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“La inspiracion existe, pero tiene que encontrarte trabajando”

Pablo Picasso.

“El genio se hace con un 1% de talento, y un 99% de trabajo”

Albert Einstein.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS EN ORDEN ALFABETICO:

Ac: anticuerpo

AL: anestésico/s local/es

ALI: Acute lung injury

BAL: Lavado broncoalveolar

CRP: cirugia de reseccion pulmonar

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica
FC: Frecuencia cardiaca

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos
FMO: fracaso multiorgénico

IC: Indice cardiaco

IRVS: Indice de resistencia vascular sistémica
IFN-y: interferon gamma

IKB: proteinas inhibidoras de NFkB

IL: interleuquina

IOT: intubacion orotraqueal

I/R: isquemia-reperfusion

KC: células de Kupffer

LB: linfocito B

LRS: lung resection surgery

LT: linfocito T

MCP-1: proteina quimiotéctica de monocitos
MCL-1: proteina de diferenciacion celular de leucemia mieloide inducida
MPO: mieloperoxidasa

NFkB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NK: natural killer

NOS: 6xido nitrico sintasa

OLV: one lung ventilation

PAM: Presion arterial media

PEEP: presion positiva al final de la espiracion.
PMN: polimorfonucleares neutréfilos

PpAW: presion pico en la via aérea



ROS: especies reactivas de oxigeno

SDRA: sindrome de distrés respiratorio del adulto
SIR: sindrome de isquemia reperfusion

SRIS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
TNF- a: factor de necrosis tumoral alfa

VBP: ventilacion bipulmonar

VILI: ventilation induced lung injury/dafio pulmonar inducido por ventilacion mecanica
VM: ventilaciéon mecénica

VPH: vasoconstriccion pulmonar hipoxica

VT: volumen tidal.

VUP: ventilaciéon unipulmonar

VVS: variabilidad de volumen sistolico



Resumen

1. INTRODUCCION

La ventilacion unipulmonar (VUP) es un procedimiento utilizado frecuentemente en
anestesia toracica, siendo necesaria para colapsar un pulmén en intervenciones
quirurgicas realizadas mediante videotoracoscopia o toracotomia, aislando el pulmoén

enfermo del sano.

La VUP provoca intensos cambios fisiopatologicos en la ventilacion y perfusion
pulmonar. Otros factores que también influyen en la relacion ventilacion/perfusion y que
son propios de procedimientos quirdrgicos que requieren ventilacién unipulmonar son la
toracotomia y la anestesia. La instauracion de la VUP y el colapso del pulmén
contralateral crean un cortocircuito transpulmonar derecha-izquierda, ya que todo el flujo
que perfunde el pulmén no ventilado llega a las cavidades izquierdas sin oxigenar,
incrementandose la diferencia alvéolo arterial de O2 y disminuyendo la PaO2. Se
desencadenan mecanismos compensatorios activos como la vasoconstriccion pulmonar
hipoxica (VPH), que reducen la proporcion de flujo que llega al pulmén no ventilado y
por tanto atentan la caida de la PaO2. La VUP puede inducir una respuesta
proinflamatoria, incluyendo liberacion de citoquinas y migracion de leucocitos en el
pulmon ventilado. Durante la VUP se produce, en mayor o menor grado, un dafio
pulmonar agudo (Acute Lung Injury; ALI) que eleva la morbimortalidad postoperatoria
en cirugia de reseccion pulmonar. En el inicio de este proceso inflamatorio son
determinantes los macréfagos alveolares y sus mediadores inflamatorios, especialmente
las citoquinas. Las citoquinas proinflamatorias, asi como el 6xido nitrico y otros radicales

libres pueden inducir apoptosis.



Esta respuesta inflamatoria no se encuentra localizada inicamente a nivel pulmonar,
los mediadores inflamatorios, a través de la circulacion sistémica, alcanzan érganos
periféricos distales, entre ellos el higado. Por tanto, las complicaciones derivadas de la
cirugia toracica ocasionan dafio a nivel sistémico y la causa de la muerte no es el fallo

respiratorio, sino una disfuncion multiorganica secundaria a una respuesta sistémica.

Los anestésicos locales (AL) son usados tradicionalmente como antiarritmicos y
anestésicos por su capacidad para bloquear los canales de sodio. Sin embargo, poseen
efectos importantes en otros contextos clinicos a dosis inferiores que las utilizadas para
bloquear los canales de sodio. Producen un efecto antiinflamatorio, especialmente sobre
la inmunidad celular, a través de distintos mecanismos como la modulacion de la
produccion, liberacion y actividad de las citoquinas, la disminucion de la adhesion y
quimiotaxis de los neutréfilos y la reduccion de produccion de superoxido. El higado es
un organo especialmente sensible a la inflamacién y con un papel fundamental en la
regulacion de la misma, por lo que estudiar la aplicaciéon de AL en la modulacion de la
respuesta inflamatoria sistémica cobra especial relevancia. No se ha estudiado
previamente el impacto de los AL sobre el dafio secundario sistémico a nivel hepatico de

la VUP en cirugia de reseccion pulmonar (CRP).

2. HIPOTESIS

La cirugia de reseccion pulmonar con ventilacion unipulmonar se asocia a una
respuesta sistémica que puede ser medida por la expresion de mediadores inflamatorios
en el higado. Seria posible modular la respuesta inflamatoria sistémica y con ello atenuar
la inflamacion a nivel hepatico mediante tratamientos realizados proximos al inicio del

periodo de ventilacion unipulmonar.

La administraciéon de lidocaina durante la cirugia podria modular la respuesta



inflamatoria hepatica y por tanto la respuesta inflamatoria sistémica postoperatoria.
3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es investigar la posible modulacion por parte de la
lidocaina intravenosa sobre la expresion de mediadores proinflamatorios a nivel hepatico

tras un procedimiento de reseccion pulmonar con ventilacion unipulmonar.

4. MATERIAL Y METODOS

El procedimiento consiste en realizar una cirugia de reseccion pulmonar con VUP
durante un periodo de 120 minutos en 18 cerdos. Se dividen a los animales en tres grupos

de 6:

- Grupo 1, LIDOCAINA: se administra 1,5 mg/kg/iv tras la induccion anestésica y
una perfusion continua de mantenimiento con lidocaina 1,5 mg/kg/h hasta el final.

- Grupo 2, CONTROL: se administra en iguales cantidades un bolo inicial y una
perfusion continua de mantenimiento, pero de solucion salina 0,9%.

- Grupo 3, SHAM. En este grupo se realiza toracotomia y ventilacion bipulmonar

(VBP) exclusivamente. No se lleva a cabo VUP ni lobectomia.

Se monitorizan parametros respiratorios, gasométricos y hemodindmicos. Se obtienen
biopsias hepaticas a las 24 horas de realizar el procedimiento. Se analizan mediadores
inflamatorios, metabolismo del 6xido nitrico y apoptosis.

5. RESULTADOS

Los resultados observados en nuestro trabajo son los siguientes:

I- Con la administracion de lidocaina intravenosa observamos que se atenta la

respuesta inflamatoria hepatica.



2.

Las variables hemodinamicas, gasométricas y pardmetros respiratorios se

mantuvieron estables durante los procedimientos en todos los grupos.

La ventilacién unipulmonar y la cirugia de reseccién pulmonar ocasionan un
aumento en la liberacion de marcadores proinflamatorios medidos en biopsia
hepética, como podemos observar al comparar el grupo SHAM con los otros dos

grupos de trabajo.

En cirugia de reseccion pulmonar que precisa ventilacion unipulmonar existe un
aumento de la expresion de los niveles de IL-1, TNF- a, NFkB, MCP-1 en biopsia

hepatica. La administracion de lidocaina intravenosa atenuia este incremento.

Los grupos que se someten a cirugia de reseccion pulmonar con ventilacion
unipulmonar muestran menor expresion de IkBb que el grupo SHAM. La
administracion de lidocaina atenua este descenso de IkBb en comparacion con el

grupo control.

Se observa un aumento en la expresion de IL-10, citoquina antinflamatoria, en el

grupo en el que se administra lidocaina.

Observamos un aumento en la expresion de proteinas apoptoticas a nivel hepatico
en el grupo control. La administracion de lidocaina intraveosa atentia dicho

incremento.

En cirugia de reseccion pulmonar que precisa ventilacion unipulmonar existe un
aumento de la expresion de iNOS en higado que se atentia con la administracién

de lidocaina intravenosa. Los niveles de eNOS aumentan en el grupo lidocaina.

Los niveles de KLOTHO en higado disminuyen su expresion con la

administracion de lidocaina intravenosa.
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6. CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que el uso intraoperatorio de perfusion de lidocaina
intravenosa modula la respuesta inflamatoria hepatica postoperatoria asociada a la cirugia
de reseccion pulmonar, especialmente por los efectos antiinflamatorios, antiapoptdticos y

por la proteccion del metabolismo del 6xido nitrico
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Summary

1. INTRODUCTION
One-lung ventilation (OLV) is a procedure widely used in the thoracic anesthesia,
being necessary to isolate a lung in surgical interventions performed by video-assisted

thoracoscopy or thoracotomy, isolating the diseased lung from the healthy one.

The OLV produces physiopathological changes in pulmonary ventilation and
perfusion. Other factors that also influence the ventilation/perfusion relationship and that
are typical of surgical procedures that require OLV are thoracotomy and anesthesia. The
instauration of the OLV and the collapse of the other lung creates a transpulmonar right -
left side shunt, the whole flow that prefunded the not drafty lung comes to the left cavities
without becoming oxygenated. Therefore, there is an increase in the alveolar-arterial O2
difference and a decrease in PaO2. Active compensatory mechanisms are triggered such
as hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV), which reduce the proportion of flow that
reaches the non-ventilated lung and therefore attenuate the fall in PaO2. OLV can induce
a proinflammatory response, including cytokine release and leukocyte migration in the
ventilated lung. During OLV, acute lung damage (Acute Lung Injury; ALI) occurs to a
greater or lesser degree, which increases postoperative morbidity and mortality in lung
resection surgery. Alveolar macrophages and the inflammatory mediators they produce
are decisive, especially cytokines. Proinflammatory cytokines, as well as nitric oxide and

other free radicals can induce apoptosis.

This inflammatory response is not located only at the pulmonary level, inflammatory
mediators reach distal peripheral organs through the systemic circulation, including the

liver. Therefore, the complications derived from thoracic surgery cause systemic damage

13



and the cause of death is not respiratory failure, but multi-organ dysfunction secondary

to a systemic response.

Local anesthetics (LA) are traditionally used as antiarrhythmics and anesthetics due
to their ability to block sodium channels, however, they have important effects in other
clinical contexts at lower doses than those used to block sodium channels. They also
produce an anti-inflammatory effect, especially on cellular immunity, through different
mechanisms, such as the modulation of the production, release and activity of cytokines,
the decrease in adhesion and chemotaxis of neutrophils, as well as reducing the

superoxide production.

The liver is an organ that is especially sensitive to inflammation and plays a
fundamental role in regulating it, so studying the application of LA in the modulation of
the inflammatory response is particularly relevant. The impact of LA on secondary
systemic liver damage from OLV in lung resection surgery (LRS) has not been previously

studied.

2. HYPOTHESIS

Lung resection surgery with one-lung ventilation is associated with a systemic
response that can be measured by the expression of inflammatory mediators in the liver.
It would be possible to modulate the systemic inflammatory response and thereby
attenuate inflammation at the liver level through treatments carried out close to the
beginning of the one-lung ventilation period. The administration of lidocaine during
surgery could modulate the hepatic inflammatory response and therefore the

postoperative systemic inflammatory response.

14



3. OBIJECTIVES:

The general objective of this work is to investigate the possible modulation by
intravenous lidocaine on the expression of proinflammatory mediators at the liver

level after a lung resection procedure with one-lung ventilation.
4. MATERIAL AND METHODS

The procedure consists of performing a lung resection surgery with contralateral OLV

in a total of 18 pigs. Animals are randomly divided into three groups, each with 6 pigs:

- Group 1, LIDOCAINE: 1.5 mg/kg/iv is administered after anesthetic induction
and a continuous maintenance perfusion with lidocaine 1.5 mg/kg/h until the end of the

procedure.

