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RESUMEN

A diferencia de los llamados érganos sélidos, el pulmén muestra una marcada sensibilidad a la
isquemia , dada la presencia de la membrana alvéolo capilar. Durante la isquemia pulmonar, el
metabolismo aerébico continia, dada la presencia del oxigeno remanente en los alveclos. Este
elemento es indispensable para e! mantenimiento energético celular, ya que es necesario para oxidar la
glucosa, ¥ aunque bajo condiciones de isquemia fria, disminuye el consumo energético celular, la
presencia de oxigeno molecular genera la produccion de radicales libres procedentes de su utilizacién.
Estas especies oxidantes, bajo condiciones fisiclégicas normales, se peutralizan por los llamados
receptores enddgencs de radicales libres de oxigeno, entre los que se encuentran la enzima superéxido
dismutasa y el glutation. Si los mecanismos de las reacciones de oxidacién celular se glteran, ya sea
por deficiencia en las capatidades receptoras de la enzima superdxide dismutasa o del glutation, o por
un aumento excesivo del aporte de oxigeno, se acumulan las especies oxidantes cuyas reacciones en
cadena son letales para la célula. La peroxidacién lipldica de la membrana celular puede considerarse
como ef dafio mas importante causado por ka accién de los radicales libres. El malonaldehido que es un
producto final derivado del rompimiento de los acidos grasos y de los ésteres relacionados con este
proceso. El malonaldehido puede entonces, utilizarse como un indicador del dafto celular por [a accidn
de los radicales oxidantes. Utilizando un modelo exparimental murino de procuracion pulmonar que
incluyé perfusidn y reperfusion a través de la arteria pulmonar con solucion de Krebs-Henseleit asl como
una preservacion prolongada bajo condiciones de hipotermia, en esta investigacion de trabajo de tesis,
decidimos evaluar la actividad de la enzima superdxido dismutasa y las concentraciones de giutation y
malonaldehido tanto en las soluciones de perfusién y de reperfusién pulmonar, como en el
homogeneizado tisular de pulmén procedentes de tres grupos de bloques putmonares que fyeron: a)
perfundidos en forma inmediata y continua unicamente durante el tiempo necesario para exanguinarlos,
b) perfundidos en forma inmediata y continua durante 30" y <€) perfundides en forma inmediata y
continua unicaments durante ef tiempo necesario para exanguinarios, concluida la exanguinacién, 105
blogues pulmonares fueron preservados durante 24 horas a 4°C, y transcurrido el tiempo de
preservacion, fuercn reperfundides durante 30' bajo las mismas condiciones dadas para ta perfusion.
Inmediatamente después de realizadas las perfusiones y las reperfusiones pulmonares de acuerdo con
el grupo de estudio, se realizd una diseccidn del bloque pulmonar para 'a preparacion de los
homogeneizados tisulares. Los liquidos de perfusion, y de reperfusién recolectados asl como los
homogeneizados fueron centrifugados, fittrados a través de una gasa y almacenados a -35°C hasta el
momento de realizar las determinacicnes. La actividad de la enzima superéxdde dismutasa asi como las
concentraciones de glutation y malonaldehido s e determinaren mediante espectrofotometria utilizando
estuches comerciales. En 10s resultados de este proyecto encontramos una disminucion en la actividad
enzimatica de la superéxido dismutasa al igual que en la concentracién de glutation por efecto del
tiempo de perfusion y mas ain por efecto de la reperfusién pulmonar aunada a una preservacion
prolongada al cuantificar estos parametros en los ilquidos de perfusién y de reperfusion recolectados. En
tos homogeneizados pulmonares, la actividad de la enzima superéxide dismutasa asl como la
concentracitn de glutation obtenidas fueron mayores que las detectadas en los liquidos de perfusién y
de reperfusién pulmonar. La concentracion de malonaldehido tanto en la soluciones de perfusion y de
reperfusién como en los homogeneizados, también disminuy® por glecto del tiempo de  perfusion, del
periodo de isquemia y por el tiempo de reperfusidn. Utilizande un modelo experimental murino de
procuracién pulmonar que incluyé perfusion y reperfusién a través de la arteria pulmonar con solucidn
de Krebs-Henseleit asl como una preservacién prolongada bajo condiciones de hipotermia, se concluye;
1.- La actividad enzimética de [a enzima superdxido dismutasa y las concentraciones de malonatdehido
y de glutation fueron menores en las soluciones de perfusidn y de reperfusion pulmonar y maycres en
los hamogeneizados tisulares pulmonares. 2.- Tanto en las muestras procedentes de las soluciones de
perfusion y de reperfusion pulmonar como en los homogeneizados tisulares, la actividad enzimatica de
1a superéxido dismutasa y las concentraciones de glutation y malonaldehido fueron mayores en las
muestras procedentes de los bloques pulmonares que fueron perfundidos Gnicamente durante el tiempo
necesario para exanguinarios, conforme avanzé el tiempo de perfusion estas  disminuyeron,
presentandose los valores mas bajos en los bloques pulmonares que fueron preservados  y
reperfundidos. 3.- Al parecer, bajo las condiciones experimentales dadas en esta investigacion, la
actividad enzimatica de la enzima superdxido dismutasa y las concentraciones de glutation y de
malonaldehido disminuyen al eliminar el aporte sangulneo, al incrementar el tiempo de perfusion
pulmonar y por efecto de una preservacién prolongada aunada a una reperfusion realizada con solucién
Krebs-Henseleit.



EVALUACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA, DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

SUPEROXIDO DISMUTASA Y DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION EN LA

PRESERVACION PULMONAR

1.- INTRODUCCION

El trasplante putmonar ha sido estudiado con considerable interés durante las ltimas tres décadas
dada su aplicacion terapéutica en pacientes con enfermedades pulmonares terminales (1,8,41). Sin
embargo, en la clinica existen dos factores que limitan la aplicacion de este procedimiento, el
primero es la falta de donadores (34,35,40), ya que solo del 10 al 15% de los posibles donadores
tienen pulmones aceptables para la realizacion del trasplante debido a que los pacientes con muerte
cerebral tienen largos periodos de intubacién orotraqueal lo que predispone a complicaciones como
edema pulmonar neurogenico o infeccién pulmonar activa (8,27,34,35), ademas de que el donador
debe cumplir con los siguientes criterios clinicos:

1.- Grupo sanguineo compatible con el receptor.

2.- Radiografia de térax normal.

4. Dimension toracica vertical, horizontal y circunferenciai de tamaﬁo apropiado para el receptor.

4 - Estructura del hilio pulmonar (principaimente de! bronquio) de tamafio compatible'con el receptor,
5.- Broncoscopia normal.

6 - intercambio gaseoso normal.

7.- No tener antecedentes de alteracién pulmonar y/o infeccidn pulmoenar activa.

El segundo factor que limita la realizacién de un trasplante pulmonar en forma clinica y que tiene la
misma importancia que el anterior es que no se han desarrollado ni un método, ni una sclucién de
preservacion adecuados a las caracteristicas y necesidades del érgano, con los que se permita la
conservacion de los pulmones durante su transporte sin que se dafle su funcionalidad {1,15,24,

38,40). Esto se debe principalmente a que el puimén, a diferencia de los llamados érgancs sdlidos
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(higado, pancreas, rifion etc.) es el encargado de realizar el intercambio gaseoso en' la sangre, va
que posee una membrana alveolo-capilar (conjunto de capitares pulmonares que son los
encargados de llevar la sangre a los alvéolos en donde ésta, contacta con el aire respirado y se
realiza el intercambio de biéxido de carbono por oxigeno). Durante la preservacién, la membrana
alvéolo capilar carece de flujo sanguineo (tambign lamado periodo de isquemia) y por ende sufre
alteraciones en el metabolismo y en la integridad celular, lo cual se refleja en una funcién pulmonar
deficiente cuando el puimén es reperfundido al concluir la técnica quirargica del trasplante.

Esta bien establecido que periodos cortos de isquemia entre 5 y 7 horas son compatibles con una
buena funcién pulmonar independientemente de la técnica o solucién utilizada para la preservacion
del puimén a trasplantar (8,13).

Se han utilizado una amplia variedad de métodos y soluciones para tratar de proteger el pulmén de
la isquemia con fines de trasplante. Estos métodos incluyen la aplicacién de soluciones de
concentracion intracelular o extracelular, con ¢ sin glucosa, administradas mediante enfriamiento
topico o por perfusién a través de la arteria pulmonar, vari.ando ta temperatura, administracién de
oxigeno y las condiciones de almacenamiento, todos estos intentos de preservacién pulmonar, con
resultados contradictorios ademas que unicamente funcionan en la fase experimental y no en la
aplicacién clinica (8,13,14,38,44).

Durante la fase de procuracién, ! pulmén muestra una marcada sensibilidad a la isquemia dada la
presencia de la membrana alveolo-capilar. La solucién de preservacion permanece en la camara
alveolo-capilar provocando cambios en la vasculatura y se difunde a la fase alveolar afectando
principalmente a las células alveolares tipo |l responsables de la produccion y almacenamiento del
surfactante pulmonar indispensable para el mantenimiento de la distensibilidad. A menor
distensibilidad la resistencia vascular pulmonar se incrementa en forma importante, con lo que se
eleva la presion media de la arteria pulmonar, el gasto cardiaco disminuye y se induce Ié formacién

de edema afectando la calidad del intercambio gaseoso (11,23). Estos hallazgos son consecuencia



de una serie de alteraciones en el metabolismo e integridad celular durante las fases de isquemia-
preservacidn e isquemia-reperfusion (17,43).

Bajo condiciones nomnales, el pulmén consume glucosa y mantiene la energia almacenada en forma
de ATP. Durante la isquemia e} pulmén mantiene un metabolisme aertbico en el que utiliza Ja
glucosa adicionada en la solucion de preservacién y el oxigeno remanente en los alvéolos.
Después de 120 y 180 minutos de isquemia a 37°C la concentracion de glucosa disminuye mucho
mas rapido que cualquier otro indicador bioquimico y los niveles de ATP disminuyen
aproximadamente en un 90%, lo que sugiere que el tejido pulmonar metaboliza glucosa como
principal fuente de energia. La glucosa extracelular constituye un factor importante para la salida de
sodio intracelular en su intercambio por potasio (18,36).

