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Las especies activas del oxigeno han sido implicadas en la fisiopatologia de muchos procesos de discutida
etiopatogenia, como la aterosclerosis, el envejecimiento, o enfermedades inflamatorias pulmonares. Originan un
disbalance en el equilibrio prooxidacién-antioxidacién, que afecta fundamentalmente a los lipidos plasmaticos y de
membrana.

Son muchas las situaciones desencadenantes de la produccién de radicales libres de oxigeno, siendo una de
ellas la isquemia operatoria seguida de reperfusion.

Hemos estudiado el fenémeno de isquemia-reperfusion en animales sometidos a una ligadura reversible de la
arteria pulmonar izquierda. El dafio bioquimico oxidativo se cuantificO midiendo malondialdehido, un producto
metabolico de degradacion de la cadena de lipoperoxidos, en plasma y en tejido, observando un aumento muy
significativo en plasma (p<0.001) entre los niveles medios basales (0.84 umol/1) y los encontrados a los 5 minutos de
reperfusion (2.33 umol/1). En tejido, este aumento no alcanz la significacion estadistica.
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Active species of the oxygen have been implicated in the pathophysiology of many processes of uncertain
pathogenesis, as the atherosclerosis, the aging, or inflammatory pulmonary diseases. They originate an imbalance in
the equilibrimn pro-oxidation-anti-oxidation, that affects fundamentally both plasmatic and membrane lipids. There are
a lot of triggering circumstances that conduce to free radicals production, one of this is the surgical ischemia fallowed
by reperfusion. We have studied the phenomenon of ischemia-reperfusion in animals underwent to reversible ligature
of pulmonary left artery. The biochemical oxidative damage was quantified by measurement of malondialdehyde, a
metabolic degradation product of the chain of lipoperoxides, both in plasma and in tissue, observing a significant
increase in plasma (p<0.001) between the basal medium levels (0,84 umol/1l) and after five minutes of reperfusion
(2,33 umol/1). In the tissue, this increase did not achieve the statistical significance.
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Los radicales libres (RL) son a&tomos con un electron desapareado en su orbital externo, lo que les hace ser
muy reactivos. Ciertas vias metabdlicas generan un aumento de RL, como ocurre cuando se activa el mecanismo
bactericida de los neutroéfilos. Los radicales libres de oxigeno (RLO) mas importantes son el anién superoxido (O;-), el
radical hidroxilo (OH- )y los hidroperéxidos organicos (ROOH- ). La isquemia actiia como situacion favorecedora en la
produccién de RLO.

En 1981, Guarnieri y cols.®” demostraron la intervencién de RL en el dafio tisular que sufria el miocardio
isquémico durante la reoxigenacién. Afios mas tarde, Freeman® cuantificé malondialdehido (MDA) en fase de
reperfusién como medida indirecta de ese dafio oxidativo.

La isquemia provoca una serie de cambios bioquimicos (descenso de los fosfatos de alta energia y aumento

del calcio intracelular) que originan una activacién de

proteasas, un aumento de hipoxantina, y una

quimiotaxis de neutréfilos®. Secundariamente, se
LT8—©>D activan enzimas como la xantina-oxidasa (XO), que
PAF ——> convierte la xantina en &cido drico, la
NADPH-oxidasa de neutréfilos, y las fosfélipasas,
gue son las principales fuentes de produccion de

0 IR RLO (Figura 1). Esto ocurre, fundamentalmente, a
OH¢—y, /o nivel de la interfase endotelio-vascular.

Las moléculas diana del estrés oxidativo son

los acidos grasos poliinsaturados,

koe—xon

: LH fundamentalmente, lo que origina modificaciones en
NN
J7 S'Oﬂfl la membrana celular que alteran su funcionalidad. En
) "‘of LOOH-'——B, los lipidos plasmaticos, las particulas mas
Acido drico )

susceptibles a la oxidacion por RLO son las

i i - i @
Fig. 1. Interacciones entre la célula endotelial y los neutrdfilos lipoproteinas de baja densidad (LDL)™, que se

tras un fendmeno de isquemia-reperfusion. convierten en LDLoxidadas, las cuales son

XO: xantina oxidasa.

XDH: xantina deshidrogenasa. citotoxicas para el endotelio. Estas lipoproteinas
MPO: mieloperoxidasa. . )
NADPH-oxidasa. oxidadas son reconocidas por receptores scavenger

ICAM: molécula de adhesion intercelular. ) _
de los macrdfagos, los cuales se convierten en

células espurnosas®®®.

