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Resumen

Introduccion. EI sulfuro de hidrogeno (H2S) es toxico y mortal para los mamiferos a elevadas concentraciones, pero a bajas
concentraciones puede resultar beneficiosa. Objetivos. Evaluar la inocuidad del H2S a 80 ppm en el corazén de Cavia porcellus in
vivo. Disefio. Estudio experimental. Instituciones. Laboratorio de Farmacologia Facultad de Medicina Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima, Peru, y Unidad de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima, Peru. Material bioldgico.
Veintiin Cavia porcellus (cobayas). Intervenciones. El disefio experimental consideré 3 grupos (n = 7): 1) Control (exposicion a aire
limpio); 2) Experimental (exposicion gaseosa de H2S a 80 + 20 ppm); 3) Referente (exposicion a sevoflurano 1,5%). Los animales
fueron colocados en una campana, donde fueron nebulizados por veinte minutos; al final del experimento se les retird el corazén
para estudio histopatoldgico. Principales medidas de resultados. Porcentaje de lesion en células cardiacas. Resultados. Los tejidos
cardiacos de los grupos control y experimental no mostraron alteraciones, lo contrario al grupo expuesto a sevoflurano que mostraron
moderada alteracion en 3 muestras de 7, pero el resultado no fue significativo (p > 0,05) para este grupo. Conclusién. EI H2S a 80 +
20 ppm fue inocuo para el tejido cardiaco de Cavia porcellus.
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Abctract

Introduction. Hydrogen sulfide (st) is toxic and lethal to mammals at high concentrations, but at low concentrations may be beneficial.
Objective. Assessment of hydrogén sulfide harmlessness on Cavia porcellus (guinea pigs) cardiac tissue in vivo. Design. Experimental
study. Setting. School of Medicine Pharmacology Laboratory, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru, and Experimental
Surgery Unit at Instituto Nacional de Salud del Nifio, Lima, Peru. Biological material: Twenty one Cavia porcellus (guinea pigs).
Interventions. The experimental design considered three groups: 1) Clean air (control); 2) H2S at 80 £ 20 ppm (experimental, gaseous
exposure); 3) Sevoflurane 1.5% (gold standard). Animals were placed in a hood where they were nebulized for twenty minutes; at the
end of the exposure, the heart was withdrawn for histopathological study. Main outcome measures. Cardiac cell injury. Results. HZS
exposure did not induce abnormalities; otherwise, exposure to sevoflurane showed moderate impairment in 3 of 7 heart tissues, but the
result was not significant (p > 0.05) for this group. Conclusion. st at 80 £ 20 ppm was innocuous on Cavia porcellus tissue cardiac.
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INTRODUCCION

El sulfuro de hidrégeno (H,S) ha sido
conocido durante mucho tiempo como
un gas nocivo con amplios efectos ci-

LD, Se sabe también que es

totoéxicos ¢
producido enddgenamente a partir
de cistelna por cistationina-y-liasa
(CSE), cistationina-B-sintetasa (CBS)
y 3-mercaptopirurato sulfurtransferasa
(3-MT) 69, Estas enzimas especificas

se expresan en diversos sistemas de

6rganos y la CSE es la enzima predo-
minantemente productora de H,S en el
sistema cardiovascular ©. El mecanis-
mo de accién principal del H,S es la in-
hibicién del complejo IV de la cadena
de la fosforilacién oxidativa en las mito-
condrias 7. Otro mecanismo importan-
te a nivel cardiovascular es la apertura
de los canales de potasio dependientes
de ATP (K,,,), que puede implicar la
sulfhidracién de residuos de cistefna
dentro de la subunidad Kir6.1 de este

canal por H,S ®. Se ha observado que
la produccién de H,S esta desregula-
da en muchas condiciones patoldgicas
como en aterosclerosis, hipertension,
insuficiencia cardfaca, diabetes, cirro-
sis, inflamacién, sepsis, enfermedad
neurodegenerativa, disfuncién eréctil y
asma . Pero, en condiciones regulares
actia como un vasodilatador e inotré-
pico negativo y ha demostrado que ali-
via la hipertensién asi como el dafio a
un 6rgano asociado 19,
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El interés en el campo de la investi-
gacién de H,S ha crecido notablemente
en los tltimos afios V. Por ejemplo, la
administracién exdgena de H.,S redu-
jo el tamafio del infarto en un modelo
de arteria coronaria ligada en ratas (2.
Dado que el H,S es importante en la
homeostasis y la patogénesis cardio-
vascular, los donantes de H.S tienen
potencial para ser desarrollados como
efectivos agentes terapéuticos (9. El
objetivo del presente trabajo fue eva-
luar la inocuidad del H,S exdgeno a 80
ppm en el tejido cardiaco de cobayas
normales.

