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1. INTRODUCCIO






Introducci6

1.1. GENERALITATS
1.1.1 INTESTI PRIM

L’intesti prim és un segment del tub digestiu situat entre I’estomac i el colon o intesti
gruixut. Té una longitud de 4 a 7 metres en humans i d’'uns 50 a 70 cm en la rata. Es
divideix en tres segments: duode, jeju i ili. Existeixen petites diferencies en la
histologia de la mucosa dels tres segments de I'intesti prim, tot i que no s'observen
limits precisos entre ells (1).

Partint de la llum intestinal la primera regié que s’observa és la tinica mucosa. La
primera capa d’aquesta regi6 esta formada per una monocapa de cél-lules epitelials,
les quals revesteixen les prolongacions digitiformes denominades vellositats
intestinals (que incrementen la superficie de I'epiteli) i les invaginacions o criptes de
Lieberkihn de I'intesti prim. Entre quatre i sis cel-lules mare, a la base de la cripta,
donen lloc als tres principals tipus cel-lulars de I'epiteli: cél-lules absortives
(enterocits), que incrementen la capacitat absortiva total de I'intesti; cél-lules
globulars mucosecretores (caliciformes), que secreten moc per protegir a I'epiteli de
I'abrasié i impedir I'adheréncia i invasié de les bacteries patogenes; i cél-lules
enteroendocrines, que secreten diferents substancies amb capacitat emulsiva i que
afavoreixen la motilitat intestinal (1).

Les cel-lules es multipliquen per mitosi en el ter¢ inferior de la cripta i es diferencien
en els dos tercos superiors. La vida mitja d’una cél-lula des de la base de la cripta fins
I'apex, a on finalment és eliminada, és de dos o tres dies en rosegadors de laboratori i
de tres a sis en I’home. En I'epiteli normal la taxa de divisio cel-lular esta igualada
amb la taxa de perdua, i les cel-lules que es moren es desprenen de I'apex de la
vellositat cap al lumen. Aixi doncs, les cel-lules epitelials del intesti son una de les
poblacions cel-lulars amb una taxa de renovacié més rapida (1).

Per sota de la capa de cellules epitelials s’estén una capa de muscul llis que
constitueix la capa muscular de la mucosa. Entre I'epiteli i la capa muscular de la
mucosa, hi ha un teixit conjuntiu lax que forma la lamina propia. Aquesta lamina
propia esta formada per cél-lules fixes i mobils que es situen sobre una delicada trama
de fibres elastiques i reticulars, i conté una xarxa de capil-lars situat sota I'epiteli. A
més a més, conté les branques terminals d'un plexe limfatic submucds (vasos
quilifers), que constitueixen una important via pel transport de lipids absorbits i
d’altres nutrients (1).

La capa muscular de la mucosa separa la mucosa de la resta de capes que
constitueixen l'intesti, que son: la submucosa, la muscular i la serosa (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Esquema de les capes de I'intesti prim.

La funcid principal de l'intesti prim és I'absorcié de nutrients. Altres funcions de
I'intesti prim son: la immunitaria, ja que d’una banda conté ganglis limfatics agrupats
formant les anomenades plaques de Peyer, i de l'altre, al llarg de tota la lamina
propia es poden trobar macrofags amb gran capacitat de fagocitosi (constituint la
primera linia de defensa davant dels microorganismes que poden envair la mucosa
des de la llum); i I'endocrina, a través d’'una poblacié heterogénia de cél-lules
endocrines (1).

1.1.2. RONYO

La unitat basica funcional del rony6 és la nefrona. Aquesta consta de glomeérul, tubul
contornejat proximal, nansa de Henle, tibul contornejat distal i tabul col-lector
(Figura 1.2).
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diseal

MEDUL-LA

Figura 1.2. Esquema d’una nefrona i de la seva vasculatura.

El ronyd consta de dues zones clarament diferenciades: escorca i medul-la. A
I’escorca renal es localitza gran part de les estructures de la nefrona (glomerul, tubul
proximal, segment gruixut de la nansa de Henle i tdbul contornejat distal) i
s'anomena, per aquesta rad, nefrona cortical. A la zona de I'escor¢a propera a la
medul-la renal també s’hi localitzen alguns glomeéruls que pertanyen a nefrones
anomenades juxtamedul-lars. A la medul-la es localitzen la majoria de les estructures
de les nefrones juxtamedul-lars, el segment prim de les nanses de Henle de les
nefrones corticals i els tubuls col-lectors. La medul-la es subdivideix, anatomicament,
en una zona interna i una d’externa. A la zona de confluéncia entre I'escorca renal i
la medul-la externa és on es localitzen la majoria de les estructures funcionals del
ronyo (2).

Hi ha dues xarxes de capil-lars que reguen el ronyd: el glomerul i els capil-lars
peritubulars. Una part especial del sistema peritubular és la dels vasos rectes que
descendeixen al voltant de les parts més baixes de les nanses de Henle. Només una
petita porcio (1-2%) del total del flux sanguini renal flueix a través dels vasos rectes.
Es a dir, el flux de sang a través de la medul-la renal és menor en comparacié amb
I'escorca renal (2).
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Les funcions principals del rony6 son: la filtracid de la sang i I'excrecio de les
substancies toxiques de l'organisme (a través de l'orina s'eliminen els elements
nocius, aixi com l'aigua i les sals minerals en exces); el manteniment de I'equilibri
intern tant ionic com acid-base i de I'estat d’hidratacio, la qual cosa permet el
correcte funcionament de totes les cel-lules del cos; i, finalment, també fabrica
substancies que actuen com a hormones que estimulen la produccié de globuls
vermells, regulen la pressié arterial i mineralitzen I'esquelet (2).

1.2. TRASPLANTAMENT

Pacients afectats per gran varietat de malalties les quals resulten en la fallida de
I’0rgan poden, gracies al trasplantament, reemplacgar aquests organs per d’altres que
funcionen correctament, amb la qual cosa s'aconsegueix millorar les condicions i la
qualitat de vida dels malalts. En determinats casos, el trasplantament representa
I'Gnica alternativa per curar la malaltia en fase terminal i, per tant, prolongar la vida
amb un nivell de qualitat acceptable.

Espanya és el pais del mén amb un major index en la donacid, amb prop de 34
donants per milié de poblacié (3). Tot i aixi, en els Gltims 2 anys s’ha arribat a un a
estabilitzacio de la taxa de donacid. La potenciacié dels programes de donants en
asistolia (donant a cor parat, NHBD), I'increment de la donaci6 d’organs de donant
viu (HBD) i, potser fins i tot, el xenotrasplantament en un futur no immediat,
constitueixen opcions per augmentar el nombre d’organs per trasplantar.

La millora en el coneixement dels mecanismes de preservacio, especialment
mitjancant I'Gs de maquines de perfusio, podria permetre rescatar organs amb temps
d’isquémia perllongats, avaluar la viabilitat d’aquests i modular farmacologicament el
procés de preservacio (4) .

En els dltims anys, el desenvolupament d’immunosupressors ha disminuit la
incidéncia del rebuig agut en el postrasplantament immediat, tot i que la seva
supervivencia a llarg termini és més controvertida. La incidencia de neoplasies en el
pacient immunosuprimit esta augmentada, aixd comporta la necessitat de protocols
de seguiment estrictes per la seva detecci6 preco¢ i la reducci6 de la
immunosupressio al minim necessari i de la manera més especifica (4).
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1.2.1. TRASPLANTAMENT INTESTINAL

El trasplantament intestinal constitueix la Unica alternativa terapeutica que es pot
oferir a aquells pacients obligats a rebre nutricié parenteral amb caracter domiciliari
per tota la vida degut a un fracas intestinal. Les causes que condueixen al fracas
intestinal son fonamentalment tres: el sindrome d’intesti curt, els trastorns de la
motilitat i les malformacions congenites. La primera causa es la més freqient en la
poblacié adulta (5). Quan el tractament amb nutrici6 parenteral total (NPT) fracassa
per raons d’'accés vends o de sepsia de repeticio, el trasplantament intestinal es
planteja com la Unica alternativa terapéutica.

El maneig dels pacients amb un quadre clinic d’insuficiéncia intestinal ha millorat
gracies als progressos obtinguts en els ultims anys en NPT i, en concret, en la NPT
domiciliaria. De totes maneres, el trasplantament intestinal segueix sent el
tractament d’eleccio en alguns casos. Avui en dia, el trasplantament intestinal esta
indicat fonamentalment en aquells pacients que depenen de forma permanent i
persistent de la NPT. Donat que la NPT generalment és ben tolerada, fins i tot
durant llargs periodes, cada indicacio ha de ser sospesada tenint en compte els riscs i
la qualitat de vida del pacient. Quan els limits de la NPT s’han sobrepassat, com en el
cas de complicacions vasculars i infeccioses del cateter o d’alteracions hepatiques i
metaboliques, s’hauria de recérrer al trasplantament intestinal. En aquests casos, el
trasplantament aillat d’intesti prim segueix essent la primera opci6, mentre que el
trasplantament conjunt d’intesti i fetge només esta indicat pels casos de malaltia
hepatica progressiva associada (5).

L’intesti ha sigut molt més dificil de trasplantar que d’altres organs solids. Trobem
diverses raons principals que expliquen aquest fet. La primera és que conté la major
carrega de teixit limfatic de I'organisme, per la que el rebuig agut és especialment
dificil de prevenir i tractar, i gran part de la mortalitat és deguda al rebuig no
controlat. Un altre és el gran nombre de bacteris presents a I'intesti, els quals
incrementen el risc d’infeccié després del trasplantament. Aixi doncs, per una banda
els pacients s’han de tractar amb immunosupressors per evitar el rebuig, pero per
I'altre aquesta immunosupressio no ha de ser excessiva perque hi ha al perill
d’infeccio, essent dificil trobar I'equilibri. Aquests fets han sigut determinants perque
el desenvolupament del trasplantament intestinal no hagi sigut paral-lel al d’altres
organs solids com el cor, el fetge o el ronyé (5).

Una de les principals causes de mortalitat dels pacients sotmesos al trasplantament
intestinal és la fallida primaria de I'empelt que té lloc com a consequencia del
sindrome d’isquémia i reperfusié (I/R) (6). En aquest sentit, I'is de solucions de
preservacio que contenen substancies protectores envers aquesta lesio tal com
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I'EuroCollins (EC) o la soluci6é de la Universitat de Wisconsin (UW) en els dltims
temps, i el fet d'utilitzar la técnica de perfusié a través de l'arteria mesenterica
superior descrita per Cohen (7), han sigut factors de vital importancia pel
desenvolupament del trasplantament intestinal.

Des de 1985, s’han realitzat més de 700 trasplantaments d’intesti prim a tot al mon.
En un 42% dels casos, el trasplantament ha sigut d’intesti prim amb o sense el colon;
en un 45% al trasplantament d’intesti prim s’hi ha associat un empelt hepatic; i un
13% ha sigut en el context d’un trasplantament multiorganic (5).

Les indicacions per dur a terme el trasplantament intestinal han sigut: el sindrome
d’intesti curt en un 64% dels casos; quadres de diarrea severa incontrolable i
intractable en un 13%; tumors malignes abdominals en un altre 13%; i el sindrome
de pseudobstruccié intestinal en un 8% dels casos (el 2% restant son altres causes)

5).

El nombre de trasplantaments realitzats per any s’ha vist incrementat de forma lineal
des de 1990. La viabilitat de I'empelt i la supervivéncia del pacient I'any en
trasplantaments realitzats després del febrer del 1995, va ser del 55% i del 69%
respectivament. En casos de trasplantaments combinats (intesti i fetge), es va arribar
a xifres de viabilitat del empelt i de supervivéncia del pacient a I'any del 63% i del
66% respectivament. També en trasplantaments multiorganics s’aconseguiren valors
del 63% en quan a supervivencia de I'empelt i del receptor (5).

Cal dir que al 2002 es va realitzar el primer trasplantament d’intesti en un adult a
Espafia, a I'Hospital Ramén y Cajal de Madrid. Aquesta operacié s’havia realitzat 140
vegades al mon fins aquell moment (8).

1.2.1.1. Translocacio bacteriana

Com ja s’ha dit, I'intesti té una peculiaritat que el distingeix d’altres organs. Es tracta
del contacte directe que manté amb els microorganismes del medi extern. Molts
d’ells s6n saprofits i no causen cap dany en condicions normals. No obstant, la
majoria son potencialment patogens si es produeix una ruptura de la barrera
intestinal, ja que poden originar un estat de sépsia i fallida multiorganica. L’intesti
funciona com a barrera contra la invasio dels milions de germens que hi resideixen.
La membrana epitelial i les cel-lules mucoses prevenen I'adheréncia bacteriana i la
migracio transcel-lular dels patogens potencials, aixi com també de les seves toxines,
i les unions intracel-lulars prevenen el pas paracel-lular (9).
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Existeixen pero, situacions en les que poden produir-se el pas d’aquests gérmens a
través de la barrera intestinal, fenomen que es coneix com a translocacié bacteriana
(TB). La TB es defineix com el pas de microorganismes (vius 0 morts) i productes
bacterians (com endotoxines, exotoxines i fragments cel-lulars) des de la llum
intestinal del hoste cap a un lloc extraintestinal i estéril (10). Aquest fenomen s’ha
associat a multiples circumstancies, incloent la terapia antibiotica (11), I'Gs de la NPT
(12), la malnutrici6, el sindrome d’I/R, el sobrecreixement bacteria (13), els
desordres de motilitat intestinal i els estats d'immunosupressio. La majoria d’aquestes
situacions son presents als pacients sotmesos a un trasplantament intestinal. D’acord
amb aixo, existeixen estudis en models animals de trasplantament intestinal que han
demostrat el paper de la TB en la génesi d’infeccions després d’aquest procediment
(14-20). No obstant, els mecanismes que desencadenen aquests processos encara no
es coneixen.

1.2.2. TRASPLANTAMENT RENAL

En els malalts amb insuficiéncia renal cronica avancgada és imprescindible instaurar
un tractament substitutiu per recuperar la funcié del ronyd. En general, el primer
pas és la dialisi, pero quan I'estat general del malalt és bo i els avantatges superen els
riscos que comporta qualsevol operacié quirdrgica, esta indicat practicar un
trasplantament de ronyd. Per a aquests malalts el trasplantament suposa, d'una
banda, una millora important pel que fa a qualitat de vida i autonomia, ja que deixen
de dependre de la maquina de dialisi i, de I'altra, un augment de la supervivéncia,
perqué eviten moltes de les complicacions que apareixen amb la dialisi a llarg
termini (3).

Aquest tipus de trasplantament és el que més aviat va obtenir uns resultats
acceptables en comparacié a la resta d’organs. Actualment, a Catalunya, es fan al
voltant de 400 trasplantaments renals cada any. La hipertensié arterial i la diabetis
son les dues causes més freqlents d'insuficiencia renal cronica que requereix
tractament substitutiu, perd també hi ha altres problemes de salut que afecten el
funcionament del ronyd: malalties immunologiques, alteracions de les artéries del
ronyd, infeccions, abus d'analgésics, obstruccié de les vies urinaries o processos
hereditaris (21).

El trasplantament renal de NHBD és el més frequient a Catalunya. Al comengcament
dels anys vuitanta, el trasplantament de HBD era la técnica més utilitzada; I'any 1984
se'n van dur a terme 45, pero posteriorment aquest tipus de trasplantament ha anat
disminuint. Els trasplantaments multiples de NHBD s'han fet més habituals. El
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primer va ser el de rony0 i pancreas en malalts diabetics, que a partir de I'any 1990
va experimentar un increment fins a arribar a més de 10 trasplantaments anuals, i
que en els darrers anys es situa entre els 15 i 20 anuals. Més recents son els
trasplantaments maltiples de ronyo i fetge, on I'activitat encara és reduida, amb 5
trasplantaments I'any 1997 i 29 des de I'any 1988. Per primera vegada, I'any 1997 es
van practicar trasplantaments dobles de ronyd. Amb aquesta nova modalitat es
pretén obtenir un millor aprofitament dels recursos, ja que es consideren com a
organs valids ronyons que, per les caracteristiques que presenten, no s‘haurien
acceptat per a trasplantament d'un sol rony6 (21).

El temps d'isquemia freda (Cl) dels organs utilitzats en els trasplantaments del
periode 1990-2002, ha tendit ha disminuir, ja que lI'any 1991 la mitjana d'hores
d'isquemia va ser de 23,2 mentre que I'any 2002 va ser de 17,2 (21).

La incidéncia de perdua de I'empelt global durant el primer any del trasplantament
és del 16,5% persones/any en el periode 1990-1997 i de 10,1% persones/any en el
periode 1998-2000. La incidéncia de pérdua de I'empelt després del primer any del
trasplantament és del 5,7% persones/any en el primer periode i del 3,3%
persones/any en el segon. Les principals causes de perdua de I'empelt durant el
primer any del trasplantament en ambdos periodes son la mort del pacient, les
complicacions i el rebuig agut. Pel que fa a les perdues de I'empelt produides després
del primer any del trasplantament les més frequents son: el rebuig cronic i la mort
del malalt (21).

La supervivencia dels 5.351 empelts de NHBD practicats a Catalunya en el periode
1984-2002 és del 69% als 5 anys i del 49% als 10 anys. Un cop superat el primer any,
les possibilitats de perdre I'empelt sén inferiors al 5% anual. La supervivencia del
malalt és del 90% als 5 anys i del 81% als 10 anys. La mortalitat té lloc principalment
durant el primer any i és inferior al 2% anual. Els resultats en els malalts que han
rebut un trasplantament de HBD sén encara millors (la supervivéncia dels malalts és
del 96% als 5 anys i del 92% als 10 anys, i la de I'empelt del 78% i del 59%
respectivament). Cal dir que la supervivencia de I'empelt varia molt segons I'edat del
donant, tant en els receptors joves com en el grans (21).

Fa uns anys es va iniciar una recollida retrospectiva de les variables seglents:
preséncia de necrosi tubular aguda (NTA), temps de CI i dies de dialisi posteriors al
trasplantament. Malgrat que encara hi ha un percentatge elevat de no informats, la
supervivencia als 3 i 5 anys de I'empelt d'aquells malalts que han superat el primer
any de trasplantament funcionant, en relacié amb la presencia o no de NTA va ser
del 91% i del 77% mentre que dels que no la van tenir va ser del 93% i 85%,
respectivament (21).
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Actualment a Catalunya es practiquen trasplantaments a malalts més vells i a una
proporci6 meés gran de malalts diabétics, a qui principalment se'ls trasplanten
simultaniament ronyo6 i pancrees. Tambe s'‘observa una tendéncia creixent en el
nombre de retrasplantaments. Una altra dada interessant a comentar es que a partir
de I'any 1998 hi ha hagut una disminucié molt important en la pérdua de ronyons en
el primer any del trasplantament, fet que podria ser degut a la incorporacio de nous
farmacs (21).

Avui en dia, un dels problemes més acusat en aquest camp és la manca de ronyons
suficients per la quantitat de pacients en espera existent. Aquest problema s’agreuja
degut a que cada cop hi ha més malalts d’edat avancada —-més de 60 anys- que
demanden un trasplantament de ronyo per millorar la seva qualitat de vida. Per altra
banda també ha augmentat I'edat dels donants, fet que comporta que els resultats que
s’obtinguin siguin pitjors i s’hagin de fer més retrasplantaments (22).

Un altre dels reptes actuals d’aquesta terapia és millorar la vida mitja dels empelts
renals, ja que actualment la supervivéncia mitja dels organs procedents de cadavers
és només de 13 anys, mentre que la dels HBD és de 33 anys. Alguns estudis indiquen
que I'edat, la raca, el rebuig agut, la funcié renal i la tensi¢ arterial i la isquémia sén
factors determinants per la supervivéncia de I'empelt (23).

1.2.2.1. Marcadors de viabilitat

La valoracio clinica dels ronyons és subjectiva, pero és la que s'utilitza de forma
sistematica per intentar predir la viabilitat renal. Aquesta valoracid es basa en
considerar els seguents factors els quals influiran en la viabilitat del ronyé a
trasplantar: els diferents temps d’isquémia (freda, calenta i periodes intermedis que
es poden denominar com a isquemia tebia), I'edat del donant, les malalties del
donant (especialment patologies vasculars), I'aparenca macroscopica del ronyo, la
causa de la mort cerebral i el manteniment del donant préviament i durant la mort
cerebral (4, 24).

Sense cap mena de dubte, el parametre més important és el temps d’isquemia. Aquest
temps és recollit de forma sistematica i hauria de ser un parametre objectiu, pero ni
tan sols en les extraccions de donants amb mort cerebral (i cor latent, HBD) ho és
totalment. En el cas dels NHBD la prediccio clinica de la viabilitat és fa encara molt
meés dificil, ja que s’hi afegeix el problema de la valoracié de la isquémia calenta (WI)
alhora de predir la viabilitat. La WI no és tan sols el temps que el pacient esta en
aturada cardiaca, el qual ja de per si és dificil de determinar en molt casos, siné que a
més, s’hi ha d’afegir maniobres de reanimacié i temps d’isquémia tebia. Tot i que
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s'intenten limitar aquests temps a la practica clinica, I'index de ronyons que no
funcionen de forma primerenca es situa entre el 15 i el 20% (25).

Existeixen estudis experimentals que han profunditzat en dos vies de lesio cel-lular
com a marcadors de viabilitat: disminucio de la carrega energética i augment de les
resisténcies vasculars. Agquests dos marcadors, proporcionals al grau de lesio renal,
estan relacionats entre si.

L’augment de les resistencies vasculars és el resultat de I'alliberacié de substancies
vasoactives (26). Aquest augment és tradueix en una disminucio del flux renal en el
moment de la reperfusié del receptor. Amb la determinacio de diverses d’aquestes
substancies vasoactives és possible predir la viabilitat renal, amb sensibilitat i
especificitat superiors al 90% (26). La limitaci6 del seu Us, a la practica, ve donada pel
temps necessari per practicar aquestes determinacions bioquimiques, que excedeix al
recomanable en el cas del NHBD en qui realment és important predir la viabilitat. El
flux renal arterial també es pot utilitzar per predir la viabilitat. En estudis
experimentals en porcs, s’ha demostrat que els ronyons amb fluxos arterials superiors
a 50 ml/min tenen 5 cops més possibilitats de ser viables que els que tenen menor
flux (27). Aquest parametre doncs, pot ser valorat de forma preoperatoria utilitzant
la bomba de perfusié continua, obtenint I'index de resisténcia vascular del rony6 en
la perfusio (28).

La disminuci6 de la carrega energética és proporcional a la lesio per isquemia i pot
ser utilitzada com a factor pronostic de viabilitat (29). En estudis experimentals s’ha
observat que, probablement més que els valors absoluts de carrega energetica de la
cel-lula, és important la capacitat de recuperacié de la mateixa. L'0s d’aquest
marcador ve limitat altre cop pel temps: aquestes determinacions bioquimiques no es
poden obtenir de forma prou rapida abans del trasplantament.

Altres marcadors de viabilitat sén els de lesié tubular, com l'alfa glutatio S-
transferasa (o-GST), que poden ser determinats en el liquid de perfusié obtingut a
I'utilitzar la bomba de perfusié continua de forma preévia al trasplantament (30). Un
cop trasplantat el ronyd, en cas d’existir diliresi, és capa¢ de mesurar el grau de lesid
tubular, que és proporcional als nivells d’a-GST. Valors molt elevats d’a-GST poden
ser predictius de necrosi cortical. Aquest parametre s’ha acceptat com a criteri de
viabilitat (juntament amb d’altres criteris) en ronyons preservats en maquina de
perfusid (24). De totes maneres presenta algunes mancances. El percentatge de
ronyons que presenten fallida primaria després d’haver estat qualificats com a viables
es tradueix en un 6-12% i la desqualificacié de ronyons que podrien ser aptes, s’ha
estimat entre un 9-34% (24). A més a més, tot i que aquest parametre sembla un bon
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indicador de viabilitat i funcio a curt termini, no prediu I'eficacia de la funcié renal a
llarg termini (31).

La determinacié de molts d’aquests parametres requereix I'Us de maquines de
preservacio, les quals ara per ara, no s'usen de forma rutinaria com a metode de
preservacio. Tot i que presenten alguns avantatges, especialment en els ronyons de
NHBD, el seu cost elevat fa plantejar-ne la necessitat. De totes maneres, sigui quin
sigui el metode de preservacid, no existeix actualment cap marcador vertaderament
fiable per diferenciar ronyons viables i no viables.

1.3. PRESERVACIO D'ORGANS

Gracies al fet que els organs es poden preservar, es disposa del temps necessari per
poder trobar el receptor que més necessita I’organ o el que millor s’hi adiu a nivell
d’antigens.

Els métodes usats per preservar els organs es basen en la disminucio6 del metabolisme
mitjancant la hipotérmia. Perqué els organs tolerin la hipotermia, la sang es retira i
es reemplaca amb una solucié de preservacio hipotérmica que sigui adequada. La
composicié d’aquesta soluci és critica alhora de determinar la tolerancia de I'organ a
la preservacié hipotérmica.

Es coneix amb el nom de solucié de preservacio als liquids amb el quals es perfonen i
es mantenen en condicions d’hipotermia a I’'0rgan per trasplantar; amb la finalitat de
preservar-ne la seva funcionalitat.

L’evolucio de les solucions de preservacio va ser possible gracies al desenvolupament
de solucions de composicié intracel-lular. La soluci6 de Collins i les seves posteriors
evolucions com I'EC, es caracteritzen per un alt contingut en K*. Tot i representar el
millor canvi qualitatiu en la preservacid, tenen importants limitacions en temps
perllongats de CI i davant la preséncia de WI. Aquestes limitacions, juntament amb
el desenvolupament del trasplantament d’organs més sensibles a la isquemia, van
provocar el desenvolupament de noves solucions de preservacié. Entre les més
utilitzades trobem la HTK (Histidina-Triptofan-Cetoglutarat), una soluci6 triple
aminoacidica molt popular en el trasplantament cardiac, i la soluci6é de Celsior. De
totes maneres, la més universalment utilitzada és la UW. Els motius del seu Us extens
son, per una banda, la seva eficacia en la preservacio d’organs molt sensibles a la
isquémia i, per l'altre, el fet que la major part de les extraccions d’organs es realitzen
en el context d’extraccions multiorganiques (amb preséncia d’aquests organs més
sensibles). Per altra banda, per exemple en el cas dels ronyons, quan les extraccions
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son només d’aquest organ, sovint significa que ens trobem davant d’'un donant
suboptim: any6s, NHBD o malalts amb pluripatologia, on es fa especialment
important una optima preservacio de I’0rgan (4).

1.3.1. PRINCIPIS BASICS DE LA PRESERVACIO

Existeixen diverses solucions de preservacio, I'is de totes elles t¢ com a finalitat
altima minimitzar el dany de I'drgan durant tot el procés de trasplantament:
extraccio, conservacio i, finalment, implantacio i reperfusié sanguinia. Per aixo els
seus objectius son mantenir les reserves energetiques, la concentracié ionica
intracel-lular dins dels limits fisiologics, evitar els canvis de volum i morfologia de les
cel-lules i reduir les conseqtiéncies de I'acidosi metabolica secundaria a la isquémia.

En resposta a aquestes necessitats les solucions preservadores, malgrat les diferéncies
en la seva composicid, comparteixen unes caracteristiques comuns:

1. Manteniment dels nivells d’ATP:

Per tal de protegir I'empelt, la solucié de preservacié ha d’atenuar la disminucio de la
carrega energética cel-lular que té lloc durant la isquémia, per assegurar el
metabolisme basal durant aquest periode i, sobretot, facilitar el retorn a la funcié en
la reperfusio.

Un organ isquémic obté I'energia a través del catabolisme de la glucosa a acid lactic
(glucolisi anaerdbia) (32) . Aquest pas pero, es troba limitat per diferents factors:

- lareserva de glucosa (emmagatzemada en forma de glucogen) és limitada en tots els
organs i un cop esgotada no es pot regenerar;

- 'acumulaci6 d’acid lactic a la cél-lula autoinhibeix la glucolisi anaerobia (32);

- I'esgotament del contingut intracel-lular total d’ATP (malgrat la resintesi parcial),
que si cau per sota d’'un nivell minim, impedeix la continuacio de la glucolisi
anaerobia o malmet la posterior funcionalitat de I'0rgan que es considera
irrecuperable.

Donat que els nivells d’ATP s6n minims en el moment previ a la reperfusio i que és
un substrat necessari per iniciar les diferents vies metaboliques de la cél-lula, els
liquids de preservacid incorporen substancies varies, com I'adenosina, que actuant
com a font alternativa d’energia, permeten restablir els nivells d’ATP en el moment
en que es reinstaura I'aportacio d’oxigen (33, 34).
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Un altre mesura per mantenir I’ATP és disminuir-ne la seva utilitzacié per part de la
cel-lula, per exemple, mitjangant els antagonistes del canals de calci ATP dependents
(35, 36). D’aquesta forma quan es bloguegen els canals, disminueix la utilitzacio de
I’ATP per part d’aquests i a més a mes, es redueix I'augment de Ca?* intracel-lular.

2. Osmolaritat i Tonicitat adequades (prevencid de Il'edema cel-lular i

intersticial):

Els primers liquids que s’'usaren en preservacio eren semblants al liquid extracel-lular
pel que fa a la seva composicié electrolitica. Aquestes solucions, com el sérum sali
isotonic o el Ringer lactat, contenien concentracions elevades de sodi i baixes de
potassi, amb la qual cosa provocaven una rapida perdua de cations intracel-lulars (K*
i Mg#) i el sodi i I'aigua envaien les cel-lules, donant lloc a drgans no viables (amb les
bombes ioniques disfuncionals).