- Group 2, CONTROL: an initial bolus and a continuous maintenance infusion

are administered in equal amounts, but with 0.9% saline solution.

- Group 3: SHAM group. In this group, thoracotomy and double lung ventilation

were performed exclusively. OLV and lobectomy were not performed.

Respiratory and hemodynamic parameters are monitored. Blood gases are
obtained and transpulmonary thermodilution is performed at certain times. Liver biopsies
are obtained 24 hours after the procedure. Inflammatory mediators, nitric oxide

metabolism and apoptosis are analyzed.

5. RESULTS

1- The administration of intravenous lidocaine produced an attenuation of the

inflammatory response at the liver level.

2- Hemodynamic variables, blood gases and respiratory parameters remained

stable during the procedures in all groups.

15



3- One-lung ventilation and lung resection surgery cause an increase in the
release of pro-inflammatory markers measured in liver biopsy, as we can see when

comparing the SHAM group with the other two work groups.

4- In lung resection surgery that requires one-lung ventilation, there is an
increase in the expression of IL-1, TNF-a, NFkB, and MCP-1 levels in liver biopsy. The

administration of intravenous lidocaine attenuates this increase.

5- The groups that underwent lung resection surgery with one-lung ventilation
showed lower IkBb expression than the SHAM group. Furthermore, the administration

of lidocaine reduces its increase.

6- An increase in the expression of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, is

observed in the group in which lidocaine is administered.

7- We observed how the different apoptotic proteins, BAX, BCLXI, and
especially BAD, BAK, MCL-1 and PUMA increase their expression at the liver level.

Maintenance with continuous infusion of intravenous lidocaine attenuates this increase.

8- In lung resection surgery that requires one-lung ventilation, there is an
increase in the expression of iNOS in the liver that is attenuated with the administration

of intravenous lidocaine. eNOS levels increase in the lidocaine group.

9- KLOTHO levels in the liver decrease its expression with the administration

of intravenous lidocaine.

6. CONCLUSIONS

Our results suggest that the intraoperative use of intravenous lidocaine perfusion

modulates the postoperative hepatic inflammatory response associated with lung

16



resection surgery, especially due to its anti-inflammatory and anti-apoptotic effects and

the protection of nitric oxide metabolism.
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1. Introduccion
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1.1 RESPUESTA INFLAMATORIA ASOCIADA A LA CIRUGIA:
La respuesta inflamatoria causada en el organismo a consecuencia de un
procedimiento quirtirgico es conocida como respuesta al estrés, y engloba un conjunto de

procesos que tienen el objetivo de maximizar el potencial de curacion del organismo.

El proceso inflamatorio secundario a la cirugia es un hecho inherente al trauma, que se
inicia durante la intervencion quirdrgica y que se prolonga en los siguientes dias de
postoperatorio. La respuesta inflamatoria puede ser exagerada o por el contrario
insuficiente, en estos casos se ha visto una asociacion con peores resultados en el

postoperatorio (1).

—* 20-30% FMO precoz

NORMALIDAD

Respuesta
antinflamatoria
compensatoria

.

Infeccién —» FMO tardio
Inmunosupresion +

Figura 1: Respuesta inflamatoria bifasica tras el dafo tisular.
SRIS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, en un 20-30% de los casos persiste y da lugar
a FMO precoz, sino da paso a la respuesta antinflamatoria compensatoria. FMO: fracaso
multiorganico. (Elaboracion propia).
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La respuesta al estrés fue descrita tiempo atras por diferentes autores como Francis
Moore o Davis Cuthberston (2), quienes la describieron como una respuesta inmune,

inflamatoria y metabolica biféasica a la lesion.

En una primera fase o “fase de shock” tiene lugar una respuesta coordinada
dirigida a la supervivencia inmediata. Se caracteriza por vasoconstriccion periférica,
hipotermia y desviacion de la sangre a organos vitales. La segunda fase o “fase de
hipermetabolismo” es proporcional al grado de la lesion producida en la cirugia. En esta
fase aumentan la liberacion de mediadores inflamatorios, el consumo de oxigeno y la
produccion de CO2. Existe una mayor actividad de células reparadoras, los leucocitos
precisan glucosa, y aumenta el catabolismo del misculo para conseguirla dado que los
almacenes de la misma se agotan. Esta fase se asocia taquicardia y a un aumento del gasto

cardiaco, que precisan mayor consumo de oxigeno (1).
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Estrés quirtrgico . + Factores perioperatorios
(miedo, hipotermia, drogas, dolor, hiperglucemia...)

- q
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4 fibrodlastos « cortisol
endotelio SN:
hepatocitos « Catecolaminas
B B
Citoquinas proinflamatorias: Citoquinas antiinflamatorias:
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-q, etc. IL-4, IL-10, etc.

\ /A/ /

Th1<<<Th2
INMUNOSUPRESION

Complicaciones postopertorias
Riesgo infeccion

Progresion tumoral

Eventos tromboticos

Figura 2: Respuesta endocrina y bioldgica a la lesion quirtrgica y cambios inmunologicos que
conlleva. HPA: eje hipotalamico-pituitario-adrenal. SN: sistema nervioso. ACTH: hormona
adrenocorticotropa. (Elaboracion propia).

Ademas, la respuesta al estrés comienza con la activacion del eje hipotadlamo-
pituitario-suprarrenal y el sistema nervioso simpatico, canalizandose via nervios aferentes
desde el lugar en el que se ocasiona el daio tisular (3). Esto desencadena una produccion
y secrecion aumentada de ACTH, cortisol, catecolaminas, hormona antidiurética, cortisol,
insulina, glucagdén y hormona del crecimiento, asi como de mediadores de la inflamacion
(citoquinas), en un esfuerzo por proporcionar energia al huésped. Existe por tanto una

retencion de liquidos y sal para mantener la homeostasis cardiovascular.
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Este catabolismo o estado de “alto estrés” mantenido agotaria los recursos
endogenos y la respuesta se volveria desadaptativa. Moore y cols (4) observaron que en
condiciones normales el catabolismo disminuia 4-5 dias después de la lesion; proceso al
que llam¢ transicion del "catabolismo" al "anabolismo", donde se reduce la demanda de
gluconeogénesis, se resuelve la vasodilatacion y disminuye la necesidad de altos niveles

de catabolismo.

Las manifestaciones de la fase hipermetaboélica se pueden ver clinicamente en
todos los pacientes postoperados, siendo mayor cuanto mas agresiva es la cirugia; el
aumento del cortisol tiene efecto inmunosupresor y antinflamatorio, asi como la elevacion
de los niveles de catecolaminas. El cortisol, ademas, interfiere con la produccion de
citoquinas y prostaglandinas, afecta a la agregacion de macrofagos impidiendo su
concentracion en la zona de la lesion y disminuyendo su poder fagocitico. Con respecto
a sus efectos sobre los linfocitos, promueve la apoptosis de linfocitos T (LT) y la
dominancia de Th2, afectando negativamente a las células natural killer (NK) a la hora

de ejercer sus acciones (5).

Los procedimientos quirtirgicos causan dafio tisular que activa la respuesta
inflamatoria sistémica y genera cambios en el sistema neuroendocrino, inmune y
metabolico. La anestesia y el dolor pueden alterar ain mas el desempefio inmunolégico.
Se ha observado como la anestesia regional provoca el bloqueo de los nervios aferentes

y de esta manera, actia como mediador de la proteccion inmunitaria (6).

El objetivo ultimo de la respuesta inflamatoria ante una agresion quirurgica es el de
preservar la integridad del organismo, la reparacion de los tejidos daniados y el

mantenimiento de la homeostasis.
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1.1.1 ORGANIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE DEL ORGANISMO

ANTE LA CIRUGIA:

El sistema inmunitario a su vez se subdivide en dos, el sistema inmunitario
innato (no especifico) y el adaptativo (especifico), ambos compuestos por elementos
humorales y celulares que protegen al organismo frente a patdogenos extrafios y frente al

cancer.

Las respuestas inmunes se regulan por células presentadoras de antigenos,
componentes de la inmunidad innata, y por las subclases de Linfocitos T (LT) auxiliares
Thl y Th2 que forman parte de la inmunidad especifica. Cuando una célula fagocitica
ingiere un antigeno, lo presenta en su membrana y la produccion y amplificacion de
células clones de linfocitos T y B (LB) se estimula, constituyendo este el mecanismo

inicial de la respuesta inmunitaria (7) (3).

Liberan Th1: refuerzan la inmunidad
e citoquinas que celular
LT auxiliares mejoran la Th2: refuerzan la inmunidad
actividad del SI humoral
. - Conocidas como Participan en la apoptosis y
LT citotoxicos CD8+ rechazo en trasplantes
”
“R].ECUE.RD L Ante 2" exposicion: “respuesta
infecciones secundaria” fuerte y rapida
pasadas
LT reguladores Prevenir una .
0 supresores e Regulan la respuesta inmune

Grafico 1: Diferenciacion de los LT. Efectos y caracteristicas. LT: Linfocitos T, SI: Sistema

inmune (3). (Elaboracion propia).
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Los LB son responsables de la inmunidad humoral en la respuesta adaptativa.
Los LT auxiliares secretan citoquinas que ayudan a la maduracion de las células B en
células plasmaticas secretoras de anticuerpos (Ac) o células B de memoria; los Ac
secretados, se unen a su patdogeno complementario facilitando su eliminacion por parte de
las células fagociticas en un proceso que se conoce como opsonizacion. Cuando un
antigeno se presenta de manera repetida, se activan los LB de memoria y se inicia una

respuesta inflamatoria humoral secundaria rapida.

Citoquinas
—» proinflamatorias: —»  Inmunidad celular
IFN-y, IL-2, TNF-b
‘ Eo
CPA

B Mastocito

Citoquinas Inmunidad humoral
—_— . .
antinflamatorias: -

IL-4, IL-10, IL-13 T Macrofago | NK

@ —» IL-17, TNF-q, IL-1

(/. — TGF-b, IL-10

€

Figura 3: Diferenciacion de los linfocitos T y produccion de citoquinas. (Elaboracion propia).

TG,: b /L

En fases tempranas de la inflamacién predominan las citoquinas Thl que son
IL-2, IL-12, TNF-f e IFN-y, que estimulan también la sintesis de 6xido nitrico (NO) y la
inmunidad celular. El aumento del cortisol, las catecolaminas y otros reactantes de fase
aguda generados en la respuesta al estrés, dan lugar a un predominio antinflamatorio
posterior de Th2 (8) (citoquinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL- 13) que promueven la

inmunidad humoral (3).
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Las células ThO son los precursores de Th1l y Th2, en esta diferenciacion hacia
Th1 o Th2 se ha visto que influyen las citoquinas producidas por el sistema inmune innato.

Las respuestas Th1 y Th2 se inhiben mutuamente (9).

Tabla 1: principales citoquinas inflamatorias

Principales citoquinas proinflamatorias  Principales citoquinas antinflamatorias

IL-12, IFN-y e TNF-o IL-4, IL-10.(9)

El dafio tisular ocasiona un aumento de marcadores inflamatorios,
especialmente de IL-1 y TNF-a por parte de las células fagociticas y del endotelio, lo que
constituye el inicio de la “cascada inflamatoria”. Al inicio, la cascada inflamatoria se
manifiesta a nivel local de manera “compartimentalizada” y posteriormente, puede
propagarse en un proceso conocido como “descompartimentalizacion” a nivel
sisttmico. Conforme los mediadores inflamatorios alcanzan determinadas

concentraciones, son vertidos al torrente sanguineo y alcanzan los 6rganos diana (10)
(11).

Se ha visto relacion entre los niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias
y el dafio tisular, siendo mayores las concentraciones en los casos de mayor dafo tisular
(12). Estudios en cirugia vascular y ortopédica han observado como IL-1 y TNF-a

ocasionan un aumento de IL-6 proporcional al grado de lesion tisular (13).

