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Pérdida de glutation desde pulmones de conejo
en solucion de preservacion para trasplante.
Efectos clinicos y funcionales a corto plazo
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Loss of glutathione from rabbit lungs in transplant preservation solution

Introduction: Ischemia-reperfusion injury causes morbidity and mortality in lung transplant
patients. It is unknown if the usual lung preservation solution favors antioxidant deficiency and
thus, increased oxidative stress in the receptor. Objective: To evaluate if there is any loss of
glutathione from rabbit lungs to the preservation solution. Results: We found a decrease in lung
total glutathione content, without an increase in the oxidized form of this antioxidant. At the same
time, we were able to measure increasing levels of glutathione in the preservation solution from 30
min on. Conclusions: There is loss of glutathione from the lung to the preservation solution that is
not mediated by glutathione oxidation and likely due to passage of the reduced form along the
concentration gradient, rendering the tissue vulnerable to oxidative stress once in the receptor.
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Resumen

El dario por isquemia-reperfusion es causa de morbimortalidad en pacientes con trasplante
pulmonar. Se desconoce si la solucion de preservacion habitual del pulmon puede contribuir a la
deficiencia de antioxidantes, favoreciendo el estrés oxidativo en el receptor. Objetivo: Evaluar si
existe pérdida de glutation desde pulmones de conejo a la solucion de preservacion para trasplante.
Resultados: Encontramos una disminucion en el contenido de glutation total del pulmon, sin
aumento en el contenido de glutation oxidado. Esto se asocio a la aparicion y aumento sostenido de
glutation en la solucion de preservacion desde los 30 min. Conclusiones: Existe salida de glutation
desde el pulmon no mediada por oxidacion de éste y posiblemente favorecida por el gradiente de
concentracion de glutation reducido. Esta pérdida deja al tejido vulnerable frente a las condiciones
de estrés oxidativo en el receptor.

Palabras clave: Trasplante, glutation, estrés oxidativo, isquemia-reperfusion, solucion de pre-
servacion.

Introduccion

El trasplante pulmonar constituye el tnico tra-
tamiento definitivo para pacientes que sufren de
insuficiencia respiratoria cronica terminal’. Si bien
este procedimiento ofrece una mejoria significa-
tiva tanto de la calidad de vida (a los 5 afios,
80% de los pacientes no presenta limitaciones
para sus actividades diarias), como de la sobre-

vida (sobrevida a 5 afios entre 44-55% segtn la
enfermedad de base)?, se acompaifia de signifi-
cativa morbilidad y mortalidad (mortalidad a 90
dias de 9-15%)3.

Un 10-30% de la morbilidad peri-operatoria
precoz se debe al Sindrome de Disfuncion Pri-
maria del Injerto*3, debido en gran parte a feno-
menos de isquemia-reperfusion. La repercusion
clinica de este sindrome, que se manifiesta den-
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tro de las primeras 72 horas después del tras-
plante, va desde la aparicion de hipoxemia aso-
ciada a algunos infiltrados en la radiografia de
torax, hasta el Sindrome de Distress Respirato-
rio Agudo severo que puede requerir de oxige-
nacion por membrana extracorpérea®, con ele-
vada mortalidad del receptor. Se ha planteado
que este sindrome se produce como consecuen-
cia del desbalance entre oxidantes y antioxidantes,
el cual se establece al aumentar bruscamente la
produccién de radicales libres durante la reper-
fusion del 6rgano en el receptor’®. Sin embargo,
existen evidencias en otros tejidos que sugieren
que este desbalance puede estar agravado por la
pérdida de reserva antioxidante del tejido tras-
plantado, tanto por factores dependientes del
manejo clinico del donante® como por las carac-
teristicas del método de preservacion del orga-
no antes del trasplante®.

En relacion con el método de preservacion,
se ha encontrado disminucion de la concentra-
cion de glutation, uno de los principales anti-
oxidantes celulares, en tejidos como el rifion, el
higado y el corazén, cuando son mantenidos
por tiempo prolongado en soluciones de preser-
vacion para trasplante’. De igual forma, la con-
centracion de glutation disminuye en secciones
del musculo diafragma de la rata cuando éstas
se mantienen en solucion de Krebs!®.

Se desconoce si en el pulmén ocurre un fe-
némeno similar, que pudiese agravar el des-
balance entre oxidantes y antioxidantes que se
sabe ocurre en el receptor.