En la isquemia, los efectos metabdlicos son los primeros en aparecer, inhibiéndose ia fosforilacion
oxidativa y por lo tanto la formacién de ATP. También aumenta el fésforo inorganico y otros
productos de la hidrélisis de los nucledtidos de adenina del ATP como consecuencia de ello, se
altera la permeabilidad celular, posiblemente con la colaboracion de radicales libres de oxigeno,
generando la pérdida de potasio y un aumento en la entrada de sodio y calcic a favor del gradiente
de concentracién. El acamulo intracelular de calcio ocasiona un déficit energético importante ya que
por una parte, se presenta un aumento excesivo de la actividad de las ATP-asas dependientes de
calcio con lo que se acelera hasta niveles incompatibles el consumo de ATP mitocondrial, ademas
de que estos organelos pierden la capacidad de fosforilacién y consecuentemente la sintesis de
ATP por efecto de la calcificacion (38).

La solucién de Kebs-Henseleit (KH) cubre los requerimientos metabdlicos pulmenares mencionados
anteriormente, es una solucion electrolitica adicionada con 2000 mg de glucosa / L y no contiene
calcio por fo que en esta investigacion decidimos utilizarla como solucién de preservacion , perfusién

y reperfusion pulmonar.
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La magnitud del dafio ocasianado por efecto de la isduemia asociada a la procuracion no puede
evaluarse sino hasta que ocurre la reperfusién. La fase de isquemia-reperfusién es un fenémeno
complicado que involucra la produccidn de radicales libres.

Durante la isquemia, el pulmén mantiene su metabolismo aerébico utilizando et oxigeno remanente
en los alvéolos con la consecuente produccién de radicales iibres derivados del oxigeno (33,43).
Bajo estas circunstancias, el exceso de oxigeno tiene que eliminarse mediante los mecanismos
receptores enddégenos, en donde es utilizado como aceptor de electronas por la xantina oxidasa
tisular generando la formacién de aniones superéxido (0)?, estos aniones se dismutan en perdxido
de hidrégeno (HO,) por accién de la enzima superéxido dismutasa y son eliminados mediante la
formacién de agua cuando actian las enzimas glutation peroxidasa o catalasa. Si estos
- mecanismos enzimaticos no funcionan correctamente, (Q), (H;0:) y los radicales (OH) se
acumulan. Estas especies son muy reactivas y citotdxicas y pueden dar inicio a la peroxidacién
lipidica, que estd bien caracterizada como un mecanismo de dafio celular que involucra la
destruccion quimica y configuracional de los lipidos de la membrana, alterando la permeabilidad y
funcionalidad de los sistemas enziméticos y de transporte dada la produccién de peroxidasas
lipidicas y de sus productos como aldehidos (26,29,33,43). El Malonaldehido y es uno de los
preductos finales derivados de! rompimiento de los &cidos grasos polinsaturados y ésteres
relacionados, la medicidn de este compuesto proporciona un indice conveniente de la peroxidacidn
lipidica reflejando el dafio celular por oxidantes (26).

En el organismo existen también defensas antioxidantes no enziméticas, que pueden actuar como
basureros de radicales y como apaciguadores de fas reacciones de peraxidacién lipidica inducida
por radicales libres, entre los que se encuentra el glutation (GLU), también actia como basurero de
radicales, ademas de servir como sustrato para las reacciones mediadas por fa glutation peroxidasa

{5).



2.- ANTECEDENTES

Laposibilidad de realizar un trasplante de pulmén se remonta a inicios del presente siglo. El
antecedente mas antiguo se encuentra en las descripciones de técnicas vascutares que hiciera
Alexis Carre!: sin embargo, los trabajos experimentales se iniciaron con Metras {1950), Juveneile
{1951) y Hardin (1954) (2,15).

El primer traspIan_te pulmonar en humanos se realizé en la Universidad de Mississipi en 1963 por el
Dr. Hardy. El paciente del Dr. Hardy logré sobrevivir 18 dias, indicando la factibilidad de lograr un
injerto puimonar funcionat (2,12,13,24).

Entre 1963 y 1980, 39 pacientes habian recibide un alotrasplante pulmonar (Nellems:1980)
desgraciadamente, los resultados no fueron satisfactorios ya que dnicamente dos pacientes lograron
sobrevidas relativamente prolongadas, a saber el paciente del Dr. Derom 1971 en Bélgica scbrevivid
10 meses, mientras que el paciente del Dr. Veith en Nueva York sobrevivid € meses
(2,9,12,13,15,24).

Los principales problemas relacionados con este desalentador panorama fueron por un lado
biolégices, los inmunosupresores disponibles en ese entonces no eran capaces de modificar
sustancialmente el fenémeno de rechazo y por otro lado los relacionades con la técnica quirirgica,
principalmente en la anastomosis bronquial (2,9,12,13,15,24).

A partir de 1980, la introduccion de la ciclosporina A como principal agente inmunosupresor
(12,13,15) permitié un nuevo auge internacional en el trasplante pulmonar clinico asi como su inicio
en nuestro pais.

Actualmente ya se han superado los problemas relacionados con la técnica quinirgica y con la
terapia inmunosupresora, sin embargo la experiencia mundial demuestra que realizar un trasplante
de pulmén, es méas dificil que trasplantar otros 6rganos (2). Aunado a la escasez de donadores, no
se ha desarrollado un método de preservacion adecuado que permita la conservaciéon de los
pulmones durante su transporte sin danar su funcionalidad por periodos de tiempo prolongados (1,

6,8,15,19,21). Numerosos estudios han demostrado que los métodos de preservacion adecuados



para los llamados érganos sélidos no funcionan en la preservacion pulmonar, ya que el pulmon es el
érgano encargado del intercambio gaseoso, esta funcidn ha retrasado y limitado el desarrollo de una
metodologia de preservacion adecuada pues el mas ligero dafio isquémico repercute en su
funcionamiento {€,10,20).

En un inicio y dado que se desconocia cual era el iempo maximo de isquemia fria tolerado por el
pulmén, los trasplantes clinicos implicaban el traslado del donador al mismo centro hospitalanio del
receptor ubicandolos en quiréfancs adyacentes, con el fin de minimizar @l tiempo de isquemia; sin
embargo transferir el donador implicaba ciertas dificutades, ya que se aumentaba el deterioro del
donador complicando el procedimiento, se limitaba el acceso a los demés 6rganos Gtiles para la
donacién, y se restringia el acceso de todo el personal que interviene en la procuracién, ademas de
que cuando los familiares autorizan la donacién de érganos, no permiten el traslado del cuerpo a
otra localidad (2,15).

Se han utilizado una amplia variedad de métodos y soluciones para tratar de proteger el pulmén con
fines de trasplante. Estos métodos han incluido la aplicacién de soluciones de tipo intracelular o de
tipo extracelular, mediante enfriamiento topico o perfusién a través de la arteria pulmonar, variando
principalmente la temperatura, la administracion de oxigeno y !as condiciones de almacenamiento
{(2,3,4,6,15,18).

Los resultados de estos experimentos han sido un tanto diferentes y contradictorios, y aunque
esporadicamente aparecen en la literatura avances en preservacién pulmonar, estos reportes
resultan afiles Unicamente en la fase experimental y desgraciadamente no han sido o
suficientemente consistentes o reproducibles para permitir su aplicacién clinica, y con ninguno de
elios ha sido posible realizar procuraciones rutinarias distantes (6,15,23).

Después de 28 afios de investigacién en preservacion pulmenar , actualmente esta bien establecido
que periodos cortos de isquemia entre 5y 7 horas son compatibles con una buena funcion puimonar
y no ha sido posible realizar procuraciones rutinarias distantes debido a ciertos factores, entre ios

que se pueden mencionar; e! dafio celular y metabdlico por efecto de la isquemia, la generacion de



radicales libres que se presenta principalmente durante ta reperfusion inmediatamente después de
colocar el injerto, el incremento en la resistencia vascular puimonar y ia disminucién en la presién
parcial de oxigeno, asi como la formacion de edema. (2,3,4,11,15,20).

Dado que la generacién de radicales libres continua siendo un problema trascendental que
repercute en la funcionalidad del injerto pulmonar, en este protocolo experimental, decidimos evaluar
el comportamiento de los radicales libres a través de la peroxidacion lipidica, asi como el de dos de
los mecanismos receptores de los mismos, uno de caracter enzimatico (superdxido dismutasa) y no
enzimatico (glutation) en un modelo de preservacion pulmonar, que incluye perfusién y reperfusion,

con periodos de isquemia inmediata y prolongada.



3.- OBJETIVO
Utilizando un modelo experimental murino de perfusion pulmonar realizada a través de la arteria
pulmonar con solucion de Krebs-Henseleit (KH), el objetivo de esta tesis consistié en determinar la
actividad de la enzima superéxido dismutasa y la concentracion de glutation, asi como evaluarla
peroxidacion lipidica a través de la cuantificacion de glutation, tanto en |as soluciones de perfusion y
de reperfusion, asi como en el homogeneizado tisular procedentes de tres grupos de blogques
pulmonares, que fueron :
a) Perfundidos “in situ” en forma inmediata y continua unicamente durante el tiempo necesario
para exanguinaros.
b) Perfundidos “in situ” en forma inmediata y continua durante 30
c) Perfundidos "in situ” en forma inmediata y continua paré exanguinarios, e inmediatamente
después, preservados durante 24 horas a 4°C y transcumido el tiempo de preservacion,
reperfundidos “ex vivo® durante 30' bajo las mismas condiciones dadas para la perfusién.
4.- MATERIAL Y METODOS
4.1.- MODELO EXPERIMENTAL
Se utilizaron 21 ratones adultos de a cepa Balb-c sin importar el sexo, con edad variable y con un
peso promedio entre 25 y 30 g. Los animales se manejaron de acuerdo con los lineamientos para el
uso de animales de investigacion de [a Ley General de Salud en México {45) y conla Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (46).
4.2.- CRITERIOS DE INCLUSION
Se incluyeron en el estudio ratones clinicamente sanes, sin antecedentes de cualquier enfermedad

y sin deformaciones toracicas.
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actividad de la enzima superéxido dismutasa y a concentracion de glutation, asi como evaluar la
peroxidacién tipidica a través de la cuantificacién de glutation, tanto en las soluciones de perfusién y
de reperfusion, asi como en el homogeneizado tisular procedentes de tres grupos de blogues
pulmonares, que fueron :
a) Perfundidos “in situ” en forma inmediata y continua unicamente durante el tiempo necesario
para exanguinarlos.
b) Perfundidos “in situ” en forma inmediata y continua durante 30.
¢) Perfundidos “in sitw” en forma inmediata y continua paré exanguinarios, e inmediatamente
después, preservados durante 24 horas a 4°C y transcumido el tiempo de preservacion,
reperfundidos “ex vive" durante 30’ bajo las mismas condiciones dadas para la perfusion.
4.- MATERIAL Y METODOS
4.1.- MODELO EXPERIMENTAL
Se utilizaron 21 ratones adultos de la cepa Balb-c sin importar el sexo, con edad variable y con un
peso promedio entre 25 y 30 g. Los animales se manejaron de acuerdo con los lineamientos para el
uso de animales de investigacién de la Ley General de Salud en México (45) y con la Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (46).
4.2.- CRITERIOS DE INCLUSION
Se incluyeron en el estudio ratones clinicamente sanos, sin antecedentes de cualquier enfermedad

y sin deformaciones tordcicas.



