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ABSTRACT. This work describes the release of arachidonic acid meta-
bolites from isolated lungs of guinea-pigs induced by various stimuli and
its measurement by bicassay (superfusion technique). The effects of
levamisole and ozone in this experimental model is shown,

RESUMEN. Se brinda una revisién bibliogrifica de la utilidad del pul-
mén aislado de curiel como modelo experimental para la evaluacién por
bioensayo de la liberaci6n de metabolitos del dcido araquidénico. Se
ofrecen los resultados del efecto del levamisol y del ozono eq este modeto
experimental.

La principal funcién de los pulmones es el intercambio gaseo-
so: extrae COex de la sangre y afade Oo con el fin de satisfacer la
demanda metabglica del organismo).

Los pulmenes, sin embargo, ejercen otras funciones aparte
de la asociada con el intercambio de gases. Una es la funcién
farmacocinética en la cual ios sistemas enzirmaticos de ias células
del lecho vascular putmonar cambian la actividad bioldgica de una
variedad de sustancias presentes en el paso del torrente sanguineo®
-y otra, es la funcidn endocrina en la que, sustancias biolbdgicamente
activas como péptidos, eicosancides y otras son sintetizadas y
liberadas de las células pulmonares, Estas dos Gitimas funciones
son llamadas funciones metabélicas de los pulmones.

Metabolismo del dcido araquidénico
en los pulmones

En 1a circulacion, el Acido araquidbnico (AA) es transportado
por una proteina y es avidamente incorporadc a la membrana
celular de todos los tejidos c:orporales.2 Antes de la incorporacién a
los diferentes lipidos, el AA se convierte en un intermediario activo,
la araquidonii-Coa, en presencia de ATP y coenzima Ay se incorpora
a glicerofosfolipidos preformados, esterificAndose en posicion 2 en
la mayoria de los tejidos de marniferos,

El AA es liberado principalmente a jravés de la activacién de
la fosfolipasa tipo Az. Se piensa que esta reaccién debe ser el pasce
limitante en la sintesis de metabolitos del AA biolégicamente acti-
vos.? En plaquetas, se ha demostrado que el AA puede ser liberado
de los fosfolipidos por la accién de la fosfolipasa C.

Otra via para la liberacion del AA se obtiene a través de la
accidén de lipasas capaces de liberar 4cidos grasos de lipidos neu-
tros, aunque esta liberacién no esta totalmente aclarada.

Metabolismo oxidativo del AA

Una vez liberado de los fosfolipidos el AA del pulmén es
metabolizado a través de dos vias enzimaticas: la ciclo-oxigenasay
la lipoxigenasa. Mientras la ciclo-oxigenasa se encuentra unida a la
membrana, la 5-lipoxigenasa es una enzima soluble, 45

La ciclo-oxigenasa oxigena y cicliza el AA para formar los
endoper6xidos ciclicos (PgGp y PgHz) que son quimicamente ines-
tables (vida media § min a 37 °C y pH 7,5). Estos son isomerizados
enziméticamente o no a diferentes productos: PgEs, Pghz vy
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Pngct.3 Estos son también metabolizados enziméticamente for-
mando dos compuestos inestables: el tromboxano Az (TxAz) v la
prostaciciina (Pglo), los cuales tienen efectos cpuestos en el sistema
cardiovascuiar.

El TxAz 08 formado por un enzima denominada TxAg sintetasa
y presenta una vida media muy corta (30 s a 37 °C y pH 7.5).% Su
producto metabdlico el TxB; es practicamente inactivo.

El TxAz o8 un potente vasoconstricior, broncoconstrictor,
agregante plagquetario y citolitico mientras, la Pgl; es formada por
una enzima, ta prostaciclina sintetasa, incialmente descrita en tejido
vascular.” La Pgle 8s también inestable (vida media 3 mina 37 °Cy
pH 7.5) y es hidrolizada no enziméaticamente a un compuesto
inestable, 6 oxo PgFica. La Pglz es un potente anti y desagregante
plaguetario con accién trombolitica, citoprotectora y fibrinolitica. La
6 oxo PgF & retiene muy pocos de los efectos de su predecesor.

