pL. Cada muestra fue amplificada por duplicado y para cada gen analizado se
incluyd un control negativo sin molde. El protocolo utilizado por el termociclador consistio en
una primera etapa de 3 min a 95 °C seguida de 40 ciclos de 20 s a 95°C, 20sa 60°Cy 30 s a
72°C.
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La especificidad de la amplificacion con cada par de oligonucleétidos se analizd6 mediante
la construccién de curvas de fusién de acuerdo al siguiente termociclado: 1 minuto a 95 °C + 1
min a 55 °C, seguidos de 80 ciclos (10 s cada uno) con incrementos de 0.5°C partiendo de 55°C.
No se hallaron productos inespecificos de PCR en ningln caso.

A partir de un pool de los ADNc se generd una dilucion seriada de 5 puntos (125, 25, 5, 1
y 0.2 ng) y se construyeron las curvas estandares log ng ADNc vs. Ct, para cada par de

oligonucledtidos. La pendiente de dichas graficas (p) se utilizd en el calculo de la Eficiencia de

-1
amplificacion (E) de cada par de oligos segun: E = 100 X (10(7) -1

Gen N° de Tamaiio
del cebador directo cebador reverso
blanco acceso .,
amplicén

18S X_01117 150 pb TAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
B-actin NM_031144 79 pb CAACCTTCTTGCAGCTCCTC GACGAGCGCAGCGATATC
HO-1 NM_012580 76 pb GGTGATGGCCTCCTTGTA ATAGACTGGGTTCTGCTTGT
TNF-a NM_012675 139 pb | TGTCTACTGAACTTCGGGGTGATC CGTGGGCTACGGGCTTGTC

GSR NM_053906 125 pb CGTGGATTACGGCTTTCA CGATGTGGGACTTGGTTA
Bcl-2 L_14680 123 pb TCTGTGGATGACTGAGTA AGCCAGGAGAAATCAAAC
Nrf-2 NM_031789 133 pb AGCACAGCCAACACATTCTTC TTGATGACCAGGACTCACAGG
NQO-1 NM_017000 122 pb TGCTTTCAGTTTTCGCCTTT GAGGCCCCTAATCTGACCTC

Tabla 3.11 - Listado de cebadores disefiados para la PCR en tiempo real.

Los resultados se normalizaron con los genes constitutivos seleccionados: B-actina y 18S.
La cantidad inicial del transcripto de interés se informé como el cambio relativo en la
expresion respecto de la muestra de referencia (Grupo control, higados recién ablacionados) a
la cual se le asigna el valor 1. Para el calculo de la expresion relativa se utilizd el programa
iCycler™lQ Optical system, version 3.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) el cual aplica
la modificacién de Pfaffl en la férmula del AACt que considera las eficiencias individuales de

cada par de oligonucledtidos (Pfaffl, 2001; Tichopad y col., 2004).

3.13 Estudios histoldgicos.

Para el analisis histoldgico luego de la reperfusion ex vivo se utilizd la tincion de
Hematoxilina/Eosina. Para ello, las muestras de tejido de los distintos grupos experimentales
se fijaron en una solucién de formaldehido al 10 % en PBS, se procedié a deshidratarlas y
embeberlas en parafina para luego generar secciones de 5 um que se montaron en

portaobjetos para la tincién. El método consistio en una fase inicial de coloracién de los
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nucleos en color violaceo, con hematoxilina y una segunda fase de contraste citoplasmatico y
componentes extracelulares en tonalidades rosadas, con eosina. Las observaciones estan
enfocadas tanto en el estado de la morfologia de los sinusoides, como en el nivel de dafio
presentado por los hepatocitos. Para la semi-cuantificacion de las observaciones se examinan,
mediante microscopia de campo claro, al menos 30 campos elegidos al azar de 3 biopsias
fijadas para cada grupo experimental. Las imagenes tomadas (objetivo 40X) son procesadas
con el programa de computacién Image J (NIH) que permite la superposicion de grillas de 80
puntos sobre la imagen facilitando la contabilizacion de los siguientes signos de injuria:
Dilatacidn sinusoidal, Vacuolas y dafio en cel. endoteliales (Pizarro y col., 2009).
Para el estudio morfométrico se eligieron tres signos de injuria que comidnmente se hallan
en la histologia de un higado sometido a isquemia/reperfusion:
> Dilatacion sinusoidal: ensanchamiento del espacio delimitado por 2 cordones
hepatocitarios, producto de la alteracién en la microcirculacion.
» Vacuolizacién: las vacuolas intracitoplasmaticas pueden asociarse a la extension del
dafio hepatocelular.
> Células endoteliales sueltas: redondeo y desprendimiento de las células endoteliales
gue conforman el revestimiento de los sinusoides como consecuencia de la pérdida de

viabilidad y alteraciones en la microcirculacidn.

3.14 Soluciones y buffers

R/

% Krebs-Henseleit (KH): Este buffer es de uso estandar para la perfusiéon del higado
aislado (Bessems M y col.,, 2006). En los experimentos realizados, se utilizd

durante la perfusion en la cirugia y en la primera etapa de la reperfusion.

Componente Concentracion (mM)
NacCl 118.00

KCl 4.80

KPO;H, 1.20

CaCl, 1.50

MgSO, 1.20

NaCOszH 25.0

Glucosa 5.00

Heparina 2.00 Ul/mL
Saturacion con carbégeno (0,:C0O,, 95:5%) durante 20 min
Osmolalidad= 300-310 mOsm/Kg H,0, pH final= 7.40.
Filtracidn previa utilizacién.

Tabla 3.111 - Composicion del buffer KH.
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D3

*

Y/
0'0

R/
0'0

Krebs-Henseleit + Dextrdn (KHD): Fue utilizado como perfusato durante la
perfusién del higado en el sistema recirculante. El Dextran (PM promedio 64-74
kDa) al 2 % proporciona las propiedades osmdticas coloidales adecuadas.
Mezcla de reaccion para determinacion de H,S:

— Buffer fosfato de potasio 0.1 M

— 0.1 mM DTNB
Reactivo de trabajo para urea: 2 partes sol. 1 + 1 parte sol. 2

— Sol. 1: 10 % H3PO,, 30 % H,S0,4, 0.37 mM FeCl;.6H,0

— Sol. 2: 0.5 % diacetil monoxima, 0.01 % tiosemicarbazida
Kit para actividad LDH:

— 50 mM fosfato de potasio + 0.63 mM piruvato de Na, pH=7.50

— Solucion NADH 13.1 mM: 0.3 M NADH + 1.2 M NaHCO;
Buffer fosfato para extractos hepdticos (KPET): Buffer fosfato de potasio 0.1 M +
EDTA 5 mM + 0.1% de Tritén X-100 (1%), pH= 7.50.
Solucion testigo MDA: El compuesto 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) diluido
1:1000 en HCl 0.1 M, es llevado a ebullicion durante 5 min. Se determind
espectrofotométricamente la concentracion exacta de MDA a A = 245 nm
(coeficiente de extincién molar € = 13.7 M'ecm™).

Mezcla de reaccién para determinacion de GSH (V,cqccisn: 1 mL):

KPE: Buffer fosfato de potasio 0.1 M + 5 mM EDTA, pH=7.50

6 mM DTNB
2 mM NADPH

50 U/mL Glutation reductasa

Mezcla de reaccién para determinacion de actividad CAT (V,eoccion: 3 mL):
— KP: Buffer fosfato de potasio 0.1 M
— 10 mM H,0,

Geles de actividad SOD:

Buffer gel de resolucidn: 1.5 M tris-base + 8 mM EDTA, pH=8.80

Buffer gel de concentracion: 0.5 M tris-base + 8 mM EDTA, pH=6.80

— Acrilamida:bisacrilamida: 30:0.8 %

— 10 % APS

— Buffer de corrida: 25 mM tris-base + 192 mM Glicina + 1.8 mM EDTA,
pH=8.50
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— Buffer de siembra no desnaturalizante (2X): 50 % tris 0.5 M + 40 %

Glicerol + 10 % Azul de Bromofenol (1 %)

— Solucion de tincion: Buffer fosfato de potasio 50 mM + 0.5 mM NBT

(disuelto en DMF) + 0.5 mM Riboflavina + 28 mM TEMED.

— Solucién de tincién especifica MnSOD: Solucién de tincién + 8 mM KCN.

— Armado de geles:

RVO Resolucion 12 % (10 mL) | Concentracién 5 % (5 mL)
H,0 4.70 mL 3.45 mL
ACRIL/BIS 4.04 mL 0.85mL
TRIS1.5/0.5 M 1.25mL1.5M 0.625mL0.5 M
TEMED 10 plL 10 pL

APS 80 pL 80 pL

Tabla 3.1V - Armado de geles de poliacrilamida.

<+ Buffer PBS: 137 mM NaCl + 2.7 mM KCl + 10 mM Na,HPO, + 1.8 mM KH,PO,
<+ Electroforesis en gel de agarosa:
— Buffer TAE: 40 mM tris base + 1ImM EDTA + 0.11 % ac. Acético.
— Buffer de siembra: 10 mM EDTA + 0.25 % Azul de bromofenol + 50 %

glycerol.

3.15 Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados con el programa GraphPad Prism 5.04. Con esta
herramienta informatica se realizaron los test estadisticos de analisis de la variancia (ANOVA)
para las muestras que cumpliesen el supuesto de distribucién normal e igualdad de variancias,
en caso contrario se aplicé un test no paramétrico como el de Kruskal-Wallis. Las
comparaciones multiples se realizaron a través del test de Bonferroni y de Tukey. Se considerd
una p<0.05 una diferencia estadisticamente significativa. Los datos se expresaron como la
media de las observaciones * la desviacidn estandar (SD) 6 error estandar de la media (SEM). El

numero de observaciones es indicada en cada caso: n=3/n=4.
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4.1 El disulfuro de dialilo (DADS) en la preservacion hipotérmica.

4.1.1 Experiencias con la solucién de la Universidad de Wisconsin (UW).

4.1.1.1 Fundamentos

Este primer capitulo de la tesis abarca las primeras pruebas que se realizaron con el dador
de H.,S (DADS) en el medio de preservacién de higados de rata. En la bibliografia consultada se
reportan alentadoras experiencias acerca de la utilizacidon de dadores de H,S en la proteccidn
del tejido hepatico frente a injurias por isquemia/reperfusion (Shaik H y col., 2008; Kang K y
col., 2009). En base a esto, se planted la estrategia de optimizar las soluciones de preservacion
hipotérmica mediante el agregado de sustancias capaces de liberar H,S al medio. Sin embargo,
al prescindir de antecedentes respecto a este modelo en particular, se comenzaron las
experiencias con una concentracion final de DADS en solucion UW del orden de magnitud
(mM) utilizado en los tratamientos in vivo como el de Shaik H y col. (2008).

El objetivo principal de esta serie de experimentos consisti6 en obtener datos
preliminares y orientativos respecto de la utilizacién del DADS como agente protector en la

solucién de preservacion UW.