METODOS

El material quimico consistié en sul-
furo de fierro (FeS), 4cido clorhidrico
(HCD) 5 M, sevoflurano (Ultano®,
ABBVIE). Se utilizé los equipos vapo-
rizador Sigma Delta, Penlon, y analiza-
dor de H,S (MultiRAE Systems) y O,
(MAXO,me).

El material bioldgico incluyé vein-
tiin cobayas del tipo Cavia porcellus de
250 = 20 g de peso corporal y 10 se-
manas de edad, adquiridas del Instituto
Nacional de Salud, Lima, Pert. Fueron
instaladas en el Bioterio de la Facultad
de Medicina Humana de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos,
aclimatdndose por 5 dfas con libre ac-
ceso a alimentos y agua, con ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas.

Se respet6 los protocolos estableci-
dos por el Comité de Etica de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Mar-
cos, para lograr el buen trato del animal
de experimentacién, ademas de tener
en consideracién la “Ley de proteccién
a los animales domésticos y a los ani-
males silvestres mantenidos en cautive-

rio” (Ley N2 27265) .

Para la obtencién de H,S, se intro-
dujo 5 gramos de FeS y 40 mL de HCI 5
M en un matraz, se calenté ligeramente
esta mezcla mediante un mechero 9 y
el gas desprendido fue almacenado en
un matraz kitazato modificado para la
experimentacion.

Las cobayas fueron distribuidas alea-
toriamente en tres grupos de siete ani-
males cada uno (n = 7): control (ex-
posicién a aire limpio), experimental
(exposicién de H,S a 80 ppm) y farma-
co referente (exposicién de sevoflurano

1,5%).

Un matraz kitazato, que almacenaba
H,S, se conect6 a una camara hermé-
ticamente cerrada de 38,5 litros que
contenfa las 7 cobayas del grupo ex-
perimental. Una cénula conectada al
analizador de gases estuvo en contacto
con el medio interno de la cAmara para
medir la concentracién de H,S (80 +
20 ppm). La exposicién al gas fue por
un tiempo de 20 minutos, el mismo
tiempo de exposicién a sevoflurano
(1,5%). Ambas pruebas fueron realiza-
das a temperatura promedio (25-262C)
y en el mismo horario. Para el estudio
anatomopatolégico se sigui6 lo sefiala-
do por Devi y col. (2007) @7,

Los datos de las lesiones cardiacas
fueron analizados mediante las pruebas
no paramétricas de Kruskal-Wallis. Los
resultados se expresan en valores me-
dios y desviacién tipica. Se analizé los
puntajes del estudio anatomopatolégi-
co en base a las alteraciones encontra-
das en el tejido cardiaco. Para evaluar

la significancia estadistica se considerd
un valor p<0,05; el anélisis estadistico
se llevé a cabo mediante el software
SPSS versién 21.

RESULTADOS

El tejido cardiaco de las cobayas ex-
puestas al sulfuro de hidrégeno no pre-
sentaron alteracién alguna al estudio
anatomopatolégico. Solo se encontrd
alteraciones en el grupo de cobayas ex-
puestas al fairmaco referente, sevoflura-
no (tabla 1y 2). En el cuadrante A de
la figura 1, se observa que el tejido pre-
senté discreta alteracion del miocardio
y moderada congestién en pericardio.
En el cuadrante B, otro tejido mostré
moderada congestién en el pericardio.
En el cuadrante C, un tercer tejido pre-
sentd leve alteracién en el pericardio. Y
en los cuadrantes D, E, F y G, el tejido
no mostrd alteracién alguna.

Al analisis mediante Kruskal-Wallis,
para datos no paramétricos, las medias
resultantes fueron a nivel de endocar-
dio 0,3 = 0,8, miocardio 0,1 = 0,4y a
nivel de pericardio 0,4 = 0,8 (tabla 1).
Los dafios encontrados en el grupo del
farmaco referente no fueron significati-

vos (P>0,05).

Tabla 1. Alteraciones encontradas en el tejido cardiaco luego de la exposicion a sevoflurano.

Estructuras cardiacas Cobaya 1 Cobaya 2 Cobaya 3
Endocardio - Discreta congestion -
(v=2)**
Miocardio Leve alteracion - -
(v="1)*
Pericardio Discreta congestion ~ Discreta congestion Leve alteracion

(sz)**

(v=2)** (v="1)*

*Valoracion igual a 1. **Valoracion igual a 2.

Tabla 2. Alteraciones histolégicas de las capas del corazon (VM + DE) en cobayas.

Control Experimental
Capas del o o
) (exposicion  (exposicion de H2S
corazén Sy
a aire limpio) a 80 ppm)
Endocardio - -
Miocardio - -
Pericardio - -

Farmaco referente

(exposicion a
sevoflurano 1,5%)

03=08 2 037
0104 2 0,37
0408 4,2 012

VM=+DE = Valor medio *+ desviacion estandar; K-W = Chi cuadrado de Kruskal-Wallis; p > 0,05.
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Figura 1. Tejidos cardiacos de las siete cobayas expuestas
a 1,5% de sevoflurano. Los cuadrantes A, B'y C presentan
alteraciones.