En condiciones fisioldgicas, existe una red de citoquinas proinflamatorias,
antiinflamatorias e inhibidores de citoquinas que se encuentran en equilibrio. El balance
entre la respuesta pro/antinflamatoria es un proceso clave ya que el desequilibrio entre

las mismas determina el desarrollo de la enfermedad y las complicaciones postoperatorias
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(8) (14-15). Diferentes estudios han descrito como tanto la hiperinflamacién inicial
descontrolada como la inmunosupresion continuada son objetivos principales para
restablecer un equilibrio entre ambas fuerzas (pro/antinflamacion) (2)(16). La respuesta
inmune disminuida podria ocasionar infecciones secundarias a la inmunosupresion, asi
como una respuesta exagerada del sistema inmune podria conducir al sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y al fracaso multiorgénico (FMO) (17).

Las diferentes células del sistema inmunitario liberan citoquinas. El grado de
liberacion y expresion de las mismas depende del tipo de cirugia que se realiza, su
duracién, localizacion, agresividad, e influyen también los agentes anestésicos
empleados. Las citoquinas inflamatorias afectan a todos los 6rganos a nivel sistémico. El
hecho de poder modular la respuesta inflamatoria sistémica puede ayudar a
evitar/disminuir el dafio potencial de las mismas (18). Kehlet y cols observaron como la
cirugia minimamente invasiva posiblemente sea la manera mas eficaz de minimizar la
depresion inmunitaria postoperatoria, atenuar la cascada inflamatoria y la liberacion de
linfocitos y minimizar la desviacion de la respuesta Th2, que se asocia con menor estancia
hospitalaria y una recuperacion mas rapida. El adecuado control analgésico intra y
postoperatorio se asocian también a una menor respuesta inflamatoria (19) (20) (5). El
uso de AL y de anestesia regional son otras acciones que han demostrado ser eficaces a
la hora de minimizar la respuesta inflamatoria al bloquear los nervios aferentes y por tanto

disminuir infecciones en el postoperatorio (6,21,22).
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Figura 4: Respuesta al estrés y factores que intervienen. (Elaboracion propia).

La respuesta inflamatoria es muy variable, dependiendo de factores como el
propio individuo, la agresion sufrida y la patologia o comorbilidades de base, por lo que

existe una amplia variabilidad interindividual. Una respuesta mal organizada contribuye

a la lesion organica perioperatoria y a mayores complicaciones postoperatorias (23) (54).

Uno de los objetivos principales del equipo quirurgico es por tanto preservar
en equilibrio la respuesta inmunitaria intraoperatoria; respuesta que clasicamente se ha

considerado como “protectora’, pero que actualmente conocemos que tiene unos efectos

perjudiciales no despreciables en el organismo como hipotension, sangrado,

hiperglucemia, hipotermia, dolor y alteraciones en la inmunidad entre otros (8).
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1.1.2 MARCADORES BIOLOGICOS DE INFLAMACION
1.1.2.1 RESPUESTA CELULAR EN LA INFLAMACION

La inflamacion en términos generales, es una respuesta que ocurre por parte del
organismo ante un evento dafiino como puede ser un traumatismo, lesion o la presencia
de un patdgeno. Esto ocasiona una liberacion de mediadores vasoactivos, plaquetas y
otras sustancias al torrente sanguineo, que dan lugar a vasodilatacion y a un aumento de
la permeabilidad vascular. Aparecen asi los clasicos signos de calor, rubor, hinchazén y
dolor debido a la interaccion de mediadores inflamatorios con los sistemas sensoriales

(24).

La respuesta inflamatoria inicial constituye una “reaccion de fase aguda”. La
elevacion de citoquinas en esta fase es muy importante, ya que ¢stas modulan la
inflamacion y la coordinan, induciendo quimiotaxis o atraccion de los neutrofilos hacia
la zona afectada, mediando asi la respuesta inflamatoria sistémica, que aumenta con los
mediadores inflamatorios liberados por los leucocitos polimorfonucleares (PMN). Se
puede producir en este contexto fiebre y reacciones de fase aguda, se movilizan

neutr6filos de la médula dsea y se promueve la proliferacion de linfocitos.
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Figura 5: Estadios de la respuesta inflamatoria, migracion del leucocito polimorfonuclear (24).
(Elaboracion propia).

Los leucocitos PMN neutrofilos son las células efectoras principales de la
respuesta inflamatoria celular. La respuesta inflamatoria induce a las células
(principalmente PMN y monocitos) a migrar hacia el area afectada, en la que destruyen

patdgenos, en gran parte por fagocitosis (25). Este proceso se divide en varias etapas:

1. En el lugar de la infeccion/inflamacion se liberan citoquinas, se activa el
sistema del complemento y las bacterias producen quimioatrayentes que son detectados

por los leucocitos PMN.

2y 3. Una vez detectados los quimioatrayentes, los PMN mediante una técnica
de rodamientos se adhieren a las células endoteliales. La adhesion estd mediada por
diferentes sustancias como histamina, factores del complemento, IL-1 e IL-8, TNF-a y

factor activador de plaquetas (26).
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4. Migracion transendotelial por diapédesis: los PMN atraviesan las brechas que
se sitian entre las células endoteliales adyacentes. Posteriormente, en un proceso

conocido como quimiotaxis, migran hacia los quimioatrayente de los patdgenos.

5. Cebado y activacion: Los patogenos estan opsonizados, es decir, recubiertos
por proteinas especificas como inmunoglobulinas o proteinas de fase aguda. Los PMN se

ceban o activan, expresando mayores receptores en sus membranas.

6. Liberacion de sustancias/degranulacion: los PMN generan radicales libres de
oxigeno y otras sustancias proinflamatorias. El aumento de la captacion de oxigeno
(independiente de la respiracion mitocondrial) es necesario para generar estos radicales,

y se conoce como “‘estallido respiratorio”.

7. Fagocitosis: Los patdgenos son eliminados por fagocitosis y por la liberacion

de concentraciones elevadas de metabolitos reactivos de oxigeno en el fagosoma.

La respuesta inflamatoria es necesaria para la reparacion estructural y
funcional del tejido lesionado. Como hemos comentado previamente, las respuesta
hiperactivas o exageradas, que destruyen en lugar de proteger, son criticas en el
desarrollo de una serie de estados patologicos perioperatorios, como el dolor
postoperatorio, el sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA), el sindrome de
respuesta inflamatoria sistéemica (SRIS) y el fracaso multiorganico (FMO). La
modulacion perioperatoria de tales respuestas es un objeto relevante en la practica

clinica de la anestesiologia, y los AL pueden desemperiar un papel importante al respecto

(24).
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1.1.2.2 CITOQUINAS EN LA INFLAMACION

Las citoquinas forman parte de la respuesta celular y tienen un papel esencial
como mecanismo de defensa y reparacion ante una agresion/trauma sufrido en el

organismo, siendo moduladoras de la respuesta inflamatoria.

Son polipéptidos o glicoproteinas de bajo peso molecular, esenciales para la
comunicacion intercelular. Actian de manera especifica sobre receptores celulares
activando sefales intracelulares y vias de senalizacion intercelular, originando respuestas
en cascada (27). Regulan las expresiones de los genes y pueden ser producidas por
diferentes tipos de células inmunes como linfocitos y macrofagos activados (28), o por

células no inmunes como cé¢lulas endoteliales, fibroblastos y células del estroma.

Su accion principal es modular el proceso inflamatorio, aunque forman parte de
numerosos procesos fisioldgicos como pueden ser la diferenciacion y maduracion celular,
quimiotaxis, inflamacion aguda y cronica, respuesta inmunoldgica y apoptosis entre
muchos otros. Ademas, tienen un papel importante en la defensa y reparacion de las

lesiones inducidas por trauma, como es por ejemplo una intervencion quirargica.

Asimismo, las citoquinas regulan la produccion y actividad de otras citoquinas. Las
citoquinas proinflamatorias juegan un rol importante en el sindrome de

isquemia/reperfusion (SIR) que ha sido analizado en multiples estudios (29,30) (31).
1.1.2.2.1 Factor de necrosis tumoral, TNF-a:

Citoquina proinflamatoria de 17kd y 157 aminoécidos, secretada por diferentes
células como macréfagos, LT, natural killer (NK) y neutrdfilos. Su papel es importante
en la diferenciacion de monocitos a macrofagos, la activacion de macrofagos, el

reclutamiento de neutrofilos y macréfagos y la formacion de granulomas (32).
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Su funcidén ha sido analizada tanto de forma aislada como en multiples modelos
de lesion por I/R en una variedad de lechos vasculares. Identificindose funciones en el
higado, corazdn, cerebro, rifiones, extremidades posteriores, y la I/R (33). Promueve la
lesion en lechos vasculares, y su bloqueo con factores anti TNF reduce dicha lesion de

una manera dependiente de los neutréfilos.

TNF promueve la generacion de lesion pulmonar aguda, su papel en la lesion pulmonar
aguda no isquémica ocurre a través del dafio inducido por el lipopolisacarido y complejos
inmunes que involucran la membrana basal. Se han definido diferentes roles de TNF-a

en modelos dependientes de neutrofilos.

La capacidad de las preparaciones recombinantes de IL-1 y TNF-a para causar
directamente dafio pulmonar también parece depender del reclutamiento de neutréfilos
(34). Huber y cols. realizando un bloqueo de TNF-a e IL-1 previo a I/R pulmonar en
modelos murinos, observaron como existe una disminucién importante en el nimero de
neutrdfilos pulmonares y una menor fuga capilar (34). La administracion de TNF-a
recombinante en modelos animales puede provocar fiebre, acidosis lactica, disfuncion
miocardica, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y muerte (17) (35) se

han observado también efectos como leucopenia y trombocitopenia en humanos (36).

Niveles elevados de TNF-a se correlacionan con gravedad y peor prondstico en
procesos de sepsis (17) (34). La administracion de Ac anti- TNF-o ha demostrado
proteccion en determinadas patologias, en modelos experimentales con diferentes
animales, por ejemplo, en ratones “knock out” para TNF-a, se observa como resisten el
colapso hemodindmico y la muerte por endotoxinas (17). En pulmon tras administrar
anticuerpos anti TNF-a se reduce el dafio vascular, el acimulo de neutr6filos pulmonares,
el nimero de leucocitos en el BAL y la expresion del ARN mensajero. El grado de
proteccion proporcionado por el bloqueo de TNF-a esta entre 40%-60% (33).
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1.1.2.2.2. Interleuquina 1, IL-1:

Citoquina proinflamatoria producida por multiples tipos celulares. Se presenta en

dos formas, denominadas IL-1a e IL-1f (33).

Ambos polipéptidos ejercen las mismas funciones bioldgicas y se unen al mismo
receptor de membrana celular, pero mientras la IL-1f se secreta al medio extracelular, IL-
la permanece unida a la membrana de la célula que la produce. Entre la variedad de sus
acciones proinflamatorias se incluyen la quimioatraccion de leucocitos, la estimulacion
de fagocitos, el aumento de la produccién de citoquinas y quimiocinas en sentido

descendente y los efectos variables sobre el crecimiento y la muerte celular.

En el shock séptico se produce liberacion masiva de IL-1 a la circulacion,
induciendo fiebre y sintesis de reactantes de fase aguda (37). Los estudios relacionados
con I/R en miembros inferiores han demostrado que el bloqueo del receptor IL-1

proporciona proteccion ante la misma.

1.1.2.2.3 Interleuquina 10, IL-10:

Es una citoquina con alto poder antinflamatorio, considerada la citoquina
inmunosupresora por excelencia, capaz de inhibir la activacion y funcion de las células
T, monocitos y macrdéfagos. Desarrolla un papel multifuncional con diversos efectos en

la mayoria de células hematopoyéticas.

Su funcién mas relevante es la de limitar las respuestas inflamatorias, pero
también regula el crecimiento y diferenciacion de células B, NK, mastocitos, granulocitos

y TNF-a entre otras (38).