4.1.1.2 Protocolo experimental

Basicamente, los higados fueron ablacionados mediante la técnica quirdrgica a corazén
batiente descripta en la seccién 3.3.1 de materiales y métodos. Luego, 2 grupos de higados
fueron sometidos a preservacion hipotérmica estatica durante 48 h (tiempo en exceso para
intensificar el cuadro de injuria) en UW con y sin DADS (UW+DADS y UW). Un tercer grupo de
higados (CON) fue evaluado inmediatamente luego del aislamiento en el sistema de perfusion

ex vivo, como un control del funcionamiento hepatico en nuestras condiciones experimentales.

Grupo

. Descripcidn
experimental

CON Higados aislados y reperfundidos ex vivo.

Higados aislados, preservados 48 h en solucion UW y reperfundidos ex
vivo.

Higados aislados, preservados 48 h en solucion UW + 3.4 mM DADS y
reperfundidos ex vivo.
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Fig. 4.1 - Esquema del protocolo experimental seccién 4.1.1. PH= preservacion hipotérmica.

4.1.1.3 Resultados y discusion.
> Resistencia Intrahepatica.

En la figura 4.2 se representa la evolucion de la Resistencia intrahepatica en el tiempo de
reperfusion del érgano aislado. Durante los 90 min de perfusién de higados controles se
registré una Rl constante de aproximadamente 2.25 mmHg.min.g hig/ml. Por el contrario, los
higados preservados en hipotermia (UW) mostraron valores elevados de resistencia al flujo al
comenzar la perfusidn, luego éstos son parcialmente estabilizados al cumplirse la hora de
recirculacién y, finalmente, la resistencia incrementa hasta concluir el experimento. En cuanto
al grupo de higados preservados en solucion UW suplementada con DADS, se observé un
comportamiento similar al del grupo UW, sugiriendo la ausencia de un efecto por parte del
dador utilizado. Incluso, a partir de los 60 min, la Rl de estos higados se vio ligeramente
aumentada, descartando un efecto positivo sobre el estado de la vasculatura. Es importante
destacar que los valores para la Rl de los distintos grupos experimentales no fueron
estadisticamente diferentes unos de otros, indicando que aun luego de 48 h de

almacenamiento en isquemia fria, la circulacién hepatica posee un alto grado de conservacion.
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>  Produccion de bilis.

La produccién de bilis (PB) se evalud a través del calculo del flujo de la secrecién biliar en
funcién del tiempo, como se observa en la figura 4.3. Los higados perfundidos inmediatamente
luego de la cirugia de ablacién mostraron una alta capacidad de secrecion biliar, alcanzando un
flujo maximo de 1.37 + 0.30 [uL/min. ghig], a los 45 min de perfusion. La situacién fue
completamente distinta para los higados sometidos a preservacién hipotérmica, tanto los
higados sumergidos en UW estandar (PB*™"= 0.39 + 0.19 [uL/min. ghig]) como los que se
almacenaron en UW con 3.4 mM de DADS (PB*™"=0.54 + 0.25 [uL/min. ghig]) produjeron bilis

a una tasa significativamente menor (*p<0.05, bp<0.01).

—e—CON ——Uw —e— UW + DADS

2,00 -

1,75
8
< 1,50 - Fig. 4.3 - Evolucion de la PB en
oo funcién del tiempo de perfusion
£ 1,25 en un sistema aislado. Cada
€ punto denota la media * SD de 3
E 1,00 experimentos. “a” y “b” indican
E 0,75 d.ifere:nci'a estadisticamente
— significativa respecto del grupo
=2 .2 b
= 0,50 CON con: °p<0.05, "p<0.01.
[22]
o

0,25
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» Consumo de oxigeno.

La capacidad del tejido hepatico para extraer O, del medio de perfusién se graficd en la
figura 4.4 en funcién del tiempo de reperfusion transcurrido. Alli puede observarse que los
higados controles tuvieron un mayor éxito en el mantenimiento del consumo de O, que los
higados preservados independientemente de la presencia del dador de H,S. Esto podria
deberse a que, durante la preservacidn en frio muchas células sufrieron dafios a nivel de la
funcién mitocondrial, o bien el dafio fue tal que muchas de estas células murieron provocando

la caida en el consumo de O,.
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> Liberacion de LDH.

90

Cecilia L. Balaban

Fig. 4.4 - Evolucion del
Consumo de O, en funcion del
tiempo de perfusion en un
sistema aislado. Cada punto
denota la media * SD de 3
experimentos. No se hallaron
diferencias  estadisticamente
significativas.

La acumulacién de enzima LDH en el perfusato fue esquematizada en la figura 4.5. Al

transcurrir el tiempo de reperfusidn se fue ampliando la diferencia entre los higados controles

y los preservados, indicando que estos uUltimos se encontraban mas vulnerables a la injuria por

reperfusion. En el muestreo de perfusato de 60 min de higados previamente almacenados en

frio (UW y UW + DADS), se hallé un aumento promedio de la liberacidon de LDH de 3.5 veces

respecto del control (°p<0.05). Nuevamente, la presencia del compuesto en estudio no redujo

los efectos de la isquemia fria/reperfusion.

100 -
80
60

40

LDH (U /L.g hig)

20

0

—e—CON —e—UW —e—UW + DADS

t (min) o 30 60

>  Excrecion de Bromosulfoftaleina (BSF).

90

Fig. 4.5 - Evolucion de la
liberacion de LDH en funcién
del tiempo de perfusion en un
sistema aislado. Cada punto
denota la media + SD de 3
experimentos. “a” indica
diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo
CON con: °p<0.05.

La figura 4.6 indica los porcentajes de eliminacidn de una dosis Unica de BSF a través de la

via de secrecién biliar a los 90 min de reperfusion. La presencia de DADS durante el

almacenamiento de los higados no elevd significativamente los porcentajes de excrecidn
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respecto del grupo preservado sin tratar (UW); sin embargo, si se hallé una diferencia

significativa entre estos ultimos e higados controles.

100

% BSF excretada en bilis
N S [e)) [os]
o o o o

o

m CON

muw

m UW + DADS

> Estudios histologicos post-reperfusion.

Fig. 4.6 - Porcentaje de excrecion en bilis de
una dosis Unica de BSF (5 mg). Cada
columna denota la media + SD de 3
experimentos. “@” indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del
grupo CON con: *p<0.05.

En la figura 4.7 se observan imagenes representativas del estado de la morfologia

hepatica post-reperfusidon para los distintos grupos experimentales. Ademas, en la figura 4.8,

se graficaron los resultados del analisis morfométrico realizado. En primer lugar, se observé a

simple vista una arquitectura mejor conservada en los higados controles. Estos, fueron

reperfundidos apenas se aislaron del cuerpo del animal, mostrando un menor indice de dano

en comparacién con los grupos UW y UW+DADS, donde los drganos son enfrentados a la

injuria por isquemia fria. Esta injuria se reflej6 en un mayor porcentaje de vacuolizacidon

citoplasmatica, dilatacidn sinusoidal y desprendimiento de células endoteliales. Vale la pena

mencionar que, si bien no se hallaron efectos sobre la Resistencia Intrahepatica debido al

tratamiento con DADS, los porcentajes de dilatacidon sinusoidal fueron significativamente

disminuidos en presencia del dador de H,S.
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Fig. 4.7 - Imagenes representativas de los campos
visuales analizados en busca de signos de injuria.
Las flechas negras sefialan dilatacion sinusoidal; las
cabezas de flechas blancas sefialan células
endoteliales redondeadas y sueltas en los
sinusoides; las cabezas de flechas negras seiialan
presencia de vacuolas en la zona peri-venosa y los
recuadros negros indican la presencia de
macréfagos en los sinusoides.

mUW  mUW +DADS

Vacuolizacion

Fig. 4.8 - Porcentaje de aparicion de
signos de injuria en la morfologia
hepatica en cortes procesados post-
reperfusion. Cada columna denota la
media y SEM de 15 campos visuales.
“a” indica diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo
UW(a), con: *p<0.05 y *p<0.01. “b”
indica diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo
UW-+DADS (b), con: °p<0.05.

cel. endoteliales

sueltas

4.1.1.4 Conclusidn parcial de la experiencia con la solucién UW.

El propdsito de la preservaciéon de drganos en el contexto del trasplante es poder

suministrar érganos viables que comiencen a funcionar inmediatamente luego de su implante

en el receptor. El tiempo necesario para realizar el traslado del érgano y organizar los equipos

de cirugia, es proporcionado a través de la técnica de preservacién hipotérmica. Sin embargo,

hoy en dia, la preservaciéon estatica convencional se ha estancado en su desarrollo limitando
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los tiempos de procuracidn, el nimero de drganos viables para implantar y el éxito en si de la
terapia del trasplante.

En este capitulo inicial se exponen los primeros resultados obtenidos al agregar un dador
natural de H,S derivado de extracto de ajo. Los higados fueron sumergidos 48 h en solucién
UW sin intervencién alguna hasta la reperfusion de los mismos en un sistema aislado que
permitié el estudio de diversos parametros que reflejan el estado de la fisiologia hepatica. Este
modelo in vitro, ampliamente utilizado en la investigacidon de la fisiopatologia del higado,
constituye una alternativa al trasplante hepatico experimental muy interesante. Si bien se
trata de un sistema aislado y controlado, al mismo tiempo, conserva la complejidad del érgano
con sus diferentes tipos celulares interaccionando entre si y su arquitectura tridimensional
intacta. Ademds, vale la pena destacar que el nimero de animales para experimentacion se
reduce a la mitad. No obstante, son numerosas las variables que intervienen en los resultados:
temperatura, pH, presion de 0, funcionamiento de la bomba, posicionamiento de los
catéteres, eleccidn del perfusato y tiempo de analisis son algunas de las mas importantes. Por
esta razdn, el entrenamiento manual y estandarizacidn de la practica, resultan fundamentales
y se van desarrollando con el tiempo. Lo expuesto anteriormente explica, en parte, la
variabilidad experimental observada en esta serie de ensayos.

Los resultados obtenidos sefialaron que el compuesto dador suministrado en una
concentracién final de 3.4 mM al inicio de las 48 h de almacenamiento hipotérmico no ejerce
efectos citoprotectores sobre el estado de preservacion de los higados.

Como se hace mencién en la seccion de fundamentos de este capitulo, con estos datos se
comenzé la busqueda empirica de una forma de aplicacidon de este tratamiento basado en
dadores H,S. Teniendo en cuenta que por encima de ciertas concentraciones, el gas H,S
comienza a mostrar efectos nocivos para la salud, el ajuste de la dosis resulta de suma

importancia en este tipo de tratamientos.
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4.1.2 Experiencias con la soluciéon HTK.