McGiff reporlé" que la Pgiz y la 6 oxo PgFiar pueden ser
metabolizados por la 9 hydroxiprostaglandina dehidrogenasa hacia
un compusesto estable y biclbcamentre activo, 1a 6 oxo PgE;.

Los endoperéxidos son también transformados enzimética-
mente {TxAg sintetasa) o no hacua el &cido 17 hidroxi (HHT) con ia
formacién de malonaidehido.®

La inactivacién de prostaglandinas ocurre enziméticamente
mednante su oxidacion por la prostaglandina 15 OH dehidrogena-
sa,'0 seguido de reduccnén de los 15 oxo derivados por la prosta-
glandina 13 reductasa'’ y una oxidacién lenta de las cadenas
laterales § y w."? En pulmén la mayor via metabdiica es la PgDH. "™

Lipoxigenasa. Se han descrito varias lipoxigenasas que oxi-
dan a per6xido el AA en diferentes posiciones. La 12 lipoxigenasa
se encontrd originalmente en pulmones y plaquetas.

La accién de la 5 lipoxigenasa Inicia la formacién de 5
HPTETE {acido 5 hidroperoxi eicosetranoico), el que a su ver es
convertido en 5,6 epoxido mas comanmente conocido como leuco-
trieno A4 {LTA4). Este compuesto puede ser metabolizado por dos
enzimas: una hidrolasa hacia Acido 5,12 dihidroxi eicosatetranoi-
co'*'® o hacia sulfidipeptidoleucotriena (LT Cs,'”) por una glutation
S transferasa. La eliminacitn de glutamina del LT C,4 por la enzima

y-glutamiltranspeptidasa da lugar al LT Da.

La unibén de la ghclna al LT D4 por una dipeptidasa ongma la
formacién de LT E, *



El LT Fq @s forrmado por la incorporacién del écldo y -glutdmi-
co al LT E, a través de la y-glutamil transpeptidasa.'®

Los LT Ca, LT D4 ¥y LT E4 son los principales mediadores
bioactivos de la sustancia de reaccion lenta de la analfilaxia
{SRS-A. 2%} |os cuales poseen un potente efecto broncoconstrictar
por lo que sa sita entre los mediadores més impontantes involucra-
dos en ef asma bromquial.

Localizacién celular y funciones metabélicas

La localizacién celular del metabolismo del AA en el pulmén
no esth ain bien aclarada. Un método para la identificacion de las
células involucradas en la sintesis de sicosanocides es la destruccion
selectiva © induccién de dafio de algin tipo de célula en el pul-
mén. Otro 1o constituye la aplicacién de un estimulo a una parte
aspecifica del tejido para la liberacién de eicosanoides. Dabido a
que el pulmén posee dos superficies importantes con diferentes
céiulas, las vias abreas y !a vasculay, la aplicacion de los estimulos
a cagaa superficie puede producir diferente liberacién de eicosanoi-
des,

Preparacion del pulmén aislado

En este modelo experimenral se emplean curieles machos
{300 a 400 g de peso) y se anestesian con pentobarbital (60 mg/kg
i.p.}). Después de reafizar la extraccién del pulmén de la caja toraci-
ca, se canula la arteria pulmonar, perfundiéndose durante 5 min con
25 mL de solucién Krebs heparinizada (10 Ui/mL). La trdquea se
canula y los pulmones se suspenden en una cimara termostata-
da, perfundiéndose con solucién Krebs (37 °C) y burbujeada con
0295 % y CO25 % a una velocidad constante® de 5 mL/min . Esta
perfusién puede realizarse a través de la traiquea.