Inhibe la sintesis de TNF-a e IL-1 y antagoniza su accion aumentando el nimero de
citoquinas antagonistas e inhibidores de citoquinas. Se han realizado estudios en los que

se observa como la administracion de IL-10 recombinante humana tiene un potencial
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papel terapéutico importante, disminuyendo la concentracion de TNF-o en plasma,

reduciendo el dafio tisular medido por infiltracion de neutrofilos (34).
1.1.2.2.4 Proteina quimiotactica de monocitos 1, MCP-1:

Proteina quimioatrayente de monocitos 1, CCL2 o MCP, producida por varios

tipos celulares desde fibroblastos a células monociticas y de la microglia (34).

MCP-1 esta implicada en el reclutamiento celular de NK, leucocitos, neutrdfilos y
concretamente en el de monocitos tanto in vivo como in vitro (29). Tiene un papel
importante en la respuesta inmune, regula procesos como la migracion y la infiltracion de
monocitos, linfocitos T y NK (39). Ha sido estudiada in vitro e in vivo observandose
anormalidades en el proceso de reclutamiento de monocitos al anular su expresion. Su
expresion aumenta en diferentes patologias inflamatorias como miocarditis (40),
peritonitis u osteoartritis entre otras, en este ultimo caso se ha relacionado con la
progresion de la enfermedad, lo que podria hacer de MCP-1 un potencial biomarcador de

la enfermedad (41).

1.1.3 SENALIZACION CELULAR

El proceso de sefializacion celular implica la trasmision de sefiales entre diferentes
células del organismo, segun la distancia entre dichas células la sefial puede llegar por
contacto directo, de manera paracrina (corta distancia), endocrina (larga distancia) o

autocrina (una célula se envia a si misma una senal).

La sefializacion abarca los procesos en los que las células emiten o reciben un
mensaje, lo procesan, y generan una respuesta, manteniéndose la comunicacién entre si'y

con el entorno.
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1.1.3.1. Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas, NFkB:

Es un factor de trascripcion del ADN, regula la expresion génica y posee una
importante funcion en la biologia celular e inmunoldgica (42). Via activacion de NFkB,

IL-1 y TNF-a regulan al alza la expresion de quimiocinas (43).

Se encuentra en la mayoria de estirpes celulares animales y su expresion es
necesaria para la formacion adecuada de la inmunidad, el reconocimiento de patdégenos,
la respuesta innata del sistema inmune, la inflamacion y la inmunidad adaptativa (44). Se
localiza en el citoplasma celular y su capacidad para la trascripcion del ADN del gen
diana es inducida por la transduccion de sefales. La regulacion defectuosa del NFkB esta
relacionada con el cancer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes, shock séptico,

infecciones virales o un desarrollo inmune inadecuado (45) .

El control sobre NFkB se lleva a cabo por dos factores proteicos, un miembro
de la familia IxB de proteinas inhibidoras de NFkB y el complejo IkB quinasa (IKK). La
red NFkB se compone de cinco mondmeros de proteinas miembros de la familia

(p65/RelA, RelB, cRel, p50 y p52) (46).

La actividad de NFkB se puede inducir por varias vias (47):

- Via candnica: a través de TNF-o o IL-1p y sefiales de antigeno se activan dimeros
que en estado basal estan en el citoplasma unidos a inhibidores de NFkB (IkBs).
Cuando el ligando estimulante es reconocido por su receptor, se activa el complejo
quinasa (IKK), este se dirige a IkB para la fosforilacion. En las células en reposo,
las proteinas IkB evitan que el NFkB se una al ADN pero cuando existe la sefial
de localizacion nuclear NFkB, este se disocia de su proteina inhibidora IkB y se

trasporta al nicleo donde lleva a cabo su funcion transcripcional (48).
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- La via no candnica es de cinética retardada y da como resultado una respuesta

mas persistente.

1.1.3.2. IkB:

Las proteinas IkB son vitales para regular la via NFkB. Funcionan generalmente
como inhibidores de la misma, al bloquear la union NF-kB-ADN vy retenerlo
transcripcionalmente inactivo en el citoplasma. (44). La eliminacion de IkBa activa NFkB
que se transloca rapidamente en el nticleo, donde puede unirse a secuencias de ADN

especificas y elevar sus niveles de transcripcion.

1.1.4 OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico desarrolla numerosas funciones en la biologia celular y el proceso
inflamatorio. Conocido inicialmente por su capacidad vasodilatadora, en el sistema
inmune se observo su presencia en los macréfagos estimulados por citoquinas o por un

proceso infeccioso.
Se han identificado tres enzimas diferentes de 6xido nitrico sintasa (NOS) (49):

e NOS neuronal (nNOS): regula la neurotransmision.

e NOS endotelial (eNOS): Su actividad depende del aumento de calcio citosoélico.
Produce NO en la regulacion de homeostasis vascular.

e NOS inducible (iNOS): La expresion de iNOS ocurre en respuesta a diferentes
estimulos inflamatorios, es decir, se induce, de manera normal no esta presente en
las células. Su actividad es independiente del calcio. Una vez su expresion ha sido
inducida, puede dar lugar a concentraciones elevadas de NO con efectos en la

inflamacion e inmunidad (50).

El NO es un efector de la inflamacién para eliminar infecciones y regular respuestas
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inmunes adaptativas, debido a su efecto antinflamatorio y antioxidante.

Cuando el organismo se encuentra en un estado de hipoxia, se produce un
desacoplamiento en la conversion de NOS y se producen radicales de oxigeno (ROS) para
inducir lesion por I/R. El papel antinflamatorio del NO protege frente a fendmenos de I/R
en diferentes o6rganos (51) (50) y protege al endotelio contra las lesiones causadas por el
estrés oxidativo y la inflamacion aguda. Disminuye la lesion tisular durante la sepsis in
vivo y en toxicidades (52), inhibe directamente el crecimiento de especies bacterianas, y
este gas aumenta la actividad bactericida del H>O> que producen los neutrdfilos y

macrofagos activados (53).

Los macrofagos, neutrofilos y células T pueden ser inducidos y expresar la isoforma
inducible de 6xido nitrico (iNOS) como respuesta a diferentes estimulos. El exceso de
produccion de NO por la isoforma iNOS se ha relacionado con la patogénesis del shock
séptico y con lesion tisular, que pueden conducir a un FMO. Existen asimismo inhibidores
de esta isoforma que atentan la inflamacion en diversos organos; por ejemplo, se ha
observado como el bloqueo in vivo de iNOS disminuye el secuestro de PMN, atenuando
la inflamacion pulmonar aguda. La expresion de iNOS se induce en células epiteliales y
en macrofagos cuando existe un proceso inflamatorio, el aumento excesivo de produccion

de NO ocasiona dafo tisular, disfuncion y remodelacion del tejido (50).

Los inhibidores de iNOS aumentan in vivo el numero de PMN que se adhiere al
endotelio de las células mesentéricas (24). La alteracion en la regulacion de iNOS se ha
visto implicada en la patogénesis de diferentes enfermedades inflamatorias y del sistema

inmune. Los altos niveles de NO pueden ocasionar dafo tisular.
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1.1.5 KLOTHO

Las proteinas Klotho se describieron inicialmente como moléculas de membrana
esenciales para los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos endocrinos (FGF)
(54). Colectivamente, estas proteinas forman un sistema endocrino {inico que gobierna

multiples procesos metabolicos en mamiferos, existen varias isoformas.

La proteina a Klotho sirve como correceptor de FGF23 (54). Una parte de la
proteina a-Klotho es eliminada por las proteasas de la membrana y se detecta en fluidos
como forma soluble. Esta forma soluble puede actuar como una hormona por si misma,
sobre el metabolismo del calcio, fosfato y potasio, con efectos antioxidantes potentes,

participando también en la respuesta antiinflamatoria (55) (56).

Determinadas citoquinas, entre las que destaca TNF-a, redujeron la produccion de
Klotho en células cultivadas de rifion en un porcentaje elevado (57) . Estas citoquinas
podrian ser, por tanto, responsables de la mayor parte de la reduccién de la hormona

antienvejecimiento en situaciones de inflamacion.

El proceso inflamatorio podria promover la secrecion de Klotho, que actiia como
factor antiinflamatorio. Existen estudios recientes en pacientes con fibrosis quistica se vio
como la administracion exogena de Klotho inhibié la secrecion de IL-8, lo que apoya su
papel como mediador inflamatorio. En pacientes sépticos se ha visto que los niveles de
Klotho més altos coinciden con el pico de la infeccion. Todavia es necesario aumentar la

investigacion en esta area (58).

Estos hallazgos abren puertas a varias formas del tratamiento del envejecimiento
acelerado asociado a la inflamacion, motivo por el cual hemos incorporado mediciones

de Klotho en nuestro modelo experimental.
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1.1.6 APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso ordenado y complejo,
cuyo objetivo es mantener un equilibrio entre la mitosis y creacion de nuevas células y la
desaparicion de células dafiadas o innecesarias. Es necesaria para mantener el control del
organismo, su desarrollo y su crecimiento. Forma parte de un sinfin de procesos en la
embriogénesis, como el recambio celular epitelial o la eliminacion de células dafiadas en
el organismo, ocasionando una lesién minima en los tejidos subyacentes (59). Constituye
un proceso diferente a la necrosis, que se caracteriza por ser un proceso incontrolado de
muerte celular que normalmente sigue a una agresion/lesion importante y que afecta a los

tejidos que rodean.

La apoptosis se activa bajo condiciones de hipoxia, estrés, dafio por I/R y durante
la produccion de ROS en el dafio por reperfusion. Cuando existe un fallo en la apoptosis,
comienza un proceso de replicacion indiscriminada con acimulo de células dafiadas que
podria desencadenar un proceso tumoral, lo que constituye una “diana” de multiples

estudios e investigaciones.

El inicio de la apoptosis ocurre por la activaciéon de una serie de proteasas
conocidas como caspasas, que pueden ser iniciadoras o ejecutoras. El dafio celular lleva
a las caspasas iniciadoras a un estado activo que posteriormente activa a las caspasas
ejecutoras, quienes ocasionan dafio en el material genético de la célula y sus organulos,
creando un cuerpo apoptotico y expresando moléculas de adhesion para ser fagocitado

(61,62).

1.1.6.1 Via extrinseca de la apoptosis:

En esta via se encuentran involucradas interacciones mediadas por receptores

transmembrana conocidos como receptores de muerte, miembros de la superfamilia del
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TNF (63). Su activacion siempre conduce a la muerte de la célula. El proceso se inicia
detectando los ligandos de la muerte que producen células como NK o macréfagos. Estos
ligandos se unen con los receptores de muerte en la membrana de la célula diana,
activandose asi la via extrinseca de la apoptosis, a través del reclutamiento de la
procaspasa 8, su dimerizacioén y activacion a caspasa 8, para escindir la caspasa-3, que

luego induce la muerte celular mediante protedlisis en las células danadas (30).

Se ha estudiado en modelos experimentales de raton el papel de las caspasas,
observandose como la ausencia de casapasa 8 hace que no exista respuesta a los ligandos

de muerte (64).

1.1.6.2 Via intrinseca de la apoptosis:

En esta via se media la apoptosis intracelularmente, se conoce también como via
mitocondrial. Las moléculas pro-apoptdticas como PUMA y Bax se activan e inician el

proceso de apoptosis (61).

En numerosos tejidos puede inducirse la apoptosis por causas como dafio en el
ADN o mecanismos de estrés celular, aumentando las especies reactivas de oxigeno en la
mitocondria (65). Cuando existe dafio en el ADN se activa la expresion del gen supresor
tumoral p53, que se acumula en el nucleo y citosol celular y a continuacion activa
proteinas proapoptoticas. PUMA y NOXA se expresan por el gen p53 y codifican para
los dos miembros de la familia proapoptotica BCL 2 que actian a nivel de la

permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, Bax y Bak.