Per evitar I’entrada massiva d’aigua a la cel-lula, que es produeix com a conseqiiéncia
del desequilibri ionic secundari a la hipotermia, la proposta més senzilla introduida
per Collins i col. I'any 1969 (37) va ser la de rentar I'organ amb un liquid de
caracteristiques semblants a les del liquid intracel-lular. Actualment, la majoria de les
solucions de preservacio6 son de tipus intracel-lular, aixo vol dir riques en ions potassi
i amb el sodi a concentracions molt més baixes ([K*]=100-130 mM, [Na*]=10-30 mM)
(33). D’aquesta manera, malgrat I'anul-lacié funcional de la bomba Na*/K* que ocorre
durant la isquémia, s'aconsegueix mantenir la composicié electrolitica intracel-lular,
eliminant el gradient de concentracions transmembrana i limitant aixi els
intercanvis passius intra i extracel-lulars (36, 38).

A més a més, és necessari que la solucié tingui una osmolaritat que no excedeixi
significativament la del plasma ni la del liquid intracel-lular i que per tant, estigui al
voltant dels 300 mOsm, és a dir, que sigui isosmotica amb el plasma. Si I'osmolaritat
de la soluci6 és menor a la del citoplasma, entraria aigua i aix0 podria desestructurar
la morfologia normal de la cel-lula (edema cel-lular) i fins i tot podria trencar-se. Si
I'osmolaritat fos major, I'efecte seria el contrari. Per mantenir una pressié osmotica
similar a totes dues bandes de la membrana citoplasmatica, s'afegeixen substancies
impermeabilitzants a la solucié de preservacid. Aquestes molécules permeten
conservar la osmolaritat i la tonicitat de la solucio, entre ells trobem: manitol,
rafinosa, glucosa, lactobionat i gluconat (33, 36).

A més a més, la solucio6 de preservacio ha de tenir substancies que puguin exercir una
pressio oncotica semblant a la de les proteines, amb I'objectiu de limitar I'edema
intersticial que podria ocorrer a consequeéencia de [I'extravasacio del liquid
intravascular. Aquestes substancies d’elevat pes molecular (components oncotics o
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col-loides) confereixen certa viscositat a la solucidé de preservacio i garanteixen un
rentat uniforme de I'drgan. No obstant, la viscositat del liquid de preservaci6 cal que
No sigui excessiva, ja que aixi s’ha d’exercir menys pressio de perfusio per introduir el
mateix volum de liquid, la qual cosa es tradueix en un menor grau de lesio potencial
per I’organ. Entre els col-loides utilitzats en les solucions de preservacié trobem midé
hidroxietilic (HES), polietilenglicol (PEG), dextra i gelatina parcialment hidrolitzada
(33, 36).

3. Capacitat tamp6 o amortidora:

Es convenient controlar I'acumulaci6 d’hidrogenions (H*) intracel-lular per pervenir
una acidosi exagerada la qual desembocaria inevitablement en necrosi cel-lular.
S’han d'utilitzar substancies amb bona capacitat amortidora a pH fisiologic i aixi
retardar al maxim I'aparicié de I'acidosi metabolica, i amb una minima tendéncia a
quelar els cations bivalents com el Ca* i el Mg?. A més a més, aquestes substancies
han de ser capaces de travessar I'endoteli capil-lar per tal d’assegurar I'equilibri amb
I’espai intersticial.

La importancia d’una bona capacitat amortidora es deu al fet que durant la isquémia
s'acumulen a la cél-lula hidrogenions, acid lactic i altres metabolits que modifiquen
I'osmolaritat. Aquests osmolits han de ser expulsats rapidament fora de la cél-lula per
evitar I'aparicio d’edema cel-lular. Aixo s’aconsegueix mitjancant un mecanisme de
transport actiu que consumeix energia i que s'inactiva amb I'aparici6 d’acidosi a
I'espai extracel-lular i intracel-lular. Es a dir, a mida que lacid lactic i els
hidrogenions es van produint a I'interior cel-lular, van sent expulsats a I’exterior amb
la consequent disminucié del pH, que es va fent cada cop més acid. Si el pH baixa per
sota de 6 (que és el pH considerat com el limit inferior protector) la bomba de
transport d’acid lactic i d’hidrogenions s’'inactivara, amb la qual cosa aquests
productes s'aniran acumulant a l'interior de la cél-lula, I'osmolaritat anira en
augment i aix0 comportara I'entrada d’aigua des de I'exterior. L’acumulacio
intracel-lular d’hidrogenions (acidosi intracel-lular) també bloquejara la glucolisi
anaerobia amb la qual cosa deixara de produir-se energia (39).

Es per aix0 que el principal objectiu d’un correcte control del pH és el d’evitar o
retardar al maxim la caiguda d’aquest per sota de 6. Retardar el final de la glucdlisi
anaerobia (responsable de proporcionar I'energia necessaria a la cel-lula anoxica),
permet allargar el temps d’isquémia i evitar o retardar l'aparici6 de lesions
irreparables de I'estructura cel-lular (39).
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4. Prevencio de lesions oxidatives i de la inflamacio:

Es ben conegut que durant les primeres fases de la reperfusio es produeixen moltes
especies reactives d’'oxigen (ROS). Aquestes, donada la seva capacitat de reaccio,
tenen un paper molt rellevant en la lesio per I/R. A més a més, la isquémia
perllongada depleciona els antioxidants protectors del teixit (36).

La font de ROS és essencialment intracel-lular, no obstant també n’existeixen al medi
extracel-lular, produits per les cel-lules inflamatadries (40). Amb la intencié d’anul-lar
I'efecte d’aquests radicals s’introdueixen, en la composicié dels liquids de
preservacio, determinades substancies —conegudes amb el nom de scavengers-
capaces bé devitar la formacié de ROS (per inhibicié enzimatica) o bé de
neutralitzar-les i/o eliminar-les un cop produides (antioxidants, reaccions redox).
Diverses solucions de preservacio inclouen glutatio reduit per limitar aquest tipus de
dany, aixi com d’altres antioxidants i scavengers, com son la superoxid dismutasa,
I'al-lopurinol i la vitamina E (36).

5. Prevenci6 de la sobrecarrega calcica

Una de les consequiéncies de la isquemia és la pertorbacié de la homeostasi del calci.
Es constata una acumulacié de Ca? lliure al citoplasma degut a la disminucié del seu
emmagatzematge en els organuls intracel-lulars i del seu flux passiu des del medi
extracel-lular (41). La preséncia sostinguda de nivells suprafisiologics de calci
intracel-lular pot conduir a I'activacio de fosfolipases i proteases calci dependents. Es
doncs primordial evitar agquesta sobrecarrega calcica, ja sigui aportant ATP en
condicions anaerobiques per restablir I’hnomeostasi o limitant I'entrada de Ca* a les
cél-lules (36).

Es possible limitar el flux de Ca?* amb una soluci6é de preservacié pobre o fins i tot
sense Ca* (42). D’aquesta manera una concentracié baixa en Ca* evitara la seva
difusio passiva des del medi extracel-lular a l'intracel-lular. Aquesta acumulacio
citosolica també es pot atenuar afegint una font d’energia per restablir I’'homeostasi
ionica o, fins i tot, es poden afegir farmacs a la solucio per lluitar més especificament
com pot ser bloquejant els canals de calci ATP dependents (36, 43).

1.3.2. SOLUCIO DE LA UNIVERSITAT DE WISCONSIN

En base al coneixement dels diferents mecanismes pels quals la isquemia i la
reperfusié provocaven dany als organs, Southard i Belzer varen desenvolupar una
solucio de preservacio que va rebre el nom de la universitat on va ser creada, és a dir,
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la solucidé de la UW (33). Aquesta solucié contenia agents que podien millorar la
preservacio del fetge i del pancreas, i es va veure que mantenia durant tres dies un
pancreas de gos en bones condicions obtenint un 100% de supervivéncia al
trasplantament. També va ser efectiva per la preservacio durant tres dies del ronyoé i
dos dies del fetge en el gos. Aquests resultats van ser confirmats en d’altres
laboratoris. Els resultats a la clinica també han sigut molt bons, ja que és la solucid
que permet uns temps de preservacié majors en la majoria d’organs. Aguesta solucio
té un rang d’aplicabilitat molt ampli, com ja hem dit és atil en extraccions
multiorganiques i en organs especialment sensibles a la isquémia, per tot aixo és la
mes emprada arreu (33).

La seva composicio electrolitica és de tipus intracel-lular i, a més, incorpora nous
substrats (33, 34):

- lactobionat, com a impermeabilitzant, evitant I’edema cel-lular. El lactobionat és la
lactosa oxidada i té carrega negativa. També és un agent quelant del calci, fet que pot
explicar en part la seva eficacia en la preservacio freda, aixi com també del ferro, la
qual cosa pot reduir la lesié oxidativa la reperfusio.

- rafinosa, com a suport osmotic o impermeabilitzant, que juntament amb el
lactobionat prevé I'acumulacio de lactat i manté I'osmolaritat.

- HES, com a col-loide per evitar I'expansiéo de I'espai extracel-lular i protegir
I'arquitectura tissular.

- adenosina, estimula la sintesi d’ATP a la reperfusio.

- al-lopurinol, per bloquejar la produccié de ROS mitjancant la inhibicié de la
xantina oxidasa (XO).

- glutatio, que actua com antioxidant o scavenger de ROS, evitant I'estrés oxidatiu
(antioxidant).

- magnesi, com a cofactor de reaccions dependents de cations.
- dexametasona, com a estabilitzant de la membrana cel-lular.

- fosfat, com a tampd d’hidrogenions i, possiblement, com a substrat d’ATP.
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Taula 1.1. Composicio de la soluci6 de la Universitat de Wisconsin.

COMPONENT CONCENTRACIO
KH2PO4 25 mmol/L
Mg SOs 5 mmol/L
KOH 100 mmol/L
NaOH 25 mmol/L
Rafinosa 30 mmol/L
Lactobionat 100 mmol/L
HES 50 g/L
Adenosina 5 mmol/L
Al-lopurinol 1 mmol/L
Glutatio 3 mmol/L
Insulina 40 U/L
Dexametasona 16 mg/L
Penicil-lina 200.000 U/L
pH 7.4
Osmolaritat 320-330 mOsm/L

La inclusié d’'un col-loide també serveix per facilitar el rentat vascular; una mesura
de gran importancia quan s'utilitza la bomba de perfusioé continua, perd que no ha
demostrat la seva utilitat en la forma més habitual com a solucidé de rentat simple.
L’exit de la solucié resideix principalment en I'Gs dels impermeabilitzants. S’han
obtingut resultats semblants substituint-los per gluconat i glucosa, fet que rebaixaria
el preu de la soluci6 (4). Aixi doncs, tot i els bons resultats d’aquesta soluci6, encara
resta per coneixer el per que de la seva efectivitat i es qlestiona I'eficacia real d’algun
dels seus components.

1.3.3. PRESERVACIO INTESTINAL

El temps que es pot mantenir un intesti preservat en bones condicions és molt curt
comparat amb els altres organs que es trasplanten. Aquesta discrepancia ha estat
atribuida tant als efectes especifics que té la hipoxia hipotermica en I'intesti, com a la
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manca d’una solucio de preservacio adequada que limiti aquests efectes. Actualment,
la solucié de UW és la solucié més utilitzada a la practica clinica, en part degut a que
les extraccions sén multiviscerals i a que el temps de preservacio empratesde 4 a8 h
(44). No obstant, existeixen estudis experimentals que mostren els mateixos resultats
amb altres solucions de preservacid, fins i tot usant simplement solucions
cristal-loides (45). El que si que s’ha observat que millora la funcionalitat de la
barrera intestinal és la perfusio de la llum intestinal amb alguna solucié com la de
UW durant la preservacio (45).

La solucié de UW s’ha vist que manté I'organ en bones condicions durant 6h. A
partir d’aquest temps es comenca a observar trencament de I'epiteli i més endavant
desenganxament de cel-lules epitelials; aquesta alteracié s’observa primer a la punta
de la vellositat i, amb el temps, avanca fins a les criptes (46), amb el consequent risc
de peéerdua del teixit durant la reperfusi6. No obstant, s’han reportat temps de
preservacio mes llargs mitjangant I'ds de técniques de preservacio molt més
complicades com son I'oxigenacio hiperbarica i la perfusié continua (45), les quals no
han tingut massa éxit a la practica.

Se sap que l'intesti és excepcionalment susceptible al dany per I/R (47, 48), per aixo,
la preservacié intestinal pot topar amb dificultats que no apareixen a la resta
d’organs. Els empelts intestinals, els quals pateixen el dany de la preservacid, resulten
en una disfuncié intestinal perllongada, pérdua de la funcié de la barrera,
translocacio bacteriana i sépsia postrasplantament (6, 49). Per tant, qualsevol millora
en aquest terreny significaria una millora en la situacié del pacient, tant al
postrasplantament immediat com en el futur de I'empelt. No obstant, sGn necessaris
més estudis i més models experimentals amb animals grans per a un millor
coneixement del trasplantament intestinal.

1.3.4. PRESERVACIO RENAL

El fracas de la preservacio renal condiciona, en el millor dels casos, I'aparicio de
NTA. Si la lesid és irreversible, parlem de la fallida primerenca del I'empelt a
conseqliéncia del desenvolupament d’una necrosi cortical. EI desenvolupament de
NTA redueix com a minim un 10% el percentatge de ronyons que funcionen a I'any.
Aquest procés esta mediat tant per factors del donant com pel grau de lesio
isquémica, que s'incrementa amb el temps d’emmagatzematge, essent la preséncia de
WI prévia la més nociva. Classicament, es considera que el dany produit per 30 min
de WI equivalen a 24 h de CI. Estudis recents demostren que s’ha sobreestimat
aquesta lesio, ja que un 60% dels trasplantaments experimentals realitzats en porcs
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han sigut viables amb 90 min de WI. De totes maneres és important evitar la WI,
donat que a partir dels 40 min, en organs amb una CI curta, es fa imprevisible la
reversibilitat de les lesions (4).

A la practica clinica, els ronyons son perfosos amb una solucié de preservacio freda
gue neteja la sang i un cop extrets, els ronyons poden ser preservats de dues formes
diferents. La més practicada, per la seva comoditat, és I'emmagatzemat en una
solucié de preservacio a 4°C. Aix0 permet, si no hi hagut WI previa, mantenir la
viabilitat renal com a minim durant 36 h. La segona forma de preservacio és la
recirculacié continua de solucié de perfusié mitjancant una bomba de recirculacio.
Aguesta teécnica té major capacitat de preservacio (fins a 3 dies sense WI) pero
requereix mes manipulacié i un equipament adequat; en definitiva, és un métode
meés costds que en les condicions habituals de treball del nostre pais no és
imprescindible. Mereixeria la seva valoracio en ronyons amb WI (NHBD) en els
quals podria servir a més com a instrument per valorar la viabilitat renal (4).

No obstant, la perfusié hipotérmica continua del ronyo aillat pot oferir 3 avantatges:
incrementar la qualitat de I'0rgan preservat, la possibilitat de monitoritzar i/o
modificar els parametres hidrodinamics (pressié i flux de perfusid) i finalment,
regular els valors de resistencia vascular mitjancant la propia perfusiéo o mitjancant
I'addicié de substancies a la soluci6. Els principals factors desfavorables serien el seu
cost elevat, aixi com la possibilitat de produir lesions endotelials en temps
perllongats de perfusid. Les indicacions actuals d’utilitzacié de maquines de perfusio
son (4):

- la millora de la qualitat de preservacié dels ronyons amb WI previa (NHBD);
- test de viabilitat;

- la modulacio de les conseqiiéncies de la isquemia renal mitjancant I'administracio
de substancies.

Amb tot, la técnica d'Gs més frequient és I'emmagatzematge en fred. Es un métode
senzill i economic. Per aquest tipus de preservacio s’han dissenyat solucions varies.
L’elecci6 d’una o altre solucié de preservacié sovint depén del cost i de si hi ha o no
extraccio i preservacio d’altres organs, pero les més emprades son I'EC i sobretot la
UW. En aquest ultim cas, I'inconvenient del seu preu més elevat respecte a solucions
com I'EC, queda justificat per I'estalvi obtingut al disminuir I'index de fracas renal
postquirudrgic i la necessitat de dialisi en el postoperatori del trasplantament.
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1.4. SINDROME D’ISQUEMIA | REPERFUSIO

La interrupcié del subministrament de flux sanguini a un teixit pot produir-se tant
per motius patofisiologics, com per motius quirdrgics, i es coneix amb el nom
d’Isquémia. Quan la circulacid sanguinia es restableix, I'0organ en questié rep de nou
oxigen i nutrients a través de la sang. Es podria pensar que aquest es recupera i
nomes li queda la lesié isquémica, pero no és aixi, a la practica al reperfondre un
organ que ha patit isquemia previa es produeix un lesio superior que s'anomena lesié
per Reperfusid. Aquests dos esdeveniments junts donen lloc a diferents lesions
tissulars més o menys greus i intenses. Aguest conjunt d’esdeveniments és conegut
com a sindrome d’I/R. Es tracta d'un proces complex en el qual la lesio s’inicia
durant la isquémia i augmenta amb la reperfusio. El dany per I/R contribueix en gran
mesura a la mortalitat i morbilitat en el trasplantament clinic d’drgans (50).

Els mecanismes de la lesié isquemica sén comuns a tots els organs solids, pero les
consequiéncies en la funcionalitat de I'organ depenen de la duraci6é de la isquémia,
de la temperatura i de la naturalesa del propi teixit. Per aquest motiu no tots els
organs solids resisteixen de la mateixa manera la lesid, essent I'intesti un dels teixits
més sensibles (47, 48). A més a més, dins d’una mateix organ poden existir zones més
sensibles que d’altres segons el tipus cel-lular que la formen, com és el cas del ronyo,
on les cél-lules dels tubuls proximals son les més sensibles a la isquemia (51) i la zona
del rony6 més sensible a la isquemia és la zona de confluéncia entre cortex i
medul-la.

1.4.1. ESDEVENIMENTS CEL:-LULARS DURANT LA I/R

Quan la sang que arriba a un organ és insuficient per afrontar la demanda metabolica
es produeixen una serie de canvis patologics en les cél-lules, resultant amb una
disfuncio d’aquestes o fins i tot, amb la mort cel-lular.

La isquemia provoca el pas del metabolisme aerobic al metabolisme anaerobic, que
resulta en una rapida disminucio dels nivells intracel-lulars d’ATP. Les vies normals
del metabolisme energeétic es detenen, és a dir, es bloqueja la fosforilacié oxidativa a
nivell mitocondrial i disminueix la sintesi d’ATP i altres nucleotids d’adenina
productors d’energia. Associat a aquests esdeveniments, es troba un augment de
NADH i una deplecié de NAD*a I'interior de la mitocondria, degut a la detencié dels
enzims encarregats de transportar-los a través de la membrana mitocondrial. Per
tant, s'acumula NADH i es consumeix ATP. La glucolisi anaerobia que es posa en
marxa, i que nomes es capac d’aprofitar un 5% del potencial energétic de la glucosa,
origina I'acumulacié de ions lactat i H*. Aquesta acumulacié provoca una disminucié
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del pH cel-lular amb la ruptura de la membrana, alliberacido d’enzims lisosomals i
mort necrotica cel-lular (32, 52).

El procés de degradacio d’ATP dona lloc a la formacié d’adenosina, inosina i
finalment hipoxantina la qual no pot ser metabolitzada a acid Uric en teixits
isquémics. Com a consequencia, la seva concentracié pot veure’s molt incrementada
en comparacio a les condicions normals. Al mateix temps, la hipoxia provoca la
conversio irreversible de la xantina deshidrogenasa (XDH) a XO per proteolisi (53,
54). En una cel-lula sana, la forma XDH és la predominant, catalitzant el pas
d’hipoxantina cap a acid uric. En condicions isquémiques, en canvi, la XDH es
converteix a XO. Durant la reperfusio, I'entrada d’oxigen permetra a la XO generar
xantina a partir de la hipoxantina acumulada, tot augmentant la produccio de les
ROS, que posaran en perill els mecanismes de proteccié intracel-lulars (53, 54)
(Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Esquema de la degradacio dels fosfats d’alta energia durant la isquémia i de la produccié de
radicals durant la reperfusio.

Una altra caracteristica de la isquemia és I'edema cel-lular, que lesiona les
membranes citoplasmatica, mitocondrial i lisosomal. Aquest edema s'origina per
I'aturada de la bomba de sodi/potassi (Na*/K* ATPasa) (38). Aquest enzim deixa de
funcionar tant per la falta d’ATP, com per la hipotérmia que té lloc durant la
preservacio. Quan la bomba es para, condueix a un desequilibri ionic intracel-lular,
provocant un desequilibri cationic (augmenten el ions de Na* i disminueixen els de
K*), fet que provocara la despolaritzacié de la membrana, que pot portar al xoc
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hiposmotic (55, 56). EI Na* s'acumula a l'interior de la cel-lula amb la consequent
perdua de la carrega negativa intracel-lular. Aixo permet al Cl- entrar dins la cél-lula i
al K* sortir en direccié oposada, cap a l'interstici. EI guany net de Na* és igual a la
suma del guany de Cl- i la pérdua de K* (38, 57). Per altra banda, els ions Na* es
mobilitzen cap a l'interior de la cél-lula arrossegant amb ells aigua per tal de
mantenir I'equilibri osmotic amb I'espai intersticial del voltant. Amb la perdua de
I'efecte osmotic i I'entrada d’aigua dins la cél-lula aquesta s’edematitza i perd
I'arquitectura (38, 57).

Totes les cél-lules del teixit isquemic queden afectades en major 0 menor grau com a
consequéncia de I'edema. A nivell de les cél-lules endotelials de la microcirculacio,
I’edema origina defectes d’'ompliment del llit vascular en I'0rgan en el moment de la
reperfusid sanguinia. Aquest fenomen és conegut amb el nom de manca de
reperfusio o no reflow (38). Quan I'0rgan no ha sigut correctament rentat abans de la
preservacio i queden hematies en el seu interior, aquests també pateixen el procés
d’edematitzacio i contribueixen a empitjorar la reperfusio (58).

La disfuncid dels enzims que depenen d’ATP afecta també les ATPases dependents
de Ca?, causant I'acumulaci6 de Ca?* intracel-lular (59). Aquest augment es produeix
molt rapidament després de la I/R. Aquest calci citosolic condueix a I'activacié de
diversos enzims calci dependents com son les fosfolipases (60). L’activacié de la
fosfolipasa Az esta associada amb la degradaci6 de fosfolipids de membrana (61), i a
canvis bioenergétics i de permeabilitat de la membrana plasmatica i mitocondrial
(62). Per altra banda, I'activitat de la fosfolipasa A2 comporta la produccié de
metabolits com prostaciclines, prostaglandines, i tromboxans; alguns protectors i
d’altres promotors del dany per I/R (63, 64).

En condicions normals I'ATP regula la contraccio de les fibres d’actina i la seva
interaccié amb proteines i components de membrana, i és un element necessari per
mantenir la composici6 de la membrana plasmatica, ja que contribueix a
I'esterificacio d’acids grassos i resintetitza fosfolipids. La seva desregulacié provocara
una desorganitzacié del citoesquelet (55), que donara lloc a una manca de
components fosfolipidics de membrana i s’acumularan productes de degradacio
fosfolipidica. Tots aquests fets ajudaran a les membranes a desestabilitzar-se, perdent
les seves funcions estructurals i de membrana. La desestructuracié del citoesquelet té
moltes altres implicacions, les quals veurem més endavant.

La irreversibilitat de la lesi6 isquemica esta relacionada amb la incapacitat per
restaurar la funcionalitat dels mitocondris i amb la lesié de les membranes
citoplasmatiques, essent I'afuncionalitat de les membranes una caracteristica tipica
de la lesio isquémica irreversible (65).
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El dany iniciat durant la isquemia es veu agreujat durant la reperfusid i és,
majoritariament, degut a I'’entrada d’oxigen al teixit. Al mateix temps, aquest pas és
un prerequisit fonamental per la recuperacié del teixit i el restabliment del
subministrament d’energia, pero paradoxalment tambe és el causant de més dany.
Agquesta reoxigenacié condueix a una produccié massiva de ROS, toxiques per la
cel-lula. La toxicitat de ROS va associada a la seva alta reactivitat amb un no-radical
produint nous metabolits més o menys reactius que l'original. Hi ha tres ROS
principals: (1) I'anio superoxid (O2), (2) el peroxid d’hidrogen (H202) i (3) el radical
hidroxil (OH-). El peroxid d’hidrogen si bé no és estrictament un radical, ja que no té
un electrd lliure, es considera aixi per la seva capacitat de donar ions hidroxil (54).

(1) Oz2+e — Oz
(2) 2 Oz + 2H* —» H202 + O2
(3) Oz + H202 — Ozt 2. OH-

L’oxid nitric (NO) essent un molécula protectora davant de la lesié per I/R en
diferents teixits €s, en contacte amb els radicals superoxid, un agent citotoxic que
déna lloc a la generacié de peroxinitrit (ONOO") (66) (Figura 1.3.). En condicions
normals, la produccié d’NO excedeix en gran mesura a la produccié de superoxid.
Aix0 permet a I'NO actuar com a scavenger o captador endogen de superoxid (quan
existeixen nivells intracel-lulars baixos d’aquest), perd després d’'uns minuts de
reperfusié en un teixit isquémic, la formacié de superoxid supera ampliament la
formaciéo d’NO (64). Aquests nivells relativament baixos d’'NO reaccionen amb el
superoxid que és abundant, generant peroxinitrit, i la resta de superoxid lliure
genera, al mateix temps, altres radicals lliures com sén Oz i H202. Aquests no
trigaran en iniciar o augmentar la inflamacié en les venules i en el sistema
circulatori, promovent I'expressio i activacié de molecules d’adhesio i per tant,
I'adhesio i migracio dels neutrofils cap a I'interior del teixit i I'inici de la reaccid
inflamatoria (64).

1.4.2. CONSEQUENCIES DE LA I/R EN EL TRASPLANTAMENT

Com ja s’ha dit anteriorment, el dany per I/R contribueix en gran mesura a la
mortalitat i morbilitat en el trasplantament clinic d’organs (50).

En el cas de I'intesti se sap que la mucosa intestinal és un dels teixits més sensibles a
la isquémia i a la I/R (47, 48). Existeixen evidencies que demostren que aquest
sindrome, associat al trasplantament, és capac¢ d’incrementar tant la necrosi com
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I'apoptosi cel-lular (67), fet que pot comprometre la viabilitat de I'0rgan durant el
trasplantament degut a la destruccié de la capa mucosa i l'increment en la
permeabilitat (68-71).

Durant el trasplantament la mort d’'un pacient pot ser deguda al dany produit per la
I/R de I'empelt. La fallida de I’empelt ocasiona la ruptura de la barrera intestinal i
I'afectacio a d’altres organs del cos, donant lloc a un percentatge de supervivencia
molt baix (10, 49).

En el cas del ronyo, durant la isquémia, la reduccié en I'aportacio d’oxigen produeix
lesions cel-lulars a I'epiteli del tabul renal. Després de llargs periodes d’isquémia, la
circulacié sanguinia queda deteriorada ocasionant una reduccié del flux plasmatic
dels glomeéruls juxtamedul-lars i del cortex renal.

Les consequiencies cliniques de la I/R renal han estat descrites com el retras en la
funcié de I'empelt, aixi com el rebuig agut i cronic de I'empelt (72, 73). Les
implicacions de la I/R en la disfuncié del trasplantament es pot inferir de dos
observacions: en primer lloc, els trasplantaments de HBD tenen millor supervivencia
a llarg termini que els de NHBD (74) i, en segon, els ronyons preservats a temps
Ilargs de CI presenten episodis de rebuig agut més freqiientment que els que han
estat exposats a temps minims de CI (75). Per tant, el dany tissular associat a Cl o0 a
W1 prévia pot comprometre la viabilitat del ronyo6 al ser trasplantat.

Les cél-lules epitelials tubulars renals responen de diferent manera al dany,
dependent de la gravetat de I'estimul poden arribar a la necrosi o I'apoptosi cel-lular
(76, 77). Tot i que la majoria dels canvis renals son reversibles, quan el teixit
isquémic és massa extens, la funcié del ronyd no podra recuperar-se per complert
(78) i el dany agut anira seguit d’una progressiva lesié renal, conduint al fracas renal
cronic (79).

El dany per I/R provoca el fracas renal agut (FRA) del ronyo, aquest pot ser
consequencia de moltes situacions cliniques, entre elles el trasplantament (80, 81). El
FRA es caracteritza per una rapida davallada de la funcié renal i la peéerdua
mantinguda de I'aclariment, amb una acumulacio6 de creatinina o urea. Aixi doncs la
reducciéo pronunciada en la taxa de filtraci6 glomerular és un dels trets més
caracteristics del FRA seguit d’una reduccié del flux sanguini renal, secundari a
Iincrement de la resistencia vascular renal. També contribueixen al dany la
disminucio del coeficient d’'ultrafiltracio i la necrosi tubular.

La perdua de funcionalitat de les cel-lules epitelials tubulars com a conseqiiéncia del
despreniment o la mort cel-lular durant la preservacié freda i al moment de la
reperfusid sén els principals factors que contribueixen al desenvolupament del FRA i
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al retard en la funcio de I'empelt (82). La mort cel-lular pot resultar directament de
les condicions hipoxiques durant I'arrest cardiac, de la preservacié freda i/o de dany
per reperfusié al moment de la revascularitzacio de I'empelt (82).

1.5. APOPTOSI

La mort cel-lular és la pérdua irreversible de les funcions de la cél-lula, donant lloc a
la destruccio de I'estructura cel-lular a través de la dissolucié o lisi cel-lular. La mort
cel-lular es considera un procés normal en el manteniment, regeneracio y
creixement dels organs i teixits. També s’ha de considerar com una part del procés de
maduracio o envelliment cel-lular.