Nuestro objetivo fue estudiar si existe pérdida
de glutation del pulmén hacia la solucion de
preservacion que no contiene glutation, utilizan-
do un modelo experimental de pulmén de cone-
jo en condiciones similares a las del procura-
miento para trasplante de pulmoén en seres hu-
manos.

Material y Método

Implementamos en conejos, un modelo expe-
rimental de extraccion de pulmones en condi-
ciones de isquemia fria, similares a las del
procuramiento para trasplante de pulmon huma-
no. El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

Modelo experimental: Se utilizaron 6 cone-
jos macho de 1,9 + 0,44 kg, los que fueron
sedados con acepromazina (Pacifor®) en dosis
de 0,5-1,0 mg/kg para el traslado desde el
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Bioterio hasta la sala de cirugia y luego anes-
tesiados con Xilazina (Rompun®) 0,5 mg/kg y
ketamina 0,5 mg/kg por via intramuscular. Pos-
teriormente se instalé una via venosa con una
infusion de suero fisioldgico para la administra-
cion de pequetios bolos de Xilazina y Ketamina,
con el objetivo de mantener una adecuada pro-
fundidad de la anestesia durante todo el procedi-
miento.

Una vez anestesiados, los conejos fueron so-
metidos a una variacion de la técnica descrita
por Shimoyama''. Fueron ventilados a través de
una traqueostomia quirurgica, con aire ambien-
tal, un volumen corriente de 150-200 ml, una
frecuencia respiratoria de 40/minuto y una pre-
sion de final de espiracion (PEEP) de 5 cm
H,0. Luego se realizé una esternotomia media,
canulando la arteria pulmonar a través del
ventriculo derecho para perfundir la circulacion
pulmonar con soluciéon de preservacion Perfa-
dex® (o LPD-low-potassium/Dextran, Vitrolife,
Gothenburg, Sweden) a 4 °C desde una altura
de 25 cm, a fin de evitar el edema pulmonar.
Esta solucion es baja en K7, lo que conferiria
proteccion a la célula endotelial. Ademads posee
un coloide osmoticamente activo (Dextran 40),
que actua reteniendo agua en el espacio intra-
vascular, con lo que se reduce la agregacion
eritrocitaria y plaquetaria. Si bien posee un bajo
contenido de glucosa, éste es suficiente para
mantener el metabolismo celular en condiciones
de hipotermia'?. Sin embargo, esta solucion ca-
rece de los antioxidantes propios del liquido
extracelular’® (Tabla 1). El drenaje venoso, para
exanguinar el animal se realiz6 a través de una
incisién en la auricula izquierda y en la vena
cava inferior. Posteriormente se realizdé una

Tabla 1. Composicion de la solucion LPD
(low-potassium/dextran)®

Composicion

Na* 138
K* 6
CrI 142
Mg** 0,8
S0,2 0,8
PO, 0,8
Ca™ 0,3
HCOy 1
Dextran 40 50
Glucosa 0,9

# unidades en mmol/L salvo Dextran y glucosa que estan
expresadas en g/L.
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neumonectomia derecha y la incubacion del pul-
mon en solucion Perfadex® a 4 °C. Se toma-
ron muestras de tejido pulmonar previo a la
incubacioén y cada 30 min durante la incubacion
por un total de 2 h, para la medicion de la
concentracion pulmonar de glutation (GSH) to-
tal y glutation oxidado (GSSG). Ademas, a los
mismos tiempos, se tomod muestras de la solu-
cion de incubacion, para determinar la concen-
tracion de GSH total. Estos tiempos fueron utili-
zados ya que un estudio preliminar durante la
implementacion del modelo experimental, mos-
tré que si bien es posible detectar muy precoz-
mente la presencia de GSH en la solucién, el
contenido de GSH pulmonar no muestra una
caida significativa antes de los 30 min (resulta-
dos no mostrados).

Contenido de glutation total y oxidado: La
determinacion del contenido de GSH total y de
GSSG, se realizo utilizando el método espectro-
fotométrico de Griffith!#!>. Para la medicion del
contenido de GSSG se uso derivatizacion con
vinilpiridina'®. Los resultados se expresaron como
nmol de equivalentes de GSH reducido por gra-
mo de tejido himedo y como nmol de equiva-
lentes de GSH reducido por ml de solucion de
preservacion.