Estimulos para la liberacién de eicosanoides
de pulmoén aislado de curiel

La liberacidn de eicosanoides del puimén de curisl puede ser
ejecutada por diferentes estimulos y agentes qunmlcos entre los que
se encuentran, la histamina,2*?® la bradiquinina 2%’ Ia serotoni-

2,2 ol mnbforo A23187 (A23187 2 | 7S, pAF-aceter,® raumas
mecémcos y. antigenos,

Técnica de Superfusion

El efluente pulmonar superfunde una serie de tejidos de
bicensayo en forma de cascada, como son: aorta de conejo (AC),
tiras de estomago de rata (ER), aorla de rata (AR), traquea de curiel
(TC) y masculo liso de fleon de curial {IC).

La selectividad de los tejidos de ensayo para evaluar eicosa-
noides se incrementa afladiendo al efluente que baria log tejidos una
mezcla de antagonistas para la histamina (mepiramina, 1 g#mol/L;
acetilcolina (atropina, 1,5 imol/l., catecolaminas (fenoxibenzamina
0,3umol/Ly g)ropanobl 7 mol/L y 5 hidroxitriptamina (metisergide
0.3 umolfL; 3 junto con indometacina (5,6 ymol/L para prevemr la
sintesis enddgena de prostaglandinas por los tejldos de ensayo

Bioensayo de eicosanoides

La administracién de los diferentes agentes quimicos se
realiza a través de la arteria pulmonar que perfunde al pulmén con
solucién Krebs, después de estabilizado tanto &l pulmén (20 min)
como los tejidos (60 min}.

La méaxima liberacion de eicosanocides inducida por AA (4 a
8 4q) se obtiene, después dei segundo minuto de haberse adminis-
trado este compuesto, '

vargaftig y Dac?’ y Palmer y col.? han reportado que el AA
ex6geno promueve la liberacitn de TxAg, endoperoxidos, PgEz y
Pglz en pulmbn aislado de curiel. .

El TxAz y en una exisnsidén menor los endoperdxidos, son
capaces de contraer la AR o AC asi como la TC pero no el ER, mien-
tras ia PgEz solamente contrae el ER.

Las contracciones inducidas por |a liberacién de estos eico-
sanoides en los 1ejidos son reproducibles utilizando el doble de la
dosis inicial de AA (B a 16 itmol/L} después de 40 min de reposo
después de lavar tanto el pulmén como los tejidos con ia superiu-
sibn continuada de sotucién Krebs.

Este antonces, representa un modelo adecuado para la eva-
juacién de drogas inhibidoras: de la ciclo-oxigenasa (si cuando se
administran a través del pulmén son capaces de inhibir larespuesta
constrictora de los tres tejidos) de la TxAg sintetasa (si al perfundirse
al pulmén con ellas se inhibe la respuesta constrlctora en ARy TC
perc no en ER como ocurre con el tevamisol, *® o antagonistas del
TxAg {si al perfundirse a través de los tejidos son capaces de inhibir
la contraccién de la AR y la TC pero o del ER. En todos los casos
debe chequearse |/a respuesta biolégica de los tejidos con PgEz o
PgFaa y adrenalina con el fin de conocer la variabilidad de la
respuesta de los tejidos en el transcurso del experimento.

En cuanto a las células dei pulmbdn que estan involucradas
con la liberaclén de eicosanoides por AA se ha sugerido que la Pglz
es liberada principalmente por el endotello vascular y el TxAz por las
células ded parénquima pulmonar.®® El AA es capaz de liberar mas
TxAz que Pglz en el pulmén aistado de curiet?

El 4cido araquidénica no induce un estimulo suficiente para
promover la farmacién de LTS aln en presencia de indometacina, lo
que sugiere gue la sintesis de LTS en pulmén aislado de curiel no
sélo depende de la disponibilidad de sustrato, sino, también de la
activacion de la enzima 5 lipoxigenasa.2® Sin embargo, el ion&foro
de calcio A23187, asl como lz albGmina de huevo en pulmon de
curieles sensibilizados, promueven ia liberacion de LYS. Esta libe-
raci6n de LTS presenta un periodo de lactancia de 5 a 10 min . Una
explicacién a esta demora pudiera encontrarse en el hecho que la
poblacién de células se encuentre fisicamente distantes al estimulo.