4.1.2.1 Fundamentos.

La solucién de Bretschneider 6 HTK fue inicialmente disefiada para cardioplegia durante
las cirugias cardiacas pero ha demostrado ser efectiva también en la preservacién de rifidn,
corazon e higado (Meine MH y col., 2006). Un beneficio muy atractivo de la solucion
Custodiol® es su bajo costo respecto de la solucién UW. Este beneficio y la imposibilidad de
abastecernos de solucién UW por cuestiones relacionadas al suministro comercial de esta
solucidn (la solucion UW es comercializada por Bristol-Myers Squibb Argentina en paquetes de
10 L y dnicamente a centros autorizados por el INCUCAI) nos impulsaron a continuar los
experimentos en solucion HTK.

Esta serie de experimentos tuvo como objetivo la evaluacidn de distintas concentraciones
finales de DADS en la solucién HTK, utilizada para preservacion hipotérmica de higados de rata.
La coleccion de los resultados obtenidos mediante el modelo de reperfusién ex vivo
previamente descripto, se utilizd como indicador de la dosis de DADS con mejores

probabilidades de proteger al 6rgano de la injuria por isquemia fria/reperfusion.

4.1.2.2 Protocolo experimental.

Los higados fueron ablacionados mediante la técnica quirdrgica a corazén batiente
descripta en la seccién 3.3.1 de materiales y métodos. Luego, los higados fueron sometidos a
preservacion hipotérmica estatica durante 48 h en HTK estandar é en HTK suplementada con
DADS en tres concentraciones distintas (1, 5 y 50 puM). Finalmente, los higados fueron

conectados al sistema recirculante (IPRL) para diagnosticar su grado de dafio y funcionalidad.

Grupo descripcion

HTK Higados preservados 48 h en solucidon HTK y reperfundidos ex vivo.

HTK + DADS 1pM | Higados preservados 48 h en solucién HTK+ DADS 1uM vy reperfundidos

Higados preservados 48 h en solucion HTK+ DADS 5uM y reperfundidos
Higados preservados 48 h en solucidon HTK+ DADS 50uM y reperfundidos

* Resistencia Intrahepdtica
* Produccion Biliar

Diiaite

& 4 i A * Consumo de O,
M) —t R(ﬂ’E:FUSM;‘ - Liberacion de LDH/AST/ALT
1.5 hs IPRL] « Sintesis de Urea
-m‘;‘\ \ HTK * Contenido de Glucdgeno
Wistar HTK+DADS 1 uM * % de excrecion de BSF
(250-300 g) HTK+DADS S uM + Conjugacién BSF-GSH

HTK+DADS 50 pM

Fig. 4.7 - Esquema del protocolo experimental seccion 4.1.2. PH= preservacion hipotérmica.
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4.1.2.3 Resultados y discusion.
> Resistencia Intrahepatica.

En la figura 4.8 se esquematiza el cambio en la Rl a medida que avanza el tiempo de
reperfusion de los higados previamente almacenados en solucién HTK durante 48 h. Se puede
observar, en negro, el comportamiento de este pardmetro para higados que no tuvieron
contacto con el dador de H,S y, en verde, el comportamiento en higados almacenados en
solucidn de preservacidon con concentraciones crecientes de DADS. De acuerdo a los datos
reunidos, ninguna de las dosis evaluadas tuvo éxito en reducir los niveles de resistencia al flujo
de perfusion de manera apreciable. Sin embargo, la dosis de 5 UM registré valores cuyas

medias se encontraron por debajo de las demds durante todo el experimento.

—e—HTK e @ HTK+DADS 1 uM

10 4 —e— HTK+DADS 5 pm - - - HTK+DADS 50 uM

9 - Fig. 4.8 - Evolucion de la Rl en
—_ funcion del tiempo de perfusion
Tc-' 8 en un sistema aislado. Cada
> 7 punto denota la media + SD de 4
::l:o experimentos. No se hallaron
o © diferencias estadisticamente
E 5 significativas.
€
;:b 4
[ 3
£
x 1
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>  Produccion de bilis.

La figura 4.9 refleja el comportamiento de la funcién secretora biliar en funcién del
tiempo de perfusion aislada. Es notable como al comienzo de la perfusidn, todos los grupos
mostraron un flujo biliar disminuido y luego éste aumenta notablemente, posiblemente,
debido a que los higados requieren un cierto tiempo de re-oxigenacién y adaptacién en el
sistema in vitro. Los datos sefialaron una recuperacién del flujo biliar marcadamente superior

(60 %) en los higados preservados en presencia de DADS 5 uM.
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» Consumo de Oxigeno.

La figura 4.10 muestra el consumo de O, durante los experimentos de reperfusién aislada.
Aunque no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, se observé una mayor
capacidad de extraccidon de O, del medio por parte del grupo HTK+DADS 5 uM. Esto estaria

sefalando que el dador del gas ejerce algun tipo de proteccidn durante la preservacién de los

higados.
—e—HTK @ HTK+DADS 1 uM

1,4 —e— HTK+DADS 5 uM - - - HTK+DADS 50 pM
00 Fig. 4.10 - Evoluciéon del
c Consumo de O, en funcién del
0 tiempo de perfusion en un
£ sistema aislado. Cada punto
€ denota la media + SD de 4
= experimentos. No se hallaron
9 diferencias estadisticamente
CE> 0,4 - significativas.
=4

0,2

0,0 T T 1
t(min) o 30 60 90

» Liberacion de enzimas citoplasmaticas: LDH, AST y ALT.

La figura 4.11 muestra las concentraciones de enzimas citoplasmdticas en el perfusato
durante el desarrollo de los ensayos de reperfusidn aislada. La injuria celular ocasionada por
dafios al endotelio durante la reperfusién y la activacion de vias de muerte celular por
apoptosis/necrosis es cominmente evaluada a través de la liberacion de enzimas como la LDH
y las transaminasas. Todas las enzimas intracelulares fueron liberadas en grandes cantidades
independientemente de la presencia del compuesto DADS en cualquiera de sus

concentraciones. Al relacionar los datos de liberacidon de LDH de estos grupos experimentales
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con los de un control sin almacenamiento en frio (LDH*™"=15.1 + 6.7 [U/L.g hig]) resulta
evidente que las 48 h de isquemia fria tuvieron como consecuencia un alto grado de dafo
tisular. Probablemente, 48 h de PH sea un punto de no retorno para el tejido en relacién a un

potencial efecto citoprotector por parte del H,S.

—e— HTK
120 - @ HTK+DADS 1 uM 30 1
—e— HTK+DADS 5 pM
100 - 2
- - - HTK+DADS 50 uM
= —
T B2
00 b0
< - 15
5 S
= =10
g <
5

Fig. 4.11 - Evolucidn de la liberacién de LDH, AST y
ALT en funcién del tiempo de perfusion en un
sistema aislado. Cada punto denota la media + SD
de 4 experimentos. No se hallaron diferencias
estadisticamente significativas

ALT (U/L.g hig)

t(min)o 30 60 90

> Sintesis de Urea.

La figura 4.12 esquematiza la capacidad de sintesis de urea en los 90 min de perfusion.
Siendo una de las funciones principales del higado, la sintesis de este metabolito indica el
estado funcional hepdtico durante la reperfusion post-preservacion hipotérmica. Habiendo
transcurrido una hora desde la reconexion del higado al sistema recirculante, se hallé un

aumento significativo respecto del grupo HTK, producto del tratamiento con DADS 5 puM.
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» Contenido de Glucégeno.

La figura 4.13 muestra el contenido de glucdgeno, la principal reserva energética del
higado, al final de la reperfusion. El proceso de almacenamiento en frio seguido de reperfusiéon
tiene un costo energético elevado para los higados, esto puede observarse facilmente al
comparar los valores de glucégeno presentados en esta figura con los de higados recién
extraidos del animal 36.9 + 8.3 [mg/g hig] y con los de higados ablacionados y reperfundidos ex
vivo (sin almacenamiento hipotérmico previo) 16.8 + 3.8 [mg/g hig] (estos valores no se
muestran en la fig 4.13). No obstante, se ha detectado un mejor mantenimiento de las
reservas de glucégeno en higados preservados en presencia de DADS, especialmente con las

dosis de 5y 50 uM.

W HTK
12 4
HTK-DADS 1 pM Fig. 4.13 - Contenido de glucégeno
10 - B HTK-DADS 5 uM determinado en extractos hepaticos
post-reperfusion. Cada columna
B HTK-DADS 50 pM denota la media * SD de 4

8 4
experimentos. “a” indica diferencia

estadisticamente significativa respecto
del grupo HTK con: °p<0.05.

Glucégeno (mg/g hig)
()]

»  Excrecion de Bromosulfoftaleina (BSF) y Conjugacion a GSH.

La figura 4.14 indica el porcentaje de colorante depurado a través de la via de excrecién
biliar a los 90 min de reperfusion ex vivo. Dado que el mecanismo de eliminacion de este tipo

de compuestos implica una via compleja de reacciones de conjugacion y transporte a través de
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membranas, este parametro constituye una buena herramienta para evaluar la funcién
hepatica. Estos resultados indicaron que la isquemia fria de 48 h afecta marcadamente la
funcién depuradora del higado, generando una diferencia en el porcentaje de excrecion del
colorante del 52 % entre higados preservados (UW= 42 + 10 [%]) e higados controles sin
preservar (94 + 7 [%], no se muestra en la figura 4.14). Por otro lado, se observd que la
presencia de 5 uM de DADS en la solucidn HTK aumentd significativamente el porcentaje de

colorante eliminado del perfusato (HTK-DADS 5 uM= 66 + 8 [%]).

B HTK

w 100 HTK-DADS 1 uM Fig. 4.14 - Porcentaje de excrecion en bilis de una dosis
E B HTK-DADS 5 uM unica de B?F (5 mg). Cafia ‘colun'1na de.nota la fnt?dia + SD
c 80 - de 4 experimentos. “a” indica diferencia estadisticamente
) B HTK-DADS 50 uM  a significativa respecto del grupo HTK con: *p<0.05.
©
B 60 -
o
[
S
% 40 -
o
@
@ 20 -
X
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En la figura 4.15 se observa el porcentaje de BSF excretado en la forma conjugada a
Glutatiéon. El alto porcentaje hallado para todos los grupos experimentales muestra que
efectivamente el colorante ha sido eliminado a través de la via de conjugacién a la molécula de
GSH, sefialando que el conjunto de enzimas que interviene en el proceso permanece funcional
luego de 48 h de PH. Segun trabajos originales realizados por Combes B (1965), la presencia del
substrato GSH es un factor limitante en la reacciéon de conjugacion a BSF y esta ultima, a su
vez, determina la eficiencia del transporte del colorante hacia la bilis. Es factible que las
reservas de GSH de higados almacenados en hipotermia se encuentren disminuidas, producto
del estrés oxidativo que experimentan durante la fase de reperfusion, generando la caida en

los porcentajes de BSF excretada en bilis en higados preservados y reperfundidos.