4.3.- CRITERIOS DE EXCLUSION

Los animales con datos clinicamente patolégicos previos al procedimiento quirtrgico, con
alteraciones sugestivas de patologia pulmonar o con deformidades toracicas fueron excluidos del
estudio.

4.4.- TECNICAS QUIRURGICAS

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico a una dosis de 28 mg/Kg via
intraperitoneal y fueron intubados con una sonda orotraqueal de acuerdo con €l siguiente
procedimiento.

4.4.1.- TRAQUEOTOMIA: Una vez anestesiado, el animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en
posicién decibito dorsal, se realizé una incision de aproximadamente 1 cm en la linea media del
cuello a partir det cartilago cricoides. Posteriormente con ayuda de unos separadores (blefarostatos)
se retrajo la piel y el tejido subcutaneo, se realizé una incisién en la fascia cervical y se separaron
los musculos esternohioideo y estemotiroidec hasta hacer aparente la fascia traqueat. Se identificé
el tercer anillo traqueal, el cual fue incidido en forma transversal y se introdujo una canula
orotraqueal de polietileno, la cual se conectd a un ventilador de volumen (Harvard Rodent) con una
fraccién inspirada de oxigeno al 21%. Los animales fueron ventilados con un volumen tidal de 1
ml/min y con una frecuencia de 55 respiraciones por minuto, con el fin de evitar posibles
atelectasias.

4.4.2.- ESTERNOTOMIA: Se realizd una incision media con limite superior en el hueco
supraesternal y fimite inferior en el cartilago xifoideo, imediatamente después de realizada la
eslemnotomia se cortaron los ligamentos suspensorios de ambos pulmones y se procedid a disecar
las venas cava craneal y cava caudal, asi como del tronco de la aorta, los cuales fueron referidos
con seda 7-0. Inmediatamente despugés, se ligaron y se cortaron los vasos disecados.
Posteriormente, se insertd un catéter (Intravenoso Jelco™™ 226, 1N. 25 mm} en el ventriculo derecho

con el fin de realizar la perfusidn del blogue pulmonar a través de la arteria pulmonar y seguir la
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circulacién cardioputmonar, el otro extremo de este catéter se conectd a una bomba peristaltica
{(Microperperx LKB-Bromma) para perfundir la solucién de KH (Sigma Chemical Co) a una
temperatura de 4°C y con un flujo de perfusién constante de 0.2 mli/min. Una vez colocado dicho
catéter en el ventriculo derecho, se colocé otro catéter en el ventriculo izquierdo, con el fin de
recolectar la solucién de perfusién procedente de las venas pulmonares. Una vez colocados ambos
catéteres, éstos se fijaron al corazon con un punto de sutura utilizando seda 7-0. En forma previa a
ta utilizacion de ambos catéteres éstos fueron lavados con 300 Ul de heparina.

4.5.- GRUPOS EXPERIMENTALES

Los blogues pulmonares obtenidos para evaluar la actividad de la enzima superdxido dismutasa y de
glutation, asi como de la peroxidacion lipidica en homogeneizado de pulmén y en el liquido de
perfusién, se dividieron en 3 grupos de estudio de acuerdo con los tiempos de perfusién e isquemia
previamente establecidos.

Los ratones fueron divididos al azar en tres grupos de estudio:

Grupo 1 : (n=7). Grupo control: Inmediatamente despues de colocar los catéteres, el bloque
pulmonar se perfundié “in situ” con solucién de KH (Sigma Chemical Co.) a una temperatura de 4°C
y con un flujo de perfusion de 0.2 ml/min unicamente durante el tiempo necesario para exanguinar el
bloque pulmonar.

Grupo 2 : (n=7). Inmediatamente después de colocar los catéteres, el bloque pulmonar se perfundié
“in situ” en forma continua durante 30" con solucién de KH a una temperatura de 4°C y con un flujo
de perfusion de 0.2 mi/min, recolectando el liquido de perfusion cada 15",

Grupo 3 : (n=7). Inmediatamente después de colocar los catéteres, el bloque pulmonar se perfundié
“in situ” con solucién de KH a una temperatura de 4° y con un flujo de perfusién de 0.2 mi/min
durante el tiempo necesario para su exanguinacién. Inmediatamente después, el bloque pulmonar,
fue extraido de la cavidad toracica para preservario sumergido en solucion de KH durante 24 horas
a 4°C suspendido por la traquea. Transcurrido el tiempo de preservacian, el blogue pulmonar se

conecté a un ventilador (Harvard Rodent) a través de la traquea, manteniendo una fraccidn inspirada
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de oxigeno al 21%, un volumen tidal de 1 ml/min y 55 respiraciones / minuto y fue reperfundido “ex
vivo™ durante 30’ con solucion de KH a una temperatura de 4°C y con un flujo de perfusién de 0.2
ml/min recolectando el liquido de reperfusion cada 15",

4.6.- OBTENCION DE MUESTRAS

4.6.1.- LIQUIDO DE PERFUSION: La solucién de KH perfundida a través del catéter colocado en el
ventriculo derecho y obtenida a través del catéter insertado en el ventricuto izquierdo se recolecto
de !a siguiente manera:

En el grupo 1, se recolectd el liquido de perfusion en forma inmediata, tUnicamente durante el tiempo
que fue necesario para exanguinar los pulmones, es decir hasta que los pulmones quedaron
completamente limpios.

En el grupo 2, se perfundié el bloque pulmonar en forma inmediata y continua durante 30' y se
procedi6 a recolectar en un tubo de ensaye el liquide de perfusién de los primeros 15’ y en otro tubo
de ensaye el liquido de perfusion de los segundos 15",

En el grupo 3, se perfundid el bloque pulmonar en forma inmediata unicamente durante el tiempo
que fue necesario para exanguinar los pulmones hasta que quedaron completamente limpios.
Inmediatamente.después, los pulmones, se preservaron suspendidos por la trdquea durante 24
horas a 4°C sumergidos en solucion de KH, transcurrido el tiempo de preservacion, se procedio a
reperfundir el bloque pulmonar con la misma solucién en forma continua durante 30", recolectando
en un tubo de ensaye el liquido de reberfusi()n de los primeros 15' y en ofro tubo de ensaye el
liquido de reperfusién de los segundos 15

Los liquidos de perfusién y de reperfusion procedentes de todos los grupos de estudio se
centrifugaron durante 30" a 4°C con ayuda de una centrifuga refrigerada (Beckman GS-6R) a una
velocidad de 2500 r.p.m., ¢ inmediatamente después, los sobrenadantes se aimacenaron en viales
criogénicos a -35°C hasta el momento de realizar las cuantificaciones de la actividad de la enzima

superéxido dismutasa y de las concentraciones de glutation y malonaldehido.
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4.6.2.- HOMOGENEIZADO TISULAR: Concluidas las maniobras de perfusién y la obtencion del
liquido de perfusién, el bloque cardiopuimonar fue extraido de la cavidad toracica para la
preparacién de los homogeneizados tisulares en tos grupos 1 y 2. En el grupo 3, los
homogeneizados tisulares se prepararon una vez concluida la reperfusién, previa preservacion
prolongada. Los bloques cardiopulmonares se colocaron sobre una caja de petri para su diseccién,
separando el corazén de los pulmones y de la traquea. Con ayuda de un bisturi se prepararon
macerados finos de los pulmones adicionando iml de solucién de KH. Una vez obtenido el
macerado, los pulmones fueron homogeneizados utilizando un homogeneizador (Poiytron,
Brikmann Instruments Co.). Posteriormente, estos se filtraron a través de una gasa estéril y fueron
centrifugados a 4°C durante 30" a 2500 r.p.m. {Centrifuga Beckman GS-6R). Los sobrenadantes asi
obtenidos, se almacenaron en viales criogénicos a una temperatura de -35°C hasta el momento de
realizar las determinaciones de la actividad enzimética de superoxido dismutasa, concentracion de
glutation y de la peroxidaci6n lipidica.

4.7.- CUANTIFICACION BIOQUIMICA

4.7.1.- SUPEROXIDO DISMUTASA: La cuantificacién de la actividad de superdxido dismutasa
presente en los liquidos de perfusion y de reperfusién, asi como en las muestras de los
homogeneizados pulmonares se realizé mediante un ensayo colorimétrico. Se utilizé un estuche
comercial (BIOXYTECH SOD-525, Oxis-Intemnational Co) que contenia los reactivos necesarios
para montar el ensayo de acuerdo con el siguiente esquema:

1).- Se utilizaron tubos de ensayo de cristal (12x75), nuevos y estériles. Estos tubos fueron
colocados en una gradilla y fueron numerados consecutivamente a partir del namero 1 con el fin de
identificar su contenido, Todas las muestras, de laos liquidos de perfusion, reperfusion Y

homogeneizado pulmonar se procesaron por duplicado.
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2).- Cada uno de [0s tubos contenia 40 pl de cada una de las muestras de liquido de perfusiéon u
homogeneizado pulmonar. Se utilizé el nimero de tubos que fue necesario de acuerdo al nimero
de muestras por procesar, y una serie de 4 tubos con 40 wl de agua como caontrol.

3).- A todos los tubos se les adicionaron 900 pl de solucién amortiguadora.

4).- Posteriormente se adicionaron 30 pl de receptor mercaptano dimetil sulfdxido diluido en etiten
glicol al 25% en todos los tubos . Estos se agitaron vigerosamente durante 4 segundos con ayuda
de un vortex.

%).- Después de 1minuto de incubacién a 37°C se adicionaron 30pl de la solucién cromégena y se
agitaron vigorosamente durante 4 segundos.

6)- Se procedio a leer la absorbancia de cada uno de los tubos utilizando un espectrofotémetro
(Beckman Du-8) ajustado auna longitud de onda de 525nm.

7).- Se obtuvo el promedio de las lecturas de absorbancia de los tubos control.

8).- Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia de todas las muestras, se calculd 1a actividad de
superdxido dismutasa en cada uno de ellas utilizando la siguiente refacién:

(U / ml SOD) = 0.93 (Vs/Vc) - 1/1.073 - 0.073 (VsiVc)

SOD = actividad de superéxido dismutasa expresada en unidades por mililitro de extracto.