Anadlisis estadistico: Se aplicé analisis de re-
gresion no lineal y regresion lineal, utilizando
GraphPad Prism® version 4 (GraphPad Soft-
ware Inc).

Y =100 x e-0,02773t
r=0,7 p<0,01
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Figura 1. Concentracion de glutation total en el pulmon
a distintos tiempos de incubacion en la solucion de pre-
servacion, expresada como porcentaje del valor basal para
cada conejo. Es posible observar una caida en el conteni-
do de GSH total que es mas rapida al comienzo del
periodo y que se ajusta a una curva exponencial de expo-
nente negativo (r =0,7; p <0,01).
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Resultados

Contenido basal de glutation total y oxidado
en el pulmon

El contenido basal de glutation total en el
pulmén de conejo fue de 3.323 + 668 nmol x g!.
Un 2,4 £ 1,9% de éste correspondid a la forma
oxidada del antioxidante.

Contenido de glutation total en pulmones a
distintos tiempos de incubacion en la solucion
de preservacion para trasplante

La Figura 1 muestra el contenido de GSH
total del pulmoén para cada conejo a distintos
tiempos de incubacion en la solucién de preser-
vacion, expresado como porcentaje de su con-
tenido basal (tiempo 0).

La caida en el contenido de GSH total en el
tejido pulmonar es mas acentuada al comienzo y
tiende a ser menor en el tiempo, ajustandose a
una funcién exponencial de exponente negativo
(r=0,7; p<0,01).

Aparicion de glutation en la solucion de
preservacion y aumento de su concentracion
durante el periodo de incubacion

La Figura 2 muestra que a los 30 min de
incubacion es posible detectar la presencia de
glutation en la solucion de preservacion de los
pulmones en todos los conejos estudiados. El
contenido de GSH total aumenta progresivamen-
te, siendo este aumento mayor al comienzo del
tiempo estudiado y ajustandose también a una
curva de tipo exponencial (r = 0,75; p < 0,001).

Y = 48,94 x (1-¢700988t)
r=0,75 p<20,001
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Figura 2. Aparicion de glutation y aumento progresivo
de su concentracion en la solucion de preservacion, que
se ajusta a una curva exponencial (r=0,75; p <0,001).
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Figura 3. Concentracion de GSSG expresado como equi-
valentes de glutation reducido en porcentaje del GSH
total, en el pulmon incubado en la solucion de preserva-
cion fria. La linea continua representa la curva de regre-
sion lineal con pendiente cercana a cero (r = 0,46; p <
0,9), que muestra que el contenido de GSSG no se modi-
fica en el pulmén durante la incubacion.

Contenido de glutation oxidado en pulmones
a distintos tiempos de incubacion en la
solucion de preservacion para trasplante

La Figura 3 muestra que el contenido de
glutation oxidado (GSSG), expresado como por-
centaje del glutation total, no se modifico en el
pulmoén incubado en la soluciéon de preserva-
cion. El contenido de GSSG en la soluciéon de
preservacion fue indetectable.

Discusion

Los resultados de este estudio muestran que
en el pulmén de conejo mantenido en la solu-
cion de preservacion que se utiliza para el tras-
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plante pulmonar en seres humanos, el contenido
de glutatiéon disminuye progresivamente con el
tiempo de incubacidén, mientras que este
antioxidante aparece y aumenta progresivamen-
te en la solucion de preservacion.

El sistema del glutation es uno de los princi-
pales mecanismos antioxidantes del pulmén, ya
que participa tanto a nivel celular como del li-
quido que cubre el epitelio alveolar's, protegién-
dolo contra agentes oxidantes, compuestos
electrofilicos y otros toxicos. Forma parte de
un ciclo de 6xido-reduccion ilustrado en la Fi-
gura 4, que es fundamental para prevenir la
deplecion de grupos -SH. En este ciclo, la reac-
cion catalizada por la enzima glutation peroxidasa
(GPx) permite, a través de la oxidacion del
glutation, la detoxificacion del perdxido de hi-
drogeno y de distintos hidroperoxidos, mientras
que la enzima glutation reductasa (GRd), cataliza
la reduccion del glutation oxidado (GSSG), el
que se mantiene en niveles cercanos al 1% del
glutation total in vivo'®.