100 {1 A B
I
¢
put 80 - ’
3
(1] 60 7 - g
1)
=)
c 4
S 40
w BSF-GSH
220_ W G A A e e e e
o . 1 ) i
X 0 - Testlgo| HTK g HTK + 54M DADS ! HTK Testigo

Fig. 4.15 - (A) Porcentaje de BSF excretada en la forma conjugada BSF-GSH. Cada columna denota la media * SD de 4
experimentos. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas. (B) Imagen representativa de una placa de TLC
en la cual se corrieron muestras de bilis de los grupos HTK y HTK + 5 uM DADS.
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4.1.2.4 Conclusidn parcial de la experiencia con la solucién HTK.

Esta serie experimental se disefié con el objeto de juzgar el efecto ejercido por diferentes
concentraciones de DADS (1, 5 y 50 uM) en la solucidon de preservacién HTK, sobre el grado de
conservacién de la integridad y funcionalidad hepatica, en la etapa de reperfusidon en un
sistema aislado.

El dafio provocado al tejido hepatico tiene una estrecha relacidon con la duracién del
periodo de isquemia al cual se somete el drgano. El almacenamiento estdtico en hipotermia
durante el extenso periodo de 48 h desencadena, de forma inevitable, fendmenos de dafio que
se manifiestan en los resultados obtenidos para todos los pardmetros en general. No
obstante, a los fines de evaluar la relevancia de un compuesto en la supervivencia celular, es
conveniente un disefio experimental asociado a un alto grado de dafio (Mendes-Braz M y col.,
2012).

De acuerdo a los trabajos de Benavides GA y col. (2007) los efectos citoprotectores del ajo
son mediados por el H,S que se libera como resultado de la interaccién de compuestos
polisulfurados como el DADS o el DATS, con grupos tioles o el GSH dentro del tejido.

La dosis de 5 uM del compuesto DADS, resultd ser la que mejores perspectivas ofrece

como tratamiento citoprotector al aplicarse durante la etapa de PH.
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4.2 Modelo de donante a corazén parado en la rata.

4.2.1.1 Fundamentos.

El trasplante hepatico ha evolucionado y se ha perfeccionado aceleradamente desde sus
primeras experiencias en la década del 60. Como resultado de la creciente aceptacion del
trasplante como la terapia de eleccidon para un sinniUmero de patalogias hepaticas, la
disponibilidad de drganos aptos para trasplante se convierte en una gran limitacién vy, por
ende, en el problema de mayor preocupacién reflejado en las largas listas de espera por un
higado sano.

La donacidn a corazén no batiente (DCNB) fue utilizada en |la etapa temprana del trasplante
de drganos cuando auln no existia el concepto de muerte cerebral. Los 6rganos DCNB son
desestimados en la actualidad debido al periodo de isquemia caliente (IC) que invariablemente
atraviesan antes de la perfusion con solucién de preservacion helada. La IC profundiza el dafo
por isquemia/reperfusion inherente al proceso del trasplante, aumentando el riesgo de fracaso
de la cirugia. No obstante, la escasez de donantes clasicos (diagndstico de muerte cerebral) ha
llevado a reconsiderar el uso de drganos “marginales” como los DCNB cuyas desventajas
demandan la optimizacion de los protocolos de preservacién mediante el desarrollo de nuevas
estrategias.

En particular, nos propusimos poner a punto un modelo de donante a corazén no batiente
en ratas, como herramienta para la evaluacion de maniobras destinadas a mejorar la técnica

de preservacién estatica en frio.

4.2.1.2 Protocolo experimental.

Para dicho objetivo, en primer lugar debimos seleccionar el método desencadenante del
arresto cardiaco. Entre las opciones consideradas, la sobrecarga de potasio aplicada en un
trabajo de Garcia-Valdecasas JC y col. (1998) nos resultd la de mayor practicidad y rapidez.
Brevemente, tras haber cateterizado el higado como se describe en la secciéon 3.3.2, se
inyectan 300 uL de una solucién de heparina 500 Ul/mL + KCl 1 M via vena femoral. El i6n K" en
altas concentraciones despolariza las membranas celulares del musculo cardiaco generando,
en consecuencia, el arresto cardiaco dentro de los 30 segundos.

La duracidn del tiempo de isquemia caliente (IC) fue uno de los parametros a determinar
para la construccidon del modelo, puesto que, el nivel de injuria tiene una relacién directa con
el tiempo transcurrido entre el arresto cardiaco y la vuelta a la reoxigenacién. Tres grupos de
higados fueron sometidos a tiempos de isquemia caliente diferentes (0, 30 y 45 min) y una vez
extraidos del cuerpo del animal se los reperfundio en el sistema IPRL para evaluar el grado de

dano producto del tratamiento recibido.
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Grupo experimental | descripcion

IC 0 min Higados aislados sin IC y reperfundidos ex vivo. (Control)

Higados aislados tras 30 min de IC y reperfundidos ex vivo.

IC 45 min Higados aislados tras 45 min de IC y reperfundidos ex vivo.

o
* Resistencia Intrahepdtica
-
‘i 4 IC 0 min * Produccion Biliar
ABLACION REPERFUSION . sumo de 0,
- > > ‘shsery Liberacion de LDH/AST/ALT
“_'J. * Sintesis de Urea
Wistar () * Contenido de Glucdégeno
(250-300 g)

Fig. 4.16 - Esquema del protocolo experimental seccién 4.2. IC= isquemia caliente.

4.2.1.3 Resultados y discusion.
> Resistencia Intrahepatica.

La figura 4.17 grafica el comportamiento de la Rl durante el desarrollo del experimento.
Como puede observarse, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de Rl de los diferentes grupos experimentales; no obstante, la apreciacion del efecto
de la IC en el estado de la microvasculatura hepatica pudo verse afectada por la variabilidad
experimental. La extension del periodo de almacenamiento hipotérmico es un factor que
influye en la condicidon de higados de DCNB (Monbaliu D y col., 2012); por lo tanto, vale la
pena resaltar que al no incluir una fase de PH en este disefio experimental, se excluyé el efecto

de la isquemia fria.

—©—ICOmin --#---1C30 min - #- 1C45 min
8
7
—
€ 6
?g Fig. 4.17 - Evolucién de la Rl en
£ 5 funcion del tiempo de perfusion
9 en un sistema aislado. Cada
£ 4 ‘ .......... punto denota la media + SD de 4
E_ Rt ST G [P SR ST Y experimentos. No se hallaron
;:n 3 o s | e S ° diferencias estadisticamente
£ 5 | I I I I I significativas.
£
g '
O T T T T T 1
t(min) o 15 30 45 60 75 90
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> Produccion de bilis.

La figura 4.18 muestra la capacidad productora de bilis de los higados en estudio. Se
observé frecuentemente un cierto retraso en la recuperacién del flujo biliar para el grupo de
45 min de IC. Sin embargo, todos los grupos experimentales presentaron valores comparables
de excrecidn biliar a partir de los 30 min de recirculacién, indicando que la funcién secretora

no se ve afectada en gran medida cuando la IC se extiende hasta los 45 min.

—&—|COmin -----1C30 min - 9 |C 45 min

2,00 -~
@ 1,75 A
< 1,50 Fig. 4.18 - Evolucion de la PB en
oo funcién del tiempo de perfusion
£ 125 en un sistema aislado. Cada
E 1,00 punto de.nota la media * .SD .de
2 4 experimentos. . “a” indica
‘a8 075 diferencia estadisticamente
- significativa respecto del grupo
2 0,50 1C 0 min con: °p<0.05.
[22] 4
a 025

0,00 T T T T 1
t(min) 15 30 45 60 75 90

» Consumo de Oxigeno.

La evolucion del Consumo de O, en el tiempo de reperfusién se muestra en la figura 4.19.
Aqui se observa claramente una caida significativa en la extraccion de O, del medio de
perfusidon cuando el tiempo de isquemia caliente alcanza los 45 minutos. La interrupciéon del
flujo sanguineo sin ningun tipo de intervencién, desencadena eventos nocivos para las células
(acidosis, deplecién energética, inflamacion, etc.) que pueden llevar rapidamente a la pérdida
de funcidn o la muerte celular. En este caso, la disminucidn del consumo tisular de O, podria
estar indicando que existe una amplia proporcién de células metabdlicamente inactivas post-

isquemia caliente.

—o—ICOmin ------1C30 min - @ 1C 45 min

2,00

1,75 Fig. 4.19 - Evolucion del Consumo de
oo 0, en funcidon del tiempo de perfusion
-Eo 1,50 en un sistema aislado. Cada punto
€ 125 denota la media * SD de 4
g ! experimentos. “a” indica diferencia
~ 1,00 estadisticamente significativa respecto
(@) 075 del grupo IC 0 min con: “p<0.05. “b”
o indica diferencia estadisticamente
€ 0,50 significativa respecto del grupo IC 30
=S 025 min con: °p<0.05

0,00
t (min) 0 30 60 90
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> Liberacion de enzimas citoplasmaticas: LDH, AST y ALT.

La figura 4.20 revela la injuria celular a través del aumento de la concentracién de enzimas

transaminasas y la LDH en el perfusato. Los resultados obtenidos indicaron que los higados con

45 min de IC muestran un incremento significativo en la liberacidon de estas enzimas respecto

de los grupos con menor tiempo de isquemia. En particular, el aumento respecto del grupo sin

IC fue de mas del 200 % para LDH, 180 % para AST y 86 % para ALT. Estos datos sefialaron que

el tiempo de 45 min podria ser adecuado para un modelo de injuria agravada por isquemia

caliente.

35 —&— |C 0 min 2aabb

w
o

---0--- 1C 30 min P

..... @ |C 45 min

N
w

LDH (U/L.ghig)
5 3

_
o

t (min)o 30 60 90

ALT (U/L.ghig)

t (min)o0 30 60 90

» Contenido de glucégeno.

AST (U/L.ghig)

0 30 60 90

Fig. 4.20 - Evolucidon de la liberaciéon de LDH, AST y
ALT en funcidn del tiempo de perfusién en un sistema
aislado. Cada punto denota la media + SD de 4
experimentos. “a” indica diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo IC 0 min con: *p<0.05;
*¥p<0.01 y ™p<0.001. “b” indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo IC
30 min con: "p<0.05; *p<0.01.

El contenido de las reservas de Glucdgeno luego de los 90 min de reperfusion se mostré

afectado por la isquemia caliente tanto si ésta fue de 30 o de 45 min de duracidn. Durante el

lapso que el drgano es privado de oxigeno en normotermia, el metabolismo continda activo

consumiendo rdpidamente las reservas energéticas. La glicdlisis anaerdbica se convierte

entonces en la principal via de generacién de ATP y el contenido de glucégeno disminuye

apreciablemente.
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HICO0 min
20
18 1 = IC 30 min
16 -

Fig. 4.21 - Contenido de glucégeno
determinado en extractos hepaticos post-
reperfusion. Cada columna denota Ia
media + SD de 4 experimentos. “a” indica
diferencia estadisticamente significativa
respecto del grupo IC 0 min con: *p<0.01.