Los lipoperoxidos, a nivel endotelial, favorecen el aumento de tromboxano A, y disndnuyen el nivel de
prostaglandina I, y de oxido nitrico, lo cual genera vasoconstriccion. Tienen capacidad para intabir la accion de la
antitrombina IH, y aumentan la agregabilidad plaquetaria, lo que crea una situacion procoagulantem. Todo esto pone
en relacion los RLO con la enfermedad aterosclerética.

Ademas, tienen otras acciones, como inactivar proteinas con accion antiproteasica, como la a-1-antitripsina,
favoreciendo lesiones inflamatorias pulmonares.

Los RLO tienen una vida media muy corta, lo que hace muy dificil su deteccion. Por ello, hemos cuantificado
una sustancia, MDA, como medida indirecta del dafio oxidativo que causan. El MDA se genera como producto de
degradacion en la oxidacion lipidica que originan los RLO.

Nuestro objetivo es medir el nivel de MDA en las distintas fases de la experiencia de isquemia-reperfusion,
para comprobar la relacion entre RLO y lesién por reperfusion.
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MATERIAL Y METODOS

La experiencia fue realizada con 5 conejos blancos New Zealand con un peso comprendido entre 2.5y 3 kg.

Los animales fueron anestesiados con isoflurano inhalado. Tras la induccién, los animales fueron
traqueotomizados, intubados mediante una canula traqueal pediatrica, y ventilados con un respirador pediatrico
Sheffield Mark 1V. La anestesia de mantenimiento se realizd con isoflurano al 2% en 6xido nitroso.

Una vez intubados, y previa administracion de heparina sddica (300 Ul/kg i.v.), se les practic6 una
esternotomia media, disecando la arteria pulmonar izquierda en su origen. Tras canular la auricula izquierda y tomar
la primera muestra de sangre y tejido pulmonar izquierdo (basal), se realiz6 una ligadura reversible de la arteria
pulmonar izquierda durante 15 minutos, al cabo de los cuales fue retirada dicha ligadura.

Las muestras de sangre y tejido, ademas de las basales ya mencionadas, se obtuvieron al final del periodo de
isquemia, y a los 5, 10 y 15 minutos de estar reperfundiendo el pulmon. Las muestras de sangre se recogieron en
tubos de EDTA K3 0.17 M (Vacutainer Systems. Becton Dickinson. USA) y se centrifugaron, conservando el plasma a
-20°C hasta el momento de realizar la determinacion. Las muestras de tejido se congelaron en nitrégeno liquido
instantes después de extraerse, conservandolas con posterioridad a -20°C hasta que fueron procesadas. No
necesitamos congelar a -80°C, temperatura idonea para inactivar cualquier actividad metabdlica, dado que los niveles
de MDA se mantienen estables a -20°C.

Determinacion de lipoperéxidos: en las muestras de plasma empleamos la técnica de Hoving(s), gue supone
algunas modificaciones respecto a la técnica clasica de Yagi(g). En primer lugar, realizamos un extracto lipidico del
plasma bajo flujo de nitrbgeno para evitar posibles interferentes. La reaccion de MDA se efectué con &cido
2-tiobarbitarico (TBA) 74.9 mM (Sigma Chemical. USA. N° ref. T-5500), optimizando a pH=3.5 con acido fosforico 2.5
M.

La reaccion se produce a pH bajo y alta temperatura, por lo que calentamos a 95°C en "bafio maria" durante 45
rninutos. A continuacion, afiadimos 2 ml de N-butanol y, tras centrifugar, medimos la absorbancia del sobrenadante
en un espectrofotometro a 537 nm.

Para realizar la curva de calibracion, se empled un analogo quimico de MDA, el **3
(Sigma Chemical. USA. N'ref. T-9889).

Para la determinacion de lipoperéxidos en tejido, utilizamos una adaptacion del método de Mitsuru y Midori®
de 1978.

El tejido fue lavado con suero fisioldgico y hornogeneizado en un potter con una solucion de KCI [ 1. 15 %

,3-tetraetoxipropano (TEP)

(p/Vv)] en la proporcion 1/10 peso/volumen. Utilizamos el mismo analogo quimico de MDA (TEP) como patrén para la
curva de calibracion. El pH de la reaccién se optimizé con acido fosférico al 1% (p/v), y el cromégeno utilizado fue
TBA al 0.6% (p/v).

La reaccidon de color se desarroll6 durante 45 minutos en "bafio maria" a temperatura de ebullicion. A
continuacion se afiaden 4 ml de N-butanol para extraer el complejo con el TBA vy, tras agitar, centrifugar y lavar, se
lee la absorbancia del sobrenadante a 535 nm.