Si bien la pérdida de antioxidantes desde teji-
dos conservados en soluciones de preservacion
para trasplantes ha sido descrita para érganos
como el rifidn, el corazon y el higado®, existe
muy poca informacién acerca de los mecanis-
mos que explican dicha pérdida. El mecanismo
propuesto por Vreugdenhil y cols’, para explicar
la pérdida de GSH en los tejidos mencionados,
dice relacion con la posibilidad de que en condi-
ciones de isquemia fria se inhiba la sintesis de
GSH pero no su catabolismo. Es interesante des-
tacar que si bien estos autores plantean la posi-
bilidad de degradacion del GSH, lo hacen sin
haber medido la concentracion de GSH ni de
sus productos de degradacion en la solucion de
preservacion’.

Nuestro estudio muestra por primera vez, que
una proporcion importante del GSH que se pier-
de desde el pulmon se encuentra como tal y no
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H:0;
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OXIDO-REDUCCION

H,0
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oxidado (GSSG)

NADP®

Figura 4. Ciclo de oxido-re-
duccion del glutation. GPx: En-
zima glutation peroxidasa.
GRd: Enzima glutation reduc-
tasa.

NADPH+H"
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como producto de degradacion en la solucion
de preservacion. Asi, el paso de glutation hacia
la solucion, fendmeno no descrito en la literatu-
ra para el pulmon, constituye uno de los meca-
nismos responsables de la disminucion del GSH
tisular.

Con respecto a la forma en que el glutation
sale del pulmoén, es necesario considerar la ex-
portacion de la forma oxidada (GSSG), en con-
diciones en que su concentracion aumenta debi-
do a estrés oxidativo's. Sin embargo, en nuestro
experimento, tanto el nivel basal de GSSG del
pulmoén como su concentraciéon a lo largo del
tiempo de incubacioén fueron muy bajos, cerca-
nos a las concentraciones fisiologicas y lejos de
la concentracion requerida para activar meca-
nismos de exportacion desde las células. Al mis-
mo tiempo, no fue posible detectar GSSG en la
solucion de preservacion. Por lo anterior, es
posible afirmar que en ausencia de un aumento
en la concentracion de GSSG durante la man-
tencion del pulmon en la solucion de preserva-
cion, la pérdida de GSH desde el pulmon no se
debe a salida de su forma oxidada. De igual
forma, la mantencion de los niveles de GSSG
en rangos fisiologicos, hace poco probable que
parte de la disminucion del GSH tisular se expli-
que por la participacion del GSH en la forma-
cion de disulfuros mixtos con las proteinas
tisulares, como ha sido descrito en condiciones
de inflamacion y estrés oxidativo'”!®, las que no
se dan en nuestro modelo que utiliza isquemia
fria sin calentamiento posterior en conejos sa-
nos. En la mayoria de los modelos experimenta-
les de estrés oxidativo que muestran formacion
de disulfuros mixtos en los tejidos, éstos van
acompafiados de niveles altos de GSSG''8, Plan-
teamos que el GSH sale del tejido a favor del
gradiente de concentracion que se establece al
incubar el pulmoén que posee un alto contenido
de GSH, en una solucion que no contiene GSH.
La forma exponencial de la curva de pérdida de
GSH desde el tejido sumada a la forma también
exponencial de la curva de aparicion de GSH en
el medio de incubacién apoyan la existencia de
un mecanismo favorecido por las diferencias de
concentracion.

Estudios futuros permitiran evaluar si el GSH
encontrado en la solucion de preservacion da
cuenta del total de la reduccion en los niveles
tisulares de este antioxidante.

Concluimos que existe pérdida de GSH desde
el pulmoén en condiciones de isquemia fria simi-
lares a las del trasplante pulmonar humano y
que esta pérdida se acompafia de aparicion de
GSH en la solucion de preservacion. Dado que
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los niveles de GSSG del pulmén se mantuvieron
normales, el mecanismo mas probable es la sali-
da de GSH en su forma reducida a favor del
gradiente de concentracion que se establece con
la solucién de preservacion que no contiene GSH.
Esta pérdida de GSH deja al pulmén en situa-
cion vulnerable frente a las multiples condicio-
nes que favorecen el estrés oxidativo en el re-
ceptor. Especulamos que el agregado de GSH a
la soluciéon de preservacion podria, al disminuir
la diferencia de concentracion, prevenir la pér-
dida celular de GSH y mejorar el prondstico del
injerto.
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