14 H IC 45 min
12
10

Glucégeno (mg/g hig)

OoON B O

4.2.1.4 Conclusidn parcial del modelo de donante a corazén parado en la rata.

Los higados provenientes de la donacidn a corazén no batiente, una importante fuente de
drganos cadavéricos, son actualmente excluidos del criterio de seleccidn, debido al alto riesgo
de disfuncidon temprana, demoras en el restablecimiento de la funcién hepatica y dafio severo
en el tracto biliar. Sin embargo, resultan ser la solucién de mayor potencial para la expansién
del pool de drganos para trasplante.

La desestimacién de este tipo de drganos se basa en la deficiente performance mostrada en
aquellos casos en los que se los ha trasplantado (Abt PL y col., 2004), no obstante, debe
considerarse que dichas experiencias se obtuvieron en base a la técnica de preservacidon de
drganos disponible a la fecha. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas estrategias de preservacién
que permitan subsanar el dafio ocasionado durante la isquemia caliente, es un blanco
indispensable en la resolucién del problema de las largas listas de espera para un trasplante.

El eje principal de esta fase del trabajo consistié en la puesta en practica de un modelo en
ratas, de ablacidn a corazén parado, a partir del cual se pudieran obtener érganos de mayor
susceptibilidad a la injuria por isquemia/reperfusion; tal como sucede en la clinica, cuando el
paciente entra en paro cardio-respiratorio antes de la procuracidn. A partir de la construccion
de este modelo animal, la introduccién de compuestos dadores de H,S en la solucién de
preservacion, se planted como estrategia para la recuperacidn de higados de donantes a
corazon parado.

De acuerdo a los pardmetros evaluados, se juzgd el tiempo de isquemia caliente requerido
para la manifestacién de signos de injuria que luego se intentaran revertir con el tratamiento
propuesto. Aunque no se produjeron distorsiones en la microcirculacion (RI) si pudo
observarse una recuperacién mas lenta de la produccién biliar en higados con 45 min de IC, en
comparacién con los higados controles y los sometidos a una isquemia caliente de tan solo 30

min. De igual manera, el consumo de Oxigeno se vio afectado en mayor medida cuando la
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isquemia se prolongd hasta los 45 min. Los datos referentes a la liberacién de enzimas
intracelulares al medio, también indicaron que 45 min de IC son suficientes para inducir dafios
a nivel celular. No existieron diferencias significativas para el contenido de glucégeno post-
perfusion entre los higados isquémicos pero si se observd una marcada disminucion respecto
de los controles, lo cual indicaria un rol crucial de las reservas de glucégeno en el
abastecimiento energético del tejido durante periodos de isquemia normotérmica.

Teniendo en cuenta los resultados de estos experimentos se establecid un lapso de
isquemia caliente de 45 min para el modelo en rata de donacién de higado a corazén no
batiente. Esta extension de tiempo previa al almacenamiento en frio se encuentra dentro de
los limites de reversibilidad del dafio segun datos hallados en la bibliografia (He XS y col., 2004)
pero, al mismo tiempo, induce una mayor injuria por isquemia/reperfusion respecto de los

higados controles de donantes a corazdn batiente.
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4.3 El H,S en el rescate de higados de donantes a corazén parado.

4.3.1.1 Fundamentos.

En este capitulo de las tesis se describen los resultados obtenidos a partir de las
experiencias con el modelo de donante a corazén parado y el suministro de compuestos
dadores de H,S (Na,S y DADS) para la recuperacion de higados con isquemia caliente.

Los efectos terapéuticos de la regulacion de cascadas de sefializacién a bajas
temperaturas han sido previamente reportados (Chan EY y col.,, 1999). Esto implica que la
manipulacion de ciertas vias de sefalizacion durante el almacenamiento hipotérmico de
drganos para trasplante, podria ofrecer una respuesta al desafio de la recuperacién de érganos
marginales. En este sentido, la presencia del efector gaseoso H,S, conocido por mediar
respuestas antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-apoptéticas y vasodilatadoras, podria
resultar beneficiosa para la restauracion de higados de donantes con arresto cardiopulmonar.

Se trabajé con un dador natural de H,S, como el DADS, en una concentracién que
demostré prevenir, en parte, la pérdida de la funcién hepdtica. También, se utilizé Na,S, un
compuesto que libera H,S, directamente, en un equilibrio acido-base en solucién acuosa.
Debido a los efectos tdxicos del H,S en altas concentraciones, seleccionamos una dosis cercana

a la cota inferior del rango de dosis halladas en la bibliografia (Szabé C, 2007).

4.3.1.2 Protocolo experimental.

La serie de higados ablacionados a corazén batiente (C, PC y PRC) proporciond
informacidn en cada una de las etapas del protocolo para higados extraidos de donantes a
corazon batiente, mientras que, la serie higados ablacionados a corazén no batiente (Cl, Pl y
PRI) hizo lo propio para higados de donantes a corazén parado con un tiempo de isquemia en
normotermia de 45 minutos. Por otro lado, los grupos Preservados y reperfundidos con
tratamiento (PRIT) fueron contrastados con los diferentes controles en busqueda de efectos

citoprotectores y mecanismos de accion.

Grupos Descripcion
C Higados recién extraidos del animal
PC Higados preservados
PRC Higados preservados y reperfundidos.
Higados con 45 min de IC recién extraidos del animal
P Higados con 45 min de IC preservados
PR Higados con 45 min de IC preservados y reperfundidos

Higados con 45 min de IC, tratados con 10 uM Na,S durante la PH y
reperfundidos
Higados con 45 min de IC, tratados con 5 uM DADS durante la PH y
reperfundidos
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IC 0 min
o 9
ABLACION 3

Wistar 7 : .
IC 45 min @ @ @

(250-300 g)
Fig. 4.22 - Esquema del protocolo experimental seccién 4.3. PH= preservacion hipotérmica.

REPERFUSION
(1.5 hs IPRL)

4.3.1.3 Resultados y discusion.
» Concentracion H,S en la solucién de preservacién.

La concentracion de H,S en la solucidon HTK se determind en el momento del agregado de
Na,S y tras 24 h de almacenamiento en frio (0-4°C), utilizando una modificacién de la técnica
de Ellman (Nashef A y col., 1977) (ver seccién 3.14). En la figura 4.23 se observan los valores
de concentracidn de H,S en solucidon HTK a partir del agregado de 25, 50 y 100 uM de Na,S. A
través de la extrapolacidn de las lineas de tendencia se especula que el agregado de Na,S en
una concentracién de 10 uM resultara en una concentracion inicial de H,S de 9.7 UM y una

concentracién de 7.9 uM luego de 24 h de almacenamiento en frio.

e t=0h ® t=24h
100
I Fig. 4.23 - Concentracion de H,S en
I solucién HTK suplementada con Na,S.
75
7
N, i
I 50
s i
=2
25 & .
0 il
0 25 50 75 100
1M Na,S

> Resistencia Intrahepatica.

La figura 4.24 muestra la evolucién de la Rl en funcién del tiempo de reperfusién en el
sistema IPRL. Los higados con IC preservados en la solucion HTK convencional, presentaron un

incremento del 40 % (p<0.05, vs. PRC) en la resistencia al flujo de perfusion hasta el final del
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experimento. Las alteraciones en la microcirculacion hepatica constituyen un factor
determinante en el fallo primario post-trasplante, en experiencias con procuraciones a corazén
parado (Monbaliu D y col., 2008). Durante el fendmeno de isquemia la deplecion de sustratos
energéticos produce edema en cél. de Kupffer y endoteliales; ademads, la pérdida del delicado
equilibrio entre el oxido nitrico y la endotelina induce la vasoconstriccion comprometiendo el
flujo intrahepatico y favoreciendo el reclutamiento de leucocitos (Montalvo-Jave EE y col.,
2008). En estos experimentos, la presencia de compuestos dadores de H,S ejercié un efecto
restaurador en el medio de preservacidon de higados sometidos a IC, equiparando los valores
de RI entre éstos y los del grupo PRC (sin IC). Fiorucci S y col. (2005) demostraron en un
sistema de perfusién de higado aislado, que el agregado de NaHS al perfusato inducia la
vasodilatacién y, como resultado, la reduccién de la resistencia intrahepatica. Ademas, vieron
que el efecto hipotensor del H,S era antagonizado por glibenclamida, sugiriendo que la

apertura de canales de Knrp mediaba el efecto dilatador del gasotransmisor.

—e—PRC —e—PRI ——PRIT-Na2S —e&— PRIT-DADS

5,0 Ta
=45 | Fig. 4.24 - Evolucién de la Rl en
1S funcién del tiempo de perfusion
}n 4,0 - en un sistema aislado. Cada
< L punto denota la media + SD de 4
00 3,5 1 experimentos. “a” indica
£ 30 - diferencia estadisticamente
E_ T significativa respecto del grupo
:'ED 2,5 PRI con: °p<0.05 y **p<0.01
£
£ 2,0
E 115

1,0
t (min) o 15 30 45 60 75 90

>  Produccion Biliar.

La evolucion del flujo biliar en el tiempo se encuentra graficada en la figura 4.25. Asi como
la microcirculacidn, la funcién secretora biliar también es severamente afectada por el efecto
combinado de la isquemia caliente y fria (Accatino L y col., 2003). Entre los 30 y 45 min de
reperfusion, el grupo de higados con 45 min de IC mostrd una caida en la funcidn secretora de
mas del 40 % respecto del grupo PRC (p<0.01). Por otro lado, el suministro de sustancias
liberadoras de H,S a la solucién de preservacidon propicié la conservacion de esta funcion
hepatica. En particular, los higados que habian sido preservados con el agregado de Na,S, a los

30 min presentaron un aumento significativo en la cantidad de bilis secretada (p<0.05 vs. PRI).
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500 —e— PRC —e—PRI —e— PRIT-Na2S —e— PRIT-DADS
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»  Consumo de O,.

La figura 4.26 muestra el consumo de O, a lo largo de la perfusion ex vivo. Puede
apreciarse una disminucidn significativa en la captacién de O, del medio para higados
pertenecientes al grupo con IC previa. Transcurridos 90 min de perfusién los higados del grupo
PRI presentaron un consumo de 0.84 = 0.17 [umol O,/min.g hig] en contraste con 1.37 £ 0.16
[umol O,/min.g hig] para el grupo PRC (p<0.05). Esta caida puede relacionarse con el dafio
celular inducido durante la isquemia caliente seguida de 24 h en isquemia fria o, incluso, ser
una consecuencia del colapso en la microcirculacién hepdtica que impide la perfusion de
ciertas areas del parénquima. El tratamiento con sustancias liberadoras de H,S generd una leve
recuperacion del consumo de O, respecto del grupo PRI. Elrod JW y col. (2007) traté
mitocondrias aisladas de miocardio con H,S previo a un periodo de hipoxia. Durante estos
experimentos se observd una inhibicién del 65 % de la respiracion mitocondrial seguida de una
recuperacion significativa de esta funcion al retornar el suministro de O,. La presencia de H,S,
en concentraciones determinadas, produce la inhibicién reversible de la citocromo c oxidasa,
el complejo VI de la cadena respiratoria mitocondrial, lo cual disminuye los requerimientos de

O, del tejido protegiéndolo en situaciones de hipoxia (Kolluru GKy col., 2013).