Quan la mort cel-lular sobrevé prematurament per un fenomen patologic es
denomina necrosi 0 mort cel-lular patologica. La cel-lula presenta una série de
caracteristiques propies d’aquest tipus de mort: vacuolitzacio severa dels
mitocondris, ruptura de membranes amb extrusio citoplasmatica, entrada de Ca?* i
activacio de les proteases i fosfatases, perdua continua de coenzims i acid
ribonucleic, condensacié nuclear amb agregacié de cromatina (picnosi), destruccid
de la cromatina (cariolisi), fragmentacié nuclear (cariorrexis), digestié enzimatica del
citoplasma i nucli, fuga de compostos intracel-lulars i entrada de macromolecules
extracel-lulars i, finalment, lisi cel-lular (66). Aquest tipus de mort cel-lular no esta
regulada, és un procés passiu induit per estimuls no fisiologics i tampoc requereix
energia o sintesi de proteines i acids nucleics. En la necrosi el resultat final és la
ruptura de la membrana cel-lular i el vessament del contingut cel-lular a I'espai
intersticial. Aixo comporta una resposta inflamatoria a la zona que pot ser perjudicial
per les cél-lules que I'envolten.

Existeix un altre tipus de mort cel-lular, I'apoptosi que pot ser definida com el
conjunt de reaccions bioquimiques que tenen lloc en la cél-lula i que conclouen amb
la seva mort de forma ordenada i silenciosa. Aquesta mort cel-lular programada ha
estat descrita per diferents grups al llarg dels anys, pero va ser el grup de Kerr, Willie
i Currie al 1972 qui finalment va donar el nom d’apoptosi per descriure aquest tipus
de mort observat en diferents tipus cel-lulars (83). Segons aquest grup, la mort per
apoptosi responia a un programa de mort intracel-lular que podia ser activat o inhibit
per una gran varietat d’estimuls, tant fisiologics com patologics (incloent citocines,
hormones, virus i insults toxics).

La cél-lula apoptotica pateix una série de canvis morfologics que la defineixen com a
tal. La membrana plasmatica s'altera i es generen unes petites evaginacions
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esferiques (blebs). EI volum cel-lular es redueix considerablement i el citoplasma es
condensa. La mitocondria sofreix una série de disfuncions com (84, 85):

- desacoblament de la cadena de transport d’electrons aixi com detencio del
metabolisme energetic;

- produccié de ROS;
- alliberaci6 de citocrom c al citosol cel-lular;
- fallida en el manteniment del potencial de transmembrana;

- formacié de porus en la membrana mitocondrial a causa de I'actuacié de les
proteines de la familia Bcl-2.

El nucli es redueix i la cromatina es fa més densa i es col-lapsa, dividint-se al final en
diverses esferes formant els denominats cossos apoptotics. L’ADN es fragmenta en
subunitats regulars que resulten del tall a I'atzar entre els nucleosomes. Aquests
canvis ocorren de forma predictiva, son seqiencialment reproduibles i poden ser
completats en 30-60 min (86).

Tot i que segurament hi ha vies alternatives, existeixen dos vies principals d’activacio
de I'apoptosi. L’extrinseca és la iniciada pels receptors de superficie de mort cel-lular
que activara la caspasa-8, i la intrinseca, és la iniciada per canvis en la integritat de la
mitocondria (controlada pels membres de la familia Bcl-2) la qual formara
I’'apoptosoma i activara la caspasa-9. Les dos vies convergeixen en l'activacié de la
caspasa-3 i estan sotmeses a multiples punts de regulacio (84, 85).
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Figura 1.4. Esquema simplificat de les dues vies principals que condueixen a la mort cel-lular per
apoptosi.

Els receptors de mort cel-lular es troben situats a la superficie cel-lular i reben la
senyal de lligants especifics per cada un d’ells. Aquests receptors de superficie de
mort cel-lular son una familia de proteines transmembranals que poden donar la
senyal directament a les caspases i en pocs segons disparar aixi el programa
d’apoptosi. Els receptors de mort cel-lular pertanyen a la superfamilia del receptor
del factor de necrosi tumoral (TNFR), els quals tenen en comu un domini
extracel-lular ric en cisteina. Un altre caracteristica comu a totes les molécules
senyalitzadores d’apoptosi és la preséncia d’'una seqiiéncia situada en el seu domini
intracitoplasmatic (“domini de mort”) i que serviria per acoblar el receptor amb la
resta de la maquinaria apoptotica (84, 85).

Dins de les nombroses diferéncies bioquimiques i morfologiques entre I'apoptosi i la
necrosi, probablement la caracteristica distintiva de la necrosi és la desintegracio de
la membrana plasmatica cel-lular. L’alliberacié del contingut cel-lular de les cel-lules
necrotiques cap als teixits del voltant pot contribuir al dany de I'd6rgan, mentre que
les cel-lules apoptotiques son rapidament fagocitades per macrofags evitant aixi la
resposta inflamatoria dels teixits afectats (87, 88).
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1.5.1. CASPASES

El component central de la maquinaria que du a terme el suicidi cel-lular o apoptosi
consisteix en un sistema proteolitic format per una familia de proteases anomenades
caspases. Aquests enzims participen en la cascada que s’activa com a consequéncia
dels senyals apoptotics que culmina amb el trencament d’una serie de proteines,
resultant-ne la mort de la cél-lula (86).

Les caspases son proteases cisteina dependents i dirigides a I'aspartat. Aquesta familia
de proteases s’ha mantingut al llarg de I'evoluci6, des del nematode Caenorhabditis
elegans en el qual van ser descrites per primer cop fins als humans (89). Fins al
moment, la familia de les caspases en humans esta formada per 12 membres i tots ells
tenen en comu que es troben en forma de zimogen o proenzim, amb una estructura
molt ben definida (90).

Quan la cél-lula entra en apoptosi, les caspases s’activen a través d’una o dues
sequencies proteolitiques que trenquen el péptid precursor en diferents fragments,
que constitueixen els enzims actius. Aquesta proteolisi es duta a terme per altres
caspases i es tracta d’un procés irreversible; una d’aquestes molecules activa a l'altre
tallant entre els seus dominis. Aquest procés d’activacid permet que les caspases
puguin realitzar la seva funcié amb un efecte cascada que es va amplificant a si
mateix des de que comenga la senyal d’inici. Un cop activades, les caspases trenquen
diversos polipéptids intracel-lulars, incloent la major part dels elements estructurals
del citoplasma i del nucli, components dels mecanismes de reparacié de I’ADN i
algunes proteines cinases. En conjunt, tots aquests processos produeixen els canvis
morfologics i bioquimics que caracteritzen la mort cel-lular per apoptosi (84-86, 90).

Les caspases es divideixen en subfamilies segons la seva preferencia pel substrat, les
similituds estructurals i la longitud de la seva regié reguladora N-terminal o
prodomini (84-86, 90):

- les caspases amb prodomini llarg sébn conegudes com a caspases iniciadores, perqueé
estan involucrades en funcions de regulacio de I'activacio de la cascada de proteolisi.

- les caspases amb prodomini curt, com son les caspases -3, -6 i =7, semblen estar
situades en un tram més avall dins de la cadena i s’Tha demostrat in vitro, que son
activades per alguna de les caspases iniciadores. Els estudis realitzats suggereixen que
aquestes caspases anomenades efectores (o executores) son les que actuen al final de
la cascada sobre els components cel-lulars, proteolitzant-los.

Les caspases son unes de les proteases més especifiques, fet que s’adiu amb
I'observacid que I'apoptosi no s'acompanya d’'una digestio proteica indiscriminada,
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sin0 tot el contrari, una série de proteines seleccionades es trenquen de forma
coordinada, resultant en la perdua o el canvi de funci6é d’aquestes (86). Referent als
substrats cel-lulars sobre els quals actuen les caspases cal destacar la degradacio de
molécules implicades en protegir la cel-lula del procés d’apoptosi, com sén alguns del
membres antiapoptotics de la familia Bcl-2, la degradacié de molécules implicades
directament amb I'estructura cel-lular (de manera que I'organitzacié cel-lular resulta
desmantellada) i, per ultim, la degradaci6 de proteines relacionades amb la reparacid
de I'ADN com ho és la poli (ADP-ribosa) sintetasa (PARS). El fet que les caspases
inactivin proteines que protegeixen les cél-lules vives de I'apoptosi com és el Bcl-2,
implica a més a més una retroalimentacio positiva, ja que el seu trencament genera
un fragment que promou l'apoptosi. Les caspases també reconeixen estructures
cel-lulars de forma indirecta mitjancant el trencament de diverses proteines
implicades en la regulacio del citoesquelet, incloent la gelsolina i la cinasa d’adhesio
focal (FAK) (86, 90).

1.5.3. APOPTOSI | TRASPLANTAMENT

L’impacte de I'apoptosi en la disfunci6 de I'empelt ha estat emfatitzada en els ultims
anys, amb estudis on per exemple el blogqueig amb inhibidors de les caspases o la
transfecci6 amb Bcl-2 s’ha vist que redueixen notablement el dany després del
trasplantament o durant la preservacié respectivament (91). A més a més, s’ha
demostrat una correlacié entre I'increment en els nivells d’apoptosi i el temps
d’isquémia (35). Per tant, estratégies antiapoptotiques tant durant la preservacié com
a la posterior reperfusio poden resultar altament efectives alhora de limitar el dany
per I/R.

Intesti

En condicions normals, la mucosa de I'intesti adult presenta un balan¢ equilibrat
entre les cél-lules que proliferen i les que es moren. En els ultims anys ha cobrat
interes la teoria que senyala I'apoptosi com a mecanisme fisiologic comua per la
renovacio cel-lular del tracte gastrointestinal (92). Per contra, classicament s’ha
considerat la necrosi de la mucosa com la consequiencia d’un trastorn circulatori que
afecta I'intesti. Tot i aixi, existeixen evidencies que demostren que el sindrome d’'I/R
intestinal associat al trasplantament és capa¢ d’incrementar tant la necrosi com
I'apoptosi cel-lular (67). De fet, Ikeda i col. van demostrar que en la destruccié de les
cel-lules de I'intesti prim de rata hi ha implicats aquests dos tipus de mort cel-lular,
perd que l'apoptosi és la més abundant (93). Diversos estudis han mostrat que la
induccio de I'apoptosi en la I/R intestinal ocorre ja durant la fase isquémica i
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continua durant la reperfusio (94-96). De totes maneres, existeixen resultats
diferents entre diferents estudis. Hi ha qui només troba una cel-lula apoptotica per
cada 10 criptes despreés de 24 h de CI, mentre que amb 1 h de reperfusid I'apoptosi és
abundant a les vellositats i a les criptes (67); pero també hi ha qui veu més apoptosi
durant la preservacio que en la reperfusio (95).

Altres estudis indiquen que el percentatge de fragmentacidé de I’ADN, el qual depen
del temps d’isquémia, és maxim a 1 h de reperfusid i a les 6 h de reperfusio ja esta
recuperat, indicant que l'apoptosi intestinal i la recuperacid de la mucosa sén
processos rapids (94). També s’ha descrit que la inhibicié de I'apoptosi amb
I'inhibidor de caspases z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona (zVAD-fmk),
disminueix el grau de lesio intestinal en la I/R del ratoli (97). Finalment, altres
estudis indiquen que la disminucié de I'apoptosi en el trasplantament intestinal
experimental de rata influeix positivament en el manteniment de la integritat
histologica de I'intesti i provoca una menor translocacio bacteriana (98). No obstant,
malgrat el nombre creixent d’estudis que analitzen els factors que modulen I’'apoptosi
en el teixit intestinal durant la I/R, aquests factors encara no es coneixen en
profunditat.

Ronyo

Les cél-lules renals després d’un insult isquemic poden morir tant per necrosi com
per apoptosi (82). Recentment s’ha descrit que el desenvolupament d’apoptosi en les
cel-lules tubulars renals durant la preservacié freda és un factor predictiu important
de la disfuncié primaria de I'empelt en humans (99). Per tant, la detecci6 primerenca
de senyals que indiquin el desenvolupament d’apoptosi a la reperfusié podria ser un
bon indicador del futur de I'empelt.

Per altra banda, s’ha observat que en biopsies de NHBD hi ha un increment
significatiu d’apoptosi en les cél-lules dels tubuls, comparat amb les dels HBD (100).
Aquest fet sembla reforcar el paper de I'apoptosi en el pronostic del trasplantament,
ja que els NHBD presenten un incidéncia més alta de FRA. A més a més, el grau
d’apoptosi s’ha vist que depén de la durada de la isquémia i, la durada de la isquémia,
és un altre factor independent que prediu la funcié de I'empelt (101).

Estudis experimentals suggereixen que en el cas dels NHBD, la via apoptotica que
s'activa, és la mitocondrial. S’ha observat que aquests ronyons desenvolupen meés
apoptosi a nivell de tabuls corticals durant la preservacié que els de HBD, i a les 10 h
tenen nivells comparables amb els HBD a les 24 h. A periodes més llargs, els ronyons
de NHBD presenten més necrosi (101).
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No obstant, hi ha estudis que no detecten apoptosi fins a la reperfusio (102). En
biopsies renals de NHBD, Burns i col., trobaven significativament més apoptosi
despreés de la reperfusio que no abans (103). D’altres grups han demostrat, en ronyo i
en d’altres organs, I'abséncia de signes morfologics d’apoptosi i de fragmentacio
d’ADN després de la induccié de la isquémia sense reperfusiéo (102). També s’ha
pogut observar increments de la caspasa-3 a les 4 i 16 h de reperfusié en model d’I/R
de rata, o ja a les 2 h quan hi ha hagut 45 min de W1 prévia en ratoli (102).

Un altre mecanisme implicat en I'apoptosi induida per I/R en el ronyo és la manca
sobtada de “senyals de supervivencia”, que normalment s'oposen als estimuls
proapoptotics. Aquests senyals de supervivencia comprenen nivells circulants i
expressio local de factors de creixement solubles, i també interaccions cel-lula-
cél-lula i cél-lula-matriu (sovint alterades durant la I/R) (102).

A més a més s’ha observat que I'apoptosi és un esdeveniment crucial en el procés que
inicia la inflamacié i el dany que aquesta comporta, ja que I'administracid
d’inhibidors de les caspases a la reperfusio evita el desenvolupament de la inflamacié
i la disfunci6 de I'organ (102). Per altra banda, la inflamaci6 al mateix temps esta
implicada en la regulacié de la mort apoptotica (104), de manera que aquests dos
processos es troben interrelacionats.

Diversos estudis suggereixen la modificacié de les solucions de preservacié amb
inhibidors especifics de les molecules implicades en I'apoptosi per tal de millorar el
retras en la funci6 de I'empelt tipic dels ronyons que han patit W1 prévia (101) i, en
general, la viabilitat de I'0rgan a trasplantar.

1.6. MEDIADORS DE L’APOPTOSI DURANT LA PRESERVACIO
1.6.1. PRODUCTES DE LA DEGRADACIO DE L’ATP

Els nucleotids tissulars son substancies que canvien d’acord amb el temps d’isquemia.
Degut a la degradacio de I’ATP, els seus productes s'acumulen, de manera que segons
la durada de la isquémia trobem nivells variables d’aquestes molecules. En les
primeres hores trobem increments d’AMP i adenosina, pero amb el temps el que més
s'acumula és hipoxantina i xantina (105).

La regulaci6 de I'apoptosi s’ha associat a canvis en el perfil de nucleotids, existeixen
evidencies que suggereixen que els nucleosids indueixen mort cel-lular via apoptosi,
mentre que els nucleotids purinérgics poden provocar tant la necrosi com I'apoptosi
(106). També s’ha demostrat que d’addicié de nucleotids exogens altera el recanvi
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cel-lular de I'epiteli intestinal huma: I'addicié6 d’AMP resulta en un increment de
I'apoptosi en I'epiteli de les vellositats (107).

Els nucleotids i nucleodsids purinergics s'alliberen sobretot en cél-lules estressades o
anoxiques, danyades i metabolicament actives. L’adenosina esta sempre present en
I'ambient extracel-lular, pero la seva alliberaci6 en cel-lules intactes s'incrementa per
la degradacio6 tan extra com intracel-lular d’ATP (106).

L’acumulacié de I'adenosina durant la isquémia i el conseqient augment del nivell
d’adenosina extracel-lular protegeix el teixit isquémic (108, 109). Aquesta molecula
es considera inductora de la recuperacio6 funcional durant la I/R en diversos sistemes
(110-112), reduint el dany associat a la I/R a través de la millora en I'Gs d’energia
durant la isquémia i la reduccié de I'adhesio de leucocits durant la reperfusio (113,
114). En relaci6 a I'apoptosi pero, el seu paper és més controvertit, ja que se li ha
atribuit tant efectes antiapoptotics (115, 116) com proapoptotics (117). La majoria
dels estudis que atribueixen efectes citotoxics a I'adenosina involucren cél-lules del
sistema immunitari, tot i que recentment nous estudis la relacionen també amb el
sistema nervids i les cél-lules endotelials (106). En general, les caracteristiques
d’aquesta citotoxicitat suggereixen que lI'adenosina indueix apoptosi, pero el paper
dels receptors responsables d’aquesta citotoxicitat no és massa clar, tots han estat
implicats en algun estudi i a més pot dependre del tipus cel-lular. Un dels segons
missatgers que s’han implicat en I'efecte citotoxic de I'adenosina és I’AMP ciclic
(AMPc), el qual s’ha observat que pot induir I'apoptosi, tot i que el seu paper també
és controvertit (106).

No obstant, també hi han estudis en els que la induccié de I'apoptosi a través de
I'adenosina no és mediada pels seus receptors. Per exemple, en alguns models
experimentals I'adenosina i el nucleosids relacionats sén capacos d’induir I'apoptosi
durant el estadis inicials del creixement i desenvolupament neuronal, o de prevenir o
retardar I'apoptosi en neurones simpatiques madures en cultiu subjectes a una
deprivacio de factors de creixement. Tant la induccié com la prevencio de I'apoptosi
en aquest estudi sén independents de I'activacié de receptors i totalment dependent
de I'acumulaci6 intracel-lular i subsequent fosforilacié de I'adenosina (118). A més a
més, I'adenosina indueix la produccié d’NO (109), molecula senyalitzadora que
també s’ha relacionat ampliament amb els esdeveniments apoptotics (66).

Com ja hem dit, altres molecules purinergiques s’han relacionat amb la inducci6 o
proteccié de fenomens apoptotics, per exemple, la hipoxantina s’ha correlacionat
amb la inhibicié de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), mostrant efectes
moduladors de I'apoptosi induida per oxidacié (119); perd, al mateix temps, i
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juntament amb la xantina, actuen com a substrat per la XO provocant la generacio de
ROS, les quals també poden provocar apoptosi (120, 121).

Aixi doncs, el paper de les molecules purinergiques en relacio a I'apoptosi no esta
massa clar, de manera que una mateixa molecula pot tenir una o altra accio.

1.6.2. FRUCTOSA

La Fructosa-1, 6-difosfat (FDP) és un activador de la glicolisi pel fet que regula dos
enzims d’aquesta via i, a mes a mes, actua com a font alternativa d’energia (122).
Confereix citoproteccié als teixits i millora les condicions isquemiques en general a
través d’'una gran varietat d’efectes: evita la deplecio d’ATP, inhibeix la produccio de
ROS per part dels neutrofils, evita I'activacio plaquetaria, estimula I'0xid nitric
sintasa (NOS), quela el calci extracel-lular i estabilitza la membrana plasmatica (112,
122, 123).

Totes les vies que es veuen afectades per la FDP poden estar implicades en la
modulacié de I'apoptosi, tal com hi estan implicats la produccié de ROS en alguns
models (120, 121), i I'NO (66). A més a més, a les cetohexoses en general, se’ls ha
atribuit un efecte citoprotector a través de la inhibicié de senyals primerenques de
mort cel-lular (124).

Recentment, s’ha descrit un nou efecte de la FDP sobre I'apoptosi: redueix I'index
apoptotic en el trasplantament intestinal de rata (125). En aquest estudi,
I'administracié oral de FDP durant 10 dies abans i després del trasplantament,
disminuia I'apoptosi i incrementava I'index de proliferacio cel-lular de la mucosa. El
mecanisme implicat no es coneix, perd s’han proposat la prevencié de la deplecid
d’ATP, la quelacié del calci extracel-lular o I'estabilitzacié de la membrana com a
possible explicaci6 per aquest efecte (125).

La FDP millora les condicions isquémiques durant la preservacio en el cor (123), el
fetge (126) i el rony6 (122). D’entre els diferents mecanismes que s’han proposat per
explicar aquest paper protector, la prevencio de la deplecio d’ATP és un dels més
“populars” (122, 123, 126), tot i aixi, hi ha diferencies entre estudis. Alguns observen
uns nivells d’ATP incrementats (127, 128), mentre que d’altres no troben canvis en
les reserves energetiques després del tractament amb FDP (129, 130). Aquesta
activitat preventiva pot modificar el perfil de nucleotids i, per tant, afectar el
desenvolupament de I'apoptosi. A més a més, la FDP en l'intesti és capa¢ de generar
una acumulacié endogena d’adenosina (131).

35



Introduccié

1.6.3. OXID NITRIC

L’0xid nitric és un gas produit per diferents cél-lules que té gran varietat d’efectes
biologics. Classicament, és conegut per actuar com a relaxant muscular i com
agregant de I'adhesié plaquetaria. L’'NO és un segon missatger altament difusible que
pot exercir la seva accid relativament lluny del lloc de produccid. Existeixen uns
efectes directes, que son els que tenen lloc a baixes concentracions, basicament fruit
de la interacci6 amb metalls complexes, tot i que també es coneixen interaccions
amb proteines com les que contenen zinc. Els efectes indirectes son produits per la
interaccié de I’'NO amb I'oxigen o el radical superoxid i inclouen la nitrosilacio,
I'oxidacio o la nitracié de moléecules. Aixi doncs, el nombre de reaccions que pot
realitzar 'NO és molt ampli, i sera la seva concentracié un dels principals factors
alhora de determinar I'efecte biologic d’aquesta moléecula (132).

L’'NO endogen es genera a partir de I'aminoacid L-arginina, el qual es converteix en
L-citrulina i NO. Aquesta reaccid es troba catalitzada per la NOS, que forma part
d’una familia de tres isoformes. Les tres isoformes de NOS utilitzen fosfat de
dinucleotid de nicotinamida i adenina reduit (NADPH) com a donant d’electrons i
cinc cofactors enzimatics per catalitzar 5-electro-oxidacions de I'arginina cap al NO i
citrulina (133) (Figura 1.6.).

NADPH
NADP* Arginina
H'I' D_:l_
Citrulina
NO (o NOY)

Figura 1.6. Esquema de la NOS i de la sintesi de I'NO.

A nivells basals actuen les isoformes constitutives (cNOS), que sén dues: la eNOS,
descrita en primer lloc en cél-lules endotelials pero també present en d’altres tipus
cel-lulars com poden ser cél-lules epitelials, i la nNOS, associada al teixit neuronal. La
seva activitat és estimulada per increments en el calci intracel-lular i classicament es
relaciona amb la produccid fisiologica d’'NO en els teixits. Les funcions immunitaries
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de I'NO estan en canvi mediades per la seva forma induible (iNOS) calci-
independent. Aquesta iINOS s’expressa en macrofags, neutrofils i cel-lules endotelials
entre d'altres, la seva activacié requereix una activacié transcripcional que es troba
mediada per combinacions especifiques de citocines, pot produir grans quantitats
d’NO durant llargs periodes de temps i, en general, s’associa a la produccié d’'NO en
condicions patofiosiologiques. Aixi doncs, 'NO té un paper dual i és un important
mediador tant de processos fisiologics com patologics (133).

1.6.2.1. Oxid nitric i apoptosi

El paper de I'NO en relacio a l'apoptosi també és controvertit. Segons la
concentracio, l'ambient redox i la participacio de mecanismes de defensa
intracel-lular, 'NO pot suprimir I'apoptosi, eventualment estimular la proliferacié, o
activar la mort cel-lular programada. A més a més, el tipus cel-lular pot ser
determinant en els seus efectes, aixi com també les condicions metaboliques o
experimentals coexistents (134).

S’ha descrit que I'NO pot nitrosilar diverses proteines en els residus de cisteina (S-
nitrosilacié). Aquest mecanisme regulador és comparable a la fosforilacié i afecta a
processos que van des de la transduccié de senyals fins a la reparacié de I’ADN.
Respecte I'apoptosi, pot nitrosilar membres de la familia de les caspases, resultant en
una inhibici6 de la seva activitat. Concretament, in vitro, s’ha observat que és capac
d’inhibir a set membres d’aquesta familia incloent les capases-1, -2, -3, -4, -6, -7, i —
8. Les caspases contenen un residu de cisteina en la part activa del enzim, el qual és
especificament nitrosilat per donants d’NO. Aquesta nitrosilacid, reversible,
probablement depéen de I'estat redox de la cél-lula, fet que suggereix que també la
conseqlent inhibicié de I'apoptosi mediada per I'NO és reversible (132). A més a
meés, pot inhibir aquests enzims tant en la seva forma inactiva com un cop estan
activats (134).

L’'NO pot intervenir en una cel-lula que ha rebut un estimul apoptotic abans o
després del punt de no retorn. Si aquest inhibeix la maquinaria que du a terme la
cascada apoptotica abans que la mort de la cel-lula sigui irreversible, el resultat sera
la prevencidé de I'apoptosi i la resisténcia a la mort. En canvi, si la intervencio és
després d’aquest punt, el resultat pot ser que es produeixi un canvi en el tipus de
mort de la cél-lula, de I'apoptosi a la necrosi (134).

Per altra banda, quan I’'NO reacciona amb el radical superoxid en condicions d’estres,
forma peroxinitrit el qual pot nitrar residus de tirosina, regulant aixi la funcio
d’aquestes proteines mitjancant la inhibicié de la fosforilacié de la tirosina. El
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peroxinitrit també pot induir dany a I’ADN, peroxidacio lipidica, degradacio de
proteines i nitrosilacio de proteines conduint sovint cap a la mort cel-lular (66).

Les respostes proapoptotiques i antiapoptotiques de I'NO resulten ser especifiques pel
tipus de cél-lules implicades. En moltes cél-lules incloent macrofags, illots
pancreatics, neurones i timocits, I'NO activa I'apoptosi. Moltes d’aquestes respostes
amb donants d’NO resulten ser apoptosi a dosis baixes i necrosi a dosis altes, amb
gran varietat de respostes entre tipus cel-lular. Avaluant els estudis que confereixen
un paper proapoptotic a I'NO, apareixen diferents mecanismes: directament danyant
I’ADN, a través de I'increment de p53, de monofosfat de guanosina ciclic (GMPc) o
de ceramida, de I'activacio o inhibicio de cinases, de la disfuncio de la mitocondria
(alteracié de la permeabilitat, inhibicio de la respiracid6 mitocondrial, etc.) i de la
inhibicio del proteasoma (66).

Tot i que la llista de tipus cel-lulars en que I'NO promou I'apoptosi és llarg, també ho
és la de cel-lules en les que hi té un efecte antiapoptotic. Les vies que segueix en
aguests casos, tambe son molt diverses: a través de nucleotids ciclics i ceramida, de la
nitrosilacio de les caspases i fins i tot inhibint la respiracié mitocondrial (66). Altres
efectes protectors de I'NO poden venir de la supressio dels efectes citotoxics de ROS
mitjancant la seva accié com a scavenger o a través de la induccié de proteines
protectores com ho son la ciclooxigenasa-2 o la heat shock protein 70 (HSP70) (134).

També cal dir que existeixen una série de factors que modulen i, fins i tot,
determinen I'efecte de I'NO sobre I'apoptosi. Entre aquests factors hi ha les proteines
de la familia Bcl-2, els antioxidants, els nivells de ferro, Iarginasa, les
prostaglandines i la glucosa (66).

El potencial de la modulacié de I'NO a través de la seva addicio o a través de la
terapia génica pel que fa a les NOS, esdevé per tant un camp que pot ser molt
interessant pel tractament del cancer i les malalties inflamatories, aixi com també pel
trasplantament (66).

1.7. CITOESQUELET

El citoesquelet és una ret tridimensional de proteines filamentoses que ocupa I'espai
entre els organuls i dona forma i estructura a les cel-lules. Tot i el seu nom, no és una
entitat estatica com podria pensar-se, sind una combinacié d’estructures dinamiques.
El citoesquelet de les cél-lules contribueix a molts processos cel-lulars com sén el
manteniment de la integritat cel-lular, el transport i la localitzacié dels organuls, la
mitosi, la citocinesi i la secreci6 i la formacid d’extensions cel-lulars. Aquest esta
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format per: filaments d’actina (també anomenats microfilaments), filaments
intermedis i microtubuls (Figura 1.7.).

Iy,

Hum — 25 um
FILAMENTS INTERMEDIS MICROTUBULS FILAMENTS ACTINA,

a

5 25 nen TS5 fm

Figura 1.7. Esquema de I'estructura i disposicié cel-lular dels diferents elements que constitueixen el
citoesquelet.

El citoesquelet és un element fonamental per mantenir la polaritat cel-lular, la qual
és essencial pel bon funcionament de les cél-lules epitelials, pero també és important
pel desenvolupament i manteniment de l'arquitectura cel-lular. A nivell molecular,
aquesta polaritat de la cél-lula epitelial s’obté mantenint una composicié de
membrana diferent a la part basal (que encara la matriu extracel-lular) i la part apical
(que encara la llum). Aix0 s'aconsegueix per una part gracies a la secrecio polaritzada
i la organitzacio del citoesquelet i, per I'altre, prevenint la migracio dels components
de membrana entre els dominis apical i basolateral de la membrana (135).

La polaritat cel-lular és especialment critica en les cél-lules epitelials que formen els
tabuls renals, degut a la funci6 crucial de regular el volum cel-lular i el transport de
ions i nutrients (135).

El citoesquelet també controla I'estabilitat estructural dels epitelis i de les cél-lules
individuals a través dels complexes d’'uni6 localitzats al llarg de les superficies
basolaterals. Aquestes unions tenen la missié d’adherir les cel-lules a la matriu
extracel-lular (hemidesmosomes i adhesions focals), estabilitzar les interaccions
cél-lula-cél-lula (desmosomes i bandes d’adhesi®), permetre la comunicacié entre
cél-lules (unions gap) i formar tant membrana plasmatica com barrera extracel-lular
(unions estretes) (51).
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1.7.1. CITOESQUELET D’ACTINA

Els microfilaments o filaments d’actina sén polimers d’actina que, juntament amb un
gran nombre de proteines que s’hi uneixen o associen, constitueixen el citoesquelet
d’actina (136).