La caspasa iniciadora de la via intrinseca es la caspasa 9, que activa a la procaspasa
3 a su forma activa, la caspasa 3 ejecutora (61). Bcl-2 es una familia de proteinas cuyo
papel es clave en la via intrinseca de la apoptosis, mediante la implicacion en la

permeabilidad de la membrana mitocondrial. La proteina de supresion tumoral p53 tiene
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una funcion critica en la regulacion de esta familia de proteinas. Su proteina fundadora es
el protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) y se puede dividir la familia en varias

subfamilias de proteinas:

e  Subfamilia Bcel-2: Bcl-2, Bel-XL, MCL-1, etc., son proteinas antiapoptoticas que
promueven la supervivencia celular.
MCL-1 desarrolla una funcion importante en el control apoptdtico celular, es
esencial en la embriogénesis y en el mantenimiento y control de los LB y LT (66).
En los pacientes con sepsis grave aumenta la expresion de MCL-1 en los neutro6filos
(54), esto podria indicar que es posible modular los niveles de MCL-1 como objetivo
terapéutico viable para el tratamiento de la inflamaciéon relacionada con
neutrofilos.(67)

e Subfamilia Bax: Bax, Bak son proteinas proapoptoticas que determinan o no si la
célula se compromete a la apoptosis o aborta el proceso.

e Subfamilia BH3 proapoptdtica: Bad y PUMA entre otras.

Bax y Bak son necesarias para la apoptosis intracelular funcione, se ha observado
como las células que son resistentes a ellas son resistentes a mecanismos de apoptosis.
Bax se localiza en el citosol de diversos organulos y Bak en el interior de las mitocondrias.
Ante una sefial de muerte celular Bax se inserta en la membrana externa mitocondrial y
Bak sufre un cambio conformacional que incluye la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial con la liberacion de factores como el citocromo c. La subfamilia de

proteinas bcl-2 antiapoptdticas impiden esta liberacion.(68)

Los miembros de la subfamilia BH3 funcionarian como iniciadores de la via, para
ejercer su accion necesitan a Bax y Bak. Por ejemplo, la caspasa-8 ejecutora, activada por

senales de receptores de muerte celular origina una serie de modificaciones que servira
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como ligando para favorecer la activacion de Bax y Bak. La actividad de esta subfamilia

estd regulada a nivel transcripcional y postraduccional por factores como el p353.

Ademas de en la inflamacidn, la apoptosis juega un papel importante en la patogénesis de

dafio pulmonar agudo. El aumento de la apoptosis de las células epiteliales pulmonares

se ha asociado con la lesion pulmonar inducida por la ventilacién mecénica (VM) y con

la aparicion de dafio pulmonar en el SDRA (69)
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estimulos citotéxicos

Interior celular
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Figura 6: mecanismos de apoptosis (61) (Elaboracion propia).

1.1.6.3 PUMA

Proteina proapoptodtica de la subfamilia BH3. Actia como mediador clave de la

funcién de pS3 en el citosol, liberdndola de complejos inactivos como el BCL-xL. Al

liberarse, p53 puede activar directamente a Bax o Bak e iniciar la cascada de sefializacion

de apoptosis a través de la permeabilizacion de la membrana externa de la mitorcondira.
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La p53 a nivel nuclear induce la expresion de diferentes proteinas, incluida
PUMA. Esta se une fuertemente a las proteinas antiapoptoticas, siendo necesaria para la
apoptosis inducida por dafio en el material cromosdmico.

Su mecanismo de accidn ha sido estudiado in vitro con paneles de péptidos, los
datos sugieren que el despliegue que PUMA ocasiona en Bcl-xL constituye un
mecanismo imprevisto para aumentar la complejidad de la senalizacion dentro de las vias
apoptéticas (70). PUMA desempefia un papel importante en la apoptosis mediada por
p53. Se demostrd que, in vitro, la sobreexpresion de PUMA se acompaiia de una mayor
expresion de Bax, translocacion a las mitocondrias, liberacion de citocromo ¢ y reduccion

del potencial de membrana mitocondrial (71).

1.2 RESPUESTA INFLAMATORIA ASOCIADA A LA VENTILACION

MECANICA
1.2.1 DANO PULMONAR ASOCIADO A VENTILACION MECANICA

La VM controlada es un procedimiento de “respiracion artificial” necesario
cuando se lleva a cabo una anestesia general, que altera la fisiologia del ciclo respiratorio
normal, repercutiendo a nivel local y sistémico (72). Su uso ocasiona en mayor o menor
grado una respuesta inflamatoria pulmonar, relacionada tanto con los parametros
ventilatorios como con la técnica anestésica utilizada.

Se conoce como dafio pulmonar inducido por ventilacion mecanica (VILI:
ventilation induced lung injury) a la lesion pulmonar inducida por la VM. Esta somete al
pulmon a fuerzas que alteran su estructura y sus propiedades elasticas (73), causando
sobredistension en los alveolos y fracturando la barrera alveolocapilar, lo que promueve
una respuesta inflamatoria inicialmente local que da lugar a la translocacion de proteinas

y edema en el espacio aéreo repercutiendo a nivel sistémico (74).
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Numerosos estudios experimentales y clinicos han demostrado como el uso de
determinadas maniobras que afecten a la presion y volumen del aire introducido a los
pulmones puede disminuir el impacto de la respuesta inflamatoria pulmonar y sistémica
(73) (75). Esto se traduce en una mejoria de la funciéon pulmonar post-operatoria, las

complicaciones pulmonares postoperatorias y la estancia hospitalaria (76,77).

La VM es per se un estimulo pro-inflamatorio en pulmones sanos. Se ha
demostrado en multiples estudios, como la ventilacion con volumenes tidal (VT) bajos y
un nivel de presion positiva al final de la espiracion (PEEP) moderado, reducen la

respuesta y liberacion de mediadores pro-inflamatorios y la mortalidad del SDRA (78)

(79).

L Liberacion de
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Grafico 2: Mecanismo de dafio pulmonar inducido por ventilacién mecanica (VILI) (73)

1.2.2 DANO PULMONAR ASOCIADO A LA VENTILACION UNIPULMONAR
1.2.2.1 Daiio del pulmon dependiente:

El dafio ocasionado por el uso de la VM mencionado anteriormente, se hace mas
notorio y relevante en el pulmén ventilado cuando se precisa de VUP. Es necesario un

exhaustivo control del VT para evitar sobredistension alveolar, volimenes excesivos al
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final de la inspiracion pueden generar atrapamiento aéreo o una PEEP excesiva. El dafio
alveolar es mayor en VUP que en ventilacion bipulmonar (VBP), sobre todo si no se
adectian los parametros individualmente, por lo que en esta situacion se exacerba el dafio
pulmonar producido por el atelecto/baro/volutrauma (80). Kozian y cols. observaron
como la sobredistension pulmonar y dafio alveolar causado por VUP desencadenan un
aumento y secuestro de leucocitos PMN pulmonares en modelo porcino tras 90 minutos
de VUP (81). La liberacion de citoquinas por las células pulmonares tras VUP es menor
cuando se utiliza una estrategia de ventilacion protectora, mejorando también los indices

de oxigenacion y disminuyendo las complicaciones postoperatorias (82,83).

Parece que hay una interferencia importante debido a especies reactivas de
oxigeno y citoquinas liberadas a la circulacion que puede causar lesiones en el pulmoén
contralateral. Multiples vias parecen converger en dafio al endotelio y al glicocalix, lo que
a su vez, facilita la fuga vascular y la migracion celular (84). El uso de altas presiones
durante la VUP ocasiona todavia una mayor respuesta inflamatoria al existir colapso del
pulmoén contralateral y manipulacion quirurgica del pulmon (85). Asi pues, la ventilacion

protectora rutinaria durante VUP reduce el dafio pulmonar postoperatorio.

La ventilacion protectora con agentes volatiles puede reducir el riesgo de ALl y
parece mejorar los resultados del paciente, pero no elimina el riesgo completamente. La
investigacion sobre agentes antiinflamatorios y estabilizadores de glicolisis es

prometedora para futuras intervenciones profilacticas (86).

1.2.2.2 Daiio del pulmon no dependiente:

La VUP no produce dafios unicamente en el pulmén ventilado o dependiente,
también el pulmon no dependiente sufre danos derivados de fendmenos de

isquemia/reperfusion (I/R); debido a la disminucion del flujo sanguineo al pulmén no
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dependiente(87) causado por la VPH y la subsiguiente reperfusion pulmonar asociada a
la re-insuflacién pulmonar (88). Ademads, a esto se afiade la manipulaciéon quirtrgica

inherente a la intervencion.

Al colapso pulmonar que sufre el pulmén no dependiente, se afiade la isquemia,
que incrementa la lesion pulmonar al ocasionar aumento de TNF-a, edema pulmonar,
disminuciéon de los metabolitos del oxido nitrico y aumento de la permeabilidad
microvascular. La I/R y la exposicion a mediadores de la inflamacion deterioran el
glucocalix, a esto se afiade la hipoperfusion ocasionada por la VPH, que induce cambios

hipoxémicos (86).

La reexpansion del pulmoén no dependiente tras su colapso previo expone a los
alveolos a una tension significativa. El reclutamiento pulmonar libera citoquinas
inflamatorias (TNF e IL-1 especialmente) en el pulmoén no dependiente. Se produce
también extravasacion de proteinas, migracion y activacion de neutréfilos alveolares y
liberacion de ROS que ocasionan un dafo estructural mayor. El dafio producido por estrés
oxidativo aumenta cuanto mayor es el periodo de VUP (89). Las maniobras de
reclutamiento escalonadas son preferibles a las de capacidad vital o presion sostenida,

que dafian mas la membrana alveolocapilar (90).

La manipulacion quirtirgica causa dafio alveolar difuso, edema intersticial, micro
atelectasias, infiltraciéon de neutrdfilos y zonas con hemorragias, la lesion es mayor a

mayor manipulacion y el dafio ocasionado por la misma no es despreciable.

La lesion por I/R pulmonar consiste en una inflamacion "estéril" compleja, que
involucra un rapido estrés oxidativo y respuestas posteriores de todas las células a nivel
global dentro del pulmon. Finalmente lleva a la ruptura de las barreras endoteliales y

epiteliales, ocasionando un edema potencialmente mortal y un intercambio de gases
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defectuoso (88). Algunos de los principales actores son las células inmunes innatas que
se activan rapidamente después de la reperfusion y que inducen lesiones tisulares
directas o aumentan la inflamacion a través de la produccion de citoquinas

proinflamatorias y patrones moleculares asociados al dafio (91,92).

DANO PULMONAR: Consecuencias estructurales:

Diferentes mecanismos * Disfuncién surfactante
(atele ctrauma. volutrauma o Alteraciones en la permeabilidad de la membrana

) Formacién de membranas hialinas
barotrauma, atelectasias...)

Fibroproliferacién
Edema pulmonar

Alteraciones biolégicas: Alteraciones fisioldgicas:
« Aumento: IL-8, TNF, IL-6, « Aumento espacio muerto
IL-1 ¢ Disminuye compliance

« Reclutamiento de
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endotelio

¢ Disminuye Pa02y
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bacterias y mediadores mecanismos (apoptosis,
inflamatorios. NFkB, cascada infalmatoria).

Figura 7: Dafio pulmonar ocasionado por diferentes mecanismos. Lo que conlleva a
dafios estructurales, fisiologicos, bioldgicos y sistémicos. Los mediadores inflamatorios creados
en el pulmoén alcanzan la circulacion sistémica y causan dafio periférico. FMO: Fracaso
multiorganico, LPS: Lipopolisacaridos. (Elaboracion propia).

Los diferentes mecanismos que causan lesion en ambos pulmones durante la
VM vy danan la barrera alveolocapilar son los responsables del biotrauma resultante
ocasionado.