Vs

absorbancia de la muestra problema

Ve

promedio de absorbancia del control

4.7.2.-GLUTATION: La concentracién de glutation presente en los liquidos de perfusién y de
reperfusion, asi como en las muestras de jos homogeneizados pulmonares se realizo mediante un
ensayo.colorimétrico. Se utilizé un estuche comercial (BIOXYTECH GSH-400, Oxis-tntemational Co)
gue contenia los reactivos necesarios para montar e! ensayo de acuerdo con el siguiente esquema:
1).- Se utilizaron tubos de ensayo de cristal (12x75) nuevos y estériles. Estos tubos fueron
colocados en una gradilla y se numeraron consecutivamente a partir del namero 1 con ¢l fin de

identificar su contenido.
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2).- Justo antes de iniciar la determinacién de glutation y con el objeto de preparar una curva
estandar, se procedié a preparar una serie de esténdares a partir de una solucion de glutation 0.5
mmolA diluida en acido metafosférico al 5% cuyas concentraciones finales fueron de (0, 20.0, 40.0,
60.0, 80.0 y 100.0 ) uM.

3).- Todas los liquidos de perfusién y de reperfusion, al igual que los homogeneizados pulmonares,
y la curva estandar se procesaron por duplicado. Se utilizb et numero de tubos necesario de acuerdo
al nimero de muestras por procesar, cada uno de estos tubos contenia 50ul de cada una de las
muestras problema o de los estandares correspondientes.

4).- A todos los tubos se les adicionaron 850 pl de solucién amortiguadora seguida de uﬁa agitacién
vigorosa utilizando un vortex.

5).- Posteriormente se adicionaron 50 pl de 4-cloro-1-metil-7-triflucrometil quinolina metil sulfato en
todos los tubos y se agitaron vigorosamente con ayuda de un vortex.

6).- Acto seguido, se adicionaron 50 pl de hidréxido de sodio al 30% y se procedio a agitarlos
nuevamente.

7).- Después de 10 minutos de incubacion a (25:3)°C bajo condiciones de obscuridad, se procedib a
leer la absorbancia de cada uno de los tubos utilizando un aspectrofotémetro (Beckman Du-6)
ajustado a una lengitud de onda de 400nm.

8).- Se incluyé un tubo con blanco de reactivo, éste contenia solucion amortiguadora y 1a lectura de
sy absorbancia se resto a las lecturas obtenidas de todos los tubos.

9).- Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia correspondientes a los estandares, éstas se
relacionaron con la concentracién de cada uno de ellos a través de la creacién de una grafica cuyo
eje de las abscisas correspondié a ta concentracién de glutation expresada en pM/L y el eje de las

ordenadas correspondié a las unidades de absorbancia.
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10).- La concentracién de glutation en las muestras procesadas se obtuvo interpolando la
absorbancia de cada una de las muestras problema sobre la grafica ademds de relacionar la
ecuacion de !a recta obtenida en dicha grafica con las lecturas de absorbancia.

4.7.3.- PEROXIDACION LIPIDICA: La evaluacién de la peroxidacion lipidica se realiz6 a través de la
cuantificacion del malonaldehido presente en tos liquidos de perfusion y de reperfusion, asi como en
|as muestras de los homogeneizados pulmonares. Se utilizé un estuche comercial (BIOXYTECH
LPO-586, Oxis-Intemational Co.) que contenia los reactivos necesarios para montar el ensayo
colorimétrico de acuerdo con el siguiente esquema:

1}.- Se utilizaron tubos de ensaye de cristal (12x75) nuevos Yy estérles. Estos tubos fueron
colocados en una gradilla y se numeraren consecutivamente a partir de! nimero 1 con el fin de
identificar correctamente el contenido de cada uno de los tubos.

2).- Justo antes de iniciar la cuantificacion de malonaldehido y con el objeto de preparar una curva
estandar se procedid a preparar una serie de estandares cuyas concentraciones finales fueron de
(0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0) uM a partir de una solucién de 1,1,3,3-tetrametoxipropano 10mM.

3).- Cada uno de los tubos contenia 200 de cada uno de los esténdares, liquido de perfusién u
nomogeneizado pulmonar. Se utilizé el ntmero de tubos necesario de acuerdo al nimero de
muestras que fueron procesadas pof duplicado.

4).- A todos los tubos se les adicionaron 650 p! de N-metil-2-fenil indol (10.3mM) en acetonitrilo
previamente diluido en metanol seguido de una agitacion vigorosa utilizando un vortex.

5).- Posteﬁorménte se adicionaron 150 pl de acido metanosulfanico (15.4M) en todos los tubos, se
agitaron vigorosamente con ayuda de un vortex y se taparon con tapones de plastico.

8).- Después de 40 minutos de incubacion a 45°C, las muestras se enfriaron scobre una cdmara de
hielo y se procedié a leer la absorbancia de cada uno de los tubos utiizando un espectrofotémetro

(Beckman Du-6) ajustado a una longitud de onda de 586nm.
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7).- Se incluyé un tubo con blanco de reactivo que contenia solucion amortiguadora. La lectura de su
absorbancia fue restada a las lecturas obtenidas de los tubos que contenian muestra para la
realizacién de los célculos.

8).- Una vez obtenidas las lecturas de absorbancia de los e#ta’ndares, éstas se relacionaron ¢on la
concentracién de cada uno de ellos a través de la creacién de una grafica cuyo eje de las abscisas
correspondi6 a fa concentracion de malonaldehido (peroxidacién lipidica) expresada en pM/L y el eje
de las ordenadas correspondié a las unidades de absorbancia .

9).- La concentracion de malonaldehido en las muestras_procesadas se obtuvo interpolando 1a
absorbancia de cada una de las muestras problema sobre la grafica, ademas de relacionar la

ecuacion de |a recta obtenida en dicha gréfica con las lecturas de absorhancia.
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5.- RESULTADOS
5.1.-GENERALES
Los resultados se presentan como valor promedio £ error estandar. No se presentd ninguna
complicacién quirdrgica, ni al realizar las perfusiones y reperfusiones de los bloques pulmonares. En
el grupo 1, e! tiempo promedio de perfusion pulmonar requerido para exanguinar los pulmones fue
(7.90+0.63) min. El tiempo promedio de perfusién continua en el grupo 2 fue de (30.0 0.0) min.

En el grupo 3, el tiempo de perfusion necesario para exanguinar los puimones antes de
preservarlos durante un tiempo de isquemia promedio de (24.81:0.43) hrs fue {7.4621.12) min, ¥
una vez transcurmido el periodo de isquemia, el tiempo de reperfusion promedio fue {30.0+0.0) min.
El.analisis estadistico de los datos incluyd las pruebas de andlisis de varianza (ANDEVA) y t-student.
valores de p<0.05 fueron considerados como significativos.

5.1.1.- LIQUIDO DE PERFUSION

La determinacion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa y de las concentraciones de
glutation y malonaldehido detectadas en el liquido de perfusién y obtenidas en forma individual para
cada unc de los blogues pulmonares perfundidos y reperfundidos de acuerdo con el grupo de
estudio, asi como los valores promedio con  su desviacién y error estandar se muestran en las

tablas 1,2 y 3 respectivamente.

SOD (Uiml)
LIQUIDOS DE PERFUSION Y REPERFUSION
Raton# Gpo 1(inm) Gpo 2 (15) Gpo 2 (307 Gpo 3 (inm) Gpo 3 {159 Gpo 3 (30)
1 275 4,89 3.57 272 2.41 0.22
2 1.72 4.69 1.45 1.86 1.40 0.42
3 6.44 1.07 2.44 343 2.55 0.22
4 6.94 3.57 2.44 6.58 2.28 0.52
5 3.23 1.19 4,69 6.0 3.42 0.02
6 4.89 5.52 2.59 43 2.55 0.22
7 3.57 2.29 2.75 4.3 2.41 0.84
Promedio 422 ) 2.84 4.17 243 0.35
¥DE 1.94 1.82 1.02 1.69 0.59 0.26
+EE 0.73 0.68 0.38 0.63 0.22 0.10

Tabla 1. Actividad de superéxido dismutasa expresadas en (U/ml). Valores promedio
desviacién y error estandar
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GLUTATION
(umoliL}
LIQUIDOS DE PERFUSION Y REPERFUSION
Raton# Gpo 1 (inm) Gpo 2 (15" Gpo 2 (30" Gpo 3 (inm)-Gpo 3 (157 Gpo 3 (30')
1 5.20 3.54 2.46 2.80 217 217
2 6.69 5.09 2.29 9.09 217 2.48
3 9.49 3.09 2.06 9.77 2.34 2.00
4 12.74 6.57 2.1 10.80 2.08 2.20
5 9.54 2.06 2.40 8.46 217 223
5] 8.23 474 2.80 4.51 2.23 2.06
7 8.23 5.09 2.69 4.51 2.06 2.29
Promedio 8.58 4.31 2.40 7.13 217 2.20
+DE 2.39 1.50 0.27 3.12 0.09 0.15
1EE 0.94 0.57 0.10 1.18 0.03 0.05
Tabla 2.Concentracién del glutation expresada en (pmol/L} . Valores promedio £
desviacion y error estandar.
MALONALDEHIDO
{pmol/L)
LIQUIDOS DE PERFUSION Y
REPERFUSION
Ratoén # Gpo 1 Gpo 2 Gpo 2 Gpo 3 Gpo 3 Gpo 3
(inm) (159 (309 {inm}) (15 (309
1 134 0.46 0.54 1.34 0.41 0.28 |
2 1.34 0.22 0.38 1.34 0.18 0.16 |
3 1.42 0.21 0.79 1.38 0.31 0.25 1
4 1.54 072 0.23 1.58 0.26 0.25
5 1.15 0.30 0.18 1.05 0.33 0.28 |
6 1.35 0.63 0.46 1.38 0.29 0.27
7 1.28 0.43 0.29 1.27 0.36 0.13
Promedio 1.34 0.42 0.41 1.33 0.30 0.23
1DE 0.12 .19 0.21 0.15 0.07 0.06
tEE 0.04 0.07 0.07 0.05 0.02 0.02

Tabla 3. Evaluacion de la peroxidaci6n lipidica a través de la concentracion de

malonaidehido, expresado en (umol/L) .Valores promedio & desviacién y error estandar.
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Ef cuadro que resume los valores promedio + error estandar de la actividad de la enzima superéxido
dismutasa y las concentraciones de glutation y malonatdehido cuantificadas en el liquide de la
solucién de perfusién, obtenidas al perfundir ei bloque pulmonar en forma inmediata unicamente
durante el tiempo necesario para exanguinario (Grupo 1), durante 15°y 30" en forma inmediata sin
haber utilizado ninguin tipo de preservacion (Grupo 2), asi como después de reperfundir durante 15’

y 30' post-24 horas de preservacion (Grupo 3) corresponde a la tabla 4.