L’actina és una proteina de 43 kDa altament conservada entre les diferents espécies.
Hi ha 3 principals isotips (alfa, beta i gamma) els quals mostren una homologia >90%
dels aminoacids. La majoria de la heterogeneitat es troba localitzada en I'extrem
aminoterminal. Aquesta proteina representa de I'ordre del 1 al 10% del total de
proteina cel-lular. La subunitat d’actina té polaritat i, per tant, també en té el
microfilament. L’actina globular (G-actina) polimeritza sota condicions fisiologiques
per formar l'actina filamentosa (F-actina) en un procés dependent d’ATP. Cada
molécula d’actina pot unir un ATP, el qual shidrolitza a ADP quan I'actina
s'incorpora al polimer. L’energia no és essencial per la polimeritzacio, pero
contribueix a la rapidesa en que té lloc aquesta, ja que les molécules que tenen ATP
polimeritzen més rapidament que no les que tenen ADP (136).

La F-actina és doncs un polimer format de monomers d’actina en forma de doble
helix, d'uns 5-6 nm de diametre. L’actina pot polimeritzar-se pels extrems d’aquesta
hélix, pero la taxa de polimeritzacio no és igual als dos extrems. Hi ha un extrem on
aquesta polimeritzacié és més rapida, anomenat barbed-end (extrem positiu), i un
altre en que és més lenta, anomenat pointed-end (extrem negatiu). Existeix una
concentracio critica de monomer d’actina sota la qual l'actina no polimeritzara,
aquest concentraci6 critica depén de les condicions en que es troba la cel-lula.
Aquesta polimeritzacié esta regulada per proteines d’'una familia coneguda com a
“proteines d’'unio a I'actina” (ABPs) (51, 136).

Aixi doncs, I'ensamblatge del citoesquelet d’actina esta regulat a diferents nivells,
tant en [l'organitzaci6 dels monomers d’actina en polimers, com en la
superorganitzacié d’aquests polimers en una xarxa filamentosa. Un gran nombre de
proteines que s’'uneixen a I'actina regulen la polimeritzacié d’aquesta, controlant la
formacié dels filaments i les unions amb la xarxa d’actina. L’activitat d’aquestes
proteines sovint és regulada per molécules de senyalitzacio, com son el Ca? o els
fosfoinositides fosforilats (136).

La disponibilitat de mondmers i la seva polimeritzacio en filaments preexistents esta
regulada per proteines que s’'uneixen a aquests monomers i per proteines que
trenquen o bloquegen els filaments d’actina. Un regulador important de la
concentracio dels monomers d’actina és la profilina, la qual s'uneix als monomers
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lliures d’actina i a les subunitats terminals de I'actina, evitant aixi que hi hagi més
polimeritzacio (136).

La gelsolina, villina, fragmina, adseverina i scinderina formen una familia de
proteines estructuralment relacionades que son capa¢ de trencar els filaments
d’actina. Aquestes proteines s’'uneixen als filaments d’actina i els trenquen en una
reaccié dependent de Ca* i, després, tapen els extrems positius d’aquests fragments.
Aquests fragments, si posteriorment existeixen senyals que indueixin a la
polimeritzacio, poden servir com a nucli perque aquesta es dugui a terme (136).

El factor despolimeritzant d’actina o la cofilina s6n proteines que també trenquen,
pero d’'una forma menys eficient que les gelsolines, promovent el desensamblatge tot
extraient els monomers dels filaments i estabilitzant els monomers alliberats (136).

La superorganitzacié dels polimers d’actina en una xarxa filamentosa també esta
mediada per proteines que s'uneixen a l'actina, on s’hi inclou: o-actinina, filamina,
fimbrina i villina (136).

Totes aquestes proteines al mateix temps estan regulades per altres proteines. Les
multiples funcions del citoesquelet d’actina fan necessari que aquests filaments no es
generin d’un forma aleatoria i uniforme en tota la cel-lula, sind en punts concrets de
la membrana plasmatica. Aquests punts de nucleaci6é s6n majoritariament complexes
multimoleculars que controlen la nucleacié d’actina. Les adhesions focals i les unions
adherents s6n complexes associats de membrana que serveixen com a punts de
nucleacio de filaments d’actina i d’enllag entre I'exterior cel-lular, la membrana
plasmatica i el citoesquelet d’actina (136).

En els ultims anys, s’han acumulat evidéncies que indiqguen que les GTPases Rho-
like s6n reguladors clau en les vies de senyalitzacié que enllacen els senyals
extracel-lulars o estimuls intracel-lulars amb I'ensamblatge i organitzacié del
citoesquelet d’actina (136).

Citoesquelet d’actina al ronyo

Els filaments d’actina es troben ampliament distribuits en les cél-lules epitelials
polaritzades. La membrana apical dels tubuls proximals té una estructura
especialitzada per incrementar la reabsorcid: la vora en forma de raspall o brush
border (BB). ElI BB es pot dividir estructuralment en les microvellositats i els
components de la xarxa terminal. “La columna vertebral” que manté I'estructura de
les microvellositats consisteix en 20-30 filaments d’actina orientats verticalment i
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polaritzats (barbed o extrem positiu a la punta de la microvellositat), els quals
s’extenen fins la xarxa terminal. Proteines que s’uneixen especificament a I'actina
(fimbrina i villina) serveixen per unir cada microfilament individual d’actina amb la
resta de microfilaments. Els filaments d’actina de la microvellositat entren a la regio
de la xarxa terminal on s’estabilitzen a través de la interaccié amb d’altres ABPs
(villina, tropomiosina, espectrina i miosina Il no muscular). La xarxa terminal esta
composta per una xarxa densa d’actina i proteines associades i de filaments
intermedis, que s'orienten principalment de forma perpendicular a les
microvellositats. La F-actina prové tant de les microvellositats, com de la zonula
oclusiva i adherent, mentre que els filaments intermedis s’originen dels desmosomes.
Aquestes proteines estan fortament lligades a la xarxa terminal, tot i que les
interaccions son prou dinamiques com per permetre I'absorcio i la secrecid. L’'actina
també es distribueix al llarg de la membrana basolateral com a part de la xarxa
cortical. Filaments curts d’actina s’associen amb un alt nombre de proteines aqui, tot
formant una xarxa bidimensional, la qual esta lligada a una varietat de proteines de
superficie de la membrana basolateral, tal com la Na*/K*-ATPasa i els canals de Na* o
de CI, i pot modular-ne la seva activitat. Finalment, les fibres d’estres suporten la
base de cada cél-lula, formant un anell prim al voltant del tabul (51).

Perqué els tubuls proximals puguin funcionar correctament, requereixen la
organitzacié adequada dels elements citoesquelétics de la cel-lula. Per exemple,
I'increment de l'area de superficie d’absorcié de les microvellositats depen del
citoesquelet d’actina; I'estabilitat, de les unions cel-lulars com son els desmosomes;
les adhesions focals, depenen dels filaments intermedis i dels d’actina; i finalment, el
transport vesicular a través de la cel-lula, depén en part dels microtabuls i del
citoesquelet d’actina. Molts estudis han documentat que les alteracions en els
elements citoesquelétics trenquen I'estructura cel-lular i la integritat funcional,
resultant en anormalitats especifiques de la cel-lula o del teixit i, en dltim, terme en
el desenvolupament d’un estat patologic (51).

1.7.2. EL CITOESQUELET D’ACTINA EN LA ISQUEMIA RENAL

Una de les principals consequencies de la isquémia son les alteracions del
citoesquelet que condueixen a canvis estructurals de la cél-lula, les quals poden
provocar alteracions en la superficie de la membrana i disrupcié de l'arquitectura
tant cel-lular com tissular. El citoesquelet d’actina es veu greument danyat durant la
isquémia renal, resultant amb la pérdua de la funcié renal. Tant la isquémia in vivo,
com la deplecié6 d’ATP in vitro, indueixen una rapida disrupcié del citoesquelet
d’actina, la severitat de la qual depén de la duracio de la isquémia (51).
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In vivo, la isqguemia indueix trencament dels nuclis d’actina de les microvellositats i
de la xarxa apical, amb redistribucié de I'actina del pol apical a tot el citoplasma i
perdua de la polaritat. També hi ha redistribucié de la membrana basolateral, fet que
comporta la dissociacio de la Na*/K*-ATPasa i I'espectrina del citoesquelet. Al mateix
temps la superficie de la membrana pateix canvis importants. Les microvellositats
apicals es perden per fragmentacio, amb despreniment a la llum d’aquests fragments
anomenats blebs, que sén petites vesicules de membrana apical. Les unions estretes
s'obren i les adhesions cél-lula-cél-lula i cél-lula-substrat es perden, resultant-ne el
despreniment de la cél-lula de la base de la membrana cap a la llum. Aquestes
cel-lules subletalment danyades contribueixen a la disfuncié renal (137-139).

Durant la fase de reperfusio hi ha un restabliment de la polaritat de les membranes
apical i basal. No es coneixen els mecanismes responsables de la restitucié de la
polaritat, pero més aviat implica remodelatge dels dominis de membranes de les
cél-lules danyades, que no pas proliferacié cel-lular. S’han trobat factors que han
demostrat accelerar la recuperacié de la cel-lula isquémica i proteines HSP, que
s'acumulen durant la isquemia, hi poden contribuir (51).

Part de I'edema intersticial que ocorre durant la preservacié d’organs sembla que
podria estar Iligat al citoesquelet: la desregulacié de les proteines de les unions i
també de I'actina, provocaria canvis importants en la permeabilitat després de la
preservacio. Concretament, s’han observat pérdua de proteines de les unions estretes
i les unions adherents, que juntament amb la desorganitzacié i disminucié del
contingut de F-actina, poden tenir un paper clau en I'edema associat a la preservacié
d’organs (permeabilitat endotelial). Aquests canvis son probablement reversibles a la
reperfusid, ja que tot i que s’observen modificacions en aquestes proteines en les
primeres hores, I’0rgan roman viable durant més hores. No obstant, pot contribuir de
forma molt important a la disfuncid de I'0rgan, per tant, estratégies per mantenir la
integritat de les unions endotelials i evitar I'edema, podrien tenir importants
consequéncies terapéutiques (140).

1.7.3. CITOESQUELET I APOPTOSI

Actualment hi ha un creixent interés en coneixer la relacié de causa-efecte entre la
desorganitzacio del citoesquelet i I'apoptosi. No esta clar com el desenganxament de
la matriu extracel-lular o el trencament de les unions cel-lula-cél-lula condueixen a la
reorganitzacio interna del citoesquelet i, si aquest fet, precedeix o segueix la iniciacid
de I'apoptosi (141).

Els principals filaments citoesqueletics, incloent microtabuls, citoqueratina i actina,
son degradats durant la fase d’execucié de I'apoptosi. L’actina és un substrat per les

43



Introduccié

caspases en alguns models cel-lulars i s’ha suggerit que existeix un lligam directe
entre la despolimeritzacio de I'actina i la degradacio de ’ADN. Tot i que I'actina pot
ser resistent al trencament en algun model in vivo, el fet que I'actina i filaments
intermedis siguin una diana és responsable, en part, del col-lapse de la cél-lula durant
la fase d’execucid de I'apoptosi. La degradaci6 dels filaments d’actina pot trencar la
tensid mecanica necessaria per mantenir la cél-lula turgent i conduir a senyals que
poden facilitar el desenganxament de la mateixa.

Recentment s’han publicat estudis que demostren que el trencament de les proteines
del citoesquelet, per si mateix, pot induir la mort cel-lular. Sha observat, per
exemple, que la disrupcié farmacologica del recanvi dels microtubuls condueix a
I'apoptosi i al desenganxament cel-lular (142), la desestructuracié del citoesquelet
d’actina pot iniciar I'apoptosi en cel-lules humanes d'epiteli respiratori (141) i
I'estabilitat de I'actina és un factor positiu per mantenir la viabilitat de limfocits i
fibroblastes (143). Aquest lligam també s’ha suggerit en cel-lules epitelials del tubul
proximal, tant de porc com de rata, on la inducci6 quimica de I'apoptosi s’ha vist que
és precedida per la desorganitzacio de la F-actina del citoesquelet (144, 145).

1.8. BIOIMPEDANCIA

La monitoritzacié de la Bioimpedancia Eléctrica (Bl) dels teixits vius és un eina
emergent per la recerca biomeédica i per la practica médica, la qual es basa en I'estudi
de les propietats eléctriques passives de teixits bioldgics.

Les propietats eléctriques passives vénen determinades per la observacio de la
resposta eléctrica d’un teixit a I'aplicacié d’energia eléctrica de forma externa. Aixo
vol dir que el teixit es caracteritza com si fos un circuit eléctric, compost per
resisténcies, capacitancies, inductors, etc. Alguns teixits bioldgics també presenten
propietats eléctriques actives, donada la seva capacitat de generar corrents i
voltatges, com per exemple els nervis (146).

Les diferents aplicacions de la bioimpedancia en general tenen en comu les seguients
avantatges: requereixen d’instrumental de baix cost, son facilment aplicables a la
practica i permeten la monitoritzacio on-line. Exemples de I'aplicacié d’aquesta eina
son: mesures cel-lulars (coulter counter, mesura de I’hnematocrit), canvis de volum
(volums cardiacs, volums de respiracié pulmonar, volums de sang en les extremitats)
i composicié corporal (compartiments de fluid corporal —quantitat d’aigua-,
compartiments de teixit adipds) (146).
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Un camp on la Bl pot tenir gran interés eés en el del trasplantament i en els
esdeveniments isquémics dels teixits. L'edema cel-lular, I'edema intersticial i el
tancament de les unions gap son alguns dels esdeveniments que indueixen canvis en
els parametres de la Bl. Actualment aquest camp es troba a nivell de recerca,
existeixen diversos estudis que intenten avaluar el dany isquémic, avaluar els organs
abans de ser trasplantats i, fins i tot, s’ha fet algun intent de monitoritzar el rebuig de
I'empelt a través de les mesures de la Bl; en aquests camps els resultats sén molt
prometedors, de manera que aplicacions cliniques futures semblen possibles. Aquesta
metodologia ja ha demostrat la seva efectivitat alhora de monitoritzar la I/R renal en
rata a una sola freqiiencia (147).

El terme Impedancia electrica significa la relacio entre el voltatge i el corrent d’'un
component o sistema. Normalment, es descriu com l'oposicié al flux d'un corrent
eléctric altern a través d’'un conductor.

El voltatge (V) és la forca electrica que fa que el corrent es mogui en un circuit
(perque existeix una diferéncia entre dos punts) i el corrent electric (1) és el flux de
la carrega electrica. En els materials que condueixen el corrent, com en els teixits, hi
ha particules que es poden moure i que poden ser transportadores de carrega, com
son els electrons o els ions. Pero també hi ha components que no condueixen
I'electricitat, els quals s'anomenen aillants o dieléctrics, com soén les membranes
cel-lulars (146).

Aixi doncs els teixits biologics inclouen dieléctrics els quals a part de tenir una
resistencia infinita (ja que no condueixen la corrent) impliquen el fenomen de
capacitancia. Aixo vol dir que, tot i que no son capagos de conduir la corrent, la
poden acumular. Aquest fet, provoca que el voltatge i el corrent depenguin del
temps ja que el dieléctric comenca sense carrega, pero a la que s'aplica un corrent, el
dieléctric va acumulant i augmentant la seva carrega (capacitancia). Arriba un
moment que la carrega acumulada en el dieléctric és gran, creant-se importants
diferencies de potencial; aquest fet provocara el moviment de carrega a ambdds
bandes del dieléctric, retornant d’aquesta manera la carrega acumulada (i, per tant,
descarregant-se) (146).

S’han definit tres regions de frequiéncia segons les propietats dels dielectrics que
s’han observat en les mostres biologiques. En aquesta tesi, la regié que hem utilitzat
(100 Hz i 10 MHz de frequiencia) és la que s’associa a les propietats dielectriques de
les membranes cel-lulars i els seves interaccions amb els medis extra i intracel-lulars
(146). Aixi doncs la Bl es pot mesurar a una sola frequéncia o varies frequéncies
(multifrequiencial). Per cada frequiencia, s’'obté un valor de modul i fase per instant
de temps. Per si mateixes aquestes dades poden ser Utils en molts casos. No obstant,
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la caracteritzacio multifreqiencial de la Bl sempre proporciona més informacio i pot
ser Gtil per diferenciar situacions amb major claredat (146).

La impedancia d’un element a determinada freqiéncia (Z), es defineix com la relacio
entre I'entrada de voltatge i el flux de corrent per aquella frequéncia (Z= V/ 1). De
manera que obtindrem dos relacions entre corrent i voltatge: el modul, que
representa la relacio d’amplituds entre els senyals de tensié i corrent; i la fase, que
representa el retard que existeix entre aquests dos senyals. Aquestes relacions
s’expressen en nombre complexes (146). D’aquesta manera, per una freqiencia
determinada on V i | representen els numeros complexes de I'entrada del voltatge i
del corrent (magnitud i fase), la impedancia eléctrica Z és el nombre complex amb
magnitud igual a la relacio de magnituds i fase igual a la diferéncia de fases.

1zl = VI
z=VIl =
LZ=4N-ZLI

La part real de la impedancia s'anomena resisténcia mentre que la part imaginaria
s'anomena reactancia. Si només agaféssim la part real, la impedancia seria la
resisténcia d’un corrent altern (seguint la llei d’'Ohm): Z =R = V/I.

Quan hi ha fenomens de capacitacio, la corrent és proporcional a la derivacio en el
temps del voltatge i ja no compleix la llei d’Ohm. Si la corrent és a freqiiencies altes
pot “travessar” el dieléctric, pero si és a baixes freqiiéncies, queden bloquejades (en
realitat no travessa el dieléctric, sind que es generen fluxos de corrent a banda i
banda d’aquest).

Els teixits presenten dos compartiments que condueixen [Ielectricitat, I'espai
extracel-lular i [I'espai intracel-lular, separats per membranes aillants. La
conductancia de la corrent eléctrica a través d'aquesta estructura depen de la
frequiencia, de forma que necessita freqiéncies altes. Per tant I'espectre de la
impedancia segons la frequéncia reflectira només I'espai intersticial (a frequencies
baixes) o tot el teixit (a frequéncies altes) (146).

La membrana cel-lular té un paper passiu, separa el medi extracel-lular i intracel-lular
(mitjancant la bicapa fosfolipidica) i, un paper actiu, controla I'intercanvi de les
diferents especies quimiques (mitjancant canals i bombes ioniques) (146).

En la Figura 1.8. es representa com és el model eléctric segons els constituents de la
cel-lula. La corrent injectada al medi extracel-lular pot fluir a través de la cel-lula
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travessant la membrana (la qual actua com a dieléctric) o travessant els canals ionics
(els quals només ofereixen certa resisténcia, pero no son dieléctrics), o pot circular al
voltant de la céel-lula pel medi extern. Si la corrent entra dins la cél-lula, aquesta
flueix pel medi cel-lular i pot tornar a travessar la membrana o els canals (146).

extracel-lular

intracel-lular

Figura 1.8. Esquema del model eléctric segons els constituents de la cél-lula.

Normalment, la conductancia de la membrana és molt baixa (a través de canals i
bombes) de manera que s’ignora. Aixi doncs, a frequencies baixes (<1 kHz), la
corrent flueix majoritariament per I'espai extracel-lular, sense poder travessar les
membranes cel-lulars i entrar a la cel-lula. A altes frequencies (>1 MHz), la
capacitancia de la membrana no és un impediment perqué la corrent flueixi de forma
indiscriminada a traves del medi extra i intracel-lular (146).

No obstant, tot el que s’ha explicat fins ara és simplificar. Seria una explicacid
raonable per suspensions cel-lulars, pero en realitat el teixit és més complex, degut a
d’altres elements com son les unions cel-lulars gap o d’altres elements propis dels
teixits (146).

En general, s'accepta que existeix relacié entre la isquémia i la BI: I'edema cel-lular
que resulta de la inhibici6 del metabolisme energétic estreny I'espai extracel-lular i,
conseqlientment, redueix I'amplitud del cami per les corrents a baixa frequéncia (les
membranes plasmatiques es consideren com a dieléctrics), per tant disminuint la
conductancia i incrementant la resistencia. En condicions normoxiques, una
quantitat important del corrent a baixa frequéncia pot fluir a través dels espais
extracel-lulars. En condicions d’isquémia en canvi, degut a I'edema cel-lular es
produeix una reduccié de I'espai extracel-lular el qual implica que el modul de la
impedancia a baixa frequéncia augmenti (146) (Figura 1.9.).
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No obstant, les caracteristiques de la Bl pel que fa a les estructures biologiques i els
esdeveniments fisiologics, encara estan mancades d’explicacions completes. Altres
relacions causa-efecte entre Bl i fisiologia s’han proposat (146).

} 1

l. + 1 y Lfreqﬁéncies baixes (<1 kHz) ,,' *! 1 '1 /% ‘l

lfreqﬁéncies altes (=100 kHz)

Teixit Normoxic Teixit Isquemic

Figura 1.9. Esquema de com es monitoritza la isquémia a través de la Bl i segons la freqliencia.
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2.1. HIPOTESIS

La isquémia provoca una série d’alteracions que poden conduir a la mort cel-lular,
que pot ser tant per necrosi com per apoptosi. Recentment, I'apoptosi esta prenent
importancia en el trasplantament d’organs, ja que la presencia d’aquesta s’ha
relacionat amb la integritat i la viabilitat de I'empelt i, per tant, amb el futur del
pacient.

Durant la isquémia (tant freda com calenta) ocorren diversos fendmens que
provoquen alteracions de molecules i substancies, que poden modular el
desenvolupament de I'apoptosi. Un dels primers esdeveniments conseqiéncia de la
isqguemia és la degradacio de I’ATP. Aquest fet, indueix I'acumulacio dels seus
productes, substancies que varien en funcié del temps d’isquemia, com poden ser
I'adenosina i la xantina. L’adenosina pot induir l'alliberacié d’'NO i la xantina,
actuant com a substrat de la XO, pot generar superoxid posteriorment. Tant I'NO
com les ROS s’han relacionat com a molécules senyalitzadores d’apoptosi.

Per altra banda, una altra de les consequeéncies principals de la isquémia és I'alteracid
del citoesquelet. S’ha observat molt recentment que aquestes alteracions poden
induir el desenvolupament d’apoptosi en determinats tipus cel-lulars. Per tant, la
desestructuracié del citoesquelet conseqiiencia de la isquemia no només altera
I'estructura cel-lular de forma subletal, sin6 que a més pot provocar despreniment
cel-lular i apoptosi.

Aixi doncs, la hipotesi de treball d’aquesta tesi va ser que, determinades substancies i
molécules que s’alteren o varien en funcié del temps d’isquemia, poden ser
moduladores del desenvolupament de l'apoptosi. Per tant, I'accid farmacologica
sobre aquestes substancies, podria prevenir o disminuir el desenvolupament del
suicidi cel-lular. A més a més, la prediccié d’aquests fenomens durant la preservacio
podria ser una eina molt util alhora de determinar la viabilitat dels organs.
Concretament adenosina i xantina (productes de la degradacié d’ATP) i les
alteracions del citoesquelet d’actina han sigut I'objecte dels nostres estudis.
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2.2. OBJECTIUS

L'objectiu general d’aquesta tesi ha sigut caracteritzar el paper de determinades
molécules en relacio a I'apoptosi durant la preservacié d’organs, per poder modificar-
la farmacologicament i predir-la.

1.

4.

Determinar la implicacié de I'adenosina i de la xantina sobre I'apoptosi
durant la I/R intestinal, i coneixer quin era el paper del NO en aquest procés.

Esbrinar si la FDP podia tenir un paper protector davant el desenvolupament
de I'apoptosi durant la preservacié intestinal. Determinar I'efecte de
I'apoptosi durant la preservaci6 en la translocacié bacteriana al
trasplantament.

Dilucidar si les alteracions en el citoesquelet d’actina durant la preservacio
renal indueixen I'apoptosi en la reperfusio i, si aquests esdeveniments, es
troben relacionats de la mateixa manera en el cas dels ronyons provinents de
NHBD.

Avaluar si la Bl és una eina util alhora determinar les consequéncies de la
isquémia durant la preservacié renal. Com a objectiu subseqiient es va
determinar si un dels parametres obtinguts d’aquestes mesures (el qual
mostrava una evolucié singular durant la preservacid) estava relacionat amb
les alteracions en el citoesquelet d’actina.

Per tal d’assolir aquests objectius es van utilitzar dos models diferents, segons les
caracteristiques propies de cada organ, I'estat en el que es troba el trasplantament de
cada un d’ells i les experiéncies investigadores prévies: el model intestinal pels dos
primers objectius i el de ronyé pels altres dos.
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3.1. MODELS EXPERIMENTALS

Els animals d’experimentacio utilitzats van ser rates mascle de la soca Wistar (IFFA-
CREDO, L’abresie, Franca) de pes compres entre 250 i 300 g, estabulats a la Facultat
de Medecina una setmana abans de la seva intervencio. Les condicions ambientals es
van mantenir constants, la temperatura va ser de 21-22°C, la humitat relativa del
70% i els cicles alternants de llum/foscor de 12 h. Els animals van ser alimentats amb
una dieta estandard de pinso AO4 (Panlab, Barcelona) i aigua de la xarxa de
Barcelona ad libitum. En el cas de les cirurgies intestinals, els animals eren traslladats
a gabies individuals el dia abans i restaven en deju durant 12 h amb serum glucosali
ad libitum. D’aquesta manera la intervencid era molt més comode, tant durant la
manipulacio quirdrgica com en la posterior neteja de la llum intestinal.

Tots els estudis es van realitzar d’acord amb les normes reguladores de la Unid
Europea per models d’experimentacié animal (Directiva 86/609/ECC).

Els models utilitzats van ser el model d’intesti de rata aillat i reperfés en un bany
d’organs (IPJ) i el model de ronyd de rata també aillat i reperfos en un bany d'organs
(IPK). Aquest model de treball consisteix en extreure I'organ i mantenir-lo en una
primera fase de Cl a 4°C durant el periode de temps que duri la preservacid, i en una
segona fase es connecta al bany d’organs on es reperfon a 37°C durant el temps
d’estudi establert.

3.1.1. PROCEDIMENTS QUIRURGICS
3.1.1.1. Intesti

Els animals s’anestesiaven amb ureta 10% (10 mg/kg) administrat de forma
intraperitoneal. Després de rasurar el péel, I'animal es col-locava en posicié supina
sobre la taula d’operacions.

El jeju s'aillava seguint la tecnica descrita per Dubois i col. (150), modificada
posteriorment per Minor i col. (151). En primer lloc es feia una incisi6 laparotomica
en forma de T invertida, la qual proporcionava un excel-lent camp de visio per la
disseccio dels pedicles vasculars. S’embolcallava I'intesti amb una gasa, prévia
irrigacio d’aquesta amb soluci6 salina fisiologica (SSF), per tal de mantenir-lo en
condicions optimes d’humitat i temperatura. A continuacié, es seccionava una
lamina serosa fina que uneix I'angle de Treitz de I'intesti al mesocolon esquerre (el
lligament de Treitz). La operacié propiament dita, s’iniciava amb una colectomia
total, per aix0 es dissecaven els vasos colics mitjos i drets, i es seccionaven, fet que
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permetia retirar el colon distalment (Figura 3.1.A.). A continuacié, s’iniciava la
disseccid dels pedicles vasculars: es comencava per la disseccio portal, lligant les
seves tributaries esplénica, pilorica i els vasos pancreatics (Figura 3.1.B.). Les
estructures venoses en la rata son d’una paret extremadament fina i de dificil
identificacié quan estan exsangues, per tant la seva disseccio ha de ser molt acurada
en tota la longitud de la vena fins la seva divisio a I'hili hepatic. La cura en la
disseccié facilitara la posterior canulacié. Finalment, es disseccionava I'artéria
mesenterica superior (AMS) i el segment aortic on neix aquesta (Figura 3.1.C.).

El nivell de seccio duodenal venia determinat pel canvi de color (cap a la isquemia)
que condicionava el déficit d’irrigacié causat per la lligadura pancreatica. En aquest
moment la llum intestinal es rentava a baixa pressio, per evitar la distensio de la
paret intestinal i la lesiéo del llit microcirculatori, amb 10 ml de solucié de
preservacio de UW a 4°C (Figura 3.2.A.). Després es procedia a I'obliteraci6 de I'aorta
per sobre i per sota de ’AMS i, immediatament, es canulava 'AMS amb tub de
polietilé (PE-50) i es perfonia amb 5 ml de UW a 4°C (Figura 3.1.D.). Quan el rentat
intravascular era correcte, el teixit quedava d'un color rosat pal-lid i el mesenteri
blanc, amb les estructures vasculars transparents. La vena porta també es canulava
amb PE-150. Després es lligava i es seccionava l'aorta per sobre i per sota de la
canula, la porta per sobre la canula i s'alliberava el jeju del teixit retroperitoneal. Els
extrems del jeju es canulaven amb PE-250 i aquest es submergia amb cura en un
recipient amb 25 ml de UW a 4°C, on es mantenia durant tot el periode de
preservacio (Figura 3.2.B.).
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Figura 3.1. A) Lligadura dels vasos colics com a pas previ a la colectomia total. B) Disseccio de I‘eix
vends mesenteric portal amb lligadura dels vasos col-laterals pilorics i pancreatic-duodenals. C)
Dissecci6 de I'aorta abdominal i de I'’AMS. D) Detall de la perfusi6 de la llum vascular de I'intesti amb
solucio de preservacié UW a 4°C. Dues pinces hemostatiques ocloeixen l'aorta per sobre i per sota de
I’AMS. Observis la petita porcidé de meso jejunal amb els seus vasos totalment translicids a causa del
rentat.
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Figura 3.2. A) Rentat de la llum intestinal a baixa pressio, per no malmetre les vellositats. B) Intesti
després de la perfusid vascular i el rentat de la llum en soluci6 de preservacié de UW a 4°C.