El biotrauma hace referencia al impacto de la VM en la liberacion de
mediadores proinflamatorios al espacio aéreo, al daio producido por inflamacién alveolar

y a la subsecuente apoptosis y procesos de fibroproliferacion que ocurren en respuesta a
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este dafio. Esto ocasiona una disminucién de compliance pulmonar, aumento espacio
muerto, hipoxia e hipercapnia, ademas de liberacion de citoquinas, reclutamiento de
células inflamatorias y activacion de neutrofilos que dafian el glucocalix y favorecen la
apoptosis de células parenquimatosas (82,86). La lesion local pulmonar, a través de la
translocacion de bacterias, lipopolisacéaridos, y mediadores proinflamatorios liberados a
la circulacién sistémica contribuyen a un peor prondstico postoperatorio, fracaso

multiorganico y a la muerte (73).

La lesion y fractura de la barrera alveolocapilar y la consecuente respuesta
inflamatoria local, alteran la permeabilidad de la membrana y originan traslocacion de
proteinas y edema, asi como liberacion de mediadores inflamatorios al torrente sanguineo
(74) . El acimulo de mediadores de la inflamacion a nivel local puede diseminarse a nivel
sistétmico por medio de la circulacion sanguinea y “descompartimentalizar” la

inflamacion a nivel sistémico, como desarrollaremos mas adelante.

1.3 PAPEL DEL HiGADO EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA

El higado es un 6rgano principal del organismo, con una funciéon imprescindible
para el funcionamiento fisiologico adecuado y el correcto desarrollo de la inmunidad e
inflamacion. Es responsable del aclaramiento de determinadas sustancias como
endotoxinas sistémicas, patdgenos y proteinas inflamatorias liberadas durante la respuesta
inflamatoria y que activan respuestas inmunes. Su rol en procesos inflamatorios y en
sepsis tiene un doble filo, siendo por una parte responsable de la eliminacion de patdogenos
y toxinas, y por otra responsable de la inflamacion e inmunosupresion y dafio a los
organos (93).

El higado en su reaccion de fase aguda ante una agresion/lesion, libera citoquinas

hepaticas y sufre cambios circulatorios ante procesos infecciosos y sepsis, lo que puede
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conducir a una disfuncién hepatica y FMO. Es capaz de potenciar los efectos sistémicos
de mediadores inflamatorios y toxinas derivados del mal aclaramiento hepatico,

incrementando el impacto de la respuesta inflamatoria a nivel sistémico (94).

Los macrofagos hepaticos o células de Kupffer constituyen el 90% de los
macrofagos del sistema reticuloendotelial, en el higado existen también células NK y
células madre pluripotentes capaces de diferenciarse en cualquier linaje leucocitario. La
estimulacion de las células de Kupffer libera citoquinas que atraen neutrdfilos con el
objetivo de eliminar patogenos y productos bacterianos de la circulacion sanguinea,

funcién crucial en la resolucion del proceso inflamatorio/infeccioso.

En resumen, el higado modula la respuesta inflamatoria y elimina patégenos del
organismo para mantener la homeostasis inmunologica. Si no es capaz de realizar

adecuadamente dicho mantenimiento, puede producirse una disfuncion hepética (93).

La descompartimentalizacion pulmonar de los mediadores inflamatorios a nivel
sistémico a través de su liberacion al torrente sanguineo con su consecuente afectacion de
los 6rganos periféricos, entre ellos el higado, pueden desencadenar en fallo hepatico que
potencialmente puede condicionar un fracaso multiorgénico y disminuir la supervivencia

en los casos mas graves (95) (96).
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Figura 8: Inicio de la respuesta inflamatoria. (Elaboracion propia).

La inflamacién ocasionada por un estimulo agresivo trauma o infeccidon, provoca
un incremento de mediadores inflamatorios (IL-1, IL-8, TNF, complemento, etc.),
radicales libres, y un aumento de las interacciones entre moléculas de adhesion de PMN
y células endoteliales vasculares, acumulandose PMN cebados y parcialmente activados

en la vasculatura hepatica (11).

El reclutamiento de PMN neutroéfilos en la vasculatura hepatica no causa como tal
dafio tisular (11), es el proceso de quimiotaxis el que desencadena la extravasacion de los
mismos y el consecuente dafio a los hepatocitos. Una de las caracteristicas determinantes
de las citoquinas proinflamatorias es su capacidad quimiotactica, que provoca una
extravasacion de PMN y degranulacion de los mismos, se liberan proteasas y otras

sustancias lesivas (peroxido de oxigeno, acido hipocloroso...) que son las responsables
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de ocasionar dafo en los hepatocitos, estrés oxidativo intracelular, disfuncion

mitocondrial y muerte celular (97).

Las células hepaticas necroticas liberan sustancias mediadoras que promueven
todavia mas hepatitis neutrofilica y dafio tisular en el higado (98). Por tanto, una respuesta

inflamatoria no controlada puede desencadenar un empeoramiento progresivo.

Los leucocitos PMN tienen su papel en numerosas afecciones hepdticas entre las que
encontramos I/R, sepsis, hepatitis, lesion de organos a distancia o shock. El primer paso
0 mecanismo fisiopatologico principal que tiene que tener lugar es la acumulacion de
PMN neutrofilos en los sinusoides y vasculatura hepdtica que hemos comentado
previamente (11). Posteriormente ocurrira la migracion y citotoxicidad de los mismos en

la que juegan un papel importante las moléculas de adhesion (10).

1.3.1 MEDIADORES INFLAMATORIOS E HIGADO

Respecto a los mediadores inflamatorios descritos previamente y en relacion a sus
roles a nivel hepatico, TNF-a es la principal molécula efectora en el dafio hepatocelular
inflamatorio por I/R. Activa las vias proapoptdticas celulares a través de la activacion de

la via de sefializaciéon NF-kB (29).

El estrés oxidativo inhibe la via NF-kB del hepatocito inducida por I/R y facilita la
muerte celular mediada por TNF-a (99). Tanto TNF-a como IL-1 a través de mediadores
de la inflamacion inducen la acumulacion de neutréfilos en los sinusoides hepaticos, lo
que sugiere que la existencia de gradientes locales de citoquinas pueden dirigir el

movimiento de los neutréfilos intrahepaticos (11).

En situacion basal, determinadas células del higado expresan precursores de IL-1 que
en condiciones patologicas regularizan al alza la expresion de IL-1 en casi todas las

células, principalmente en los macrofagos hepaticos o células de Kupffer (100). Los
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modelos experimentales in vivo demuestran mecanismos comunes en el fallo hepatico
agudo; cuando existe un dafio hepatico aumenta la expresion de IL-1, que regula
positivamente el proceso proinflamatorio disminuyendo el inhibidor hepatico de los
niveles de kappa B (IkB) y activando la via NF-kB. Estos sucesos, llevan a un aumento
de secrecion de IL-6 y TNF-a (100) que contribuye a la apoptosis y en Ultima instancia,
al dafio hepatico y la muerte celular. La interaccion de los neutrofilos y macrofagos
promueve la maduracién de IL-1 ocasionando inflamacion hepdtica en la respuesta de
I/R. Se ha observado en estudios clinicos la contribucion de IL-1 al dafio hepatico agudo,
el aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias y su activador caspasa tiene una

correlacion positiva con la hepatitis aguda en humanos.

El aumento de los niveles de TNF-a a nivel hepéatico, secundario a CRP con VUP,
conlleva a un aumento de la trascripcion del ARNm de MCP-1, quien ejerce su poder
quimiotactico con el consecuente acimulo de las células de Kupffer en los sinusoides
hepaticos. Estudios previos de nuestro grupo, como el de Rancan y cols. (26) o Simén y
cols (101) en modelos porcinos, evidencian como tras un periodo de I/R pulmonar
aumenta la trascripcion de ARNm de MCP-1 a nivel hepatico, y existe un aumento en el
grupo control de los niveles de TNF-a.. En el SIR, la concentraciéon de MCP-1 y TNF-a
aumenta en las muestras pulmonares analizadas por biopsia pulmonar (101). Se postula
que uno de los mecanismos por los cuales aumenta MCP-1 podria ser el aumento previo
de los niveles de TNF-o.. También se han objetivado en el BAL de diferentes patologias
pulmonares, como el edema de pulmoén o el SDRA, niveles superiores de MCP-1, por lo

que su expresion aumentada se relaciona con inflamacién a nivel pulmonar (102).
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Figura 9: El balance entre mediadores pro y antinflamatorios es critico para regular la respuesta
inmune sistémica y sus potenciales complicaciones.

En relacion al estrés oxidativo hepatico; este puede desarrollarse a partir de
fuentes enzimaticas (xantina oxidasa, NADPH oxidasa, sistema NOS desacoplado, etc.)
o no enzimaticas (hemoglobina y mioglobina). El estrés oxidativo mediado por enzimas
estd ampliamente implicado en o6rganos como pulmoén, higado, corazoén, musculo,
pancreas, estomago y riidon. La NOS es un factor de estrés oxidativo importante en

higado, corazon y endotelio adrtico (30).

Los hepatocitos tras contactar con determinadas moléculas liberan mediadores de
la inflamacion iNOS, su expresion libera NO de alto rendimiento y contribuye al proceso
inflamatorio y a la aparicion de hepatopatia. Cuando se lleva a cabo una reseccion
hepatica y posteriormente tiene lugar una regeneracion, se observa una expresion
moderada de iNOS que ayuda a inhibir la apoptosis y favorecer la regeneracion tisular

(103). Seglin un estudio recientemente publicado por Dongiovanni y cols, en el que se
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estudian los niveles de Klotho en biopsia hepatica de pacientes que presentan higado
graso, se concluye que Klotho podria ejercer un papel protector contra la lipotoxicidad y

la inflamacion en los hepatocitos (58).

En el proceso de apoptosis, Song Cheng y cols (48) sugieren que durante la
regeneracion hepdtica temprana, la regulacion a la baja de PUMA puede contribuir a la
supresion de la apoptosis y la inflamacion, promoviendo de esta manera el proceso
regenerativo. Y que, por tanto, la regulacion por disminucion de PUMA insensible a p53
seria esencial en la fase temprana de la regeneracion hepatica tras realizar una

hepatectomia parcial en ratones.

Las interacciones entre PUMA y Bcl-xl pueden ser un mecanismo citoprotector
clave en la respuesta al estrés oxidativo estimulado por la reseccion hepatica. El ligando
FasL dirigido por IL-6 promueve la apoptosis mediada por NF-kBp65/PUMA en la

gastropatia hipertensiva portal.

El papel de PUMA ha sido estudiado en la regeneracion hepatica tras realizar
cirugia de reseccion, situacion en la que es importante mantener el equilibrio entre
“muerte y regeneracion”. En situacion normal, estudiando la respuesta en higado de raton,
existe una disminucion de los niveles de PUMA durante las 24-72 horas tras una reseccion
hepatica, lo que indica que la apoptosis estd bajo control estricto de la represion de PUMA
durante el proceso normal. Existe un aumento de la expresion de PUMA en la

proliferacion anormal hepética, causada por hepatitis y carcinoma hepatocelular (CHC).

55



1.3.2 RELACION ENTRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA LOCAL Y

SISTEMICA A NIVEL HEPATICO

La descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria cobra especial
relevancia en la afectacion hepatica. Cuando los mediadores pulmonares alcanzan el
torrente sanguineo el proceso inflamatorio se expande y perpetiia a nivel sistémico (105).
Ha sido evidenciado por varios autores como los pulmones son el primer érgano que suele
verse afectado cuando existe lesion de drganos periféricos o FMO (105). El pulmén
presenta una extensa red de capilares que filtra toda la sangre y est4 cargado de neutro6filos
y macrofagos productores de citoquinas. Constituye el primer lecho capilar que recibe la
sangre con mediadores inflamatorios liberados por tejido postisquémico o lesionado
(106).

El pulmon actia por tanto como fuente primaria de mediadores de sefializacion
que luego se vierten en la circulacion sistémica y provocan respuestas patologicas en los
organos periféricos (107). La respuesta inflamatoria sistémica también repercute y
exacerba la lesion pulmonar, empeorando ALI y FMO, de esta manera influyen la una

sobre la otra, poniendo de manifiesto la continua relacion entre ambas (108).
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Figura 10: Diagrama resumen de la respuesta inflamatoria local y sistémica (109).
VM: Ventilacién mecénica. (Elaboracion propia).