Analisis estadistico: se ha realizado mediante el paquete estadistico RSIGMA (Horus Hardware),
determinando la tStudent para datos apareados (previamente se comprobd que se ajustaban a una distribucion

normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov).
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RESULTADOS

Se observa un ascenso brusco de los valores de MDA en los primeros minutos de la reperfusion. Tras esta
rapida elevacion, las cifras de MDA van decayendo paulatinamente.

Al comparar los valores obtenidos a los 5 minutos de la reperfusion con los hallados en fase basal y a los 10
minutos de reperfundir, encontramos una muy alta significacién estadistica (p<0.001), que también se mantuvo al
contrastarlos con los valores de fase de isquemia y a los 15 minutos postreperfusion, aunque en estos 2 Ultimos
casos el nivel de significacion estadistica fue algo menor (p<0.0l).

Los valores obtenidos a los 10 minutos de la reperfusion casi alcanzaron la significacion estadistica al
compararlos con los valores de fase de isquemia. No fueron significativamente distintos al resto de los valores los
hallados a los 15 minutos de la reperfusion.

La media de las cifras de MDA en plasma, en los distintos tiempos de obtencién de muestras fue:

- Basal: 0.84 (0.44-1.36) nmol/l.

- Alfinal del periodo de isquemia: 0.72 (0.52-1.12) mmol/I.
- Alos 5 minutos de reperfusion: 2.33 (1.6-2.88) nmol/I.

- Alos 10 minutos de reperfusion: 1. 16 (0.8-1.52) mmol/l.
- Alos 15 minutos de reperfusion: 1.03 (0.44-1.36) mmol/l.

En las muestras de tejido, los valores medios obtenidos, expresados en nmol/g de tejido, se recogen en la
Tabla 1.

Estas modificaciones de los valores de MDA en tejido no llegaron a alcanzar significacién desde el punto de

vista estadistico.

TABLA 1

VALORES DE MIDA EN TEJIDO
> Basal 218 nmol/g
» Al final del periodo de isquemia 180 nmol/g
» Alos 5 minutos de reperfusion 280 nmol/g
» Alos 10 minutos de reperfusion 190 nmol/g
» Alos 15 minutos de reperfusion 170 nmol/g

DISCUSION

El aumento de lipoperéxidos, detectado en plasma en fase de reoxigenacion, demuestra el estrés oxidativo que
sufre el tejido. El aumento de lipoperoxidos se detecta mejor en plasma que en tejido, lo que se podria explicar
porque, durante la reperfusion, el dafio oxidativo ocurre fundamentalmente a nivel de la interfase endotelio-vascular.
La accién oxidativa inmediata de los RLO hace que el aumento de MDA se produzca en los primeros minutos de la

reperfusion, coincidiendo con la entrada brusca de oxigeno en el territorio isquémico.
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Nuestros resultados de MDA en plasma coinciden con los de Bando™, aunque en la literatura encontremos
distintos valores segun la técnica empleada para su determinacion %%,

Autores como Maulik y Lin™ afirman que el dafio que se produce a las 24 horas postreperfusién ya no es
debido al efecto de los RLO, sino al release de endotelina y a la activacion de la via de la fosfolipasa mediada por los
canales de Ca *"

Los valores obtenidos para MDA en las muestras de tejido son similares a los de Ohkawa™® pero, debido al
pequefio tamafio de nuestra muestra, el aumento de lipoperoxidos en tejido no fue estadisticamente significativo.

En condiciones normales, el organismo dispone de una defensa antioxidante de componentes enzimaticos
(catalasa, superoxido dismutasa, ...)*® y no enzimaticos (vitamina E, ...)*".

El organismo mantiene una serie de barreras contra la agresion oxidativa. Estas barreras pueden verse
desbordadas en situaciones como: dietas deficitarias de antioxidantes (déficit de vitamina E, C, selenio, magnesio,
...), en fumadores con enfermedades que originen deterioro respiratorio, etcétera.

En un proceso de isquemia-reperfusién, se producira una ruptura brusca del equilibrio
procixidacién-antioxidacién. En estas situaciones, seria de utilidad aplicar una terapéutica antioxidante, la cual podria
actuar a varios niveles: impidiendo su produccién (inhibiendo las principales vias que los generan, como la de la XO,
NADPH-oxidasa)™® o evitando su accién, como seria el tratamiento con antioxidantes (vitaminas E o C)*%.

La investigacion de este tipo de terapéutica favorece el campo de la cirugia y el futuro de los trasplantes de

6rganos solidos®?Y.
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