En un dels estudis es va dur a terme un trasplantament heterotopic d’intesti prim,
per tal de correlacionar els efectes de la preservacié amb la translocacio bacteriana.
La técnica utilitzada es basava en la descrita al 1971 per Monchik i Russell (152) i va
ser realitzada pel Dr. Daniel Azuara a la unitat de cirurgia de I'Hospital de Bellvitge,
sota la direccio del Dr. Javier de Oca.

3.1.1.2. Ronyo

Els animals s'anestesiaven amb una injeccié intraperitoneal de pentobarbital sodic
(30 mg/kg). Després de rasurar el pel, I'animal es col:-locava en posici6 supina sobre la
taula d’operacions.

El ronyd s'aillava segons la técnica apresa amb el grup d’Hauet i col. (153). En primer
lloc es feia una incisio laparotomica en forma de T invertida, la qual proporcionava
un excel-lent camp de visié per la disseccid dels pedicles vasculars. ElI paquet
intestinal es retirava a un costat per exposar la zona que interessava (embolcallant-lo
també amb una gasa, previa irrigacié d’aquesta amb SSF, per tal de mantenir-lo en
condicions optimes d’humitat i temperatura). Amb el mateix objectiu, es seccionava
el colon per la meitat i es retirava cap a les zones proximal i distal cada part
corresponent. A continuacio es dissecava l'aorta a nivell infra i suprarenal, tot lligant
i seccionant I'arteria adrenal esquerra i les lumbars que hi havien (Figura 3.3.A. i B.).
Un cop es tenia aquesta zona neta, l'artéria aorta i la vena cava aillades,
s'administrava 1000 U d’heparina per la vena peniana. Just després de I'oclusio de
I'artéria aorta a nivell suprarenal, s'inseria un cateter de PE-80 a I'aorta infrarenal
(per sota dels vasos renals). Immediatament, els ronyons es perfonien amb 8 ml de
UW a 4°C a una pressio maxima de 60 mm Hg mesurada per gravetat (Figura 3.3.C. i
D.). Mentrestant, la vena renal es canulava amb un catéter de PE-150 (des de la vena
cava) (Figura 3.4.A.). Un cop s’havien perfés els ronyons, es procedia a la seva
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extraccio i es submergien dins d’'un recipient amb 20 ml de solucié de UW a 4°C
durant el temps CI previst (Figura 3.4.B.).

D’aquesta manera s’obtenia els dos ronyons: I'esquerre canulat que podia ser
reperfds, i el dret sense canular, el qual era processat al final de la isquémia.

Figura 3.3. A) Lligadura que abarca tota la zona dorsal de I'aorta per tal de poder lligar les petites
branques lumbars que hi han. B) Moment previ a la perfusié amb les lligadures preparades a I'AMS, a
I'aorta suprarenal (per parar el flux sanguini i permetre el pas de la soluci6 directament als ronyons) i
a l'aorta infrarenal per fixar la canula. C) Inici de la perfusié mitjancant la canula inserida. D) Un altre
detall de la perfusié, on es pot observar la transparéncia de la vena renal i el canvi de color dels
ronyons perfosos.
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Figura 3.4. A) Final de la perfusio amb la inserci6 de la canula de la vena renal a través de la vena
cava. B) Ronyons extrets i a punt de ser preservats en solucié de UW a 4°C. El ronyé esquerre mostra
la canula arterial a I'aorta infrarenal i la venosa a la vena renal.

3.1.2. MODEL D’ORGAN AILLAT
3.1.2.1. Bany d’0rgans

El model de bany d’organs consisteix en reperfondre un organ ex vivo en condicions
el més fisiologiques possibles. Un bany d’organs consta, basicament, d’un receptacle
on reposa I'organ, un reservori on s’emmagatzema el liquid de reperfusid, un sistema
d’oxigenacio6 d’aquest liquid i una bomba que el fa circular (150, 151, 154-156). Sobre
aquesta base es poden afegir diverses modificacions, tant en la composicié del liquid
de reperfusié com en el muntatge del mateix bany, que confereixen diferents graus
de complexitat i de precisio al model.

El model de bany d’organs és un eina experimental usada des de fa temps. Va ser
introduida per primer cop per Weiss i col. I'any 1959 per I'estudi de la regulaci6 del
flux sanguini renal, reperfonent en el bany ronyons de rata (IPK) (157). Actualment
aquests models s'usen amb altres finalitats com poden ser I'estudi d’aspectes
fisiologics i bioquimics, i en el cas d'intesti, sobretot per estudis d’absorci6. Els
models aillats de fetge (126), pulmé (158), intesti (150, 151) i ronyé (122, 155, 156)
han estat utilitzats amb éxit com a models per avaluar la preservacié d’organs amb
técniques senzilles d’'emmagatzemat en fred.

La técnica de perfusio del ronyo/intesti aillat en un bany d’drgans és un test rigords
de preservacio renal/intestinal que permet estudiar I'efecte de la Cl i de la reperfusid
normotérmica sobre la funcid i el metabolisme de I'drgan. La validacié de I'Gs
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d’aquests models ja ha estat demostrada préviament (122, 126, 150, 151, 154-156,
159). Aquests models permeten reproduir i modificar les condicions en que es troba
I'0rgan en ser trasplantat: periode de CI i reperfusié en condicions novament
fisiologiques sense les dificultats que comporta el trasplantament.

Els avantatges del model son obvis i evidents: les variables poden modificar-se amb
facilitat i rapidesa i estan sempre sota control, un gran niamero de maniobres poden
ser testades i comprovades, s’eliminen les influencies nervioses i hormonals, permet
I'estudi dels parametres funcionals immediats i I'efecte de la preservacio hipotérmica
pot ser aillat. Per altra banda, el model no impedeix la formacio natural de
metabolits per part de les cellules, i els fenomens apoptotics que s’hi puguin
observar, es deuen principalment a les cel-lules de I'0rgan en questid, i no a cél-lules
inflamatories provinents de la circulacio sanguinia.

Per contra, també presenta alguns problemes. Un d’ells és que donat que lI'oxigen
dissolt difon malament als teixits, existeix cert grau de déficit d’'oxigen en perfusat
lliure de cél-lules. Aixd s'evita oxigenant la solucid fins aconseguir una pressid
parcial d’oxigen igual o superior a 500 mm Hg (160, 161). En el cas del ronyé
existeixen defectes associats a la manca d’aminoacids, per exemple: la taxa de
filtracio glomerular és un 75-80% (de la mesurada in vivo) durant els primers 30 min
de reperfusio i després cau; aguesta mancanca es resol addicionant un barreja
d’aminoacids (154, 162) de manera que la seva concentracio final és el més semblant
possible a la concentracio fisioldgica del plasma de rata.

El bany d’organs usat en aquest treball era un sistema tancat, és a dir, que el liquid de
reperfusié recircula. EI medi s’escalfava a 37°C i s’oxigenava amb carbogen (95% O2 /
5% CO3) durant 2 h abans de comencar la reperfusio i es mantenia aixi durant tota la
reperfusid. Aquest medi es mantenia en un recipient de vidre de 250 ml de capacitat,
que tenia tres funcions basiques: actuar com a reservori del liquid de reperfusio, fer
de camera d’expansié on s’esmorteia el cop de la bomba de manera que el flux
pulsatil que produia la bomba arribava a I'0rgan convertit en un flux continu i, per
altim, evitar que pogués entrar aire i/o escuma a l'interior de I'd0rgan provocant una
embolia gasosa. Des de la camera reservori, el liquid de reperfusi6 passava
directament a I'0rgan a través d’un tub connectat a la canula arterial. L’efluent vends
es recollia en un altre recipient on es tornava a oxigenar i es recirculava mitjangant
una bomba peristaltica de nou cap al reservori, previ pas per un filtre. Aquest filtre
tenia 5 um de diametre (Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA) i s'instal-lava
on-line en el sistema per tal de retirar qualsevol petit detritus de la circulacio.

Tots els reservoris que contenien perfusat, aixi com també el receptacle que acollia
I’0rgan que s’estava reperfonent, tenien una doble camera exterior per on circulava
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aigua calenta (escalfada mitjancant un bany extern), que mantenia el liquid de
reperfusio i I'organ a 37°C. El medi basic de perfusio era la solucio de Krebs-
Henseleit (Taula 3.1.) que segons el model es modificava de forma pertinent.

Taula 3.1. Composicio de la soluci6 de Krebs-Henseleit.

COMPONENT CONCENTRACIO
NaCl 140 mmol/L
KCI 4.9 mmol/L
MgSOs, 7TH20 123 mmol/L
CaCl2 2.2 mmol/L
KH2PO4 1.2 mmol/L
02/CO: 95% / 5%

pH 7.35-7.45

3.1.2.2. Model aillat d’intesti (IPJ)

Agquest model es va adaptar del descrit previament per Minor i col. (151). Després de
la preservaci6 i just abans de comencar la reperfusid, el jeju es col-locava en el
receptacle amb 100 ml de SSF que es trobava a 37°C i es perfonia amb 5 ml de SSF a
37°C a través de la canula arterial. Immediatament, es connectaven les canules de
I’0rgan a les del bany i es reperfonia durant 1 h.

A la solucié basica de Krebs unicament s’hi afegeix glucosa (200 mg/dl). Aquest
perfusat es fa arribar a ’AMS a una velocitat constant de 3 ml/min mitjangant una
bomba peristaltica. La llum intestinal, que també esta canulada, es connectava a una
canula que anava a una bomba d’infusi6 on, mitjancant una xeringa, es
subministrava SSF a 37°C. La taxa de perfusio de la llum intestinal era de 0.5 ml/min.
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Figura 3.1. Esquema del sistema per reperfondre el jeja aillat de rata (IPJ).

3.1.2.3. Model aillat de ronyo (IPK)

El model de reperfusid va ser adaptat del descrit préviament per Herrero i col. (122).
El medi utilitzat per reperfondre el rony6 va ser molt més elaborat. A la solucio
basica de Krebs s’hi afegia EDTA 0.04 mM i D-glucosa 5 mM. Per garantir una
pressié oncotica adequada s'addicionava albumina sérica bovina dialitzada (BSA)
(fraccié V, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, EUA), a una concentracio de
4.5 g /100 ml. Com a mesura profilactica s’afegia antibiotics: estreptomicina (10 mg/l)
i penicil-lina G (100.000 UI/I). Previ a la seva utilitzacio, aquest medi s’esterilitzava
per filtracié amb un filtre de 0.22 um de diametre de porus (Millipore) i després es
complementava amb els aminoacids i les altres substancies.

Per tal de garantir la correcta funcié tubular, s’afegia al medi una barreja de 20
aminoacids (Aminoplasmal L-12.5, Braun medical, Espanya) a diluci6 final 1/140,
que s’enriquia amb quantitats addicionals d’aminoacids essencials (tirosina 0.2 mM,
glicina 1.4 mM, lisina 0.6 mM, cisteina 0.45 mM i glutamina 2 mM) de manera que
s'obtenia una barreja de 22 aminoacids, la composici6 final dels quals era semblant a
la que es troba al plasma de rata (163). Amb la mateixa finalitat, el medi es
suplementava amb urea 6 mM, creatinina 0.13 mM, acid malic 1 mM, piruvat 0.3
mM, lactat 2.1 mM, a-cetoglutarat 1 mM i insulina 4 UI/I.
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En el cas del ronyd, el flux de perfusio era variable, mantenint una pressié maxima
de 60 mm Hg.
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Figura 3.1. Esquema del sistema per reperfondre el rony0 aillat de rata (IPK).

3.2.GRUPS EXPERIMENTALS

Grup Control o Sham: Aquest grup es va dissenyar amb la finalitat de determinar els
efectes del procediment quirurgic i aixi diferenciar-los dels efectes consequiiencia
directa de la isquemia o dels efectes conseqiiencia de la I/R. Els animals destinats
aquest grup eren sotmesos a tota la operacié d’extraccié de I'dorgan, el qual era
immediatament processat sense periode de CI.

3.2.1. ESTUDI 1

Amb la finalitat de determinar la implicacié de I'adenosina i de la xantina sobre
I'apoptosi durant la I/R intestinal i coneixer quin era el paper del NO en aquest
procés es va realitzar I'estudi 1.

Per tal de seleccionar un temps d’isquémia adequat (en el qual es pogués detectar
alteracions en els parametres apoptotics i variacions en el nivell de nucleotids), es va
dur a terme un estudi pilot en el que es va mesurar el nivell de nucleotids tissulars,
I'alliberacio de lactat deshidrogenasa al medi de preservacio i la fragmentacio de
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I’ADN a diferents temps de preservacié. D’aquest estudi previ se’n va triar les 3 h
d’isquemia.

L’efecte de la xantina durant la I/R intestinal es va avaluar a traves de I'administracid
d’aquesta substancia durant la CI. La teofil-lina, un antagonista competitiu dels
receptors d’adenosina (164), es va afegir a la solucié de preservacié amb I'objectiu
d’'avaluar I'efecte que tenia la supressio de la funcié de I'adenosina. L’efecte d’un
excés d’adenosina es va investigar mitjancant I'addicié directa d’adenosina a la
solucié de preservacid. Per avaluar si I'efecte de I'adenosina era mediat per I'NO o,
alternativament, si aquest era capa¢ de potenciar I'efecte de I'adenosina o la xantina,
es va afegir a la solucio de preservacio d’altres grups experimentals un donant d’NO:
spermine NONOate (NONOs). Els animals es van assignar de forma aleatoria als 8
grups de I'estudi (n=5):

Grup 1 (Cl): 3 h d’isquémia + 1 h de reperfusio

Grup 2 (CI+X): 3 h disquémia + 1 h de reperfusié + xantina. La xantina es va
dissoldre préeviament en SSF (pH=7.4) i després es va afegir al volum total de UW
usat per animal (40 ml) a una concentraci6 de 0.62 mM. Per tant, la UW amb el que
es va perfondre la llum vascular i la llum intestinal, aixi com el que s'utilitzava per
mantenir I'0rgan en preservacid, era rica en xantina.

Grup 3 (CI+T): 3 h d’isquemia + 1 h de reperfusio + teofil-lina. L’administracio de
teofil-lina (2.8 mM) va seguir el mateix patrd que per la xantina, pero aquesta va ser
dissolta directament als 40 ml de UW.

Grup 4 (CI+T+X): 3 h d'isquémia + 1 h de reperfusid + teofil-lina + xantina. Les dues
substancies, teofil-lina i xantina, es van administrar al mateix temps dissolent-les en
els 40 ml de UW a les concentracions descrites anteriorment.

Grup 5 (CI+X+NONOs): 3 h d’isquémia + 1 h de reperfusié + xantina + NONOs. La
xantina es va administrar com s’ha descrit abans. EIl NONOs (16 mg/kg) es va
resuspendre en 300 ul de tampé fosfat sali (PBS) (pH=7.4) 30 min abans de la seva
administracid. Just abans de la isquemia es va dissoldre en 1 ml de UW i es va
administrar per I’AMS al final de la seva perfusio amb UW.

Grup 6 (CI+A): 3 h d’isquemia + 1 h de reperfusié + adenosina. L’adenosina (0.5 mM)
es va dissoldre directament en els 40 ml de UW.

Grup 7 (CI+T+NONOs): 3 h d’isquémia + 1 h de reperfusié + teofil-lina + NONOs.
Tant la teofil-lina com el NONOs es van administrar com s’ha descrit previament.
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Grup 8 (CI+A+NONOs): 3 h d’isquemia + 1 h de reperfusio + adenosina + NONOs.
L’adenosina i el NONOs es van administrar tal com s’ha descrit anteriorment.

3.2.2. ESTUDI 2

Amb la finalitat d’esbrinar si la FDP podia tenir un paper protector davant el
desenvolupament de I'apoptosi durant la preservacio intestinal i determinar I'efecte
de I'apoptosi durant la preservacié en la translocacid bacteriana al trasplantament, es
va realitzar I'estudi 2.

La FDP es va afegir a la UW amb la intencio d’esbrinar si podia tenir un efecte
antiapoptotic durant la preservacio. A més a més, la teofil-lina també es va
addicionar en el grup tractat amb FDP per saber si I'addicio de les dues substancies
tenia un efecte sinérgic alhora de millorar el desenvolupament d’apoptosi a la
preservacio i, al mateix temps, esbrinar si I'adenosina mediava I'efecte de la FDP
mitjancant els seus receptors. A més a més, un inhibidor de I'adenosina deaminasa
(165), eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina (EHNA), també es va afegir a la soluci6 de
preservacié en aquest grup, per avaluar si l'increment endogen d’adenosina
potenciava o contrarestava I'efecte de la FDP sobre I'apoptosi. Finalment, un grup es
va tractar amb I'inhibidor de caspases zVAD-fmk (166), com a control negatiu. Els
animals es van assignar de forma aleatoria al grups d’estudi (n=5):

Grup 1 (C) Grup control (sham). El jeju es va extreure i es va processar
immediatament sense preservacio freda.

Grup 2 (CI): Grup amb 6 h d’isquemia freda. El jeju es va extreure i es va preservar
en 25 ml de UW durant les 6 h de preservacio.

Grup 3 (CI+FDP): Grup amb 6 h d’isquemia freda + FDP. La FDP (5 mM) es va
dissoldre en el volum total usat per animal (40 ml) a pH 7.4. Per tant, la UW que es
va usar per perfondre la llum vascular i intestinal, aixi com la usada per preservar el
jeju, eren riques en FDP.

Grup 4 (CI+FDP+T): Grup amb 6 h d’isquemia freda + FDP + teofillina.
L’administracio de la teofil-lina (2.8 mM) va seguir el mateix patr6 que la FDP, per
tant, les dos substancies es van dissoldre directament en els 40 ml de solucié de UW.

Grup 5 (CI+FDP+EHNA): Grup amb 6 h d’isquémia freda + FDP + EHNA. La FDP es
va administrar tal com s’ha descrit abans. L’inhibidor de I'adenosina deaminasa,
EHNA (500 ug per animal), es va dissoldre només en els 10 ml de solucié de UW
usats per perfondre la llum intestinal.
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Grup 6 (Cl+zVAD-fmk): Grup amb 6 h d’isquémia freda + zVAD-fmk. L’inhibidor de
caspases ZVAD-fmk (250 ug per animal) es va administrar dissolt en 1 ml de SSF per
la vena cava 1 h abans dels procediments quirdrgics.

Tots aquest grups es van fer per duplicat, de manera que un conjunt dels grups es va
processar al final de les 6 h d’isquémia, i a I'altre se’ls va practicar un trasplantament
intestinal, per tal d’avaluar l'efecte de l'apoptosi durant la preservacio en la
translocacié bacteriana a les 3 h de trasplantament. Aquests altres grups es van
anomenar de la segiient manera:

Grup 7 (Trp): Grup de trasplantament, amb 6 h de preservacié freda i 3 h de
reperfusio.

Grup 8 (Trp+FDP): Grup de trasplantament + FDP. L’administracio de FDP es va fer
de la mateixa manera que en el grup 3.

Grup 9 (Trp+FDP+T): Grup de trasplantament + FDP + teofil-lina. L’administracio de
FDP i teofil-lina es va fer de la mateixa manera que en el grup 4.

Grup 10 (Trp+FDP+EHNA): Grup de trasplantament + FDP + EHNA.
L’administracio de FDP i EHNA es va fer de la mateixa manera que en el grup 5.

Grup 11 (Trp+zVAD-fmk): Grup de trasplantament + zVAD-fmk. L’administracié de
zZVAD-fmk es va fer de la mateixa manera que en el grup 6.

3.2.3. ESTUDI 3

Per tal de dilucidar si les alteracions en el citoesquelet d’actina durant la preservacio
renal indueixen I'apoptosi en la reperfusid i, si aquests esdeveniments, es troben
relacionats de la mateixa manera en el cas dels ronyons provinents de NHBD, es va
dur a terme I'estudi 3.

L’efecte de la WI sobre el citoesquelet i I'apoptosi va ser analitzat en un grup sotmes
a 45 min de WI prévia a la preservacid. Per veure si el trencament del citoesquelet
d’actina produia efectes semblants als de la WI, es van administrar dos agents
disruptors d’aquests microfilaments durant la preservacio: Swinholide A (SwinA) i
Latrunculina B (LB) (Sigma-Aldrich). ElI SwinA trenca els filaments d’actina i
segresta els monomers d’actina en dimers; i la LB, segresta la G-actina impedint-ne la
polimeritzacid i promou la despolimeritzacio de la F-actina (167). Per tal d’avaluar si
I'estabilitzacié de la F-actina tenia algun efecte protector davant el desenvolupament
d’apoptosi es va administrar Jasplakinolide (JP) (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) en
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alguns dels grups que presentaven el citoesquelet d’actina alterat. EI JP estabilitza els
filaments d’actina a través de la seva unio a la F-actina in vitro (167), tot i que els seus
efectes in vivo no sén tan clars, podent induir fins i tot disrupcié o formacid
d’agregats anormals d’aquesta actina polimeritzada (168).

Els animals es va assignar aleatoriament a un dels seglients grups d’estudi (n=8):

Grup 1 (Cl): Grup d’isquémia freda. Els ronyons es van aillar i preservar durant 24 h
en solucio de UW.

Grup 2 (WI+CI): Grup d’isquémia calenta + isquemia freda. Els ronyons van patir 45
min de W1 prévia a I'aillament i preservacio d’aquests.

Grup 3 (CI+SwinA): Grup d’isquéemia freda + Swinholide A. Els ronyons d’aquest
grup van seguir el mateix procediment que en el cas del grup ClI, pero just abans de
la preservacio es van perfondre amb 500 ul de UW que contenia 500 nM de SwinA.

Grup 4 (CI+LB): Grup d’isquémia freda + Latrunculina B. Els ronyons d’aquest grup
van seguir el mateix procediment que en el cas del grup ClI, pero just abans de la
preservacio es van perfondre amb 500 ul de UW que contenia 1 uM de LB.

Grup 5 (CI+JP): Grup d’isquemia freda + Jasplakinolide. Els ronyons d’aquest grup
van seguir el mateix procediment que en el cas del grup ClI, pero just abans de la
preservacio es van perfondre amb 500 ul de UW que contenia 20 nM de JP.

Grup 6 (Cl1+SwinA+JP): Grup d’isquemia freda + Swinholide A + Jasplakinolide. Els
ronyons d’aquest grup van seguir el mateix procediment que en el cas del grup CI,
pero just abans de la preservacio es van perfondre amb 500 ul de UW que contenia
500 nM de SwinA i 20 nM de JP.

Grup 7 (WI+CI+JP): Grup d’isquémia calenta + isquémia freda + Jasplakinolide. Els
ronyons d’aquest grup van ser sotmesos als 45 min de WI com en el cas del grup 2,
pero just abans de comencar aquesta WI se’ls va administrar 1ml de SSF amb JP (20
nM). Després dels 45 min de WI, van ser preservats durant 24 h tal com es va fer en
la resta de grups.

D’aquests grups, 4 animals de cada grup es van utilitzar per estudiar el periode de
preservacio i els altres 4, per avaluar I'apoptosi i la funcié renal a la reperfusid
mitjancant el model d’IPK.
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3.2.4. ESTUDI 4

Amb la finalitat d'avaluar si la Bl és una eina util alhora determinar les
conseqliéncies de la isquémia durant la preservacio renal es va realitzar I'estudi 4.
Aquest estudi es va dur a terme inicialment en un grup amb preservacio sola i un
altre amb 45 min de WI previa.

Donat que un parametre dels obtinguts mitjangant I'estudi multifreqiencial de la
preservacio podia estar relacionat amb les consequéncies del citoesquelet (alteracio
de les membranes i la pérdua de I'arquitectura tissular) es va administrar SwinA, el
qual com ja hem dit, trenca el filaments d’actina i segresta I'actina en dimers (167),
per veure si el trencament directe dels microfilaments produia el mateix patrd
d’evolucio en aquest parametre durant la preservacio que en el cas dels ronyons que
havien patit WI.

Els animals es va assignar aleatoriament a un dels tres grups (n=5):

Grup 1 (CI): Grup d’isquémia freda. Els ronyons es van aillar i preservar durant 24 h
en soluci6 de UW.

Grup 2 (WI+CI): Grup d’isquemia calenta + isquemia freda. Els ronyons van patir 45
min de W1 prévia a I'aillament i preservacio d’aquests.

Grup 3 (ClI+SwinA): Grup d’isquémia freda + Swinholide A. Els ronyons d’aquest
grup van seguir el mateix procediment que en el cas del grup ClI, pero just abans de
la preservacio es van perfondre amb 500 ul de UW que contenia 500 nM de SwinA.
Els ronyons es van aillar i preservar durant 24 h en soluci6 de UW.

3.3. RECOLLIDA DE MOSTRES
3.3.1. INTESTI

Mostres al final de la isquemia

Al final de la preservacio (3 0 6 h), el jeju es va dividir en 3 parts: una es va congelar
immediatament per avaluar els nucleotids i la produccid6 d’NO; una altra es va
processar per analisis histologics i immunohistoquimics (fixacié en formol tamponat
al 4% durant 24 h); i de la Gltima, se’n va extreure la mucosa per determinar
I'activitat i el Western blot de la caspasa-3.
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Mostres al final de la reperfusio

En el primer estudi, en el qual es va reperfondre el jeju ex vivo durant 1 h, el teixit es
va partir en dos al final de la reperfusio: una meitat es va congelar per tal de mesurar
la fragmentacio de I’ADN i I'altre es va fixar per avaluar la mostra histologicament.

En el segon estudi, en el qual es va realitzar un trasplantament heterotopic intestinal,
un cop finalitzat el periode de reperfusié (3 h), els animals es van sacrificar per
puncio cardiaca sota anestesia. En primer lloc, i en condicions d’asépsia, es van agafar
mostres dels ganglis limfatics mesentérics (GLM) del receptor, per les
determinacions microbiologiques. A continuacio, per I'estudi anatomopatologic, es
van extreure mostres d’intesti i es van fixar en formol tamponat al 4%. Per tal de
prevenir possibles diferencies degudes a I'area de I'intesti escollida, totes les mostres
es van obtenir del jeju.

3.3.2. RONYO

Mostres al final de la isquemia

Al final de la preservacid (24 h), el rony6 es va dividir en dos parts: una es va
congelar immediatament per I'avaluacio dels nucleotids i de I'activitat de caspasa-3; i
I'altre, es va fixar per histologia o immunohistoquimica, o es va congelar amb alcohol
polivinilic, polietilenglicol i clorur de dimetilbenzil amoni (OCT) en nitrogen liquid
per I'analisi de la F-actina mitjangant microscopia confocal.

Mostres al final de la reperfusio

Els ronyons que es van reperfondre en el model d’'IPK es van recollir al final de les 3 h
de reperfusid i també es van dividir en dos parts: una es va congelar immediatament per
determinar [l'activitat de la caspasa-3 i laltre es va processar pels analisis
immunohistogquimics.

Mostres de perfusat

Durant les 3 h de perfusio ex vivo es va recollir I'efluent vascular cada 30 min en una
proveta, amb I'objectiu d’avaluar el flux plasmatic renal (FPR). En aquest perfusat s’hi
va determinar la creatinina i I'activitat de la lactat deshidrogenasa (LDH) a les 3 h de
reperfusio.
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3.4. DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES
3.4.1. Determinacio de la concentracié de proteines

La determinacié de proteines és un determinacidé obligatoria per moltes altres
tecniques. En el nostre cas, aquestes es van determinar mitjancant el metode
colorimétric de Bradford amb un reactiu comercial de BioRad (Munic, Alemanya).
Aquest assaig es basa en la reaccié d’una solucio acida del colorant blau de Coomassie
en resposta a diferents concentracions de proteines. La concentracio de proteines en
la mostra és directament proporcional a I'absorbancia observada a una longitud d’ona
A=595 nm. Com a recta patro es va utilitzar una soluci6 d’albdmina en la que el punt
més concentrat era el de 4.375 ug/ml i, a partir d’aquest punt, es realitzaven 6
dilucions meitat. Les dilucions utilitzades eren 1/400 per mostres d’intesti i 1/800 per
mostres de ronyd.

3.4.2. Determinacio de nucleotids, nucleosids i bases puriques

La determinacié d’aquests nucleotids , aixi com també la de la xantina, es va realitzar
per cromatografia liquida d’alta resolucio (HPLC). Breument, les mostres (100-150
mg de pes) van ser homogeneitzades en 1 ml d'HCIO4 al 3.6% i es van mantenir a
0.5°C durant 30 min per la seva extraccid. Transcorregut aquest temps, les mostres es
van centrifugar a 850 g durant 15 min. Els sobrenedants es van ajustar a pH=6-6.5 i
es van centrifugar a 13.000 rpm durant 2 min. Es van injectar aliquotes de 50 ul del
sobrenedant en un cromatograf liquid Waters 717 (Waters, Milford, MA, EUA)
connectat a un detector d'ultravioleta. Les separacions dels diferents nucleodtids i
productes de degradacio es van realitzar a 254 nm (96).

3.4.3. Activitat de caspasa-3

La determinacié de I'activitat de caspasa-3 es va realitzar en la mucosa intestinal
mitjancant una técnica espectrofluorimetrica. La técnica consisteix en la
quantificacié del trencament del substrat especific N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-
amino-4-metilcumarina  (Ac-DEVD-AMC). La mucosa intestinal es va
homogeneitzar i sonicar en un tampé d’assaig (50 mmol/l HEPES, 10% sucrosa, 0.1%
CHAPS, 5 mmol/I ditiotreitol, 5 mmol/l GSSG, 1 mM PMSF; pH 7.4). Es van utilitzar
25 ug de proteina de cada mostra i 12 uM de Ac-DEVD-AMC per realitzar I'assaig.
L’AMC alliberat es va quantificar en intervals de 5 min durant 1 h a 37°C per
espectrofluorimetria utilitzant 380 nm d’excitacié i mesurant a 450 nm d’emissio.