Numerosos estudios han demostrado in vitro e in vivo con modelos murinos entre
otros, como los mediadores inflamatorios formados primariamente en el pulmoén
provocan la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales del higado
(25), activan las células endoteliales hepaticas y PMN circulantes, aumentando su
adhesion y provocando un secuestro de PMN (11,109). Esto se consigue con modelos de
pulmén de raton perfundidos aisladamente, a los que se ocasiona lesion directa
(aspiracion de acido, inyeccion de lipopolisacéaridos) o indirecta (VM con diferentes VT)
para posteriormente medir la histologia e inflamaciéon pulmonar, y la liberacion de
mediadores al medio circulatorio. La posterior exposicion de las células hepaticas al
solucion de perfusion pulmonar obtenido del modelo de pulmon aislado, permite evaluar
la importancia de la respuesta inflamatoria y el impacto que se ocasiona en 6rganos

periféricos (107).
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Los mecanismos por los cuales los mediadores inflamatorios producidos por el
pulmén son amplificados secundariamente ocasionando inflamacion sistémica no se
conocen exactamente. Se puede observar cémo dichos mediadores estdn regulados
positivamente por el higado en modelos in vitro e in vivo de inflamacién por VM (107).
La repercusion a nivel sistémico se ha objetivado ademas por el aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno, la activacion de la via intracelular NF-KB, expresion de
selectinas y moléculas de adhesion (108). Parece existir un mecanismo dependiente de
NFkB de amplificacion de citoquinas proinflamatorias por parte de las células

endoteliales hepaticas secundario a la VM (109).

Los mediadores proinflamatorios liberados tras un dafio pulmonar inducen la
activacion de los PMN circulantes promoviendo inflamacion hepatica, aumentando los
PMN a nivel hepatico y de otros drganos afectos por la respuesta sistémica a través del
mecanismo de reclutamiento de PMN y el aumento de las moléculas de adhesion, lo cual
provoca secuestro de PMN en o6rganos sistémicos, principalmente el higado. Existen
estudios que apoyan la disfuncidon hepatica como factor pronostico de la supervivencia

del paciente con ALI o SDRA (110) (111).

Se ha analizado la funcion antinflamatoria del surfactante pulmonar, este recubre
los alveolos y regula a la baja la inflamacion y la tension superficial para mantener estable
a los alveolos. Al administrar surfactante exégeno se observa como existe una regulacion
a la baja de marcadores inflamatorios en el pulmon, lo que podria tener efecto protector
sobre la inflamacion sistémica. Este hallazgo respalda también el concepto de que las
terapias dirigidas a modular la respuesta inflamatoria a nivel pulmonar pueden afectar a

la inflamacién sistémica (108) (112).

La via de senalizacion NF-KB es la via intracelular més reconocida por su
relevancia en la fisiopatologia de la inflamacion. Se activa por diferentes receptores
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(como IL-1 y TNF entre otros), 1o que conduce a una serie de respuestas proinflamatorias,
como la regulacion al alza de moléculas de adhesion y regulacion de la trascripcion de
citoquinas y quimiocinas (113). Parece que existe un mecanismo dependiente de NF-KB
de amplificacion de citoquinas proinflamatorias por parte del higado activado, esta
cascada de sefalizacion es clave porque puede ser activada por numerosos factores, entre

ellos el estrés fisico, estrés oxidativo o citoquinas proinflamatorias.

En conclusion, la respuesta inflamatoria genera un aumento de mediadores
inflamatorios a nivel pulmonar, que por medio del torrente sanguineo se expanden a nivel
sistemico. Estos niveles se amplifican tras la exposicion a células endoteliales del higado,
en una regulacion ascendente desadaptativa de la respuesta inflamatoria sistéemica en la
que interviene un mecanismo dependiente de la via NF-KB, ya que la inhibicion de esta

via puede mitigar la respuesta. (109)

1.3.3 DANO HEPATICO ASOCIADO A VENTILACION UNIPULMONAR

En CRP en la que se precisa VUP el estrés oxidativo que se produce es todavia
mayor. Confluyen diferentes mecanismos, como hemos descrito en profundidad
anteriormente, como son la agresion quirurgica, fenomenos de I/R en pulmén no
dependiente y la lesién inducida por ventilacion mecéanica (VILI) en el pulmoén
dependiente, que incrementan el impacto de la respuesta inflamatoria, ALI, SDRA y

FMO (105) (114).

La lesion sistémica derivada de la VM es mayor con la utilizacion de VT elevados
(10-15 ml/kg), diferentes estudios confirman que el impacto de altos VT resulta en una
amplificacion de la respuesta inflamatoria sistémica, por lo que la transiciéon de la
respuesta inflamatoria local a sistémica, es decir, la “descompartimentalizacién” podria

estar directamente relacionada con la estrategia ventilatoria adoptada (107).
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El objetivo en CRP es limitar la lesion local causada por la VM con el uso de VT
bajos y una PEEP adecuada. Cuando existe una lesion preexistente a nivel pulmonar por
los diferentes motivos expuestos, se ocasionan efectos proinflamatorios en las células

endoteliales hepaticas, que empeora aun mas si hay un aumento del VT (108) (107).

Asi pues, se consigue demostrar que ademds de efectos a nivel pulmonar, la
ventilacion con bajos VT reduce la inflamacion sistémica, pues disminuye la respuesta
bioldgica en las células endoteliales hepaticas (107). Por lo que la adecuada manipulacion
de los parametros respiratorios, asi como el uso de farmacos y terapias que atentien la
respuesta inflamatoria sistémica, son una oportunidad determinante para intervenir en el
proceso inflamatorio. La diana de estos tratamientos deberian ser multiples mediadores

inflamatorios liberados por el pulmoén lesionado, es decir, el “biotrauma”.

Tanto el pulmén como el higado, constituyen importantes reservorios de células
inmunes como neutr6filos, monocitos y macrofagos (115). La reexpansion pulmonar tras
VUP, libera sustancias proinflamatorias que ocasionan dafio relacionado con estrés
oxidativo en las proteinas y en los lipidos y aumentan los niveles de marcadores
inflamatorios en plasma (116), como se ha visto con IL-6 tras VUP y CRP, lo que

condiciona un dafio sistémico que afecta a nivel hepatico (107).

Las manifestaciones clinicas de dafio hepatico agudo no son frecuentes en la
cirugia de reseccion pulmonar, sin embargo el higado juega un papel importante en la
respuesta inflamatoria sistémica y es especialmente sensible a la I/R (117,118). La
depuracion hepatica alterada de microorganismos patdgenos y toxinas de la circulacion,
y la liberacion de citocinas hepaticas pueden tener efectos sistémicos importantes y
contribuir a la patogenia de la insuficiencia multiorgénica. La evolucion de la disfuncion
hepatica en el contexto de una enfermedad critica es de gran importancia prondstica. Por
tanto, el SDRA que puede presentarse hasta en un 2% tras la cirugia de reseccién
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pulmonar se considera una disfuncion multiorganica secundaria a una respuesta sistémica

(94).

Tener la posibilidad de modular la respuesta inflamatoria sistémica podria
prevenir/reducir el dafio causado por la misma y se han estudiado numerosas estrategias

terapéuticas al respecto (112).

1.3.4 DANO HEPATICO ASOCIADO A CIRUGIA

Autores previos han demostrado el impacto de la respuesta inflamatoria
asociada a la cirugia sobre el higado. Duan y cols analizaron la funcion hepatica en cirugia
cardiaca congénita infantil 24 horas antes hasta cinco después de la cirugia, observando
que con frecuencia existia alteracion de la funcion hepatica, lo que puede deteriorar el
pronostico. Ademas, relacionan la ventilacion mecénica como un factor independiente
para la alteracion de la funcion hepatica (119). Neri y cols analizaron los cambios en la
funcion hepatica tras cirugia laparoscopica, siendo estos en la mayoria de ocasiones
transitorios cuando el higado preoperatorio presentaba una funcion normal (120). Cimino
y cols observaron que una inflamacion local intensa estudiada a través del aumento de
linfocitos, se asocia con un mejor prondstico, mientras que la inflamacion sistémica,
medida por aumento de biomarcadores (PCR, linfocitos neutrdfilos) en la sangre
periférica, se asocia significativamente con un mal pronostico en muchos tipos de cancer
(121). Dimpolou y cols analizaron los cambios en citoquinas pre y post operatorias
encontrando un incremento de citoquinas inflamatorias después de la cirugia abdominal
y relaciona la aparicion de las complicaciones postoperatorias con una ratio alterada de

IL-10/TNF-a (122).
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1.3.5 DANO HEPATICO PRODUCIDO POR ISQUEMIA REPERFUSION

La CRP en la que es necesario el uso de VUP, ocasiona una respuesta inflamatoria
y un periodo de I/R que, sin ser tan prolongado como el proceso de I/R precisado para la
cirugia de trasplante pulmonar, es capaz de ocasionar dafios a nivel sistémico (123). Tras
una CRP u otros procesos de cirugia toracica no es habitual observar una lesion hepatica
clinica significativa, sin embargo es esperable que exista afectacion subclinica hepatica
cuando ha existido un proceso de I/R pulmonar con su consecuente respuesta inflamatoria
sistémica (29). El higado es un d6rgano especialmente sensible a los mediadores de la

inflamacién y a la I/R (105).

El dafo hepatico secundario a la I/R de diferentes 6rganos como son el pulmoén o
rifidon (123) ha sido ampliamente estudiado, el fallo renal activa el estrés oxidativo y se
promueven los procesos de inflamacion, apoptosis y dafio tisular en los hepatocitos (124).
Un desequilibrio entre la endotelina y los niveles de NO ocasiona dafio en la
microcirculacion hepatica cuando comienza la reperfusion, la activacion del NFKB a
nivel hepatico promueve la formacion de citoquinas proinflamatorias y de moléculas de
adhesion. Estos dan como resultado la produccion de radicales libres derivados del

oxigeno y el reclutamiento de neutréfilos, lo que contribuye a una mayor lesion celular.

Tras la reperfusion existe una exposicion a mediadores de la inflamacion, los
neutrdfilos se acumulan en la vasculatura hepética incrementando la expresion de
integrinas y otros receptores de superficie de neutrdfilos causando una fusion de vesiculas
secretoras con la membrana celular. Generalmente los neutréfilos que causan dafio en las

células parenquimatosas son los que se extravasan de los sinusoides (97).

Se han estudiado y aplicado medidas terapéuticas para atenuar el dafio ocasionado

por la IR en modelos animales de trasplante (95) y cirugia de reseccion hepatica.(126)
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La lesiéon hepatica secundaria producida por I/R pulmonar, es causada
inicialmente por los mediadores inflamatorios derivados de los neutréfilos previamente
reclutados en dicho 6rgano tras la liberacion de mediadores inflamatorios al torrente
sanguineo que ocasionan alteraciones en los hepatocitos. Los principales efectores para
que esto suceda son una mayor expresion de MCP-1 secundaria a la I/R pulmonar (29) y
un aumento en los niveles de IL-1 y TNF-a, que inician la cascada inflamatoria que
posteriormente se va sucediendo y ampliando. Kato y cols realizaron un estudio en I/R
hepatica, analizando en murinos IL-1 “knockout” sometidos a 90 minutos de isquemia y
hasta 24 horas de reperfusion observando como la acumulacion de neutréfilos hepaticos
y el dafio tisular era menor en dichos ratones comparados con el grupo de ratones que si

presentaban IL-1 (127).

Las quimiocinas, son también mediadores de neutréfilos y reclutadoras de los
mismos en la vasculatura hepatica (10). Se han realizado estudios en animales en los que
se utilizan Ac contra determinadas citoquinas y esto protege contra los fenomenos de I/R
a nivel hepatico, pues en los casos en los que se administraban dichos Ac se encontrd
menor numero de neutr6filos acumulados en el higado post-isquemia y por tanto se atenud
la lesion mediada por ellos (127) (128). Hasta el momento no existen estudios que
apliquen estas terapias antimediadores de la inflamacion en modelos de dafio hepatico

secundario a I/R pulmonar.