La actividad biolégica de lus LTS liberados por ionéforo es
muy similar a la inducida pof'la inyeccién de albimina de huevo en
pulmones de curieles sensibilizados. En diferentes estudios se ha
demostrado que el principal LT liberado por estas sustancias® es
el LT Da.

Ambos agentes (el ion6foro y la albumina de huevo) son
capaces también de liberar Jos eicosanoides producidos por 1a via
de la ciclo-oxigenasa, al igual que el AA.

Los LTS son los unicos capaces de contraer la TC después de
varios minutos de su liberacion.

Este es por tanto, un modelo adecuado para la evaluacion de
drogas que inhiban la enzima 5 lipooxigenasa con la subsiguiente
inhibicion de la liberacion de 1.TS, si previamente a estos estimulos
{ionétoro y albumina de huevo) se ha tratado al pulmén con indo-
metacina (2 mg/L}).

Una caracteristica de este modelo es su no reproducibilidad
cuando 3e utiliza como estimulo al ionéforo, debiendo utilizarse
pulmones tratados y controles.

No todos estos estimulos 0 agentes quimicos liberan iguales
conceniraciones de eicosanoides. Por radic inmuno-ensayo se co-
noce que el AA, iondforo y la albdmina de huevo liberan mas TxB;
que la 6 oxo PgF 1, mientras la bradiquinina es el unico agente que
libera méas 6 oxo PgFa que TxB,. La proporcién TxBa/6 oxo PgF
no cambia con la variacién de la dosis de los agentes empiea-
dos. Todas estas sustancias promueven la produccién de eicosanoi-
des a través de la liberacién de AA endbgeno.

Estos modelos también pueden ser utilizados para evaluar
sustancias o agentes capages de liberar eicosancides del pulmén
aislado de curiel, como el ozono, conocido agente oxidante, capaz
de producir ifritabilidad e hiperreactividad bronquial, el cual admi-
nistrado en forma de gas, a través de ia arteria pulmonar, es capaz
de in:gucir liberacién de TxAs y prostaglandinas en esta prepara-
cién.
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SISTEMA AUTOMATIZADO PARA EL CONTROL
DE LA CALIDAD DE LAS AGUAS (SAMA)

El sistema estd constituido por:

os electrénicos ECCA-1, ECCA-2,
-3 los cuales miden pH, conducuwdad,
temperatura, oxigeno disueltoy potencial

. Egm

e Paquete SAMA €on ¢inco programas de com-
putacion

¢ Electrodos y celda de conductividad
¢ Soluciones amortiguadoras y patrones

DESCRIPCION

Los equipos ECCA son equipos portétiles digitales
que estan disenados para el trabajo en el campo y
contemplan la posibilidad de su utilizacién en los
laboratorjos. Tienen la posibilidad de realizar

medicionesin situ con gran exactitud lo que permite -

ejecutar determinaciones rapidas y seguras sin re-
querir ¢l traslado de muestras. Admiten cualquier
tipo de electrodo y celda de conductividad por
tener un rango amplio de pendiente y ajuste de
cero.

SAMA es un sistema gue a partir del conocimiento

de los valores de temperatura, pH y conductividad

a una temperatura constante de 25 grados Celsius

y la concentracidrn de aniones y cationes en el agua,
- caleula:

%59

ERRORES EN LA MEDICION
‘e pH: £ 0,02
o_Conductividad: = 5 %
o Temperatura: =0,3 grados Celsius
¢ Potencial: = 0,1 mV '
e Veinticuatro relaciones iénicas
de interés
geoquimico
e El tipo de agua
e El grado de saturacion en minerakes
que presente el agua.
o El contenido de CO2z disuelto
e La conductividad eléctrica te6rica
con vistas a corroborar la precisién
- de los anglisis o completar |
: la_informacion hidroquimica
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