DISCUSION

De acuerdo al estudio anatomopatolé-
gico, se estarfa demostrando la inocui-
dad del H,S a 80 = 20 ppm en tejido
cardiaco de cobayas, resultados previ-
sibles por ser cardioprotector, tal como
lo afirman Sun y col. (2015)®. E1 H,S
y el sevoflurano tienen basicamente el
mismo mecanismo de accién, deprimen
la funcién mitocondrial ©, pero el l-
timo produce el ‘sindrome de robo co-
ronario’. Esto podria haber contribuido
a que presentase las leves alteraciones
observadas al estudio anatomopatolégi-
co en tres muestras de tejido.

Una meta importante es encontrar
hasta qué nivel de concentracién de
H,S resultase inocuo o no produjera
dafios en el tejido cardiaco. Los estu-
dios piloto de nuestro trabajo han de-
terminado que este gas es mortal a 300
ppm en cobayas.

Durante la exposicién a H,S y sevo-
flurano, las cobayas respondfan a esti-
mulos audiovisuales, pero aminoraban
la locomocién, contrario a lo experi-
mentado por Volpato y col. (2008) 19
en ratones, donde si mantenian loco-
mocién espontinea a la exposicién de
H,S a 80 ppm. El sevoflurano a 1,5%,
una de las concentraciones utilizadas
por Liy col. (2012) ©, no causaba de-
presion de la vigilia en cobayas, al igual

que no habfa locomocién espontéinea.
Durante el ensayo con sevoflurano
se establecieron hasta tres rangos de
concentracién en una cdmara de 38,5
litros: 1%, 1,5% y 2%. Las cobayas
expuestas a 1% de sevoflurano con-
servaban la misma locomocién, no
aparentaban depresién muscular ni de
los sentidos; a 2% de sevoflurano pre-
sentaban sedacién manifestada por el
cierre total de sus parpados y la inclina-
cién total de sus cuerpos hacia la base
de la camara; a 1,5% de sevoflurano, las
cobayas permanecfan despiertas, sin lo-
comocién, pero mostraban reflejos ante
estimulos sonoros.

De acuerdo a estudios primige-
nios que realizaron Blackstone y col.
(2007) U9 en ratones, se establecié un
tiempo de exposicién de H,S de 20 mi-
nutos para el presente trabajo. La ex-
posicién a 80 ppm fue igual al trabajo
realizados por Volpato y col. (2008) 9.
Las concentraciones a 80 ppm en otros
estudios realizados tuvieron variaciones
de tan solo * 2,5 ppm de H,S; nuestras
variaciones fueron de + 20 ppm. Se po-
drfa mejorar este aspecto para futuros
experimentos.

Estudios realizados a concentracio-
nes de 10% de O, y 60 ppm de H,S
presentaron menores lesiones en com-
paracién a los realizados con 20,9% de

Figura 2. Miocardio. Las flechas en orden
descendente indican pérdida de nucleos,
separacion excesiva de haces musculares y
congestion.

Figura 3. Pericardio. La flecha negra senala
discreta congestion.

Figura 4. Pericardio. Leve alteracion con gran
aumento de linfocitos.

O, a la misma concentracién de H,S.
Estas lesiones se presentaron en bron-
quios de ratones y consistian en desca-
maciones ®°. Durante el estudio anato-
mopatoldgico, los tejidos cardiacos que
fueron expuestos a H,S no mostraban
el m4s minimo dafio. Esto es similar al
modelo de isquemia/reperfusién reali-
zada por Elrod y col. (2007), en el que
se establece que el H,S, administrado
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Figura 5. Tejidos cardiacos del grupo control. Las imagenes no muestran alteracion alguna.

en el momento del evento limita el
grado de infarto demostrado por la dis-
minucién sustancial en la hemorragia y
necrosis, asf como una disminucién de
leucocitos dentro de la zona isquémica.

El sevoflurano a 1,5 % causé cierta
congestién en tejido celular del peri-
cardio en tres cobayas (ver figuras 2 y
3). Serfa interesante un estudio previo
tratamiento con H,S antes de exponer
a algin animal de experimentacion al
sevoflurano.

El H,S a 80 + 20 ppm logr6 un in-
mejorable aspecto del tejido cardiaco
en el grupo experimental de acuerdo
al estudio anatomopatolégico, lo cual
estarfa demostrando inocuidad en su
uso a nivel de ese tejido en Cavia porce-
llus de la linea peruana. El sevoflurano
produjo cierto dafio en tejido cardiaco
a las concentraciones de la experimen-
tacién, aunque para el resultado esta-
distico no existan diferencias entre los
tres grupos.
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