En el cas del ronyd, s’homogeneitzen uns 150 mg de ronyd. Per I'assaig s'utilitzen
250 ug de proteina de cada mostra i 50 uM de Ac-DEVD-AMC. La quantificacio es fa
durant 2 h amb els mateixos parametres.
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Les pendents obtingudes de les cinétiques d’escissié del substrat permeten calcular la
quantitat d’AMC alliberat per temps i per quantitat de proteina (extrapolant a la
corba d’AMC). Els resultat s’expressen en pmols d’AMC alliberat per mg de proteina
i min.

3.4.4. Fragmentaci6 d’ADN

La quantitat d’ADN fragmentat es va determinar mitjangcant una modificacio del
metode reportat per Ikeda (93). Les mostres de mucosa intestinal es van barrejar amb
500 ml de PBS, tot pipetejant de forma vigorosa, i després es van centrifugar durant 5
min a 3.000 rpm. Els pellets es van lisar amb 0.4 ml del tampo de lisi (10 mM Tris, 10
mM EDTA, pH 8.0) amb 0.5% Trit6 X-100, i després es van centrifugar a 15.000 rpm
durant 20 min per separar I’ADN intacte de la cromatina fragmentada. El
sobrenedant, el qual conté ’ADN fragmentat, es va dispensar en un altre tub i les dos
fraccions es van precipitar amb 0.4 ml d’acid percloric 1N tot barrejant-los i despres
deixant-los reposar durant 30 min a 4°C. Els precipitats es van sedimentar a 15.000
rpm durant 20 min. Es va tornar a afegir acid percloric (0.1 ml 1N) als pellets i es van
barrejar vigorosament amb la pipeta. Despreés es van bullir les mostres durant 5 min
per hidrolitzar ’ADN. L’ADN es va quantificar mitjancant I'addici6 de difenilamina
(169) i la lectura de les mostres a 595 nm en I'espectrofotometre. El percentatge de
fragmentacié d’ADN es defineix com la quantitat d’ADN del sobrenedant respecte el
total de la mostra (sobrenedant + pellet).

3.4.5. Determinaci6 d’oxid nitric

La produccié de NO en el teixit intestinal es va determinar a través de I'acumulacio
tissular de nitrats i nitrits. Un tros d’intesti congelat es va homogeneitzar en 1 ml de
PBS (pH=7.4) a 4°C. En aquests homogenats s’hi va determinar la concentracié de
proteines. Els homogenats es van centrifugar a 40.000 g durant 60 min i 450 ul del
sobrenedant es va filtrar per centrifugacié mitjancant filtres amb tall de pes
molecular a 10.000 kDa (Ultrafree-MC, Millipore). L’assaig de nitrits es va dur a
terme seguint les instruccions d'un assaig comercial, Cayman Chemical
Nitrate/Nitrite assay kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, EUA). Per tal de
que els nitrits es converteixin en nitrats, es van incubar 80 ul dels filtrats amb
I'enzim nitrat reductasa i els seus cofactors durant 3 h a temperatura ambient. Al
final del periode d’incubacio, els reactius de Griess s’afegeixen a les mostres i es
deixen durant 10 min a temperatura ambient. Finalment, les mostres es llegeixen a
540 nm i la concentracié de nitrits es calcula mitjangant la corba de nitrat estandard.
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3.4.6. Western blot de caspasa-3

La mucosa intestinal congelada es va homogeneitzar amb el mateix tampd que es va
utilitzar per la determinacié de I'activitat de la caspasa-3 i se'n va quantificar la
proteina. Es van dispensar 80 ug de proteina per mostra i carril, i es van separar per
electroforesi en un gel de SDS del 16%. Les proteines es van transferir a una
membrana de nitrocel-lulosa, que després va ser bloquejada amb 5% de llet
descremada en pols al 0.06% Tween-TBS durant 1 h. Les membranes es van incubar
amb l'anticos primari contra caspasa-3 (dilucidé 1:800; Serotec lab., Oxford, Regne
Unit) durant tota la nit a 4°C. L’endema, les membranes es van rentar 5 cops amb
0.06 % Tween-TBS i després es van incubar durant 1 h amb l'anticos secundari
contra conill conjugat amb HRP (dilucié 1:5000; Sigma-Aldrich), a temperatura
ambient. Després, les membranes es van rentar 5 cops amb 0.06% Tween-TBS i tot
seguit es va procedir a la deteccio amb ECL.

3.4.7. Determinaci6 de creatinina

La creatinina es va determinar en el perfusat renal mitjancant un assaig comercial
(Sigma-Aldrich).

3.4.8. Determinacio de I'activitat de lactat deshidrogenasa

L’activitat de LDH es va determinar mitjancant un assaig comercial (Roche Applied
Science, Manheim, Alemanya).

3.5. HISTOLOGIA | IMMUNOHISTOQUIMICA
3.5.1. Histologia intestinal

Les mostres intestinals destinades a I'estudi anatomopatologic es van fixar en formol
tamponat al 4% durant 24 h. Després de la seva inclusio en parafina, es van realitzar
talls a 4 wm de gruix i es van tenyir amb hematoxilina i eosina (H&E) per la seva
valoracid. Aquesta valoraciod va ser duta a terme per 3 observadors independents, tot
seguint la classificacio de Park i col. (148) (Taula 3.2.).
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Taula 3.2. Criteris microscopics en la gradacio del dany intestinal segons la
classificacid de Park (148).

GRAU DESCRIPCIO
0 mucosa normal
1 espai subepitelial a la punta de la vellositat
2 espai subepitelial més extens
3 aixecament epitelial al llarg dels costats de la vellositat
4 denudacié de la vellositat
5 pérdua del teixit de la vellositat
6 infart de les criptes
7 infart transmucosal
8 infart transmural

El grau d’apoptosi va ser avaluat segons el nombre de cossos apoptotics observats a
les criptes intestinals al cap d’1l h de reperfusié i numerats com a: 1 (menys de tres
C0ss0s apoptotics per cripta), 2 (de tres a cinc cossos apoptotics per cripta) i 3 (més de
cinc cossos apoptotics per cripta).

3.5.2. Histologia renal

Les mostres de rony6 en aquest cas es van fixar amb solucié de Bouin. Es van fer talls
de 3 um de gruix i es van tenyir amb les tincions de H&E i de PAS (periodic acid
Schiff). Per la determinaci6é quantitativa del dany renal es va seguir la metodologia
descrita per Goujon i col. (170). Es van valorar en una escala del 1 al 5 diferents
patrons morfologics tipics del dany renal per isquémia (edema intersticial, edema
intracel-lular, desenganxament cel-lular i integritat de BB) essent: 1, cap anormalitat;
2, petites lesions afectant al 10% de la mostra; 3, lesions afectant al 25% de la mostra;
4, lesions afectant al 50% de la mostra; 5 lesions afectant a més del 75% de la mostra.

3.5.3. Immunohistoquimica de caspasa-3

Un segment del jeju es va fixar amb formol tamponat al 4% durant 24 h. El teixit es
va incloure en parafina i es va tallar en seccions de 3 um de gruix. Els talls es van
desparafinar i es van incubar durant 20 min amb peroxid d’hidrogen al 3%, per tal de
bloquejar la peroxidasa endogena. Després es va desemmascarar I'antigen tot bullint
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les mostres durant 20 min amb EDTA 1 mM (pH=8) al 10%. Els talls es van incubar
durant 1 h amb serum fetal bovi i, despreés de rentar-los, es van incubar amb I'anticos
policlonal contra caspasa-3 activa (dilucié 1:10.000; BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego, CA, EUA) durant tota la nit a 4°C. Després de rentar els talls, es van
incubar amb l'anticos secundari biotinilat contra conill (dilucié 1:500; Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) durant 1 h. Els complexes antigen-anticos
es van detectar a través de la incubacié dels talls amb avidina-HRP (dilucié 1:2000;
Vector Laboratories) durant 1 h. El color es va desenvolupar mitjancant I'addicio del
cromogen diaminobenzidina (DAB) (Vector Laboratories) durant 10 min juntament
amb peroxid d’hidrogen i contrastat amb hematoxilina.

En el cas del ronyo, el metode que es va seguir va ser diferent. Els talls a 3-5 pm es
van desparafinar i es van autoclavar per desemmascarar l'antigen durant 1 h amb
0.01 M de citrat sodic a pH 6.0. L’activitat de la peroxidasa endogena es va bloquejar
tot incubant els talls amb peroxid d’hidrogen al 3% durant 30 min. Després es van
seguir bloquejant amb serum de cabra al 3% durant 20 min (Sigma-Aldrich) i despreés
amb un assaig de bloqueig d’avidina i biotina endogenes (Vector Laboratories). Els
talls es van incubar amb I'anticos policlonal primari contra caspasa-3 activa (dilucio
1:200; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA) durant tota la nit a 4°C.
Després de rentar els talls, es van incubar amb I'anticos secundari contra conill
biotinilat (dilucié 1:500; Vector Laboratories) durant 30 min. Els complexes antigen-
anticos es van detectar mitjangant la incubacié amb I'assaig vectastain ABC (Vector
Laboratories) durant 30 min, revelats després amb DAB durant 5 min en preséncia
de peroxid d’hidrogen i contrastats amb hematoxilina.

3.5.4. TUNEL

La deteccio de la fragmentacié de I’ADN es va realitzar segons la técnica del TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyltransferase d’UTP Nick End Labeling). Es va utilitzar un
assaig per intesti i un altre de diferent per rony6. En ambdos casos, els teixits havien
estat previament fixats en formol tamponat al 4% durant 24 h i inclosos en parafina.

En el cas d’intesti es va utilitzar In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche Applied
Science). Les seccions es van tallar a 3 um, un cop desparafinats, els talls es van
tractar per desemmascarar I'antigen mitjancant I'irradiacié de microones durant 10
min en EDTA a I'1%. Després es va procedir al marcatge tot seguint les instruccions
del fabricant. Al final, els talls es van contrastar amb hematoxilina.

En el cas del ronyd es va utilitzar ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kit (Intergen Company, NY, EUA). Les seccions es van tallar a 5 um i un cop
desparafinats, els talls es van tractar amb proteinasa K (20 pg/ml) durant 30 min.
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Després de rentar-los, la peroxidasa endogena es va bloquejar mitjancant peroxid
d’hidrogen al 3% en PBS durant 5 min. Després de tornar a rentar-los, es va dur a
terme el marcatge segons les instruccions del fabricant. Finalment les mostres es van
revelar a través de I'addicio de DAB durant 5 min i contrastar amb hematoxilina.

3.5.5. Microscopia confocal

Tal com s’extreia el ronyd, es partia per la meitat i es submergia en un petit motlle
amb OCT (Tissue-Tek OCT compound, Sakura, Torrance, CA, EUA), congelant-lo
immediatament en nitrogen liquid sense fixacio prévia. Els talls fets amb el criotom a
5 um es fixaven en formol tamponat al 4% durant 10 min i després es
permeabilitzaven amb PBS (el qual contenia 0.1% Tritdé X-100 i 1% BSA) durant 30
min. Per la visualitzacio de la F-actina, els talls s'incubaven amb Alexa Fluor 568-
phalloidin (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA) en PBS amb 1% BSA, dilucid
1:40, durant 30 min. Els talls es rentaven tres cops durant 5 min amb PBS i finalment
es muntaven amb mowiol (Calbiochem). Les imatges s’obtenien mitjancant un
microscopi confocal laser Leica TCS NT (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanya)
amb l'objectiu 100x d'oli d’immersio, realitzat en el servei de la Unitat de
Microscopia de la Facultat de Medicina de la UB.

3.6. DETERMINACIO MICROBIOLOGICA DE LA TRANSLOCACIO
BACTERIANA

Es va realitzar una determinacié quantitativa de gérmens de tots els animals de
I'estudi. Després del sacrifici de I'animal, en condicions d’asépsia, es van agafar
mostres de GLM del receptor. Aquestes mostres es van homogeneitzar en 2 ml de
SSF i es van sembrar en 0.01 ml en plagues amb medis Agar-sang (medi enriquit per
tota classe de bacteris) i Agar-McConkey (medi que inhibeix el creixement de
gérmens Gram-positius afavorint als Gram-negatius). Es van incubar a 37°C i la
lectura es va realitzar a les 48 i a les 72 h per un observador independent de forma
cega. Els resultats es va expressar mitjangant el logaritme d’Unitats Formadores de
Colonies per gram de teixit (UFC/g teixit).

3.7. MESURES DE FLUX

El FPR es mesurava mitjancant la recollida en una proveta graduada de I'efluent
vends durant un min.
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3.8. MONITORITZACIO DE LA BIOIMPEDANCIA | PROCESSAMENT DE
LES DADES

La Bl es va mesurar utilitzant una sonda de silici (9 mm x 0.5 mm x 0.6 mm) amb
quatre electrodes de plati (300 um x 300 um). L’equip de mesura consistia en un
analitzador comercial d'impedancia (S11260, Solartron Analytical, Cambridge, Regne
Unit), un frontal per millorar les caracteristiques d’entrada (CMRR i impedancia
d’entrada), un modul de multiplexacié de quatre canals format per relés de quatre
circuits i un ordinador que controlava els subsistemes i emmagatzemava les dades de
I'analitzador. El sistema estava configurat per realitzar un escombrat freqtiencial de
100 Hz a 100 kHz cada 30 segons. Es va seleccionar un voltatge de 20 mV fet que
implica que la corrent injectada maxima fos de 7 uA (171).

Per cada sonda, el sistema de mesura genera un fitxer que conté la seqiiencia de
valors de modul i fase per freqiéncia i instant de temps. Per si mateixes aquestes
dades poden ser utils en molts casos (171). De totes maneres, la caracteritzacio
frequencial (multifreqiiencial) de la BI sempre proporciona més informacio i pot ser
atil per diferenciar situacions amb major claredat.

La caracteritzacié freqlencial de la Bl sol fer-se a partir d’'una modelitzaci6 de la
resposta segons un model matematic o circuital. En aquest treball, la resposta per
cada instant ha sigut modelada segons I'equacié Cole-Cole d’'una Unica dispersio
(172). Aquesta modelitzacio fa que a tres frequiéncies concretes (681 Hz, 2154 Hz i
14678 Hz) s'obtingui un semicercle en la representacié en el pla complex (y= part
imaginaria, x= part real). Aixi doncs I'espectrograma de la impedancia es caracteritza
amb el model matematic descrit per aquest model (equaci6 de Cole) (172) :

Z-Rr_+ 2R AR =R, -R.,

1+ (jot)*

on Z és el valor de la impedancia a la frequéncia o, j és el nUmero complex (-1)¥?,
R.. és la impedancia a frequéncia infinita, Ro és la impedancia a freqiiéncia zero, T és
la constant caracteristica del temps i o és un parametre sense dimensié que varia
entre01i 1.

Per cada temps i mostra, els parametres R.., Ro, T i o s'ajusten, per tal de reproduir
I'espectrograma de la impedancia. Aquest ajustament es fa automaticament a partir
de les mesures a tres frequencies especifiques (681 Hz, 2154 Hz i 4678 Hz),
mitjancant I'arc que comprén el punts de la part real i la part imaginaria per aquestes
frequiencies en I'arc de Nyquist. Freqiiéncies més altes 0 més baixes no sén adequades
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en aquest cas perqueé els errors introduits per I'agulla i les limitacions del sistema sén
prou significants i distorsionen la resposta en el model de Cole (171).

La sonda s’inseria ortogonalment al rony0 mitjancant puncié directa, quedant el
centre del conjunt d’eléctrodes a uns 5 mm de profunditat. Es interessant destacar
que l'agulla es manté estable en el rony6 degut a la seva propia forma i que el
conjunt queda totalment submergit en UW sense que aixo afecti aparentment a les
mesures.

Després d’ajustar els valors, s’obtenien les constants de Cole (R.., Ro, T i o),
expressades com a mitjana £ error estandard de la mitjana. Es va fer atencio especial
a cert punts de la preservacié (0.5, 2, 4, 8 i 24 h), tot i que es va monitoritzar durant
les 24 h.

3.9. ESTUDI ESTADISTIC

Les dades es van expressar com el valor de la mitjana + I'error estandard de la
mitjana (SEM). L’estudi estadistic es va realitzar mitjangant I'analisi de la variancia
(ANOVA) i la determinacid del nivell de significancia estadistica amb el testde la T
de Student. Les diferencies significatives es van assumir a un error maxim d’alfa del
5% (p<0.05). En el cas dels estudis histopatologics, les mitjanes dels diferents grups
es van comparar utilitzant el test de la U de Mann-Whitney i les diferencies també
es van assumir com a significatives quan p<0.05 .
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Resultats

4.1. ESTUDI 1

Aquest estudi perseguia avaluar si la xantina i I’'adenosina, substancies els nivells de
les quals es modifiqguen proporcionalment a la duracié de la isquémia, podien
determinar el grau de mort cel-lular (apoptosi/necrosi) durant la I/R, aixi com
coneixer el paper de I'NO durant aquest procés. Per aix0, es van estudiar els segiients
grups: Cl, isquémia freda; CI+X, efecte de la xantina; CI+T, efecte de I'adenosina
(bloquejant els seus receptors a través de la teofil-lina); CI+A, efecte de I'excés
d’adenosina; CI+T+X, efecte de la xantina per si sola, i CI+T+NONOs, CI+A+NONOs,
CI+X+NONOs, paper de I'NO en l'accid de I'adenosina.

4.1.1. Nucleotids d’adenina, adenosina i xantina a les 3 h de preservacio.

El total de nucledtids d’adenina (TAN=ATP+ADP+AMP) no va mostrar cap
diferéncia entre els diferents grups al final de la isquémia (Figura 4.1.1.).

La Figura 4.1.2. mostra els nivells tissulars de xantina al final de la isquemia. Tal i
com s’esperava, la xantina es va acumular de forma significativa en el teixit intestinal
dels grups en els que es va administrar xantina de forma exogena (grups Cl+X,
CI+T+X i CI+X+NONOS).

Pel que fa I'adenosina, aquesta va augmentar de forma significativa en aquells grups
en els que es va administrar adenosina o xantina exogenament (Figura 4.1.3.).
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Figura4.1.1. (A i B). Nivells intestinals d’ATP+ADP+AMP a les 3 h de preservacio. Cl, isquémia freda;
X, xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOate; A, adenosina. Els valors s’expressen com la
mitjana + SEM.
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Figura 4.1.2. (A i B). Nivells intestinals de xantina a les 3 h de preservacid. Cl, isquemia freda; X,
xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOate; A, adenosina. Els valors s’expressen com la
mitjana £ SEM. *p<0.05 vs. CI.

600 600+
B 500 S 500
E E
2 4004 2 400 +
= + £
g 300 e . & 300
8 e
£ 200 £ 200-
g g
100- 100
o ; | N = [
cl Cl+X CHT CHT+X CHX+NONOs cl CHA CHT  CHT+NONOs CI+A+NONOs

Figura 4.1.3. (A i B). Nivells intestinals d’adenosina a les 3 h de preservacid. Cl, isquémia freda; X,
xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOate; A, adenosina. Els valors s’expressen com la
mitjana + SEM. *p<0.05 vs. CI.

4.1.2. Estudi de parametres apoptotics durant la I/R intestinal.

La fragmentacié de ’ADN es va determinar a la mucosa jejunal després de la I/R. El
percentatge d’ADN fragmentat va incrementar significativament quan es va
administrar xantina (grup CI+X) (Figura 4.1.4.A.). En canvi, quan es va administrar
teofil-lina (grup CI+T), el percentatge d’ADN fragmentat va disminuir a valors
significativament més baixos que els trobats en el grup Cl. Aquest efecte es va
revertir quan es va administrar xantina al grup anterior tractat amb teofil-lina
(CI+T+X). L'administracié de xantina juntament amb NONOs (grup ClI+X+NONOs)
també va incrementar el percentatge d’ADN fragmentat després de la reperfusio
comparat amb el grup CI.

La Figura 4.1.4.B. mostra que l'administracié d’adenosina sola (grup CI+A) o
juntament amb NONOs (grup CI+A+NONOSs) incrementa significativament la
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fragmentacié de ’'ADN. A més a més, I'administraci6 de NONOs juntament amb
teofil-lina (grup CI+T+NONOs) va revertir l'efecte de la teofil-lina sobre la
fragmentacié de I’ADN, incrementant-la significativament.

L’activitat de caspasa-3 es va emprar com a un indicador més primerenc de
I'apoptosi. Com es pot veure en la Figura 4.1.5.A., l'activitat de la caspasa-3 va
mostrar una tendencia a disminuir quan es va administrar teofil-lina (grup CI+T).
Quan es va administrar xantina sola (grup CI+X), amb teofil-lina (grup CI+T+X) o
amb NONOs (grup CI+X+NONOs), Ilactivitat de caspasa-3 va augmentar
significativament comparat amb la observada en el grup CI. A la Figura 4.1.5.B. s’hi
observa que l'administracié d’adenosina (CI+A) també incrementa Il'activitat de
caspasa-3 al final de la isquemia. L’efecte de la teofil-lina va ser revertit quan se li va
administrar NONOs de forma concomitant (grup CI+T+NONOs): la caspasa-3 va
augmentar un altre cop de forma significativa. L’administracié d’adenosina
juntament amb NONOs també va incrementar I'activitat de caspasa-3 (grup
CI+A+NONO:s).
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Figura 4.1.4. (A i B). Fragmentacié de I’ADN (%) en la mucosa jejunal després de 3 h de preservacid i
1 h de reperfusid. Cl, isquemia freda; X, xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOQOate; A,
adenosina. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM. *p<0.05 vs. CI.
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Figura4.1.5. (A i B). Activitat de caspasa-3 en la mucosa jejunal després de 3 h de preservacié i 1 h de
reperfusio. Cl, isquémia freda; X, xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOate; A, adenosina.
Els valors s’expressen com la mitjana £ SEM. *p<0.05 vs. CI.
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4.1.3. Generacio6 d’oxid nitric al final de la isquemia.

La Figura 4.1.6.A. mostra la generaci6 intestinal d’NO, avaluada com a producci6 de
nitrats i nitrits. EI grup on es va administrar xantina de forma exdgena va mostrar
una tendéncia no significativa a incrementar I'acumulacio d’'NO (CI+X). Tal com
s’esperava, quan el receptor d’adenosina es va blogquejar a través de I'administracio de
teofil-lina (CI1+T), hi va haver molt poca acumulacié d’'NO i els nivells trobats van ser
significativament més baixos que els del grup Cl. L’addici6 de xantina a la teofil-lina
(grup CI+T+X) no va tenir cap efecte: la producciéo d’NO es va mantenir baixa. En
canvi, la produccio d’NO va augmentar quan es va administrar NONOs juntament
amb xantina (grup ClI+X+NONO:s).

A la Figura 4.1.6.B. s’hi observa que l'administracio d’adenosina incrementa
significativament la generacié d’'NO comparat amb la trobada en el grup CI després
de la isquemia. Tal com era d’esperar, quan un donant d’'NO va ser coadministrat
amb la teofil-lina (grup CI+T+NONOs) o amb I'adenosina (grup CI+A+NONO:s), es
van detectar nivells de produccié d’NO més alts.
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Figura 4.1.6. (A i B). Produccid de nitrats i nitrits a I'intesti després de 3 h de preservacio. Cl,
isquémia freda; X, xantina; T, teofil-lina, NONOs, spermine NONOate; A, adenosina. Els valors
s’expressen com la mitjana + SEM. *p<0.05 vs. CI.
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4.1.4. Estudi anatomopatologic.

La taula 1 i la Figura 4.1.7. mostren el grau de dany histologic a les 3 h d’isquémia
d’acord amb la classificacid de Park, i el grau d’apoptosi a les criptes intestinals
després d’'1 h de reperfusio.

El dany histologic no va mostrar diferéncies quan es va administrar teofil-lina (grup
CI+T) comparant amb el grup CI. En canvi, aquest dany va augmentar lleugerament
en el grups en que es van administrar xantina o adenosina (grup CI+X, i CI+A), o en
els grups que es va administrar NONOs. El grau més alt de dany histologic es va
trobar en el grup en que es administrar teofil-lina i xantina de forma conjunta
(CI+T+X).

Respecte el grau d’apoptosi en les criptes intestinals després de la reperfusiod, la
majoria dels tractaments van mostrar un increment en el nombre de cossos
apoptotics comparat amb el grup Cl: només el grup tractat amb teofil-lina (grup
CI+T) va mostrar una disminuci6. El grau més alt de cossos apoptotics es va trobar en
els grups on es va administrar NONOs (grup CI+T+NONOs, CI+X+NONOs i
CI+A+NONO:s) i en el grup tractat amb adenosina (grup CI+A).

Taula 4.1.1. Lesions histologiques observades a la mucosa intestinal després de 3 h d’isquémia i
apoptosi a les criptes intestinals al cap d'1 h de reperfusid.

GRUPS DANY TISSULAR APOPTOSI (REPERFUSIO)
Cl 1 2

Cl+X 1-2 2-3

Cl+T 1 1-2

Cl+T+X 2-3 2-3

Cl + X+ NONOs 1-2 3

Cl+A 1-2 3

Cl+ T+ NONOs 1-2 3

Cl+ A+ NONOs 1-2 3
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Figura 4.1.7. Seccions histologiques d’intesti prim de rata. (A) Arquitectura i
longitud de les vellositats normals (Park 0-1), representativa dels grups Cl i CI+T.
(B) Espai de Gruenhagen extés al llarg de la meitat de la vellositat (Park 2),
representatiu  dels grups CI+X, CI+X+NONOs, CI+A, CI+T+NONOs i
CI+A+NONOs. (C) Despreniment total de I'epiteli de la vellositat (Park 3)
representatiu del grup CI+T+X. (D) Criptes intestinals mostrant algun cos
apoptotic ocasional (fletxa) representatiu del grup CI+T. (E) Criptes intestinals
mostrant gran nombre de cossos apoptotics a I'epiteli, la llum i la lamina propia
(fletxes), corresponent al grup CI+T+NONOs (H&E; x100 A,B,C; x400 D,E).
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4.2. ESTUDI 2

Aquest estudi pretenia avaluar: 1) si la FDP tenia un efecte protector de I'apoptosi en
la preservacio intestinal, 2) el paper de I'adenosina en relacio a la FDP i 3) I'efecte de
I'apoptosi en la translocacié bacteriana. Es van estudiar els seguents grups: CI,
isquemia freda; CI+FDP, efecte de la FDP; CI+FDP+T, efecte del bloqueig de
receptors d’adenosina sobre la FDP; CI+FDP+EHNA, efecte de I'acumulacid
endogena d’adenosina sobre la FDP; Cl+zVAD-fmk, control negatiu; i Trp, Trp+FDP,
Trp+FDP+T, Trp+FDP+EHNA, Trp+zVAD-fmk, estudi del trasplantament en els
diferents grups.

4.2.1. Nivells d’ATP i adenosina al final de la isquemia

La Figura 4.2.1. mostra els nivells tissulars d’adenosina a les 6 h de preservacio freda.
Aquests nivells van disminuir al cap de 6 h de preservacio, comparat amb el grup
control, i van incrementar significativament en els grups tractats amb FDP i FDP
amb teofil-lina (CI+FDP, CI+FDP+T). L’addicié de [I'inhibidor de [I'adenosina
deaminasa (EHNA) al grup amb FDP (CI+FDP+EHNA) va incrementar encara mes
els nivells d’adenosina. El tractament amb I'inhibidor de caspasa-3 (Cl+zVAD-fmk)
no va mostrar cap canvi significatiu comparat amb el grup CI.

Tal com s’esperava, el nivells d’ATP al cap de 6 h de preservacié freda van disminuir
comparat amb el grup control. En canvi, cap dels grups estudiats va tenir efecte en
els nivells d’ATP, comparat amb el grup CI (Figura 4.2.2.).
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Figura 4.2.1. Nivells intestinals d’adenosina (pmol/mg) després de 6 h d’isquémia freda. C, control; Cl,
isquémia freda; FDP, fructosa-1, 6-difosfat; EHNA, eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina; T, teofil-lina;
zZVAD-fmk, z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.
*p<0.05 vs. C; +p<0.05 vs. CI.
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Figura 4.2.2. Nivells intestinals d’ATP (pmol/mg) després de 6 h d’isquémia freda. C, control; Cl,
isquémia freda; FDP, fructosa-1, 6-difosfat; EHNA, eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina; T, teofil-lina;
zZVAD-fmk, z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.
*p<0.05 vs. C.

4.2.2. Estudi de I'apoptosi al final de la isquémia

A la Figura 4.2.3. es pot observar l'activitat de caspasa-3 al final del periode de
preservacio. A les 6 h de preservacid, la caspasa-3 va augmentar significativament
comparat amb el grup control. L’addicié de FDP a la solucié de preservacio va
disminuir significativament aquesta activitat, comparat amb el grup Cl. Quan es va
administrar teofil-lina juntament amb FDP (grup CI+FDP+T), aquesta disminucié va
ser encara més pronunciada i, fins i tot, significativament més baixa que en el grup
CI+FDP. Per contra, l'addici6 de [Iinhibidor de [I'adenosina deaminasa
(CI+FDP+EHNA) va retornar I'activitat de caspasa-3 a nivells semblants als del grup
Cl. Tal com era d’esperar, I'administracié de I'inhibidor zVAD-fmk va disminuir
significativament I'activitat de caspasa-3 al cap de 6 h d’isquemia freda, tot i que, a la
dosi administrada, l'inhibidor no va ser capa¢ d’eliminar l'activitat de caspasa
completament.