Gpo 1 Gpo 2 Gpo 2 Gpo 3 Gpo 3 Gpo 3
{inm) (15" (30 {inm) {159 {30
sOD 422+073|331+068]284+038(4.17:063 (2430220351010
{U/mi)
GLUTATION 858+ 084 |431+057(2.40+010(7.13+1.18 |2.17+0.031220+0.05
(nMA)

MALONALDEHIDO {1.34 + 0.04 {0.42 + 0.07 |0.41 £0.071.33+ 0.05 |0.30+0.02 |0.23 +0.02
(w1}

Tabla 4.- Valores promedio + error estandar de la actividad de la enzima superéxido dismutasa y
concentraciones de glutation, y malonaldehido detectadas en el liquido de perfusién al exanguinar los
pulmanes en forma inmediata (Gpo 1), al perfundirios en forma inmediata y ¢ontinua durante 15’ y 30’
{Grupo 2) y al exanguinarlos en forma inmediata previa preservacién prolongada (24 horas) asi como
al reperfundirlos transcurrido dicho tiempo de preservacién durante 15’y 30" (Grupo 3).

5.1.2.- HOMOGENEIZADO PULMONAR

Concluidas |a perfusién y/o reperfusién del bloque pulmonar de acuerdo con cada uno de los tres
grupos de estudio, se procedid a la preparacién de los homogeneizados tisulares, en cuyos
sobrenadantes se determinaron la actividad de la enzima superdxido dismutasa y las
concentraciones de glutation y malonaldehido inmediatamente después de: a) exanguinar el bloque
pulmonar (Grupo 1), b) perfundir el blogue pulmonar en forma inmediata y continua durante 30’
(Grupo 2) y ) reperfundir el bloque pulmonar durante 30' post 24 de preservacién a 4°C (Grupo 3).
La actividad de la enzima superbxido dismutasa , las concentraciones de giutation y madetectadas

en el homogeneizado pulmonar, obtenidas en forma individual en cada unc de los bloques
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pulmonares de acuerdo con el grupo de estudio, asi como los valores promedio con desviacion

estandar y error estandar se muestran en las tablas 5, 6 y 7 respectivamente.

S0D (U/ml) HOMOGENE!IZADO PULMONAR
Ratén # Gpo 1 Gpo 2 Gpo 3
1 120.39 24.81 1.27
2 72.57 16.44 30.84
3 120.39 19.79 12.69
4 2913 19.18 25.40
5 31.74 24.85 35.78
6 50.03 2485 16.93
7 58.38 24.85 14.30
Promedio 68.94 221 21.03
+DE 38.17 3.55 9.65
tEE 14.43 1.34 365
Tabla 5. Actividad de superéxido dismutasa expresada en (U/ml) .
Valores promedio t desviacién y error estandar.
GLUTATION HOMOGENEIZADO PULMONAR
{umol/L)
Ratén # Gpo 1 Gpo 2 Gpo 3
1 22.00 19.03 11.20
2 19.49 18.74 12.91
3 20.97 18.46 10.57
4 22.86 19.37 11.14
5 15.60 27.66 10.06
6 15.43 14.00 10.69
7 39.26 16.23 11.83
Promedio 22.23 19.07 11.20
iDE 8.06 424 0.93
iEE 3.04 1.60 0.35
Tabla 6. Concentracién de glutation expresada en (pmolfl).
Valores promedio £ desviacidn y error estandar.
MALONALDEHIDO | HOMOGENEIZADO PULMONAR
(umol/L})
Ratén # Gpo 1 Gpo 2 Gpo 3
1 6.98 10.75 7.46
2 6.19 10.33 4.49
3 6.13 11.59 479
4 5.97 10.91 6.29
5 465 10.33 7.46
6 6.31 8.09 7.46
7 569 10.33 4.86
Promedio 5.98 10.33 6.11
+DE 0.7 1.08 1.38
1EE 0.26 0.41 0.52

Tabla 7. Evaluacion de la peroxidacién lipidica. Concentracién de malonaldehido

expresada en (umol/L). Valores promedio t desviacién y error estandar.
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La tabla 8 resume los valores promedio + efor estandar de las cuantificaciones de la actividad de la
enzima superdxido dismutasa asi como las concentraciones de glutation y malonaldehido en los

homogeneizados pulmonares.

HOMOGENEIZADC PULMONAR Grupe 1 Grupo 2 Grupo 3

Superdxido Dismutasa (U/ml) 68.94 + 14.43 (22.11+1.34 21.03+3.65
Glutation (pM/) 22231304 |19.07+160 11.20+£0.35
Malonaldehido {pM/) 598 +026 (10331041 6.111£0.52

Yabla 8 .- Valores promedio + error estandar de la actividad de la enzima superdxido dismutasa,
concetraciones de glutation y de malonaldehido detectadas en el homogeneizado tisular obtenido
después de exanguinar los puimones en forma inmediata {Gpo 1), al perfundirtos en forma inmediata y
continua durante 30’ (Grupo 2) y durante 30° post 24 hrs de preservacién a4° C

5.2.- SUPEROXIDO DISMUTASA

' 5.2.1.- LIQUIDO DE PERFUSION

Los datos promedio {+ eror estdndar) de la actividad de la enzima superdxido dismutasa
expresadas en U/ml y cuantificadas en el liquido de perfusién pulmenar obtenidas al exanguinar los
pulmones en forma inmediata fueron (422+073)y (417 £ 0.83) U/ml en los grupos de estudio 1y
3 respectivamente, sin diferencia estadisticamente significativa entre ambas actividades (p=0.85).
Dado que la perfusion de los blogues pulmenares con fines de exanguinacién inmediata en los
grupos 1 y 3 se realizd bajo las mismas condiciones en ambos grupos de estudio, ademas de que
no encontramos diferencias importantes al comparar los promedios de estas concentraciones (4.22
4+0.73 y 4.17 + 0.63) U/m!, decidimos obtener el promedio de ambas actividades (4.19 £ 0.68) U/mi
y unificar el resultado para su manejo posterior como la actividad de superdxido dismutasa
obtenida al perfundir los blogues pulmonares en forma inmediata unicamente durante el tiempo
necesario para su exanguinacién. Esta actividad enzimatica representé el valor basal o control y se

compard con las actividades obtenidas al perfundir o reperfundir los bloques pulmonares de acuerdo

con el grupo de estudio del que se tratd.
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En el grupo 2, encontramos que al perfundir el bloﬁue pulmonar durante los primeros 15, {a
actividad de superéxido dismutasa en el liquido de perfusién (3.31 * 0.68) U/ml disminuy6
aproximadamente (19.26%) al compararla con fa actividad basal registrada al exanguinar los
pulmones en forma inmediata (4.1%+ 0.68) U/mi.
En este mismo grupo de estudio, al continuar la perfusién de! bloque pulmonar de los minutos 16 al
30, la actividad de superdxido dismutasa fue (2.84 + 0.38) U/ml con una disminucion del (32.2%)
con respecto a las concentracién basal (4.19 0.68) U/m\. Aunque las actividades de superdxido
dismutasa al perfundir el blogue pulmonar en forma inmediata y continua durante 15"y 30’
disminuyeron con fespecto a la concentracién basal, estas disminuciones no fueron
estadisticamente significativas [15' (p=0.38) y 30’ (p=0.12)}. Tampoco encontramos diferencias
importantes al comparar dichas actividades enziméaticas entre si {(p=0.56). Estos resultados se
ilustran en la grafica# 1.
La actividad de superdxido dismutasa en el grupo 3, en donde los bloques pulmonares fueron
reperfundidos, después de haber sido exanguinados y preservados durante 24 horas a 4°C
sumergidos en solucién de KH. Al perfundir el bloque pulmonar durante media hora, la actividad de
superéxido dismutasa durante los primeros 15' fue (2.43x 0.22) U/ml con una disminucion del
(42.00)% con respecto a la actividad enzimatica basal (4.19+ 0.68) U/ml, al continuar con la
reperfusién del bioque pulmonar de los minutos 16 al 30, la actividad de superdxido dismutasa fue
{0.35 £ 0.10) Uiml con una disminucién del (91.84)% con respecto al valor basal (4.18+ 0.68) U/ml.
Estas disminuciones fueron estadisticamente significativas (p = 0029y p = 0.001) respectivamente.
Al comparar ambos tiempos de reperfusion, se observd una disminucién significativa (85.8%, p ) al
minute 30 de reperfusién con respecto al minuto 15, tal y como se muestraenla grafica nimero 2.
Cuando comparamos la actividad de superdxido dismutasa al perfundir los bloques pulmonares
durante 15 (3.3140.68} Ufml, (grupo 2) con la actividad de superoxido dismutasa al reperfundir los

blogues pulmonares post-preservacion prolongada también durante 15° {2.4310.102) U/ml, (grupo
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3), observamos que la actividad enzimética disminuyé en un (26.50)% post-reperfusion pulmonar,
esta disminucién no fue estadisticamente significativa (p = 0.37) con respecto al valor obtenido en la
perfusién a los 15'. Al comparar estas mismas actividades enzimaticas obtenidas al perfundir
(3.3120.68) } U/ml y al reperfundir (2.4310.10) ) U/ml los bloques pulmonares durante 15, conla
actividad basal de supertxido dismutasa (4.19+0.68) U/ml, no encontramos una disminucién
estadisticamente significativa (p=0.38) al comparar las actividades enzimaticas basal y perfusién
15', sin embargo, si se presentd una disminucién estadisticamente significativa (p = 0.02) al
comparar las actividades enzimaticas basal y 15' reperfusion. Estos resultados se ilustran en la
grafica numero 3.
En los liquidos de perfusién y de reperfusion recolectados de los minuto 16 al 30enlos grupos 2y
3, las actividades de superoxido dismutasa observadas fueron {2.84+ 0.38) U/ml y (0.35+ 0.10) U/mi
respectivamente, al comparar entre si ambas actividades enzimaticas, encontramos una disminucién
del (87.78)% en la actividad enzimatica durante la reperfusion, esta disminucion fue
estadisticamente significativa (p = 0.0001). Al comparar dichas actividades con la actividad
enzimatica basal, se observd una disminucién importante de la actividad enzimatica como
consecuencia de la reperfusion (p = 0.001) (0.35+0.10 vs 4.1940.68) U/ml no siendo asi al
comparar los pulmones perfundidos vs la basal (p = 0.12) {(2.84+ 0.38 vs 4.1910.68) U/ml. Estos
resultados se ilustran en la grafica ndmero 4.
5.2.2 - HOMOGENEIZADO TISULAR PULMONAR
Las actividades promedic (& error estandar) de la enzima superc‘:/xido dismutasa expresadas en
U/ml, obtenidas en los homogeneizados pulmonares en los grupos de estudio 1, 2y 3 fueron:
(68.94 + 14.43, 22,11+ 1.34 y 21.03 = 3.65) U/mi respectivamente.
La actividad de la enzima superdxido dismutasa tisular correspondiente al grupo 1 representd la
actividad basal de esta parte del estudio (68.94114.43) U/ml, dado que dicha actividad correspondié