—&— PRC —— PRI —&— PRIT-Na2S —— PRIT-DADS

2,00
—_ 175 Fig. 4.26 - Evolucién del Consumo
25 a de O, en funcién del tiempo de
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c 1,25 ] Cada punto denota la media * SD
g 100 h de 4 experimentos. “a” indica
~ ! G — o diferencia estadisticamente
O 0,75 I significativa respecto del grupo
B PRI con: “p<0.05.
9 0,50 P
S
2 0,25
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> Liberacién de LDH/AST/ALT.

En la figura 4.27 se puede observar la evolucidon de la liberacién de enzimas intracelulares
al medio de perfusidn. El aumento de la concentracidn de estas enzimas en el perfusato refleja
el nivel de dafio hepatocelular durante la etapa de reperfusién de los érganos preservados. La
presencia del compuesto Na,S en la solucidén de preservacion de higados con IC se asocié con
una disminucidn significativa en la liberacidon de LDH (40 %) y de ALT (44 %) con respecto al
grupo sin tratamiento (PRI). Sin embargo, las concentraciones de AST en el medio de perfusion
se encontraron elevadas luego de la hora de perfusién en los 3 grupos sometidos a 45 min de

IC (PRI, PRIT-Na,S y PRIT-DADS).
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3,0 7 Fig. 4.27 - Evolucion de la liberacion de LDH, AST y ALT
en funcién del tiempo de perfusiéon en un sistema
2,5 1 aislado. Cada punto denota la media + SD de 4
=5 experimentos. “a” indica diferencia estadisticamente
< 2,0 significativa respecto del grupo PRI con: °p<0.05;
_ulp *p<0.01; ***p<0.001.
~ 115
2
o 1,0
<
0,5
0,0
t (min) o 30 60 90

>  Sintesis de Urea.

Como se observa en la figura 4.28, la capacidad de sintesis de los higados fue evaluada a
través de la tasa de produccién de Urea durante la perfusidn ex vivo. Sélo al final del
experimento se detectd una diferencia significativa entre el grupo PRC y el grupo PRI, esto
implicaria que la sintesis de urea no es un pardmetro que se encuentre particularmente
afectado en nuestro modelo experimental. No obstante, vale la pena destacar que la amplitud

de los valores obtenidos podria estar enmascarando un resultado diferente.
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»  Excrecion de Bromosulfoftaleina (BSF).
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Cecilia L. Balaban

Fig. 4.28 - Evolucion de la tasa de
sintesis de urea en funcién del
tiempo de perfusion en un
sistema aislado. Cada punto
denota la media * SD de 4
experimentos. “a” indica
diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo
PRI con: °p<0.05.

En la figura 4.29 se graficé el porcentaje de excrecidn de BSF en bilis. Aunque todos los

grupos mostraron un buen desempeno en la tarea de eliminacién del colorante a través de la

via biliar (arriba del 85 %), el valor de 97.65 + 1.57 [%] del grupo PRC fue significativamente

mayor al 85.80 + 5.82 [%] del grupo PRI. Este dato indicaria que higados de donantes a corazén

parado podrian tener mayores problemas en la depuracidn de sustancias extranas. Los

tratamientos propuestos no propiciaron una diferencia significativa respecto del grupo sin

tratar (PRI) aunque si mostraron porcentajes algo mas elevados.

100 A
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20 -

% BSF excretada en bilis

B PRC EPRI mPRIT-Na2S mPRIT-DADS
a

Fig.

4.29 - Porcentaje de

excrecion en bilis de una dosis
unica de BSF (5 mg). Cada
columna denota la media + SD de
4 experimentos. “a@” indica
diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo

PRI con: °p<0.05.
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> Contenido de glucégeno.

El contenido de glucégeno en el tejido hepatico fue determinado para los controles (gris:
donante a corazdén batiente y negro: donante a corazén parado) en cada una de las etapas del
protocolo experimental: post-ablacion, post-preservacidén hipotérmica y post-reperfusion. Este
disefio permitié obtener informacién respecto del gasto metabdlico en cada una de las etapas
de la procuracién y como afecta un periodo previo de isquemia en normotermia de 45 minutos
de duracién. Ademas, los higados con IC preservados en HTK suplementada y reperfundidos
(PRIT-Na,S/DADS) fueron contrastados con los controles pertinentes en busca de un efecto por
parte de los dadores de H,S (ver figura 4.30).

Se ha puesto de manifiesto que, aunque el metabolismo es desacelerado en un factor de
1.5-2 por cada 10°C de descenso en la temperatura, aun subsiste una actividad metabdlica
basal con el consecuente consumo de las reservas de glucégeno del higado almacenado en
hipotermia (0-4°C); durante la reperfusion, el consumo se intensifica y las reservas son
rapidamente derivadas a la via glicolitica. El contenido de glucégeno cae un 35.5 % (p<0.05)
luego de la PH y un 88.8 % (p<0.01) al final de la reperfusidon ex vivo. Esto concuerda con
estudios previos mencionados en la revision de Quintana AB y col. (2005). Por otro lado, se
observé que durante el periodo de isquemia caliente hubo un gasto dramatico de las reservas
de glucdgeno, el cual produjo una reduccidn del 54 % del grupo C al grupo Cl (p<0.01). Este
hecho sefiala un rol fundamental de las reservas nutricionales en higados provenientes de
donantes a corazdn parado y plantea la necesidad de recurrir a estrategias para prevenir la
deplecidon energética en la procuracién de dichos drganos. En lo que concierne a la utilizacion
de compuestos liberadores de H,S durante la PH, no se obtuvieron resultados que indiquen

efecto alguno sobre el mantenimiento de las reservas nutricionales hepaticas.

EC,PCyPRC mCl,Ply PRI HPRIT-Na2S ® PRIT-DADS
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> Contenido de MDA.

El contenido de malondialdehido se determind en muestras de higados de los grupos
controles 0 min IC (gris) /45 min IC (negro) en las diferentes etapas del protocolo experimental
y en los grupos tratados al final de la reperfusién (figura 4.31). Este aldehido es uno de los
productos de la descomposicion de lipidos como consecuencia del ataque de especies
reactivas del oxigeno (EROs) vy, por lo tanto, refleja el dafo inducido por estrés oxidativo. El
aumento en el contenido de MDA fue detectable Unicamente en higados post-reperfusién, lo
cual implicaria que dicho mecanismo de injuria actia principalmente durante la restauracién
de la microcirculacién hepatica. En efecto, se ha reportado que durante la reperfusidon post
isquemia caliente/fria, la activacion de células de kupffer en el espacio vascular es causante de
una alta produccion de EROs (Jaeschke H y col., 2012). Respecto del efecto de la isquemia
caliente en superposicién con la isquemia fria, en nuestro modelo experimental no obtuvimos
resultados que sefialen que la peroxidacion lipidica se vea agravada por este tipo de condicidn.
Jha Sy col. (2008) probaron que higados sometidos a isquemia/reperfusion in vivo mostraban
una disminucion en los niveles de peroxidacion de lipidos al inyectar Na,S (1mg/kg) 5 min
antes de la reperfusiéon. No obstante, el tratamiento basado en Na,S é DADS que se aplicé en

estos experimentos, no produjo cambios en los niveles de MDA.
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»  Contenido GSH y GSH/GSSG.

El contenido de Glutatidn total intracelular y la relacion de Glutation reducido/oxidado se
determinaron en muestras de higados de los grupos controles 0 min IC (gris) /45 min IC (negro)
en las diferentes etapas del protocolo experimental y en los grupos tratados al final de la

reperfusion.
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Este compuesto es el mayor antioxidante enddgeno producido por las células,
participando directamente en la neutralizacion de radicales libres, asi como en el
mantenimiento de los antioxidantes exdgenos, como las vitaminas C y E en sus formas
reducidas (activas). La sintesis del GSH es catalizada por la y-glutamilcisteina sintetasa y la GSH
sintetasa y, a su vez, el mismo es regenerado a partir del GSSG mediante la reduccién
catalizada por la Glutation reductasa. Cuando el dafio oxidativo es severo, las células no dan a
basto en la reconversién de GSSG a GSH, resultando en el transporte de GSSG al espacio
extracelular con la consecuente deplecidon del glutatién intracelular. En la figura 4.32 se
observan los resultados de la determinacidn de GSH total en el tejido hepatico, los higados con
isquemia caliente mostraron una reduccién en el contenido de este metabolito post-PH (grupo
Pl). En lo que concierne a las concentraciones de GSH post-reperfusién, se observé una
disminucién respecto de los valores de los grupos C y Cl (p<0.05), independientemente de las
condiciones de ablacién y preservacion. Dichas observaciones concuerdan con la descripcion
del rol patofisiolégico de las especies reactivas del O, durante la isquemia/reperfusién: la
mitocondria, el sistema xantina/xantina oxidoreductasa y las NADPH oxidasas en cel. de
Kupffer activadas; son fuentes de generacidn de EROs que contribuyen a inclinar la balanza

redox hacia el estado oxidado (Montalvo-Jave EE y col., 2008).
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En la figura 4.33 se observan los valores para la relacion GSH/GSSG, alli se observa que si
bien esta relacidn se ve alterada durante el almacenamiento en frio de higados de donantes a
corazon parado, la misma parece recuperarse luego de la reperfusidn, contrario a lo que se
esperaria debido a la naturaleza de este tipo de drganos. Este aumento observado en la
proporcién de GSH respecto de su especie oxidada podria tener fundamento en el transporte
selectivo del GSSG al espacio extracelular al verse sobrepasada la capacidad buffer

antioxidante de las células hepaticas (Denno R y col., 1995). Por otro lado, es importante

79



Resultados y discusidn Cecilia L. Balaban

sefialar que en circunstancias fisioldgicas normales la relacién GSH/GSSG deberia ser superior a
100 (Derick H y col., 2006); sin embargo, segun las determinaciones efectuadas en higados del
grupo Control (recién extirpados de donantes a corazdn batiente), este indice se encuentra por
debajo de 20. Segun Sastre J y col. (2005) un 2 % de oxidacién en la fraccion de GSH de un
fluido bioldgico resulta en un aumento del 100 % en la cantidad de GSSG. Uno de los mayores
problemas asociados a la técnica utilizada es la oxidacidon espontanea de los grupos tioles
durante el procesamiento de las muestras y es, quizas, la razén por la cual la cantidad de GSSG

presente fue sobreestimada.
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»  Actividad Catalasa y Superéxido Dismutasa.

Los hepatocitos muestran una particular resistencia a la injuria por EROs debido al alto
contenido intracelular de catalasa, superéxido dismutasa, GSH y antioxidantes liposolubles.