Per tal de confirmar els resultats en l'activacio de caspasa-3, es va analitzar
mitjancant la técnica del Western blot la preséncia de la forma activa (trencada)
d’aquest enzim (17 kDa). La correlacio entre els dos parametres va ser alta, tal com es
pot observar en la Figura 4.2.4. La intensitat de la banda de caspasa-3 trencada va
incrementar a les 6 h de Cl, comparat amb el control. La poca activitat trobada en el
grup tractat amb teofil-lina (CI+FDP+T) va ser concomitant a la disminucié en
I'expressi6 de la caspasa-3 trencada, mentre que [I'addici6 d’EHNA (grup
CI+FDP+EHNA) va incrementar-ne I'expressio. Pel que fa el grup tractat amb FDP o
inhibidor de les caspases (grups CI+FDP i Cl+zVAD-fmk) van mostrar una
disminucié en la intensitat de la banda comparat amb el grup ClI, pero I'efecte va ser
menys marcat que I'observat en el grup tractat amb teofil-lina.
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Els resultats obtinguts en els analisis immunohistoquimics i el marcatge amb TUNEL
van avenir-se amb els altres parametres apoptotics (Figura 4.2.5.). El grup control va
mostrar marcatge positiu pel fragment actiu de la caspasa-3 en algunes cel-lules de
les puntes de les vellositats i en algunes cel-lules aillades de la lamina propia, les
quals van incrementar en nombre després de les 6 h de preservaci6. Comparant la
quantitat d’'immunoreactivitat dels diferents grups amb el grup CI, vam poder
observar que el grup tractat amb FDP va mostrar una tendéncia a disminuir (Fig.
4.2.5.A.), disminucié que va ser més evident quan s’hi va afegir teofil-lina (Fig.
4.25.C.). Laddici6 d’EHNA al grup tractat amb FDP (CI+FDP+EHNA) va
incrementar novament la immunoreactivitat de les mostres (Fig. 4.2.5.B.). L’estudi
de marcatge per TUNEL es va centrar en analitzar la presencia de marcatge positiu a
les criptes intestinals. EI nombre de cél-lules TUNEL-positives es va calcular en 50
criptes per mostra (Taula 4.2.1.). La tendencia general va ser la mateixa que la
observada en la resta de parametres (Fig. 4.2.5.D/E/F.).
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CI+FDP CI+FDP+T CI+FDP+EHNA Cl+zVAD-fmk

Figura 4.2.3. Activitat de caspasa-3 (pmols AMC/mg prot/min) en la mucosa del jeju després de 6 h
d’isquemia freda. C, control; Cl, isquémia freda; FDP, fructosa-1, 6-difosfat; EHNA, eritro-9-(2-
hidroxi-3-nonil)adenina; T, teofillina; zVAD-fmk, z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona. Els
valors s’expressen com la mitjana = SEM. *p<0.05 vs. C; +p<0.05 vs. ClI.

91



Resultats

Caspasa-3
c— » - » Activa
(17 kDa)
C cl CI+FDP  CI+FDP+T CI+FDP Cl+zVAD-fmk
+EHNA
1564 .
8o
-y
T L:) S *
©
‘.Q-.; g (%) 104
S0
Sad
‘9‘ n u
€3¢
0_
Cl CI+FDP CI+FDP+T CI+FDP+EHNA Cl+zVAD-fmk

Figura 4.2.4. Expressio de caspasa-3 trencada en la mucosa del jeju al cap de 6 h d’isquémia freda. El
grafic addicional compara la intensitat neta en I'analisi del Western blot dels diferents grups respecte
el control. La membrana es va rentar i s’hi va determinar la b-actina com a control de carrega. (Dades
representatives de quatre experiments). C, control; Cl, isquemia freda; FDP, fructosa-1, 6-difosfat;
EHNA, eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina; T, teofilllina; zVAD-fmk, z-Val-Ala-Asp(OMe)-
fluorometilcetona. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM. *p<0.05 vs. C; +p<0.05 vs. CI.
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Figura 4.2.5. Estudi de I'apoptosi en les criptes i vellositats jejunals al final de les 6 h de preservacié en
seccions de parafina. S'observen 3 seccions representatives marcades amb la caspasa-3 per
immunohistoquimica i ’'ADN fragmentat per la téecnica de TUNEL. A, B, C: el marcatge marré mostra
I'expressi6 de caspasa-3 activa en I'epiteli intestinal del grup CI+FDP (A) amb algunes cél-lules
positives a les puntes de les vellositats (fletxes); el grup CI+FDP+EHNA (B) on s'observa gran
quantitat de marcatge positiu al llarg de les vellositats (fletxes); i el grup CI+FDP+T (C) on només
alguna cel-lula puntual presenta marcatge positiu a la punta de la vellositat (fletxa). D, E, F: el
marcatge vermell representa les cel-lules positives a TUNEL en les criptes intestinals de tres grups
representatius, (D) presenta poques cel-lules positives en els criptes del grup CI+FDP; (E) presenta
gran nombre de cel-lules positives en el grup CI+FDP+EHNA, mentre que en el grup CI+FDP+T no
se’'n observa cap de positiva (F) (Augments A, B, C: x200; D, E, F: x400).
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Taula 4.2.1. Estudi de I'apoptosi en les criptes jejunals a les 6 h d’isquémia mitjancant la tecnica
de TUNEL.

GRUP NUM. DE CEL-LULES TUNEL-POSITIVES / 50 CRIPTES
C 3.67 +2.68

Cl 23.33 +4.32*

CI+FDP 10.00 + 0.71*"

CI+FDP+T 0.67 £ 0.82"

CI+FDP+ EHNA 48.33 + 8.90*"

Cl+zVADfmk 6.00 £ 1.41"

*p<0.05 vs. C. ; *p<0.05 vs. Cl. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.

4.2.3. Avaluacio histologica al trasplantament

La taula 4.2.2. i la Figura 4.2.6. mostren el grau de dany histologic avaluat segons la
classificacio de Park al cap de 6 h de Cl i 3 h de reperfusio. L'arquitectura de les
vellositats era normal en el grup control (sham), corresponent a un grau de lesié 0. El
grau més alt de dany histologic es va trobar en el grup de trasplantament (Trp) i en el
grup Trp+FDP+EHNA, els quals van presentar un despreniment massiu de les
vellositats amb exposicié de la lamina propia, corresponent a un grau de lesié d’entre
314 (Fig. 4.2.6.A.). Quan es van afegir FDP o zVAD-fmk al grup de trasplantament
(grups Trp+FDP i Trp+zZVAD-fmk), el grau de lesi6 va disminuir de forma
significativa, presentant una millora en la preservacié de l'arquitectura de les
vellositats comparat amb el grup Trp (Fig. 4.2.6.B.). El grup Trp+FDP+T va ser molt
semblant al grup control: no va presentar lesio histologica (grau 0-1) i I'epiteli es va
mantenir quasi normal (Fig. 4.2.6.C.).
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Figura 4.2.6. Seccions histologiques de
I'intesti prim després del trasplantament.
(A) Despreniment de la vellositat
(classificacio de Park 3-4) representativa
dels grups Trp i Trp+FDP+EHNA. (B)
Espai de Gruenhagen extés al llarg de la
meitat de la vellositat (Park 1-2)
representativa dels grups Trp+FDP i
Trp+zVAD-fmk. (C)  Arquitectura i
llargaria de la vellositat normal,
representativa del grup Trp+FDP+T (Park
0-1). H&E; augments x100.

Taula 4.2.2. Lesions histologiques
observades en la mucosa intestinal després
del trasplantament avaluades seguint la
classificacio de Park.

GRUP GRAU

Trp 3.50 +0.33
Trp+FDP 1.37 +0.27*
Trp+FDP+ T 0.50 £ 0.33*
Trp+FDP+ EHNA 3.62 £0.27
Trp+zVADfmk 1.50 £ 0.33*

*p<0.05 vs. Trp. Els valors s’expressen com
la mitjana £ SEM.
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4.2.4. Translocacio bacteriana en el trasplantament d’intesti prim de rata

La Figura 4.2.7. mostra els valors de TB en els GLM del receptor. En el grup sham no
es va observar TB. Per contra, el grup de trasplantament va presentar nivells alts de
TB en els ganglis limfatics. L’addicio de FDP (Trp+FDP) va mostrar una tendencia a
la disminucio en la TB, que va ser clarament significativa quan es va afegir teofil-lina
i FDP (Trp+FDP+T). El tractament amb I'inhibidor de caspasa-3 (Trp+zVAD-fmk) va
disminuir de forma significativa la TB comparat amb el grup Trp.

Log UFC/g teixit

+

e
Trp Trp+FDP Trp+FDP+T Trp+FDP+EHNA  Trp+zVAD-fmk

Figura 4.2.7. Translocacié bacteriana en els ganglis limfatics mesenterics del receptor. Trp,
trasplantament  d’intesti prim; FDP, fructosa-1, 6-difosfat; EHNA, eritro-9-(2-hidroxi-3-
nonil)adenina; T, teofil:lina; zVAD-fmk, z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluorometilcetona; UFC, unitats
formadores de colonies. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM. +p<0.05 vs. Trp.
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4.3. ESTUDI 3

Aquest estudi volia dilucidar: 1) si les alteracions en el citoesquelet d’actina durant la
preservacio renal induien apoptosi en la reperfusid; 2) si en el cas dels ronyons de
NHBD aquests esdeveniments es trobaven relacionats de la mateixa manera.

Amb aquest proposit es van estudiar els seglients grups: Cl, isquémia freda; WI+ClI,
efecte de 45 min de WI; CI+SwinA i CI+LB, efecte de I'alteracio del citoesquelet
d’actina a traveés de dos agents disruptors diferents; CI+JP, efecte de I'administracio
d’un estabilitzador de la F-actina per si sol; WI+CI+JP i CI+SwinA+JP, efecte de
I'administracié d’'un agent estabilitzant davant d’'un episodi isquémic previ a la
preservacio o davant del trencament directe del citoesquelet respectivament.

4.3.1. Estudi del citoesquelet d’actina al final de la preservacio

La Figura 4.3.1. mostra imatges confocals de la F-actina en les cél-lules epitelials dels
tabuls proximals, mitjangant marcatge amb fal-loidina. Tal com ha estat descrit
préviament (173), els ronyons control presentaven marcatge intens de les
microvellositats aixi com també dels diferents feixos associats a la membrana
plasmatica basal de les cel-lules dels tabuls proximals (Fig. 4.3.1.A.). L'efecte de la Cl
va ser poc marcat, observant-se només una lleugera disminucio6 i redistribucié en el
marcatge de la F-actina (Fig. 4.3.1.B.). En canvi, en el grup amb WI previa aquestes
diferencies van ser molt més evidents, detectant-se una disminucio significativa de la
F-actina de les microvellositats i un increment en el marcatge citoplasmatic
d’aquesta (Fig. 4.3.1.C.). L’addicié dels agents disruptors durant la preservacio va
tenir l'efecte esperat, de manera que ambdds grups (Cl+SwinA i CI+LB) van
presentar canvis significatius en la distribucio de la F-actina (semblants als observats
en el cas del grup WI+Cl). Cal dir que el grup tractat amb LB perd presentava un
patr6 més heterogeni, de manera que no tots els tubuls es trobaven afectats de la
mateixa manera (en alguns la F-actina es mostrava preservada mentre que en d’altres
s’hi observava canvis importants) (Fig. 4.3.1.E.). En general, els grups tractats amb JP
(estabilitzador) van mantenir les estructures dels citoesquelet d’actina més ben
preservades. El grup tractat només amb JP va ser semblant al grup CI (Fig. 4.3.1.F),
mentre que l'addicié de JP als grups en els que s’havia observat alteracio dels
microfilaments (WI+CI+JP i CI+SwinA+JP) va incrementar significativament el
marcatge de F-actina en les microvellositats i el va disminuir en el citoplasma,
preservant també millor la F-actina associada a la membrana plasmatica basal,
comparat amb els mateixos grups sense JP (Fig. 4.3.1.G i H).
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Figura 4.3.1. Micros-
copia Confocal de la F-
actina en ronyons de
rata preservats 24 h
(marcatge amb fal-loidi-
na). En rates sham (A)
les microvellositats es
mostren riques en F-
actina. S'observen po-
ques alteracions conse-
guéncia de la Cl (B),
mentre que els grups
tractats amb W1 (C), el
SwinA (D) i la LB (E)
mostren  modificacions
en el patro de la F-actina
observant-se una mar-
cada disminucié en les
microvellositats apicals.
L’administracié de JP al
grup de CI (F), al de WI
(G) i al del SwinA (H),
va preservar millor la F-
actina, mantenint la
distribucio d’'aquesta
comparat amb els
mateixos grups sense JP.
Augment x100.
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4.3.2. Estudi de I'apoptosi al final de la preservacio

L’activitat de caspasa-3 es va determinar al final de la Cl. Tal com s’observa en la
Figura 4.3.2. I'activitat de caspasa-3 no va canviar després de 24 h de preservacio,
comparat amb els valors obtinguts en el grup sham. Tampoc cap dels tractaments
realitzats (Fig. 4.3.2.A.), ni la W1 previa (Fig. 4.3.2.B.), van tenir efecte en I'activitat
de caspasa-3 al final de la isquémia, excepte en el grup CI+SwinA+JP, el qual
presentava una disminucio significativa comparat amb el grup sham.

L’estudi de la fragmentacio de I'ADN a través del marcatge amb TUNEL no va
mostrar diferencies ni degut a la Cl en si (grup CI), ni a cap dels agents administrats,
comparat amb el grup sham (Fig. 4.3.3.A.). Unicament en el cas dels grups que
havien patit WI prévia (CI+W1 i CI+WI+JP), s’hi van detectar petites arees del cortex
renal amb cel-lules o tubuls sencers marcats positivament.
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Figura 4.3.2. (A i B).
Activitat de caspasa-3
després de 24 h de
preservacio renal. Cl, isque-
mia freda; WI, isquémia
calenta; SwinA, swinholide
A; LB, latrunculina B; JP,
jasplakinolide. Els valors
s’expressen com la mitjana
+ SEM. *p<0.05 vs. sham.
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Figura 4.3.3. Deteccio de I'’ADN fragmentat a través del marcatge amb TUNEL en seccions de parafina
a les 24 h de preservacié. (A) S'observa només alguna cél-lula puntual amb marcatge positiu (foto

representativa de tots el grups, excepte dels grups amb WI previa); (B) increment en el nombre de
cel-lules positives observat en el grups WI+Cl i WI+JP+Cl al final de la isquémia. Augments; x400.

4.3.3. Estudi de I'apoptosi a les 3 h de reperfusio

Com es pot veure en la Figura 4.3.4.A., la caspasa-3 va mostrar un increment
significatiu en la seva activitat al cap de 3 h de reperfusi6 comparat amb el grup de
Cl sense reperfusi6. Aquest increment va ser encara més marcat davant
I'administracié dels farmacs que trenquen la F-actina (grups CI+SwinA+R i
CI+LB+R), de manera que es va assolir significancia respecte el grup CI+R. Per
contra, I'administracio d’un estabilitzador de la F-actina, va comportar la disminucid
de l'activitat de caspasa-3: el grup CI+JP va mostrar una lleugera tendéncia a la
disminucidé d’aquesta activitat respecte el grup CI; i el grup CI+SwinA+JP, va
contrarestar I'efecte del SwinA de forma significativa. Pel que fa I'efecte de la WI
sobre aquest parametre, tal com es pot observar en la Figura 4.3.4.B., aquest grup va
mostrar un clar increment en l'activitat d’aquest enzim respecte el grup CI+R.
També en aquest cas, I'administracio de I'estabilitzant JP va ser capa¢ de revertir
I'increment en l'activacié de caspasa-3, mantenint els valors semblants als del grup
CI+R.

Pel que fa a la detecci6 d’ADN fragmentat mitjancant la tecnica de TUNEL a la
reperfusio, es va observar la mateixa tendéncia que la observada per la caspasa-3: hi
va haver un clar augment en el marcatge després de la reperfusiéo (CI+R) (Fig.
4.3.5.A), que va ser encara més pronunciat en els grups CI+SwinA+R, CI+LB+R (Fig.
4.3.5.B) i sobretot en el grup WI+CI+R (Fig. 4.3.5.C). L’addicié de JP va mostrar una
tendencia a disminuir el nombre de cél-lules positives, tot i que en aquest cas, els
resultats no van ser significatius.
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Figura 4.3.5. Deteccio d’ADN fragmentat a través del marcatge amb TUNEL en seccions de parafina
després de 24 h de preservacio i 3 h de reperfusié en el model IPK. (A) Presenta un nombre
significatiu de cél-lules positives a TUNEL, representativa del grups CI+R i CI+JP+R; (B) increment en
el nombre de cél-lules apoptotiques comparat amb la foto prévia, representativa del grups
Cl+SwinA+R, CI+LB+R i ClI+SwinA+JP+R; (C) de la mateixa manera que en la foto anterior, s’observa
un increment del marcatge positiu, representativa dels grups WI+CI+R i WI+JP+CI+R. Augments:
x400.
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Taula 4.3.1. Percentatge de cél-lules apoptotiques després de 24 h de
preservacio i 3 h de reperfusié amb el model d’'IPK mitjancant la
técnica de TUNEL.

GRUP % de cel-lules positives a TUNEL
CI+R 6.9+ 0.93

WI+CI+R 21.6 £ 6.81*
CI+SwinA+R 14.6 + 1.82*

CI+LB+R 17.0+ 1.70*

CI+JP+R 10.0 £ 1.90
WI+JP+CI+R 14.8 + 2.30*
CI+SwinA+JP+R 11.4 +1.25*

*p<0.05 vs. CI+R. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.
4.3.4. Dany tubular en la reperfusio

Pel que fa a I'alliberacié de LDH al perfusat vascular (Figura 4.4.6.), es pot observar
un increment significatiu en els grups que havien patit WI prévia (grups WI+CI+R i
WI+CI+JP+R), comparat amb el grup CI+R. La resta de tractaments no va mostrar
diferéncies significatives amb el grup CI+R, pero cal destacar, que en aquest cas
I'addici6 de JP no va tenir cap efecte positiu, sind més aviat va mostrar una tendéncia
a incrementar els nivells de LDH en algun dels grups administrats (grups CI+JP+R i
WI+CI+JP+R).

1.0+
0.8+

0.6+

LDH (U/ml)

0.4+
_|_

0.2- —_ 1=

R 7))

CI+R WI+CI+R Cl+SwinA+R CI+LB+R Cl+JP+R WI+CI+JP+R Cl+SwinA+JP+R

Figura 4.3.6. Acumulacio de lactat deshidrogenasa (U/ml) en I'efluent venoés a les 3 h de reperfusio en
el model aillat de ronyd (IPK). CI, isquémia freda; R, reperfusio; WI, isquémia calenta; SwinA,
swinholide A; LB, latrunculina B; JP, jasplakinolide. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.
*p<0.05 vs. CI+R.
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4.4. ESTUDI 4

En aquest estudi es va analitzar, en primer lloc, un grup amb 24 h de preservacio
freda (CI) i un altre grup que s’havia sotmes préviament a 45 min de WI (WI+Cl). En
una segona fase es va afegir un grup tractat amb SwinA (CI+SwinA), per veure
I’evolucio6 d’un dels parametres obtinguts de la monitoritzacié de la Bl.

4.4.1. Monitoritzacié de la bioimpedancia eléctrica durant la preservacio

La Figura 4.4.1. mostra un exemple de les dades obtingudes pel sistema de mesura,
concretament a les 0.5 h de preservacio en el grup Cl. Les mesures de
multifreqiiencia produeixen un semicercle en la representacio en el pla complex (y=
part imaginaria, x= part real) que es compatible amb el model de Cole-Cole com s’ha
explicat anteriorment (veure materials i metodes).

La forma de I'arc i, en consequiencia, els quatre parametres de Cole varien amb el
temps de preservacié (Fig. 4.4.2.). Els dos grups van produir respostes diferents a la
BI, essent les més significatives les trobades pels parametres t i o. El parametre 1
diferencia clarament entre els grups al principi de la preservacid, pero tendeix a
convergir conforme aquesta avanca (Fig. 4.4.2.C.). Per contra, el parametre o
diferencia els grups a partir de les 6 h de preservacié i continua fins a les 24 h (Fig.
4.4.2.D.). Els parametres Ro i R.. també son capacos de diferenciar entre els grups a
I'inici de la preservacio, pero la seva desviacio va ser excessivament gran (Fig. 4.4.2.A
i B).

« s experimentals

=== arc modelat
Re {Z} (L)

B ) Bo oo

Im {73 (L)

Figura 4.4.1. Semicercle en la representacio en el pla complex (y= part imaginaria (Q), x= part real
(Q)) a les 0.5 h de preservacié freda en el grup CI. L'arc modelat s’ha superposat a les dades
obtingudes.
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Figura 4.4.2. Parametres derivats del model de Cole (A) Ro (2.cm), (B) R.. (.cm), (C) T (us) i (D) o
(adimensional) durant diferents temps de preservacié (0.5, 2, 4, 8, i 24 h). Cl, isquemia freda; WI+ClI,
isquemia calenta + isquémia freda. Els valors s’expressen com la mitjana + SEM. *p<0.05 CI vs WI+CI.

4.4.2. Avaluacio histologica a les 24 h de preservacié

La taula 4.4.1. mostra [l'avaluacié histologica mitjancant la puntuacid
semiquantitativa donada pels diferents patrons morfologics estudiats. Tal com
s’esperava, es va trobar un lleuger augment en el grau de dany dels tabuls proximals
en el grup amb W1 prévia (WI+Cl) comparant amb el grup CI. De totes maneres, les
diferencies en I'edema cel-lular, edema intersticial, perdua de BB i despreniment
cel-lular no van ser significatives per diferenciar entre grups.
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Taula 4.4.1. Avaluacié histopatologica semiquantitativa de les cél-lules dels tubuls proximals (valorat
en una escala del 1 al 5) durant les 24 h de preservacio.

GRUP EDEMA EDEMA PERDUA DE | DESPRENIMENT | PUNTUACIO
INTRACEL-LULAR [ INTERSTICIAL BB CEL-LULAR MITIA + SEM
Cl 1.2+0.5 20+0.0 15+0.3 1.5+£0.3 1.55+0.19
WI+Cl 1.7+0.5 20+0.2 20+0.0 20+0.0 1.92 +0.08

Cl, isquémia freda; WI+ClI, isquémia calenta + isquemia freda.
Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.

4.4.3. Estudi d’altres marcadors bioguimics durant la preservacio renal

La Figura 4.4.3. mostra les reserves d’ATP a diferents temps de preservacio. El grup
WI+Cl presentava una clara disminucio en els nivells d’ATP a linici de la
preservacio (consequencia de la WI) comparat amb el grup Cl. Aquestes diferéncies
van fer-se evidents un altre cop a les 8 i 24 h de preservacio.

Tal com es mostra a la Figura 4.4.3. I'acumulaci6 de LDH en la solucié de
preservacio, tot i que presentava una tendencia a l'alga en el grup WI+CI, no va
mostrar diferéncies significatives en el dany cel-lular mesurat a través d'aquest
enzim.

1000
—cl

—WI+Cl Figura 4.4.3. Nivells renals del contingut
d’ATP (pmol/mg) a diferents temps de
500 . . preservaciéo (0.5, 2, 4, 8, i 24 h). CI,
isquémia freda; WI+Cl, isquémia calenta +
isquémia freda. Els valors s’expressen com

la mitjana £ SEM. *p<0.05 WI+Cl vs ClI.
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:S\:ch Figura 4.4.4. Acumulacid de lactat deshi-
drogenasa (U/ml) a diferents temps de
preservacio (0.5, 2, 4, 8, i 24 h) en la
solucio de preservacio. Cl, isquémia freda;
WI+CI, isquémia calenta + isquémia freda.
Els valors s’expressen com la mitjana +
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4.4.4. Parametres

funcionals en la reperfusié

La reperfusié en el model de IPK va mostrar importants diferéncies entre grups en el
flux de perfusié a partir dels 60 min de perfusid i fins al final de I'experiment (180
min) (Figura 4.4.5.). El grup CI presentava un increment marcat en el FPR durant la
primera hora de reperfusid, després del periode d’estabilitzacidé, mentre que el grup
WI+CIl no va mostrar cap increment en aquest valor, mantenint sempre nivells

inferiors.

En la taula 4.4.2. podem observar els valor mitjos de creatinina i LDH en el perfusat
venos a les 3 h de reperfusi6. Ambdds determinacions van ser significativament més
altes en el grup WI+ClI, comparat amb el grup CI.
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Figura 4.4.5. Valors del FPR
(ml/min/g) cada 30 min durant el
periode de reperfusio en el model
aillat de ronyd. La pressio es va
mantenir a 60 mm Hg. CI,
isqguémia freda; WI+CI, isquémia
calenta + isquémia freda. Els
valors s’expressen com la mitjana
+ SEM. *p<0.05 WI+CI vs CI.

Taula 4.4.2. LDH i creatinina en I'efluent venos a les 3 h de reperfusio en el model aillat de rony6

Grup LDH (U/ml) Creatinina (mg/dl)
Cl 0.015+0.010 0.999 + 0.041
WI+CI 0.146 + 0.081* 1.132 + 0.035*

Cl, isquémia freda; WI+ClI, isquémia calenta + isquémia freda.

Els valors s’expressen com la mitjana + SEM.

*p<0.05 WI+Cl vs ClI.
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4.4.5. Estudi del parametre o

La Figura 4.4.6. mostra I'evolucié del parametre o durant les 24 h de preservacio. En
aguest experiment es va afegir un grup tractat amb SwinA per esbrinar si el
parametre o estava relacionat amb la desestructuracio del citoesquelet. Inicialment
els valors d’o. eren similars en els tres grups, pero amb el temps aquests divergien. El
grup tractat amb SwinA mostra la mateixa evolucio que el grup WI+CI, observant-se
en ambdas grups diferéncies significatives respecte el grup ClI.
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Figura 4.4.6. Parametre o (adimensional) derivat del model de Cole durant 24 h de preservacio. Cl,
isquémia freda; WI, isquémia calenta; SwinA, Swinholide A. Els valors s’expressen com la mitjana +
SEM. *p<0.05 CI vs WI+CI i SwinA.
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Discussio

L’estudi dels mediadors que desencadenen I'activacio de I'apoptosi en el dany per I/R
obre les portes a noves vies terapeutiques d’actuacio, ja que es pot aplicar a la millora
de la viabilitat dels organs durant els procediments de preservacié abans de ser
trasplantats. Minimitzar o contrarestar la mort cel-lular durant la preservacio,
mitjancant substancies que s’addicionen a aquesta solucio, és un metode senzill i
viable, fet que és important alhora de traduir I'aplicabilitat de les investigacions a la
practica clinica.

En els nostres estudis hem volgut aproximar-nos al maxim a les condicions cliniques,
tant en el procés d’extraccio dels organs com durant la preservacid. La solucié de
preservacio que hem utilitzat ha sigut la de UW ja que, com hem esmentat
anteriorment, és la meés utilitzada (33).

Estudi 1: Mediadors de I'apoptosi en la I/R intestinal

La implicacié de I'apoptosi en la I/R durant el trasplantament intestinal és un tema
encara controvertit. Classicament s’ha considerat la necrosi com el mecanisme de
mort cel-lular associat a trastorns circulatoris intestinals i de ser la responsable del
trencament de la barrera intestinal causat pel sindrome d'I/R associat al
trasplantament. En els Gltims anys pero, s’han acumulat evidéncies que indigquen que
els processos apoptotics també hi tenen un paper destacat, participant de I'increment
de la lesié per I/R (67) i fins i tot, en alguns casos, s’ha observat més apoptosi que
necrosi (93). Entre aquests estudis cal destacar el realitzat per Shah i col. (67), els
quals per primer cop van parlar de la implicacié de I'apoptosi com a mecanisme de
mort cel-lular de la mucosa en un isoempelt intestinal in vivo. Estudis previs durant
la isquémia intestinal, han demostrat que la induccid de I'apoptosi té lloc ja durant la
fase isquemica pero continua en les primeres fases de la reperfusié (93, 94).

Durant la isquémia, el consum cel-lular d’ATP condueix a I'acumulaci6 dels seus
productes de degradaci6, com sén lI'adenosina i la xantina. En aquest primer estudi es
va voler determinar si aquestes dues substancies tenien algun efecte sobre el
desenvolupament de I’apoptosi, ja que segons estudis preliminars realitzats en el
laboratori, sén substancies que varien amb el temps d’isquémia de forma paral-lela al
desenvolupament de I'apoptosi. Aquests estudis van portar a seleccionar les 3 h de
Cl, punt en el que els nivells d’ambdos substancies es veien alterats, i en el que
s’observaven ja alteracions en I'apoptosi i la necrosi. ElI temps de reperfusié es va
seleccionar a 1 hora per diverses raons: 1) segons un estudi previ en el que havien
observat que el percentatge de fragmentacié de I’ADN era maxim a aquest temps
(94); i 2) tenint en compte les limitacions del model.
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L’acumulacié d’adenosina i dels seus nivells extracel-lulars, en general, es considera
protector pel teixit isquémic (108-114). No obstant, existeixen estudis que han
relacionat I'adenosina amb la induccié d’apoptosi, tant a través dels seus receptors
com de forma independent (106, 117). En aquest estudi, el fet que I'administracio
d’adenosina indueixi un increment de la fragmentacié de I’ADN, aixi com de
I'activitat de la caspasa-3, apunta a un paper de I'adenosina com a inductor de
I'apoptosi. A més a més, I'administracié d’'un antagonista dels receptors d’adenosina —
la teofil-lina- prévia a la I/R, va resultar en una disminucié en el grau d’ADN
fragmentat i de morfologies apoptotiques, fet que indica la implicacié dels receptors
d’adenosina en el paper proapoptotic d’aquesta.

No es pot descartar un efecte directe de la teofil-lina prevenint I'apoptosi. No
obstant, els estudis que relacionen la teofil-lina amb I'apoptosi, només reporten un
paper proapoptotic d’aquest farmac: s’ha descrit I'activacio d’apoptosi a través de la
teofil-lina en cél-lules limfocitaries amb leucemia cronica (164), aixi com en
neutrofils i eosinofils (174). Per altra banda pero, la teofil-lina pot inhibir les
fosfodiesterases de forma no selectiva (pero també debil, amb poca afinitat) (174),
conduint a un increment en I'’AMPc. Aquest AMPc s’ha descrit efectiu en la
disminuci6 del desenvolupament d’apoptosi en fetges preservats, quan s’ha
administrat en forma de dibutiril-AMPc (175) o en la millora de la recuperacio
postisquémica d’intestins preservats hipotérmicament (176). Tot i aix0, existeixen
altres articles on relacionen tant la inhibicio de les fosfodiestarases (174) com la
inducci6 de ’AMPc (106) amb la induccié d’apoptosi.