al homogeneizado pulmonar preparado a partir de los blogues pulmonares que fueron perfundidos
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unicamente durante el tiempo necesarioc para su exanguinacion (aproximadamente 8y y fue
significativamente mayor (87.93%, p = 0.007} que la actividad detectada en el grupo 2 (22.11£1.34)
U/ml en el que los bloques pulmonaras se berfundieron en forma inmediata y continua durante un
tiempo total de 30, asi mismo, al comparar la actividad tisular basal de la superéxdo dismutasa
(68.94214.43) Wml con la actividad de la superoxido dismutasa detectada en el grupo 3
(21.0313.65) U/ml, en donde fos pulmones fueron reperfundidos durante un tiempo total de 30'
después de que se preservaron durante 24 horas a 4°C: se presentd una disminucion
estadisticamente significativa det (69.50%, p = 0.007). No encontramos diferencias importantes al
comparar la actividad de superéxido dismutasa tisular entre los grupos de estudio 2y 3 ( p = 0.78).

Grafica numero 5.
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5.3.- GLUTATION
5.3.1.- LIQUIDO DE PERFUSION

Las concentraciones promedio (+ error estiandar) de glutation expresadas en uMA y cuantificadas en
el liquido de perfusion pulmonar , cbtenidas al exanguinar los pulmones en forma inmediata fueron
(8.58 £ 0.94) uMA y (7.13 £ 1.18) uMA en los grupos 1 y 3 respectivamente, sin diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos de estudio (p = 0.34). Dado que la perfusion de
los bloques pulmonares con fines de exanguinacién inmediata en los grupos 1 y 3 fueron las mismas
en ambos grupos de estudio, ademds de que no encontramos diferencias importantes al comparar
los promedios en las concentraciones de glutation (8.58 + 084 y 713 £ 1.18) uMA decidimos
obtener el promedio de dichas concentraciones ( 7.85 £ 1.06 ) yMA y unificar el resultado para su
manejo posterior como la concentracién de glutation basal o control en este estudio, para
posteriormente comparario con las concentraciones obtenidas al perfundir o reperfundir los bloques
pulmonares de acuerdo con el grupo de estudio del que se traté.

En el grupo 2, el bloque pulmonar se perfundi® en forma inmediate y continua durante 30°,
encontramos que durante los primeros 15" de perfusién, la concentracién de glutation en el liquido
de perfusion fue (4.31% 0.57) pMA y disminuy6 significativamente (p= 0.01) con respecto. a la
concentracion basal (7.85 + 1.08 ) uMA . Al continuar con la perfusién del bloque pulmonar de!
minuto 16 al 30, la concentracion de glutation fue (2.40 + 0.10) PMA con una disminucion
estadisticamente significativa del 69.00% (p = 0.0003) con respecto a la concentracién basal (7.85
1.06 ) yMA. Al comparar las concentraciones obtenidas a los minutos 15' y 30° de perfusién se
observa que existe una diferencia significativa (p = 0.006) entre estos, presentandose una
concentracion de glutation menor al minuto 30 de perfusién. Grafica numero 6.

La concentracion de glutation en el grupo 3, en el que los bloques pulmonares fueron perfundidos
para exanguinarlos e inmediatamente después se preservaron durante 24 horas a 4°C sumergidos

en solucidon de KH antes de reperfundifos con la misma solucién durante 30, se observdé que
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durante los primeros 15', la concentracién de glutation en el liquido de reperfusion fue (2.17+ 0.03)
uM/, presentandose una disminucion del 72.00% con respecto a la concentracion basal de glutation
(7.85£1.08) uMA. Al continuar con la reperfusion del blogque pulmonar del (16’ al 30, la
concentracion de glutation fue (2.20 * 0.05) pMA, muy similar a la reportada para los primeros 15,
lo que representé una disminucién del 72.00% con respecto a la concentracion basal (7.8511.06)
pMA. Ambas disminuciones fueron estadisticamente significativas con respecto a la concentracién
basal (p = 0.0002)} . No encontramos diferencia estadisticamente significativa al comparar las
concentraciones de glutation obtenidas al reperfundir los bloques pulmonares durante 15y30 (p=
0.66). Grafica numero 7.

Cuando comparamos las concentraciones de glutation al perfundir durante 15° (grupo 2) y al
reperfundir durante 15" (grupe 3) fos blogues pulmonares, encontramos que la concentracién
glutation en el liquido de reperfusién (grupo 3) fue (2.17 £ 0.03) UM/, 48 6% menor (p = 0.002) que
la encontrada para los bloques pulmonares que fueron perfundidos en forma inmediata y continua y
que no fueron preservados (4.31 £ 0.57) HMA. Asi mismo al comparar ambas concentraciones con
respecto al valor obtenido en la concentracton basal (7.85+1.06) HM/, se observa una disminucién
estadisticamente significativa (p < 0.05) de ambos tiempos, con respecto a dicho valor, estos
resultados se ilustran en la grafica naimero 8.

Las concentraciones de glutation fueron (2.40 + 0.10 y 2.20 * 0.05) uM/ al perfundir (Gpo 2) v al
reperfundir (Gpo 3) los bloques pulmonares del minuto 16 al 30 respectivamente y aunque hubo
una disminucién del 8%, cuando los bloques pulmonares fueron reperfundidos esta disminucién no
fue estad}sticamente significativa (p = 0.12). Los va1ores‘ cbtenidos tanto para el tiempo de
perfusién, como para el de reperfusion al minuto 30", resultaron ser significativamente (p < 0.05)

menores al obtenido en el valor basal. Grafica nimero 9.
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5.3.2.- HOMOGENEIZADO TISULAR PULMONAR
Las concentraciones de glutation promedio (+ eror estandar) expresadas en yMA y obtenidas en jos
homogeneizados pulmonares de los grupos 1,2 y 3 fueron : (22.23+ 3.04, 19.07+ 160 y 11.20¢
0.35) respectivamente.
La concentracién de glutation tisular correspondiente al grupo 1, representd la concentracién basal
en esta parte del estudio (22.23 + 3.04) uM/, dado que dicha concentracion correspondié at
homogeneizado pulmonar preparado a partir de los bloques pulmonares que fueron perfundidos
unicamente durante el tiempo necesario para su exanguinacién (aproximadamente 8).
Al perfundir los bioques pulmonares en forma inmediata y continua durante 30’ sin utilizar ningun
tipo de preservacién (grupo 2), la concentracion de glutation tisular fue (19.07 1 1.60) uM/, con una
disminucién que no fue significativa (14.20%,p = 0.37) con respecto a la concentracién de glutation
tisular basal (22.23 £ 3.04) uMA.
La concentracién de giutatién tisular en el grupo 3 en el que los bloques pulmonares fueron
reperfundidos durante un tiempo total de 30' post-24 horas de preservacion a 4° en solucién de KH
fue (11.20 + 0.35) pM/, con una disminucién estadisticamente significativa (49.60)% con respecto a
ta concentracién basal ( p = 0.003) (22.23  3.04) pMA.
Al comparar las concentraciones de glutation ftisular obtenidas al perfundir y al reperfundir los
bloques pulmonares (grupos 2 y 3 respectivamente) encontramas que la concentracién de glutation
en el grupo 3 fue (11.20 + 0.35) pM/l y disminuyé en un 41.00% con respecto a la concentracién
encontrada en el grupo 2 (19.07x 1.60) uMA siendo dicha disminucién estadisticamente significativa

{ p = 0.0004). Gréfica nimero 10.
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5.4.- PEROXIDAC!ION LIPIDICA.

5.4.1.- LIQUIDO DE PERFUSION

Las concentraciones promedio (+ error estindar) de malonaldehido expresadas en uMA vy
cuantificadas en el liquido de perfusién pulmonar obtenidas en forma inmediata fueron {1.34 £ 0.04)
y {1.33 £ 0.05) en los grupos de estudio 1 y 3 respectivamente, sin diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos de estudio (p = 0.878). Dade que [a perfusion de los bloques
pulmonares con fines de exanguinacion inmediata en los grupes 1 y 3 fueron las mismas en ambos
grupos de estudio, ademas de que no encontramos diferencia estadistica importantes al comparar
las concentraciones promedios de malonaldehido (1.34 + 0.04) y {1.33 £ 0.05) yMA decidimos
obtener el promedio de dichas concentraciones { 1.33 £ 0.04 ) uMA y unificar el resultado para su
manejo como ia concentracién de malonaldehido basal o control, come indicador de |a peroxidacion
lipidica en este estudio.

La concentracién de malonaldehido en el grupo 2 (en el que se perfundieron los blogues
pulmonares en forma inmediata y continua durante 30") fue (0.42 + 0.07) yMA en el liquide obtenido
durante los primeros 15° de perfusién vy (0.41 £ 0.07) uMA en el liquido de perfusion recolectado de
tos minutes 16 al 30. Presentandose una disminucion importante { p = 0.0001) en la concentracion
de malonaldehido al perfundir los bloques pulmonares en forma inmediata durante 15' (0.42 &
0.07) uMA y 30’ (0.41 £ 0.07) MA alrededor del 68% en ambos casos cuando se compararon con la
concentracién basal de malonaldehido ( 1.33 £ 0.04 } uM/. Sin embrago no encontramos diferencias
significativas entre ambas concentraciongs para los dos tiempos de perfusion en este grupo de
estudio { p = 0.81). Gréafica nimero 11.

En los blogues pulmonares del grupo tres, que fueron reperfundidos durante 30° después de que
fueron preservados en solucién de KH por 24 hrs a 4°C, se observd que la concentracién de
malonaldehido en el liquido de reperfusién durante los primeros 15° post-preservacion prolongada

fue (0.30 + 0.02) M/, con una disminucién del (77.50)% cuando se comparé con la concentracion
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de malonaldehido basal (1.33 + 0.04) uMA. Al continuar con la reperfusién del bloque pulmonar
hasta el minuto 30, también se presentd una disminucién (82.70%) en la concentracién de
matonaldehido (0.23 + 0.02) uMA con respecto a la concentracién basal (1.33 £ 0.04) uMA, ambas
disminucicnes fueron estadisticamente significativas (p = 0.0001). No encontramos diferencias
importantes al comparar entre si las concentraciones obtenidas al reperfundir los pulmones a los
minutos 15 y 30 post-24 de preservacion ( p = 0.068 ). Dichos resultados se muestra en la grafica
ndmero 12.