En la figura 4.34 se muestra la actividad catalasa en el tejido hepatico de higados
ablacionados a corazdn batiente (gris) y a corazéon parado (negro) en cada una de las etapas
del proceso y en extractos hepaticos post-reperfusiéon de higados con 45 min de IC y
preservados en HTK modificada (PRIT-Na,S/DADS).

La actividad catalasa disminuyé como consecuencia de los 45 min de isquemia en
normotermia luego de la induccidn del arresto cardiaco (C vs. Cl) y como resultado de la
isquemia fria de 24 h de duracién (C vs. PCy Pl). No obstante, en la etapa de reperfusion, todos
los grupos experimentales mostraron una recuperacién de la actividad catalasa al nivel del
control fresco (C), sefialando que el sistema de detoxificacion de H,0, se halla en
funcionamiento tanto en higados de donantes a corazén batiente como en los que se
extrajeron a corazén parado. Es de destacar que la presencia de H,S en la solucién de

preservacion no produjo incrementos en la actividad de esta enzima.
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Fig. 4.34 - Actividad -catalasa
determinada en extractos hepaticos
post-ablacion/PH/reperfusiéon. Cada
columna denota la media + SD de 4
experimentos. “a” indica diferencia
estadisticamente significativa
respecto del grupo C(a), con: “p<0.05.
“b” indica diferencia estadisticamente
significativa respecto de los grupos
PRC, PRI y PRIT-Na,S/DADS(b), con:
?p<0.05.

En la figura 4.35 se grafico la actividad superdxido dismutasa post-reperfusion, aunque no

se hallaron diferencias estadisticamente significativas, los higados de donantes a corazén no

batiente preservados en HTK suplementada con DADS (PRIT-DADS), mostraron una moderada

induccion de la actividad SOD respecto de los higados del grupo PRI.
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»  Estudios histoldgicos post-reperfusion.

Fig. 4.35 - Actividad superéxido
dismutasa determinada en extractos
hepaticos post-reperfusion. Cada
columna denota la media * SD de 3
experimentos. No se hallaron
diferencias estadisticamente
significativas.

Al transcurrir los 90 minutos de perfusion normotérmica ex vivo, los higados son

desconectados del sistema para la toma de muestra de diferentes porciones del tejido. Tres de

estas muestras son fijadas en formol al 10 % en PBS para luego ser procesadas y fijadas en un

portaobjetos donde se llevd a cabo la tincidn con Hematoxilina/Eosina. Este protocolo de

tincién involucra una primera tincion con hematoxilina, que tifie los nucleos celulares en tonos

azul-violaceos debido a su fuerte interaccion con los acidos nucleicos; y una segunda tincion de

contraste con eosina que tife, en distintos tonos de color rosa, componentes del citoplasma y

de la matriz extracelular.
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En general, se observd un buen estado del parénquima hepdtico para todos los higados
post-reperfusion normotérmica. Es posible apreciar la estructura conservada de los cordones
hepatocitarios (CH) delineando los canales sinusoidales entre ellos; por otra parte, no se
observo la presencia de nucleos picndticos indicadores de muerte celular. Las venas centrales
(VC) y espacios porta (EP) mostraron un alto grado de conservacion en su morfologia. Es de
destacar, sin embargo, la gran cantidad de células endoteliales de morfologia alterada
(redondeadas) y parcialmente desprendidas en la luz sinusoidal. Esto concuerda con trabajos
previos donde se reportd que las células no parenquimatosas son el principal blanco de injuria
durante la fase de isquemia fria (lkeda T y col., 1992). Las células de Kupffer se hallaron en
todos los grupos reperfundidos, éstas mostraron cierta hipertrofia y la presencia de lo que
aparenta ser restos apoptdticos. Ya que la activacion de células de Kupffer y la injuria de las
células endoteliales ocurren simultdneamente durante la reperfusidn, es probable que los
restos que se observan dentro de los macrdfagos sean producto de la fagocitosis de las células

endoteliales apoptdticas (Lemasters JJ, 2001).
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Fig. 4.36 - Imagenes representativas de los campos visuales analizados en busca de signos de injuria. Las flechas negras
sefialan dilatacion sinusoidal; las cabezas de flechas blancas sefialan células endoteliales redondeadas y sueltas en los
sinusoides; las cabezas de flechas negras sefialan presencia de vacuolas en la zona perivenosa y los recuadros negros
indican la presencia de macréfagos en los sinusoides. CE= célula endotelial de morfologia normal fusiforme; VC= vena
central; EP= espacio porta; CH: cordon hepatocitario.
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Para el estudio morfométrico (figura 4.37) se eligieron tres signos de injuria que
cominmente se hallan en la histologia de un higado sometido a isquemia/reperfusidn:
dilatacién sinusoidal, vacuolizacién y presencia de células endoteliales sueltas en los
sinusoides.

El tratamiento con dadores de H,S, aplicado durante el almacenamiento en frio de
higados con isquemia caliente previa, pudo relacionarse con la prevencion de la congestién
sinusoidal, logrando revertir los porcentajes de dilatacién al nivel del grupo control (PRC). Estas
observaciones coinciden con el patrén de resistencia intrahepdtica reportado, sefialando que
el H,S, podria estar impidiendo los fénomenos de bloqueo del flujo intrahepatico.

Sorprendentemente, aunque no se hallaron diferencias significativas entre los grupos PRC
y PRI, la presencia de Na,S y de DADS en el medio de preservacién, produjo una disminucién
significativa en la frecuencia de citoplasmas vacuolados. La hipoxia, en combinacién con una
presion hidrostatica elevada dentro del higado, genera el desarrollo de vacuolas como
consecuencia del influjo intracitoplasmatico del plasma sinusoidal (Li X y col., 2003). Si los
dadores de H,S son capaces de reducir la resistencia intrahepatica y mejorar la llegada de O, a
los hepatocitos, esto podria explicar la disminucién en los porcentajes de vacuolizacién.

Como se menciona anteriormente, la incidencia de células endoteliales dafadas fue
bastante elevada en todos los grupos reperfundidos, reflejando la predominancia de la injuria

por isquemia fria en el efecto citotéxico.

10 - HPRC EPRI EPRIT-Na2S = PRIT-DADS
Fig. 4.37 - Porcentaje de aparicion de
8 - signos de injuria en la morfologia
hepatica en cortes procesados post-
reperfusion. Cada columna denota la
6 - media y SEM de 30 campos visuales.
X “a” indica diferencia estadisticamente
4 significativa respecto del grupo
PRI(a), con: *p<0.05.
2 .
0 -
Dilatacién Vacuolizacion  cel. endoteliales
sinusoidal sueltas

> Estudios a nivel de la expresion génica.

Estos estudios fueron realizados en el marco de una pasantia en el exterior con una beca
de Boheringer Ingelheim Fonds, en el Centro Studi Fegato de la ciudad de Trieste-Italia.
Mediante la técnica de retrotranscripcion seguida de PCR en tiempo real se estudio el cambio

en el nivel de expresion de genes involucrados en la respuesta al estrés por
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isquemia/reperfusién (figura 4.38). Los niveles de ARN mensajero de higados preservados en
frio y luego reperfundidos, fueron expresados en relacidn a los niveles hallados en higados
frescos (grupo C, no se muestra en la figura).

La enzima hemo oxigenasa (HO) cataliza la conversion del grupo hemo en biliverdina, Fe**
y monoxido de carbono (CO). HO-1, la isoforma inducible de las hemo oxigenasas, se expresa
en varios tejidos y es inducida por varios estimulos nocivos, incluyendo citoquinas pro-
inflamatorias, hipoxia, metales pesados, choque térmico y otras respuestas patofisioldgicas
por estrés oxidativo. La biliverdina/bilirrubina es un potente antioxidante que elimina radicales
peroxilos y el CO ejerce propiedades anti-inflamatorias y antiapoptdticas (Ryter SW y col.,
2006). La induccion de HO-1 a través de la via del factor Nrf-2 ha sido vinculada a los
tratamientos citoprotectores con dadores de H,S en modelos de isquemia cardiaca (Calvert JW
y col., 2009).

En las presentes condiciones experimentales, hallamos un marcado incremento en la
expresiéon de HO-1 en higados de donantes a corazén parado respecto de los drganos
ablacionados a corazdon batiente (p<0.01). Por otro lado, la presencia de compuestos
liberadores de H,S en la solucién de preservacién generd un efecto represor en la induccién de
este gen (p<0.05 vs. PRI). La induccidn de la expresiéon de HO-1 es un claro indicio de la
activacion de respuestas enddgenas frente al estrés generado por este modelo de isquemia al
igual que lo reportado en otras experiencias (Yun N y col., 2010). Resulta de particular interés
en estos resultados, el efecto del H,S durante la fase de isquemia fria que, en lugar de inducir
la expresion de HO-1, revirtié los niveles de mARN a los de un érgano extraido a corazén
batiente (PRC). Podria plantearse que el H,S ejercid cierto poder de contencion de la situacion,
modulando la cascada de sefales que generan la induccidon de marcadores de estrés como la
HO-1.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina pro-inflamatoria liberada por
las células de Kupffer que se activan durante el fendmeno de isquemia/reperfusion. TNF-a
promueve la muerte de los hepatocitos y el reclutamiento de neutréfilos agravando la injuria
post-isquemia (Lemasters JJ, 2001). El gasotransmisor H,S ha sido descripto como mediador
anti-inflamatorio en diferentes modelos de isquemia/reperfusion (Kang Ky col., 2009).

Los resultados indicaron que TNF-a se encuentra altamente expresado en todos los
higados preservados y reperfundidos con respecto al control fresco, con diferencias
estadisticamente significativas en el caso de higados extirpados 45 min después del paro
cardio-respiratorio (grupos PRI, PRIT-Na,S y PRIT-DADS). El tratamiento aplicado durante la
isquemia fria no impidid la induccidon de este mediador inflamatorio, desestimando el poder

anti-inflamatorio del H,S en las condiciones experimentales planteadas.
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Uno de los mecanismos de defensa celular para lidiar con el estrés oxidativo es
incrementar la expresién de genes que codifican para enzimas antioxidantes mediante Ila
activacion de factores de transcripcion sensibles al estado redox intracelular como el Nrf-2.
Este factor reconoce elementos de respuesta antioxidante (ARE) en la regidn promotora de
genes relevantes para la respuesta redox (Zhu H y col., 2005). Algunos estudios sugieren que
los efectos antioxidantes del H,S podrian ser, en parte, resultado de la activacién de la via del
Nrf-2 (Calvert JW y col., 2009).

El mARN de Nrf-2 se hallé6 aumentado en higados con isquemia caliente previa en
ausencia y en presencia del dador DADS. Sin embargo, cuando se tratd la solucién con Na,S no
se observaron cambios en la expresion. Estos resultados no permiten esclarecer el rol de los
niveles de mARN de Nrf-2 en nuestro modelo de procuracién a corazén parado. Un estudio a
nivel de la distribucién subcelular de este factor de transcripcién podria brindar informacion
valiosa respecto de su activaciéon y posterior migracion al ntcleo.