L’adenosina pot promoure tant la proteccié cel-lular com la inducci6 de I'apoptosi, a
través de l'activacié dels diferents tipus de receptors en diferents teixits, pero
existeixen poques dades del paper d’aquests receptors en el teixit intestinal. Els
receptors que han estat implicats en I'apoptosi mediada per adenosina en cél-lules de
la musculatura llisa arterial, cel-lules glials i cél-lules mesangials del glomeérul son els
Az i As (177). En altres organs s’ha observat que I'activacié d’'uns (A1 i Az) i la
inhibicio d’altres (As) protegeixen davant la I/R (178, 179). L’accié especifica de
I'adenosina i dels seus receptors en I'activacié dels diferents membres de la familia de
les caspases segueix essent desconeguda i constitueix un camp interessant pel
desenvolupament de nous estudis.

L’NO es una molecula molt important degut al seu gran ventall d’accions, entre les
quals en els altims anys, s’hi ha afegit la modulaci6 de I'apoptosi. L'NO pot promoure
o inhibir I'apoptosi dependent del tipus cel-lular, de les condicions metaboliques o
experimentals coexistents i de la seva concentracié (134). En general, 'NO té un
efecte inhibidor davant I'apoptosi a través de la inhibicié de les caspases per S-
nitrosilacio, inhibint [I'apoptosi induida per Fas o incrementant proteines
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antiapoptotiques com Bcl-2 (120). Diversos estudis suggereixen que I’'NO pot ser una
molécula protectora important davant de la I/R intestinal (112, 180). Altres estudis
pero, suggereixen que I'NO pot participar en la lesio de la mucosa intestinal després
d'un insult per I/R (181). Aquest estudi evidencia que la generacio d’NO incrementa
quan l'adenosina s’addiciona a la solucié de preservacid, pero disminueix quan els
receptors d’adenosina es bloquegen amb teofil-lina (fins i tot davant de la preséncia
exogena de xantina la qual mostrava una clara tendéncia a incrementar I'NO).
Aquestes dades suggereixen que I'adenosina esta relacionada amb la produccié d’'NO
durant la I/R, d’acord amb estudis previs que descrivien que l'adenosina induia
generacié d’NO durant la isquémia en altres organs com el fetge (109). Les dades del
primer estudi també suggereixen un efecte directe del NO en I'activacié de I'apoptosi
durant la I/R en I'intesti prim de rata. L'administracié d’adenosina condueix a un
increment en la generacié d’NO que va ser concomitant a I'increment en I'activitat
de la caspasa-3 i de la fragmentacié d’ADN. Aquest resultat, juntament amb I'efecte
de l'administracié d’'un donant d’'NO (NONOSs) en els diversos grups (com per
exemple el que té quan es dona juntament amb el bloquejant dels receptors
d’adenosina, resultant en un increment en la fragmentacio de I’ADN i de I'activitat
de caspasa-3) indica un paper de I'NO com a inductor de I'apoptosi. Aquest fet,
contrasta amb la inhibici6 de I'apoptosi per part de I'NO trobada en les cél-lules de la
mucosa gastrica de rata (182), pero s'adiu amb altres estudis previs en els quals I'NO
sembla ser imprescindible per I'activacié de l'apoptosi (180, 183) i no exclou la
possibilitat que I'NO pogués protegir el teixit per altres vies (180, 184). De fet, tal
com es mostra en la Taula 4.1.1., 'NO no va induir dany en el teixit intestinal
d’'acord amb la classificacié de Park. Aquest resultat esta d’acord amb un estudi
concomitant en trasplantament experimental de rata, en el que per una banda
s’observa la induccidé per part de I'NO dels fenomens apoptotics, perd per l'altre,
s’observa un protecci6 davant el dany histoldgic i la TB; proteccié que en aquest cas
preval sobre els efectes proapoptotics (98).

Per la seva part, I'addicié de xantina de forma exogena incrementa I'activitat de la
caspasa-3, la fragmentacié de I’ADN i les morfologies apoptotiques en el teixit
intestinal. Els efectes protectors trobats quan la funcié de I'adenosina es bloguejava
(teofil-lina) van ser considerablement revertits amb I'addicié de xantina. A més a
meés, I'administracio de NONOs al grup de xantina va induir el mateix efecte en els
parametres apoptotics que el de I'administracié de teofil-lina; aquest resultat indica
un efecte de la xantina sobre I'apoptosi independent de I'NO. Existeixen nombrosos
estudis que vinculen la producci6 de ROS a la patofisiologia del dany tissular associat
a la I/R. Una de les principals fonts de ROS és la XO (185). Els resultats del primer
estudi suggereixen un paper de les ROS en el desenvolupament de I'apoptosi durant
la I/R intestinal, ja que l'addici6 de xantina exogena com a substrat per la XO
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produeix apoptosi, fins i tot, quan es bloquegen els receptors d’adenosina. Altres
estudis han corroborat posteriorment la implicaci6 de les ROS en el
desenvolupament d’apoptosi en altres models (119-121), pero fins aquest moment
cap estudi havia determinat si el sistema XO podia influir en el desenvolupament de
I'apoptosi durant la I/R intestinal.

Estudi 2: Efecte de la minimitzacié de I'apoptosi durant la preservacio
intestinal: paper de la FDP

Seguint amb els estudis de preservacié intestinal es va plantejar com a objectiu la
millora de la solucié de preservacié en el seu Us a temps més llargs, a través de
minimitzar el desenvolupament d’apoptosi, per tal de mantenir la barrera intestinal
més integre. La TB s'associa tant a la necrosi com a I'apoptosi; aquesta ultima pot
causar un increment en la permeabilitat de I'epiteli intestinal, resultant en una area
descoberta on les toxines bacterianes o els bacteris poden unir-se i travessar I'epiteli,
provocant endotoxemia i sindrome de resposta inflamatoria sistémica (186). Estudis
recents en models d’endotoxemia, de xoc hemorragic o d’enterocolitis necrotitzant,
han descrit la implicacidé de I'apoptosi via caspasa-3 en la TB (98). De la mateixa
manera, un estudi del nostre grup suggereix que I'apoptosi té un paper més destacat
en prevenir la TB que no pas la necrosi, tot i que obviament, també hi esta implicada
(98).

La FDP confereix citoproteccio als teixits millorant les condicions isquemiques a
través de diferents vies, les quals inclouen la prevencié de la deplecié d’ATP, la
inhibicié de la produccio de ROS a través dels neutrofils, la prevencid de I'activacio
plaguetaria, l'estimulaci6 de la NOS, la quelacié del calci extracel-lular i
I'estabilitzacié de les membranes plasmatiques (123, 131). Totes aquestes vies poden
estar implicades en la modulaci6 de I'apoptosi, com és el cas de la producci6 de ROS i
d’NO. També s’ha descrit que les cetohexoses en general poden tenir un efecte
citoprotector mitjancant la inhibicié dels primers senyals de mort cel-lular (124). A
més a més recentment, s’ha reportat que I'administracié de FDP durant 10 dies abans
i després del trasplantament disminueix I'apoptosi i incrementa I'index de
proliferacié de la mucosa cel-lular (125). La nostra hipotesi era que I'addicié de FDP
a la solucio de preservacio podia tenir un efecte en el desenvolupament de I'apoptosi,
i s’observa que els intestins preservats amb aquesta solucié (FDP-UW) mostraven
una disminucio en I'activaci6 de I'apoptosi després de 6 h de preservacié. Per tant, el
nostre estudi amplia els efectes protectors de la FDP en la mediacio dels
esdeveniments apoptotics durant la preservacio de I'intesti prim.
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La principal accié postulada com a protectora de la FDP és metabolica. Durant la
privacio d’oxigen, la FDP millora el balang entre consum i demanda d’ATP (127).
Ates que I'efecte més extensament reportat en aquest sentit és I’habilitat de la FDP
en incrementar la produccio d’energia glucolitica, vam voler esbrinar si I'efecte en
I'apoptosi es devia a un increment en les reserves d’ATP. Els resultats d’estudis previs
en aquest sentit son controvertits. Alguns han trobat un increment en les reserves
d’ATP (127, 128) perdo d'altres no troben cap canvi significatiu després del
tractament amb FDP (130). En els nostre cas, no vam trobar diferencies significatives
en els nivells d’ATP quan la FDP es va afegir a la solucio de preservacio. Una
possible explicacié per aquesta manca d’efecte és la necessitat d'un periode de
reperfusio per veure si existeixen efectes en la recuperacio del teixit i les seves
reserves energetiques. En aquest sentit, alguns estudis només troben increment en el
total d’ATP quan aquests nivells s’avaluen després d’'un periode de reperfusio (187) o
quan I'oxigen és disponible (128).

Altres estudis indiquen que el pretractament amb FDP en la I/R és capa¢ de
modificar les reserves de nucleosids, conduint a un increment en els nivells
d’adenosina durant la isquemia (131). Els resultats obtinguts en aquest estudi
indiquen que el tractament amb FDP manté els nivells d’adenosina durant 6 h de
preservacio (mantenint-los a nivells semblants als del control). Aquesta acumulacid
d’adenosina en principi no podia ser la responsable de I'efecte antiapoptotic, ja que
en el primer estudi s’havia determinat que I'adenosina promovia I'apoptosi durant la
Cl intestinal. El fet que la inducci6 endogena d’adenosina (a través de I'EHNA)
tingués un paper proapoptotic, juntament amb que el bloqueig dels receptors
d’adenosina a través de la teofil-lina disminuis clarament I'apoptosi, indica que el
paper antiapoptotic de la FDP no esta mediat per I'adenosina i confirma el paper
proapoptotic de I'adenosina a temps més llargs de preservacio.

El mecanisme pel qual la FDP modula I'apoptosi continua essent una incognita. Una
possible explicacid podria ser la seva interacci6 amb les membranes cel-lulars,
estimulant la lipolisi (188). D’entre els productes d’aquesta lipolisi, el diacilglicerol i
I'inositol trifosfat influencien la proliferacié i I'apoptosi (189, 190). A través de
I'activacio de la fosfolipasa C, el diacilglicerol i I'inositol trifosfat estan involucrats en
la fosforilacid i la subsequient activacio del Bcl-2 (191), el qual protegeix davant de
I'apoptosi. També s’ha descrit que les cetohexoses com la FDP protegeixen els
hepatocits de la necrosi i I'apoptosi a través d’'un mecanisme que no esta relacionat ni
amb la quelaci6 del ferro ni amb el metabolisme glucolitic, suggerint que els primers
senyals de mort cel-lular poden ser inhibits per aquestes substancies (124).

La translocacid bacteriana és una de les principals consequéncies no desitjades del
trasplantament intestinal, per tant, metodes efectius en la prevenci6 d’aquesta, aixi
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com el coneixement dels mediadors i els mecanismes implicats, son vitals per
aconseguir éxit en el trasplantament intestinal. En el segon estudi de la present tesi,
s'indica que I'addicié durant la preservacié de FDP juntament amb teofil-lina manté
la TB a nivells semblants als del control després del trasplantament. Tot i que el
mecanisme exacte encara no es conegui, el fet que el comportament de I'apoptosi
durant la preservacio estigui relacionat amb la subseqiient TB, aixi com amb el dany
histologic després del trasplantament, indica la rellevancia dels esdeveniments
apoptotics durant la preservacio en I'éxit de I'empelt intestinal. La implicacié de
I’'apoptosi prevenint la TB i mantenint la integritat de la mucosa es confirma amb el
grup utilitzat com a control negatiu (Trp+zVAD-fmKk), en el que es pot veure per una
banda una reduccio en el desenvolupament de I'apoptosi durant la preservacio i, per
I'altre, una disminucio6 en la TB i en el dany histologic. Aquests resultats mostren la
importancia dels fenomens apoptotics en el trasplantament intestinal de rata i
suggereixen que l'addici6 de determinades substancies (com FDP i teofil-lina) poden
ser un cami interessant per minimitzar els seus efectes.

Estudi 3: Relacio entre el citoesquelet d’actina i I'apoptosi en la I/R renal

Ha estat reportat ampliament que I'Gs de ronyons que provenen de NHBD (on un
periode de WI precedeix la preservacié hipotermica) esta associat a un increment de
la fallida primaria i del retras en la funci6 de I'empelt, comparat amb els 6rgans que
provenen de HBD (192, 193) A més a més, aquests organs presenten predisposicio al
rebuig agut i cronic (72). Sembla que I'apoptosi hi juga un paper destacat, ja que
s’han detectat més cél-lules tubulars apoptotiques en les biopsies de NHBD comparat
amb les de HBD (100). A més a més, s’ha publicat un estudi recentment en el que el
desenvolupament d’apoptosi en les cel-lules tubulars renals durant la preservacio
freda és un factor predictiu important de la disfuncié primaria de I'empelt en
humans (99).

Una de les principals consequéncies de la isquemia son les alteracions del
citoesquelet, les quals condueixen a canvis en la superficie de la membrana i
disrupcid de I'arquitectura tant cel-lular com tissular. El citoesquelet d’actina es veu
greument malmeés durant la isquémia renal, resultant amb cel-lules subletalment
danyades que contribueixen a la disfuncié renal (137-139). Les conseqiiéncies
d’aquestes alteracions, entre elles reabsorcio i secrecié tubular anormal, obstruccid
tubular i retrofuga del filtrat glomerular (144), afecten directament al futur de
I'empelt. A més a més, recentment s’ha establert la relacio entre les modificacions en
el citoesquelet d’actina i la seva capacitat per induir apoptosi en determinats tipus
cel-lulars (141, 143-145).
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La WI danya la cel'lula a través de [lactivacié d’'una complexa seqliéncia
d’esdeveniments bioquimics entre els quals el citoesquelet d’actina juga un paper
clau. En aquest sentit, ha estat reportat que la WI indueix una rapida redistribucio
del citoesquelet d’actina en les cél-lules del tabuls proximals (137, 194), la severitat
de la qual, depen de la duracié de la isquémia (51). El resultats aqui presentats
s’adiuen amb estudis previs (137, 195), on la WI mostra un efecte molt marcat sobre
el patré de distribucid de la F-actina, evidenciant sobretot, una destruccio important
d’aquesta actina polimeritzada a nivell del BB. La CI per se va tenir un efecte molt
més subtil, de manera que existeixen clares diferéncies a nivell de l'estat del
citoesquelet d’actina entre ronyons amb WI prévia o sense.

Els diferents farmacs administrats també van tenir efecte sobre la distribucio de la F-
actina, fet que potser era d’esperar, si no fos per la manca de literatura referent a
I’'administracio d’aquests farmacs in vivo. Precisament, una de les dificultat més
grans amb que s’ha topat aquest treball han estat les dosis dels farmacs. Aquestes
molécules han estat utilitzades en pocs estudis i encara menys en estudis in vivo.
L’eleccio dels farmacs i les dosis s’ha fet en base als efectes trobats en la literatura. El
SwinA és dels pocs que s’ha utilitzat in vivo, demostrant la seva efectivitat en
incrementar la capacitat del flux de la cambra anterior ocular en micos a la dosi de
500 nM (que va ser la més efectiva) (196). Per altra banda, tant el SwinA com la LB
han estat utilitzats amb éxit per mimetitzar els efectes de la deplecié d’ATP en la F-
actina (197). Les latrunculines sén inhibidors de la polimeritzaci6 d’actina més
especifics que les citocalasines, i el JP és un estabilitzador dels filaments d’actina més
potent i penetra millor a traves de la membrana cel-lular que la fal-loidina (196). El
JP és probablement I'agent més controvertit de tots aquests farmacs. El seu efecte
depén totalment de la dosi administrada. Bubb i col. (168) han determinat I'efecte
sobre la F-actina de I'administracié de diferents dosis in vitro. Amb la dosi més baixa
(50 nm) aquest grup observa només lleugers increments en la fluorescéncia de
determinats feixos al centre de la ceél-lula; si les dosis s‘augmenten, aquesta
fluorescencia també s’incrementa convertint-se en agregats d’F-actina a la regio
perinuclear. L'Gs de dosis baixes, com en aquest treball, minimitza els efectes no
desitjats assegurant pero I'estabilitzacio del filaments (198). Pel que fa I'agent
estabilitzant, alguns treballs esmenten el fet que la técnica de la fal-loidina no és
adequada quan s’administra JP, ja que ambdds substancies competeixen pel mateix
lloc d'unié a F-actina. Tot i que s’ha demostrat que el JP s'uneix de forma
competitiva amb la fal-loidina a la F-actina, no existeixen evidéncies directes que els
dos farmacs competeixen pel mateix lloc d’uni6 (168). Els nostres resultats ens fan
pensar que I'efecte del JP a una dosi tan baixa és primordialment estabilitzador, ja
que en qualsevol dels grups administrats aquest farmac ha sigut capa¢ de preservar
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en millors condicions el patré de distribuci6 de la F-actina (observant-se clarament
en I'associada al BB).

Les dades d’aquest estudi demostren que el desenvolupament d’apoptosi a la
reperfusio és, com a minim en part, dependent de les alteracions en el citoesquelet
d’actina. El trencament directe del citoesquelet, a través de I'administracié d’agents
disruptors a I'inici de la preservacio, activa I'apoptosi a la reperfusio. S’ha trobat un
increment de la forma activa de la caspasa-3 després de I'administracié de SwinA i
LB, aixi com un increment de la fragmentacié de ’ADN en la reperfusié, que no
s’observa durant el periode de CI. El fet que I'administracié de JP junt amb SwinA
sigui capag de retornar el nivells de caspasa-3 trencada als trobats en el grup CI+R,
indica que el trencament del citoesquelet d’actina participa en I'activacio d’aquest
enzim.

Per altra banda la WI, que mimetitza la situacio clinica dels NHBD, també indueix
un notable increment en I'apoptosi a les 3 h de reperfusid. En aquest cas, durant la
isquémia, tot i que tampoc s’observa activacié de la caspasa-3, si que es detecta
marcatge amb TUNEL a nivell d’alguns tubuls del cortex renal. Alguns d’aquests
tabuls presenten marcatge uniforme, i no es descarta que es tracti de la
inespecificitat de la tecnica davant de necrosi tubular. De fet, a la posterior
reperfusio, els grups que han patit WI sén els Unics que mostren un increment
significatiu en el dany tubular mesurat per I'alliberacié de LDH al perfusat; indicant
per tant, que existeix mort cel-lular tant per necrosi com per apoptosi com a
conseqliéncia de la W1 previa. Sigui com sigui, en la reperfusié la caspasa-3 s'activa
de forma molt marcada en comparacié als ronyons que no han patit isquémia i
aquests valors tornen a revertir-se davant I'administracié del JP com a estabilitzant.
Aquesta troballa suggereix, que també en aquest cas, les modificacions en el
citoesquelet d’actina consequéncia de la W1 sén capaces d’induir I'apoptosi a les 3 h
de reperfusi6 via caspasa-3.

Diversos grups han proposat que el factor clau en la regulacio de I'apoptosi a través
del citoesquelet d’actina és més aviat la seva redistribucio (la taxa de polimeritzacid i
despolimeritzacio), que no pas el seu trencament. En aquest sentit, s’ha observat que
alteracions en la distribucio de la F i la G-actina afecten tant la fase d’execucié com
les primeres vies de senyalitzacié que condueixen a I'apoptosi en limfocits (199).
Exactament com el dany en el citoesquelet d’actina esta implicat en I'activacié de
I'apoptosi encara no es coneix. Haldar i col. (142) van demostrar que els farmacs que
alteren la integritat del citoesquelet causen apoptosi a través de la inactivacié del
Bcl-2, mentre que d’altres grups han demostrat la implicacié de proteines de la
familia Rho en la modulacié d’aquesta apoptosi (200, 201). Calen més estudis per tal
d’identificar totes les molécules implicades i determinar-ne el mecanisme exacte. En
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aquest sentit, amb aquest treball es pot dir que existeix un increment de I'apoptosi
despres de la reperfusio conseqiiencia de les modificacions en el citoesquelet d’actina
durant la preservacio i, que la caspasa-3, s’hi troba directament implicada.

Aquest estudi ofereix noves dades sobre I'efecte de les alteracions del citoesquelet
d’actina durant la preservacié en el posterior desenvolupament d’apoptosi a la
reperfusio. Concretament, s’ha vist que les modificacions en el citoesquelet d’actina
durant la preservacié renal indueixen apoptosi durant les primeres hores de
reperfusio. Aguest mecanisme es troba implicat en el desenvolupament d’apoptosi
dels ronyons que provenen de NHBD. A meés a meés, actuant sobre aquest
citoesquelet podem prevenir o minimitzar el desenvolupament d’apoptosi en la
reperfusio. Aquests resultats, suggereixen un nou punt d’intervencio per tal de
minimitzar el desenvolupament d’apoptosi en el trasplantament renal.

Estudi 4: Monitoritzacio de la Bl durant la preservacio renal

Com hem vist previament, el procés isquemic que ha patit un organ pot tenir un
efecte dramatic en la reperfusié (o al trasplantament en la practica clinica). No
obstant, aquestes diferéncies entre organs no sempre es poden detectar durant la
preservacio. De fet, en el quart estudi de la present tesi s’ha pogut observar que
I'avaluacio histologica entre aquests grups (ClI i WI+CI) rebel-lava lleugeres
diferencies pel que fa I'edema intersticial i el dany de les cél-lules dels tabuls
proximals al final de la preservacid, pero aquestes diferéncies no eren suficientment
clares per discriminar entre grups. Aquestes diferéncies pero, es reflecteixen en la
funcid renal a les 3 h de reperfusié mitjancant el model d’IPK. El ronyons del grup
WI+CI presenten pitjor funcié renal, avaluada a través de FPR i creatinina, i també
presenten més dany tubular, mesurat a través de I'alliberaci6 de LDH. Aixi doncs, tot
i que no sempre son detectables, aquestes diferencies existeixen, i per tal d’assegurar
un resultat optim, és important poder identificar-les de forma clara abans del
trasplantament.

Tot i que s’han estudiat gran nombre de marcadors bioquimics de dany tissular, els
més interessants han de ser determinats en perfusat renal. Aquest és el cas de I'enzim
o-GST, el qual s’apunta actualment com la mesura més prometedora. No obstant, en
els centres en que actualment aquest parametre és un criteri de viabilitat acceptat,
aguest s'acompanya d’altres criteris alhora de decidir: I'edat del donant, I'historial
medic, I'aparenca macroscopica, el temps de WI i la perfusié ex vivo (24). A més a
meés, aquest parametre falla en detectar ronyons no viables en un 6-12% dels casos, i
subestima ronyons viables en un 9-34% dels casos (24). Fins i tot, s’ha observat que
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la concentracio pretrasplantament d’aquest biomarcador no prediu la funcio renal a
Ilarg termini (31). Per tant, existeix encara una clara manca de marcadors fiables per
diferenciar entre ronyons viables i no viables, fins i tot en el cas de la preservacié en
maquina de perfusio.

La mesura de marcadors bioguimics alternatius durant la preservacié, com la LDH o
el contingut d’ATP en el nostre cas, va mostrar diferéncies entre els grups. Les
reserves d’ATP al teixit va discriminar clarament entre els grups ales 8 i a les 24 h de
preservacio, d’acord amb altres estudis (29). En el cas de I'acumulacié de LDH en la
soluci6 de preservacio, només va observar-se una tendencia a valors més alts en el
cas del grup WI+CI, suggerint més dany cel-lular en aquest grup, pero les diferéncies
no van ser significatives en cap del temps estudiats. De totes maneres, el problema
amb aquests marcadors és que les seves determinacions no son senzilles, ni
suficientment rapides, per ser mesurades de forma prévia al trasplantament (4).

Donat que les conseqliéncies de la isquémia com I'edema cel-lular o les alteracions
del citoesquelet (pérdua de BB, formacio de blebs apicals, despreniment cel-lular,
etc.) es tradueixen en canvis en la morfologia i I'estructura cel-lular (72, 139) i, que
aquests canvis poden modificar les propietats eléctriques d’aquest teixit, es va
hipotetitzar que les mesures electriques podien ser de gran utilitat per I'avaluacié
dels organs per trasplantament. En aquest estudi s’ha comparat el comportament dels
parametres analitzats per la Bl entre dos grups experimentals que caracteritzen dos
situacions cliniques diferents, i es van relacionar posteriorment amb parametres
funcionals a la reperfusio. Alguns d’aquests parametres, derivats de Il'analisi
multifreqiiencial, tenen el potencial d’identificar els ronyons que han patit WI
previament en temps diferents. La principal troballa d’aquest estudi és que un
d’aquests parametres, la constant o de I'equacié de Cole, és capa¢ de detectar aquest
dany per WI quasi bé al llarg de tot el temps de preservacio.

En general s’accepta que existeix una relacio entre fisiologia i Bl pel que fa a la
isquémia i Ro. Aquest parametre s’ha relacionat amb I'edema intracel-lular (172):
durant la isquémia l'edema cel-lular resultat de la inhibici6 del metabolisme
energétic (38) estreny I'espai extracel-lular i, en conseqliencia, redueix I'amplitud del
pas eléctric per corrents a freqliencies baixes; per tant, disminueix la conductancia,
incrementa la resistencia i incrementa Ro. L’evolucié de Ro en la Figura 4.4.4.A.
mostra que en el grup CI els valors tendeixen a augmentar durant les 24 h de
preservacio. En canvi, el grup WI+CI, el qual comenca amb uns valors en Romés alts
(degut a I'efecte de la WI prévia), mostra tendéncia a disminuir amb el temps de
preservacio, tot i que manté sempre valors més alts que el grup Cl. Una possible
explicacio a I'evolucio del grup WI+CI és que, després de la WI hi ha un desequilibri
ionic (especialment per Na*) entre el medi intracel-lular i extracel-lular que causa un

120



Discussio

increment en la pressio osmotica i I'edema cel-lular (56). Quan el rony6 es submergit
en la solucié de UW, la cél-lula perd aigua com a resultat de la hiperosmolaritat de la
UW i els canvis ionics en el medi extracel-lular i, en conseqiiéncia, Ro disminueix.

El parametre t diferencia clarament entre els grups durant periodes curts de
preservacio. Ha estat descrit que aquest parametre es relaciona amb la capacitancia
de la membrana cel-lular i amb les conductivitats intra i extracel-lulars. Alguns
autors han conclos que durant I'’edema cel-lular la capacitancia de la membrana
incrementa degut a I'increment de la superficie de la membrana (202, 203). Aquesta
explicacio s'adiu amb I'increment trobat en els valors de t en el grup WI+CI a I'inici
de la preservacié, indicant que hi té lloc un procés d’edema intracel-lular
consequéncia de la WI.

El parametre oo mostra diferéncies importants entre els dos grups durant el temps de
preservacio i aquestes diferencies son més marcades quan més temps de preservacio
transcorre. Ara per ara, no es coneix el significat fisic de I'a. en el cas del teixits vius.
En el cas d’altres materials i processos s’ha relacionat amb la rugositat de les
superficies (204), per tant podriem pensar que en el nostre cas podria ser indicatiu de
la rugositat de la membrana cel-lular (un increment en la rugositat implicaria la
disminucié d'o) o de la tortuositat dels espais extracel-lulars. Se sap que el
citoesquelet de les cél-lules manté la morfologia de la cel-lula i de les membranes
(205) i s’ha observat, per altres grups i pels resultats aqui presentats, que aquest
citoesquelet es pot veure greument modificat durant la isquemia (137, 194). Amb
I'objectiu de saber si les alteracions en el citoesquelet es traduien en canvis que
podien ser detectats pel parametre o es va administrar un dels agents disruptors del
citoesquelet d’actina (SwinA) i es va estudiar I'evoluci6 d’aquest parametre. El patrd
de I'evoluci6é d’aquest parametre en el grup WI+CI (representant la situacio clinica)
va ser reproduit mitjancant el trencament directe del citoesquelet d’actina a través
de I'administracié de SwinA durant la preservacio. Aquest fet indica la relacié entre
les mesures d’a i les modificacions en el citoesquelet d’actina.

Cal investigar més a fons la relacio entre o i el citoesquelet, aixi com corroborar els
resultats en espécies més proximes a la humana (per exemple porcina). No obstant, si
el parametre o es confirmés en altres especies com a indicador de les alteracions en
el citoesquelet, podria ser una mesura extremadament atil, no només alhora de
predir la viabilitat de I'0rgan abans de ser trasplantat, sind també en altres estats
patologics en els que el citoesquelet hi té un paper clau. El fet que s’hagin relacionat
els canvis en el citoesquelet d’actina com a inductors de I'apoptosi en la reperfusio,
confereixen encara mes rellevancia a aquests resultats, de manera que el parametre o
podria ser un predictor durant la isquemia del desenvolupament de I'apoptosi en la
reperfusio.
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Conclusions

El desenvolupament de I'apoptosi durant la I/R en I'intesti prim de rata esta
modulat per I'adenosina i la xantina.

La induccio de I'apoptosi a través de la I'adenosina esta mediada per I'NO, en
canvi la induccié per part de la xantina n’és independent.

La FDP disminueix el desenvolupament d’apoptosi durant la preservacid
d’intesti prim de rata. Aquest paper antiapoptotic és a través de mecanismes
independents de I'acumulacié d’adenosina i de I'ATP.

L’addici6 de FDP i teofil-lina a la solucio de preservacié redueix I'apoptosi al
final de la preservacié i evita la translocaci6 bacteriana al posterior
trasplantament.

El desenvolupament de I'apoptosi a la reperfusié depén de les modificacions
en el citoesquelet d’actina durant la preservacio renal.

Les alteracions del citoesquelet conseqiiéncia d’'un periode d’isquemia calenta
en donants a cor parat (NHBD) son responsables de part de I'activacié de
I'apoptosi a la reperfusio.

Els parametres derivats de I'equacié de Cole permeten discriminar durant la
preservacio entre els ronyons que han patit isquémia calenta previa i els que
no.

D’entre els parametres de I'equacié de Cole , I'evoluci6 del parametre o, és
una mesura senzilla, objectiva i a temps real, que esta relacionada amb les
alteracions del citoesquelet d’actina produides de forma prévia al
trasplantament.
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