Al comparar las concentraciones de malonaldehido entre los grupos de estudio 2 y 3 obtenidas al
perfundir y al reperfundir los blogues pulmonares durz\mte 15’ respectivamente, la concentracién de
malonaldehido disminuyo un (28.5)% en los bloques pulmonares que fueron reperfundidos (0.30 %
0.02) uMA con respecto a los pulmones que no se preservaron (0.42 + 0.07) pM/A. Esta disminucién
no fue estadisticamente significativa (p = 0.166).Ambas cuantificaciones para los minutos 15,
presentaron una disminucién significativa (p = 0.0001), con respecto a la concentracién basal de
maionaldehido. Grafica nimero 13.

En los liquidos de perfusién y de reperfusién recolectados del minuto 16 al 30, tanto para los
bloques pulmonares preservados , como los no preservados, las concentraciones de malonaldehido
fueron (0.231 0.02) v (0.41+ 0.07) uMA respectivamente, con una disminucién del (43.00)% en la
concentracién de malonaldehido en el liquido de reperfusion (p = 0.05). Ambas cuantificaciones,
presentaron una disminucion significativa (82% y 69 %, p = 0.0001) con respecto a la concentracion
basal de malonaldehido. Grafica nimero 14.

5.4.2.- HOMOGENEIZADO TISULAR PULMONAR

La concentracion de la malonaldehido promedio t {(error estandar) expresada en p\W y obtenida en
los homogeneizados preparados a partir de los bloques pulmonares en los tres grupos de estudio
fueron: (5.8 + 0.26) uMA en el grupo de pulmones que fueron perfundidos de manera inmediata

durante aproximadamente 8 minutos para exanguinades, considerando este valor como la
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concentracion de malonaldehido basatl. Esta concentracion fue de (10.33  0.41) uMA cuando los
pulmones fueron perfundidos en forma continua durante 30, mostrdndose un incremento (72.74)%,
el cual fue estadisticamente significativo (p=0.0001).Cuando se comparo con la concentracién basal,
la concentracion ¢e malonaldehido tisular post-reperfusién fue { 6.11 + 0.52) uMA, sin diferencias
importantes { p = 0.83), con respecto a la concentracién basatl (5.98 + 0.26) pMA.

Al comparar las concentraciones de malonaldehido cobtenidas entre los grupos de blogques
pulmonares no preservados (perfundides:10.33 £ 0.41) uM! vy los que fueron preservados
(reperfundidos : 6.11 = 0.52) pM/, estos ultimos presentaron una disminucién significativa del
(40.00)% (p = 0.0001). Grafica nimero 15.

En resumen, los resultados de este proyecto muestran que fa actividad de la enzima superdxido
dismutasa asi como las concentraciones de glutation y malonaldehido en las soluciones de perfusidn
y de reperfusion pulmonar (grafica 18), asi como en el homogeneizado tisutar {grafica 17) siguen un
comportamiento muy similar, ya que se observd una disminucién en la actividad enzimatica de SOD
al igual que en las concentraciones de glutation y malonaldehide por efecto del tiempo de perfusion
y mas aln por efecto de la reperfusion pulmonar aunada a una preservacién prolongada,
probablemente debido a las condiciones de hipotermia, ya que como se mencioné antericrmente, las

actividades metabdlicas y enzimaticas disminuyen al disminuir ta temperatura de almacenamiento.
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6.- DISCUSION

E! trasplante pulmonar es una aiternativa terapéutica para los pacientes con enfermedad pulmonar
terminal y aunque actualmente se han superado los problemas relacionados con la técnica
quirdrgica, el cuidado post-operatorio y la terapta inmunosupresora , Su aplicacién clinica es
limitada.

E! principal factor que limita la aplicacién de un trasplante pulmonar es la escasez de donadores
{2.41) dado que la complicacion mas relevante de la muerte cerebral es la formacidén de edema
pulmonar neurogénico, ademas de que como consecuencia de los largos peridédos de intubacion
traqueal y ventilacién mecanica asistida a los que estan sometidos los posibles donadores, es muy
alta la posibilidad de encontrar una infeccién pulmonar activa (40,44).

Aunado a la escasez de donadores, no existe un método de preservacién pulmonar adecuado a las
caracteristicas fisiologicas (manejo de aire e intercambio de gases) del 6rgano, hasta nuestros dias
y a pesar de innumerables investigaciones en las que se han implementado y utilizado una gran
variedad de modelos experimentales de preservacion puimonar, modificando ampliamente las
condiciones dadas para los métodos, técnicas y soluciones de preservacién con e! fin de proteger al
pulmén durante fa isquemia, los avances no han sido satisfactorios, ya que los resultados de estos
experimentos han sido un tanto diferentes y conflictivos y con ninguno de ellos ha sido posible
realizar procuraciones rutinarias distantes {20,44).

Actualmente, esta bien establecido que periodos cortos de isquemia fria entre 5 y 7 horas son
cornpatibles con una buena funcion putmonar, independientemente de la t&cnica o solucién utilizada
para la preservacion del pulmén a trasplantar (8,13,28,39).

A diferencia de los llamados 6rganos sdlidos, el pulmén muestra una marcada sensibilidad a la
isquemia , dada la presencia de la membrana alvéolo capilar. Durante el almacenamiento del
pulmén, la solucién de preservacién permanece en la camara capilar ocasicnando cambios en la

vasculatura y se difunde a la fase alveolar generando dafio pulmonar irreversible.
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Los dafos ocasionados en el pulmén por efecto de la preservacion, se reflejan en forma inmediata
sobre la funcidn putmonar. La disfuncién pulmonar seguida al trasplante, esta bien caracterizada
por una disminucion en la presién parcial de oxigeno, un aumento en la resistencia vascular
pulmonar y por la formacién de edema. El reflejo de todo esto es una disminucidn en el intercambio
gaseoso (7,28,30).

La técnica tradicional de preservacién pulmonar consistia en la inmersion del pulmén en solucidn
fria, sin embargo, no se obtenia un enfriamiento homogéneo del 6rgano, ya que el pulmon tiende a
flo-tar en la solucion (28), actualmente, el método de preservacion mas utilizado incluye una
perfusion a través de la arteria pulmonar, con lo que se consigue un enfriamiento mas uniforme.

Bajo condiciones normales, el putmén consume carbohidratos como glucosa y mantiene la energia
almacenada en forma de Adenosin-tri-Fosfato (ATP). Después de 120 a 180 minutos de isquemia a
37°C, la concentracién de glucosa disminuye mucho més rapido que cualquier otro indicador
bioquimico (12}, y los niveles de ATP disminuyen aproximadamente en un 90% (30}, lo que sugiere
que el tejido pulmonar metaboliza glucosa como principal fuente de energia.

Por otro lado, las condiciones de hipotermia prolongan la preservacion puimonar, ya que se produce
una disminucion en la velocidad a la cual las enzimas intracelutares degradan los metabolitos
necesarios para mantener ia viabilidad del 6rgano, con lo que disminuye el consumo energético
celular (4,28,30). Sin embrago, los periodos de hipotermia prolongada provocan una obstruccién
vascular (28), afectan los mecanismos de transporte a través de |a membrana celular e incrementan
la concentracion de calcio intracelular (13,28).

E] acumuio intracelular de calcio ocasiona un déficit energéti'co importante ya que por una parte se
presenta un aumento excesivo de la actividad de las ATP-asas dependientes de calcio, con lo que
se acelera hasta niveles incompatibles el consumo de ATP mitocondrial ademas de que estos
organelos pierden ta capacidad de fosforilacion y consecuentemente la sintesis de ATP por efecto

de la calcificacion (38).
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Comeo se menciond anteriormente, las condiciones elementales de la preservacion pulmonar
incluyen: mantenimiento del metabolismo celular, equilibrio electrolitico, hipotermia y perfusién a
través de la arteria pulmonar.

La solucién de KH cubre los requerimientos metabélicos mencionados anteriormente, es una
solucién electrolitica adicionada con 2000 mg de glucosa / | y no contiene calcio, por lo que en este
estudio decidimos utilizarla como la solucién de preservacion, perfusion y reperfusion pulmonar
suministrada a través de la arteria pulmonar y bajo condiciones de hipotermia.

Durante la isquemia pulmonar, el metabolismo aerdbico continGia, dada la presencia del oxigeno
remanente en los alveolos. Este elemento es indispensable para el mantenimiento energético
celular, ya que es necesaric para oxidar la glucosa, y aunque bajo condiciones de isquemia fria,
disminuye €l consumo energético celular, la presencia de oxigeno molecular genera la produccion
de radicales libres procgdentes de su utilizacién, Estas especies oxidantes, bajo condiciones
fisiologicas normales, se neutralizan por los llamados receptores endégenos de radicales libres de
oxigeno, los cuales pueden ser de tipo enziméatico como 1a enzima superdxido dismutasa y de tipo
no enzimatico como el giutation (43). Estas consideraciones indican que el dafio pulmonar por la
toxicidad celular generada como consecuencia del metabolismo aerébico, depende del equilibrio
entre la generacién de los radicales oxidantes y los mecanismos intracelulares antioxidantes para
eliminarios (17).

Como ya se menciond, 1a célula presenta defensas antioxidantes, que pueden ser de tipo enzimatico
o no enzimatico. En los pulmones, el principal antioxidante de caracter enzimatico es la enzima
superdxido dismutasa (SOD). La SOD presenta actividad enzimatica bajo dos formas distintas
caracterizadas por el tipo de cofactor metdlico, siendo éste cobre_e o zinc en la enzima
predominantemente citopiasmatica y manganeso en |a enzima mitocondrial. Ambos tipos de la
enzima, catalizan la dismutacion del radical anién superoxido en oxigeno molecular y perdxido de
hidrégeno, €l cual &s degradado en agua ¥ oxigeno molecular por la accién de otras enzimas

antioxidantes como la catalasa o la glutation peroxidasa {16,22,29).
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Entre las defensas antioxidantes no enzimaticas que pueden actuar como receptores de los
radicales oxidantes y como atenuantes de las reacciones de peroxidacién lipidica inducidas por los
radicales libres, se encuentra el glutation ( gamma-glutamit-cistein-glicina) el cual es un tripéptido
con diferentes acciones celulares, algunas de ellas sustentadas en el grupo sulfhidrilo que posee
propiedades antioxidantes; entre &stas se encuentran el evitar 1a autooxidacion de los lipidos, los
cuales son indispensables para mantener la integridad de la membrana celular, también participa
como activador o cofactor enzimatico de algunas enzimas incluyendo la glutation peroxidasa, la
glutation transferasa y la tiol-transferasa, ademas de que interviene en e! fransporte de aminoacidos,
y constituye un importante mecanismo celular receptor de las especies oxidantes (42). Ei glutation,
tambien interviene en el metabolismo de algunos farmacos, en el metabolisme del calcio, en el ciclo
gamma-glutamil, plaquetas y funciones membranales (16). En resumen, la accién del giutation es
crucial en diferentes proceses vivos, y actia en forma conjunta con la enzima SOD en la proteccién
celular de} dafo causado por el acumulo de oxidantes ya que ambos receptores poseen
propiedades antioxidantes.