Tanto el gen de la Glutation reductasa (GSR) como el de la NAD(P)H:quinona
oxidoreductasa-1 (NQO-1) son blancos de la regulacién mediada por Nrf-2 en situaciones de
estrés oxidativo (Zhu H y col., 2005). La expresion de estos dos genes no se vio afectada en
este protocolo de preservacién hipotérmica seguida de reperfusién ex vivo, sin importar las
condiciones de ablacién ni la presencia de H,S en la fase de isquemia fria. Aunque no contamos
con evidencias experimentales respecto de la migracién al nucleo de Nrf-2, podria plantearse
gue en estas circunstancias particulares, no estd ocurriendo la activacién de este factor.

La apoptosis celular es un mecanismo que ha demostrado tener una importante
contribucion en la injuria durante la reperfusidon hepatica. Por este motivo, la inhibicién de las
vias apoptodticas constituye un importante blanco de accién para atenuar la muerte celular en
organos a trasplantar. Estudios previos indican que el H,S ejerce efectos antiapoptdticos
mediante la induccién del gen que codifica para Bcl-2 (Calvert JW y col., 2009). Bcl-2 impide la
liberacion del citocromo c¢ de la mitocondria a través de su interaccion con Bax.

No se observaron cambios respecto de la expresidén de Bcl-2 para ninguno de los grupos
contrastados, el suministro de fuentes de H,S no involucré la activacién de mecanismos

antiapoptéticos en las condiciones experimentales descriptas.
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Fig. 4.38 - Expresion relativa de los genes HO-1, TNF-a, Nrf-2, Bcl-2, GSR y NQO-1, tras la PH y reperfusion ex vivo. Se
adjudicé el valor 1 al nivel de expresion en el grupo C (no se muestra en el grafico) y a partir de éste se calcularon las
expresiones relativas en los demas grupos. Cada columna denota la media + SD de 3 experimentos. “a” indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo PRI con: *p<0.05 y *p<0.01. “#” indica diferencia estadisticamente
sifnificativa respecto del grupo C con: *p<0.05, #p<0.01 y **p<0.001.
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4.3.1.4 Conclusidn parcial del H,S en el rescate de higados de donantes a corazén parado.

El reacondicionamiento de higados provenientes de donantes a corazén no batiente
ofrece la oportunidad de mejorar los resultados y también aumentar la disponibilidad de este
tipo de drganos marginales. El avance en la comprension de los fenédmenos patofisiolégicos
asociados a la donacidn tras el cese cardiaco ha fomentado el desarrollo de estrategias
farmacolégicas en las distintas etapas de la procuracién (en el donante, durante el
almacenamiento del drgano 6 en el receptor). En este sentido, las propiedades citoprotectoras
asociadas al tratamiento con bajas dosis de H,S, convierten a este gasotransmisor en un
potencial agente “reanimador” de érganos marginales. En estos experimentos, se planted la
posibilidad de revertir el dafio provocado durante la isquemia caliente en la fase de
almacenamiento hipotérmico, una etapa generalmente ineludible del trasplante ante la
necesidad de disponer de un tiempo para la preparacién de la cirugia y transporte del érgano,
de ser necesario.

El sistema de perfusidn ex vivo constituyd una herramienta fundamental en la evaluacién
del estado funcional de los higados. Las variables estudiadas durante la reperfusion revelaron
una diferencia significativa entre higados extirpados 45 minutos post-cese cardiaco (PRI) e
higados extraidos a corazén batiente (PRC), validando asi, el modelo de donante a corazén
parado utilizado. Sin embargo, vale la pena mencionar que en lo que concierne al estado redox
(contenido de MDA, GSH y actividad enzimatica antioxidante) no pudo establecerse una
asociacién entre ablacion a corazén parado y estrés oxidativo. En este sentido, el trasplante
experimental podria aportar un cuadro mas completo de lo que sucede en durante la
reperfusion de estos drganos.

Tanto la Resistencia intrahepatica, produccidn de bilis, consumo de oxigeno y liberacion
de LDH y ALT reflejaron una cierta mejora en la preservacion de la funcidn y viabilidad hepatica
cuando higados de donantes a corazén no batiente fueron almacenados en HTK suplementada
con una fuente de H,S (DADS 6 Na,S). A su vez, en los cortes histoldgicos tefiidos con
hematoxilina/eosina pudo apreciarse una disminucién en la dilatacién de los sinusoides
cuando se utilizé Na,S como dador de H,S, y la presencia de vacuolas en el citoplasma se
redujo sustancialmente cuando se utilizaron ambos compuestos dadores. Por ultimo, la
expresion del gen HO-1 fue significativamente mayor en la reperfusién de higados con 45 min
de isquemia caliente previa a la PH (PRI); en tanto que, cuando estos drganos marginales se
almacenaron en frio con intervencion farmacoldgica (PRIT-Na,S/DADS), la induccion estuvo
ausente.

En lo que concierne al estado de las reservas energéticas en forma de glucégeno,

extension del dafio por peroxidacidn lipidica, estado redox (GSH/GSSG), actividad enzimatica
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antioxidante y regulacidn de la expresidn génica de mediadores inflamatorios, reguladores de

la apoptosis y enzimas antioxidantes; no se obtuvieron datos que avalen un efecto

citoprotector por parte del tratamiento propuesto.
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5. CONCLUSIONES FINALES.
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e El sistema de perfusion de higado aislado es la ultima fase del modelado in vitro
antes de pasar al trasplante experimental. Este enfoque permite responder a los
principales interrogantes de la pato-fisiologia de la isquemia/reperfusion hepatica
dando lugar a una selecciéon pre-clinica de potenciales desarrollos en el campo del
trasplante hepatico terapéutico. En el presente trabajo de tesis, el sistema de
reperfusion ex vivo constituyd la herramienta central para la evaluacién de higados
sometidos a protocolos de preservacion hipotérmica. Parametros como la
produccién de bilis, sintesis de urea y excrecidn de un colorante anidnico, reflejaron
el nivel de preservacion de la funcién hepatica, en tanto que, la liberacién de
enzimas al perfusato, la resistencia intrahepdatica y consumo de 0O,, fueron

indicadores de la viabilidad y estado de la microcirculacién.

e La donacién de higados a corazén parado es considerado, actualmente, el enfoque
de mayor potencial para sostener la creciente demanda de higados para trasplante.
Sin embargo, la potencialidad de estos érganos depende del poder de
reacondicionamiento de los mismos a través de distintas estrategias de
preservacion y/o la manipulacion farmacoldgica. En el capitulo 4.2 de los
Resultados y discusiones se describieron las condiciones experimentales ensayadas
para el desarrollo de un modelo de donante a corazén parado con un tiempo de
isquemia controlado, circunstancias que definen las categorias Ill y IV de la
clasificacion de donantes post-arresto cardiaco del criterio Maastricht (Monbaliu D
y col., 2012). En suma, el animal sedado fue preparado en la tabla de operaciones
tras lo cual se indujo el paro cardio-respiratorio mediante la inyeccion, via vena
femoral, de una solucién 1 M KCI, 500 Ul/mL heparina. De esta forma, la sobrecarga
de K" produce el cese del latido cardiaco mientras que, la infusién de heparina,
facilita la perfusion post-isquemia caliente. El tiempo de isquemia caliente
seleccionado fue de 45 min ya que mostrd una injuria por isquemia/reperfusidn
agravada respecto de los higados controles de donantes a corazén batiente, en
tanto que, no fue lo suficientemente extremo como para llegar a la irreversibilidad

del cuadro segun reportes previos (He XS y col., 2004).

e El sulfuro de hidrégeno, considerado durante muchos afios tan solo un gas nocivo
para la salud, ha sido redescubierto en su identidad de mediador fisioldgico
relevante y miembro de la familia de los gasotransmisores junto con el oxido nitrico

y mondxido de carbono. Sus funciones abarcan la vasodilatacién, neutralizacién de
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EROs, regulacién anti-inflamatoria y antiapoptética. Ademas de estas propiedades,
uno de los mds importantes descubrimientos respecto del H,S en los ultimos afos
fue su habilidad para inducir un estado hipometabdlico reversible. El H,S es capaz
de reducir la demanda de O, del tejido mediante la unidn a citocromo c oxidasa de
la mitocondria. Estas propiedades resultan de particular interés en la situacion de
hipoxia ineludible que atraviesan los drganos durante un trasplante. En esta tesis se
planteé la aplicacién farmacoldgica de compuestos dadores de H,S durante el
almacenamiento en hipotermia de higados marginales, para ello de seleccionaron
dos fuentes liberadoras de H,S para suplementar el medio de preservacién. El
disulfuro de dialilo es un derivado natural del ajo, capaz de liberar H,S como
resultado de su interaccidon con tioles celulares. En el capitulo 4.1.2 se pre-
seleccioné la dosis de 5 uM para ser utilizada luego, en el rescate de higados
extirpados acorde al modelo de donante a corazén parado. Por otro lado, el
disulfuro de sodio actia como un electrolito fuerte que libera el anién sulfuro S%y
éste en medio acuoso se combina para formar HS y H,S. A través del reactivo de
Ellman (DTNB) se comprobd la presencia de H,S en la soluciéon de preservacion,

incluso luego de 24 h de almacenamiento en frio.

e La manipulacién de ciertas vias de sefalizacion durante el almacenamiento
hipotérmico de érganos para trasplante, podria ofrecer una respuesta al desafio de
la recuperacidn de érganos marginales. El agregado de compuestos dadores de H,S
a la solucidn de preservacion mostré resultados alentadores para el
reacondicionamiento de higados sometidos a una isquemia caliente controlada de
45 minutos de duracion. Los pardmetros de funcionalidad y viabilidad que durante
la reperfusion ex vivo de higados de donantes a corazén parado reflejaron una
injuria incrementada, mostraron importantes mejoras cuando se agregd DADS o
Na,S al medio de preservacion hipotérmica. La expresiéon del gen HO-1 fue
significativamente mayor en la reperfusiéon de higados ablacionados post-cese
cardiaco; en tanto que, cuando estos érganos marginales se almacenaron en frio en
presencia de H,S, se hallé un efecto restrictivo de la induccidn de este marcador de
estrés. Por otro lado, los estudios destinados a indagar en los efectos antioxidantes
del tratamiento propuesto no arrojaron resultados que sostengan este rol en el

modelo experimental utilizado.
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En resumen, los higados ablacionados a corazén parado mostraron la reversiéon del
cuadro de injuria a niveles comparables con los de higados de donantes
convencionales al contrastarlos en un sistema de reperfusidon ex vivo. Sin embargo,
no se hallaron evidencias experimentales respecto de los mecanismos de accién a

través de los cuales se ejercio el efecto citoprotector.
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