Si los mecanismos de las reacciones de oxidacion celular se alteran, ya sea por deficiencia en las
capacidades receptoras de la enzima superoxido dismutasa o de! glutation, o por un aumento
excesivo del aporte de oxigeno, se acumulan las especies oxidantes cuyas reacciones &n cadena
son letales para la célula. Practicamente, todos los componentes celulares son capaces de
interactuar con los radicales libres derivados del oxigeno, variando 1a lesion metabdlica particular
segin los diferentes tipos de células, por ejemplo, los lipidos que contienen Aacidos grasds
insaturados son particularmente sensibles a la oxidacion con la consecuente formacion de peroxidos
lipidicos, los carbohidratos, los acidos nucleicos y los cofactores metabdlicos, como el NADH, son
también sensibles a la oxidacion (37).

Los fosfolipidos de las membranas celulares contienen gran cantidad de &cidos Qrasos
polinsaturados, los cuales son muy vulnerables a la peroxidacion, ya que los enlaces dobles

carbono-carbono debilitan ia union carbene-hidrogeno del atomo de carbono vecino. Los cambios
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quimicos y configuracionales de los lipidos provocan alteraciones en la membrana, alterando las
enzimas membranales, la permeabilidad celular y con ello, los sistemas de transporte. La
peroxidacion lipidica de la membrana celular puede considerarse como el dafio mas importante
causado por la accién de los radicales libres (5,32).

La peroxidacién lipidica como un mecanismo de dafio celular, involucra ta destruccién de los lipidos
de 1a membrana con la consecuente produccion de peréxidos lipidicos y de sus productos como
aldehidos, entre los que se encuentra el malonaldehido que es un producto final derivado del
rompimiento de los Acidos grasos y de los ésteres relacionados con este proceso. El malonaldehido
puede entonces, utilizarse como un indicador del dafio celular por la accién de los radicales
oxidantes y a través de su cuantificacién es posible evaluar la peroxidacion lipidica (26,30).

El resultado final consecuencia de todas estas interacciones ocasionan dafio celular irreversible y
con ello, muerte tisular.

Los dafios ocasionades en el pulmon por efecto de la preservacion, se reflejan en forma inmediata
sobre la funcién pulmonar. La disfuncién pulmonar seguida al trasplante, esta bien caracterizada
por una disminucién en la presién parcial de oxigeno, un aumento en la resistencia vascular
pulmonar y por la formacién de edema. El reflejo de todo esto es una disminucion en el intercambio
gaseoso (7, 28,30).

La magnitud del dafio ocasionado por la isquemia asociada a la procuracion pulmonar, no puede
evaluarse sino hasta que ocume la reperfusidn. La fase de isquemia-reperfusién es un fenomeno
complicado que involucra la produccién de radicales libres (10,17,43).

Utilizande un modelo experimental murino de procuracién pulmonar que incluyé perfusion y
reperfusién a través de la arteria pulmonar con solucion de Krebs-Henseleit asi como una
preservacién prolongada bajo condiciones de hipotermia, en esta investigacién, decidimos evaluar la
actividad de la enzima superdxido dismutasa y Jas concentraciones de glutation y malonaldehido
tanto en las soluciones de perfusion y de reperfusién pulmonar, como en el homogeneizado tisular

de pulmén procedentes de tres grupos de bloques pulmonares que fueron; a) perfundidos en forma
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inmediata y continua unicamente durante el tiempo necesario para exanguinarlos, b) perfundidos en
forma inmediata y continua durante 30’ y c) perfundidos en forma inmediata y continua unicamente
durante el tiempo necesarioc para exanguinaros, concluida la exanguinacion, fos blogues
pulmonares fueron preservados durante 24 horas a 4°C, y transcurrido e! tiempo de preservacion,
fueron reperfundidos durante 30' bajo las mismas condiciones dadas para la perfusién.

Entre los, resultados de este proyecto encontramos que la actividad de la enzima superbxido
dismutasa asi como las concentraciones de glutation y malonaldehido en las soluciones de perfusién
y de reperfusién pulmonar siguen un comportamiento muy similar, ya que se observé una
disminucion en la actividad enzimética de SOD al igual que en las concentraciones de glutation y
malcnaldehido por efecto del tiempo de perfusién y mas aln por efecto de la reperfusion pulmonar
aunada a una preservacion prolongada tal y como se muestra en la grafica 16, probablemente
debido a las condiciones de hipotermia, ya que como se menciond anteriormente, las actividades
metabolicas y enzimaticas disminuyen al disminuir la temperatura de almacenamiento. Por ofra
parte, las muestras de la soluciéﬁ de perfusién procedentes de los blogues que fueron perfundidos
unicamente durante el tiempo necesaric para exanguinaros (grupo 1), contenian mayor
concentracion de oxigeno molecular por aporte sanguineo, al concluir con fa exanguinacién de los
pulmones y continuar con las perfusiones en forma continua durante 30’ (grupo 2), disminuy¢ la
presencia de oxigeno molecular por aporte sanguineo conforme se fue incrementando el tiempo de
perfusion. En los bloques pulmonares que fueron preservados durante 24 horas a 4°C vy
reperfundidos durante 30" (grupe 3), se presentd una disminucion mas acentuada tanto en la
actividad de SOD como en las concentraciones de glutation y malonaldehido con respecto a los
grupos 1 y 2. Al disminuir el aporte de oxigeno molecular por via sanguinea (debido al tiempo de
perfusion, al periodo de isquemia prolongada y a la reperfusion con solucién de KH), también la
generacion de radicales oxidantes se ve afectada, por o que la concentracion de malonaldehido

generado a través de la peroxidacion lipidica se ve también disminuida.
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En los homogeneizados pulmonares, la actividad de la enzima SOD asi como las concentraciones
de glutation y de malonaldehido obtenidas fueron mayores que las detectadas en los liquidos de
perfusion y de reperfusion pulmonar. Sin embargo, estas cuantificaciones muestran el mismo
comportamiento observado en los liquidos de perfusion y de reperfusion pulmonar, con una
marcada disminucién tanto en la actividad enzimatica como en las concentraciones evaluadas al
incrementar el tiempo de perfusién asi como por el efecto de la preservacion prolongada aunada a
la reperfusién pulmonar, ya que tanto la enzima superéxido dismutasa y el glutation actdan en
respuesta a la generacién y acumulo de radicales oxidantes cuya produccion parece ser mayor al
exanguinar los bloques pulmonares y disminuir conforme transcurre la perfusion y la reperfusion
pulmonar en |as que se elimina por completo el aporte de oxigeno molecular y con ello disminuye la
generacion de los radicales oxidantes con la consecuente disminucién en la concentracion de
malonaldehido tal y como ya se menciond. Estos resultados se muestran en la grafica 17.

En nuestro experimento encontramos que la concentracion de malonaldehido tanto en la soluciones
de perfusién y de reperfusién como en los homogeneizados, disminuye por efecto del tiempo de
perfusion, del perodo de isquemia y por ¢l tiempo de reperfusién, con lo que se interpreta que
disminuye e! dafio por peroxidacién lipidica, lo que pudiera explicarse por las condiciones
experimentales establecidas en este estudio, ya gue los blogues pulmonares no fueron perfundidos
ni reperfundidos con sangre ademas de que la solucién de perfusion y de reperfusién pulmenar, no
estaba oxigenada, asi mismo, los animales tampoco fueron ventilados con oxigeno al 100%,
tratando con todo esto, de mantener las condiciones ambientales de la fraccién inspirada de oxigeno
al 21% y con ello evitar un aporte extra de oxigeno molecular, lo que propiciaria un incremento en l1a
produccién de radicales libres que se veria reflejado en un aumento en la concentracion de
malonaldehido por efecto de la peroxidacion lipidica.

La importancia clinica de los resultados experimentales obtenidos en este campo de la
investigacién, ha agenerado el uso de algunos receptores de radicales libres de oxigeno {superéxido

dismutasa, glutation, alopurinol, manitol, etc. adicionados a la solucién de perfusién) con el fin de



disminuir el dafo cardiopulmonar generado por accion de las espe
como ya se menciend, 1a peroxi

dafio tisular consecuente.
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cies oxidantes, ademas de que

dacion lipidica constituye un parametro indicador importante del
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7.- CONCLUSIONES

Utilizando un modelo experimental murino de procuracion pulmenar que incluy6 perfusion y
reperfusion a través de la areria pulmonar con solucion de Krebs-Henseleit asi como una
preservacion prolongada bajo condiciones de hipotenmia, se concluye:

1- La actividad enzimatica de la enzima superdxido dismutasa y las concentraciones de
malonaldehido y de glutation fueron menores en las soluciones de perfusién y de reperfusion
pulmonar y mayores en los homogeneizados tisulares pulmonares.

2.- Tanto en las muestras procedentes de las soluciones de perfusion y de reperfusién pulmonar
como en los homogeneizados tisulares, la actividad enzimatica de la SOD y las concentraciones de
glutation y malonaldehido fueron mayores en las muestras procedentes de los bloques pulmenares
que fueron perfundidos Gnicamente durante el tiempo necesaric para exanguinarlos, conforme
avanzo el tiempo de perfusion estas disminuyeron, ﬁresenténdose los valores mas bajos en los
bloques pulmonares que fueron preservados y reperfundidos.

3.- Al parecer, bajo las condiciones experimentales dadas en esta investigacién, ta actividad
enzimatica de Ia enzima SOD y las concentraciones de glutation y de malonaldehido disminuyen al
eliminar el aporte sanguineo, al incrementar el tiempo de perfusién pulmonar y por efecto de una

preservacion prolongada aunada a una reperfusion realizada con solucidn Krebs-Henseleit.
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