Existen investigaciones previas de nuestro grupo (29) que han estudiado la
inflamacion hepatica secundaria a I/R pulmonar en un modelo de autotrasplante pulmonar
porcino, encontrando un efecto protector del sevoflurano en la inflamacion hepatica que
ocurre como consecuencia de la atenuacion del dafio de I/R, con una reduccion de niveles
de TNF-a e IL-1, lo que a su vez impacta en una menor expresion de MCP-1 y una menor

activacion de la via NFkB y de la apoptosis. El mediador por excelencia de la via
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extrinseca de la apoptosis es TNF-a y al disminuir sus niveles con la administracion de

sevoflurano es posible una modulacion de la misma (29).

1.4 LIDOCAINA

1.4.1 GENERALIDADES DE LA LIDOCAINA

La lidocaina es un AL perteneciente al grupo de las amidas que fue sintetizado
por Nils Loefgren. Su mecanismo de acciéon como AL se produce mediante el bloqueo de
la propagacion del impulso nervioso, impidiendo la entrada de iones sodio a través de la
membrana nerviosa al disminuir la permeabilidad de dichos canales. Bloqueando, por

tanto, la fase inicial del potencial de accion (24,129).

1.4.2 EFECTOS CLASICOS
Los usos terapéuticos clasicos de la lidocaina, relacionados con el bloqueo de los

canales de sodio, son como AL y como antiarritmico (130).

1.4.3 EFECTO COMO ANALGESICO

Su eficacia analgésica al administrarla por via intravenosa se ha descrito en
diferentes aspectos como, por ejemplo; la disminucion de la irritacion al administrarla
junto al propofol o rocuronio en la induccion anestésica, en la induccidon de secuencia
rapida, la reduccion de la reaccion cardiovascular ante la intubacidon orotraqueal, la
disminucion del dolor de garganta y como profilaxis del broncoespasmo. Se utiliza cada
vez de manera mas frecuente como coadyuvante de la anestesia general, es uno de los
farmacos mas usados en la conocida como “opioid free” anestesia o anestesia libre de
opidceos, o para reducir el consumo de los mismos (131). Est4 descrito su uso para el

manejo del dolor visceral y cronico, en parte por su efecto anti-hiperalgésico (129).
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Se reconoce que estas acciones son independientes del bloqueo de los canales de
sodio, pues actua en este contexto sobre células que carecen de estos canales, como son
por ejemplo los PMN. Ademas, el uso de bloqueadores especificos de canales de sodio
no impide su efecto y muchos de las acciones se han observado incluso a dosis inferiores

a las necesarias para causar bloqueo de los canales del sodio (24).

1.4.4 OTROS EFECTOS CLINICOS DE LA LIDOCAINA

Existen numerosos estudios en animales que muestran el papel neuroprotector de
la lidocaina intravenosa utilizada sobre todo en perfusion continua, dosis bajas reducen
el tamafio de la zona cerebral infartada y atenua la apoptosis neuronal (130,132), asi como
su aplicacion en el estatus epiléptico. También tiene propiedades beneficiosas en ileo
paralitico, disminuyendo el consumo de opioides por los efectos antinflamatorios que

posee (133).

Las infusiones de lidocaina intravenosa se han visto aumentadas y muestran su
efectividad en el tratamiento de numerosas condiciones como puede ser la proctalgia, la
tos inducida por fentanilo, cefaleas y el hipo postoperatorio refractario a otros

tratamientos (130).

1.4.5 LIDOCAINA E INFLAMACION
1.4.5.1 Potenciales mecanismos propuestos que justifican la accion antiinflamatoria

La lidocaina posee importantes propiedades antiinflamatorias y es capaz de
modular y atenuar tanto la respuesta inflamatoria a diferentes niveles, como los
fendomenos de apoptosis (24)(129). La cascada inflamatoria tiene graves consecuencias
en el higado, donde se producen diferentes tipos de lesiones, como edema intracelular y

edema intersticial, malformaciones en el tejido hepatico y necrosis de hepatocitos. (97).
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Tabla 2: Efectos de la lidocaina.

Efectos celulares que podemos encontrar de la lidocaina, procesos en los que interviene:

Altera union PMN- endotelio.

* Disminuye adherencia al endotelio, movilidad y migracién, < n°® de leucocitos

acumulados.
* Aumentan los niveles de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10).
* Inhibe la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a etc.).
* Inhibe la produccion de especies reactivas de oxigeno.

* Efectos sobre la produccion de NO.
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Figura 11: Lugares de accion de la lidocaina intravenosa en los diferentes estadios de la
migracion del leucocito polimorfonuclear en la respuesta inflamatoria, sefialados por flechas
amarillas (24) (Elaboracion propia).

Existen varias revisiones excelentes sobre el papel de los AL en la respuesta
inflamatoria y numerosas publicaciones en las que se muestra como practicamente a todos
los niveles de la cascada inflamatoria se ven afectados por los anestésicos locales. La
lidocaina inhibe el cebado de los PMN vy altera la adhesion celular de neutrofilos al
endotelio, disminuye su migracion transendotelial al disminuir su movilidad hacia la zona
de la inflamacion. Actia también en procesos de fagocitosis, y disminuye la liberacion de
mediadores inflamatorios como histamina, leucotrienos o radicales libres y atenta la
expresion de citoquinas, lo que tiene evidente repercusion clinica que se traduce en un
menor impacto de la respuesta inflamatoria (130). Actia ademdas sobre las células
epiteliales y endoteliales, disminuyendo la lesién y dafio que estas sufren a casusa de la

liberacion de citoquinas inflamatorias (69).

Reduce la liberacion in vitro e in vivo de citoquinas proinflamatorias como IL-1,

IL-6, TNF-o y NFkB entre otros, al inhibir la activacion de neutroéfilos. (131)

Parece ser que la lidocaina no interfiere en la activacion de los PMN, sin embargo, inhibe
su respuesta y potenciacion ante estimulos como la inflamacién, es decir, inhibe el
proceso de cebado de los PMN. Esto podria explicar porque parece prevenir las respuestas
inflamatorias hiperactivas sin afectar la defensa del huésped o suprimir la inflamaciéon

normal (129).

El efecto de la lidocaina en el sistema inmune se debe a mecanismos
multifactoriales relacionados con la inhibicién reversible y dependiente de tiempo de
receptores acoplados a proteinas G. Estos receptores median numerosos procesos

relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacion (134).
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Cuando existe una CRP, aumenta la expresion de citoquinas proinflamatorias y
esto repercute a nivel sistémico y en los eventos que suceden durante el periodo post-
operatorio. Existen estudios en animales que han comprobado la modulacién de la
respuesta inflamatoria y de la apoptosis en modelo porcino de CRP (69). Tanto la cirugia
como la VUP generan un aumento de IL-1, TNF-a, NFkB y MCP-1 entre otras. TNF-a
desempefia un papel fundamental en la trasmision de la respuesta inflamatoria local a
sistémica. La administracion de lidocaina intravenosa atentia los cambios inflamatorios,
reduciendo los niveles de mediadores pro inflamatorios y aumentando las citoquinas

antinflamatorias.

Hay estudios en ratas con lesion nerviosa cronica en los que se demuestra como
la inyeccion de lidocaina alivia el dolor neuropdtico, reduce la lesion espinal y la
apoptosis celular, disminuyendo los niveles de IL-6 y IL-lbeta. Ademas, la
administracion local de lidocaina se ha mostrado efectiva en los procesos inflamatorios
de colon y disminuye en cirugia abdominal los niveles de IL-1, IL-6, IL-8 y factores del
complemento (130) (135) (133). También se ha estudiado el papel de la administracion
de lidocaina sobre las células T, observandose como anula su proliferacion y suprime la
expresion de las citoquinas proinflamatorias derivadas de las células T como son IL-2 y

TNF-a mediante la inhibicion mediada por el NFkB de la expresion de ARNm (89).

En cuanto a la relacion entre la lidocaina intravenosa y la via de sefializacion
NFkB, parece que la lidocaina tiene un efecto beneficioso en la modulacion de la
respuesta inflamatoria al inhibir la via de sefializacion NFkB (136) (137) . El mecanismo
por el cual esto sucede no esté dilucidado del todo, pero se ha postulado que puede ejercer
este efecto a través de la modulacion de diferentes citoquinas y proteinas nucleares de

alta movilidad como la HMGB1; su expresion se relaciona con la activacion de NFkB y
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se ha visto que la lidocaina y otras terapias dirigidas anti-HMGB1 disminuyen la actividad

de NFkB (138).

Por tanto, existe un gran potencial y cada vez es mds frecuente en el uso de
infusiones sistemicas a baja dosis de anestésicos locales, destacando la lidocaina, para
tratar y mejorar los resultados de diversas afecciones y procedimientos. Muchos de estos
estudios, sin embargo, se han realizado solo en modelos animales y se necesitan mas
ensayos en humanos antes de que la implementacion completa de las infusiones de

anestesico local en diversas afecciones pueda tener lugar en la prdctica clinica.
1.4.5.2 Efecto en la apoptosis:

El papel de la lidocaina ha sido estudiado por Wei Xing y cols (139) en relacion
con el hepatocarcinoma, parece ser que la modulacién de la inmunosupresion, la
reduccion de la respuesta al estrés, las dosis reducidas de opioides y los efectos
antinflamatorio y de AL que posee la lidocaina podria relacionarse con la inhibicioén de

la proliferacion celular en procesos tumorales.

Este mecanismo de supresion tumoral parece directamente relacionado con la

apoptosis.

Los AL inducen apoptosis por medio de la activacion de caspasas y regulacion
de vias de sefializacion. Existe un aumento de la expresion de Bax y Bcel-2, lo que conduce
a la activacion de la caspasa 3, relevante en la fase de ejecucion. Se ha relacionado
también que los AL puedan aumentar la desmetilacion y esto, influir en la progresion del

tumor.

La apoptosis esta asociada con la activacion de cisteina proteasas intracelulares
conocidas como caspasas. La activacion de caspasa-3 juega un papel fundamental en la

fase de ejecucion de la apoptosis. La familia Bel-2 es un regulador critico del proceso
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apoptotico y consta de inhibidores y promotores. Observamos que el tratamiento con
lidocaina resultd en una disminucion en los niveles de Bcl-2 con un aumento
concomitante en los niveles de Bax. En conjunto, estos resultados indican claramente que
la activacion de caspasa-3 y la familia Bcl-2 juegan un papel importante en la apoptosis

de HepG2 inducida por la lidocaina (139)

En un estudio experimental porcino de CRP (69) se investigo la relacion entre
cirugia de reseccion pulmonar, VUP y dafio pulmonar agudo. Se administré lidocaina
intravenosa para evaluar la respuesta inflamatoria local y la apoptosis, obteniéndose
resultados favorecedores en el grupo experimental al que se administra lidocaina
intravenosa, observandose como existe una disminucion de los mediadores inflamatorios

y una modulacién de la apoptosis.

1.4.5.3 Lidocaina e inflamacion hepdtica

La cascada inflamatoria repercute a nivel de los d6rganos diana, y conlleva
graves consecuencias a nivel del higado. Existen pocos estudios en los que se haya
estudiado el impacto de la administracion de lidocaina intravenosa y la modulacion de la
respuesta inflamatoria a nivel hepatica.

Estudios in vivo e in vitro en higado han demostrado como los AL tienen accion
como moduladores de la respuesta inflamatoria. Gallos y cols analizaron ratones a los que
se provoca una sepsis y se les administra una perfusion continua de lidocaina intravenosa
al 5 o 10% a dosis entre 2.5-5 mg/kg/h. Realizaron determinaciones de citoquinas

proinflamatorias, ARNm y mieloperoxidasa, apoptosis renal y supervivencia a la semana.

El estudio demuestra como el grupo donde se administra lidocaina intravenosa
presenta una supervivencia mejorada, concentraciones plasmaticas de Cr, AST, ALT y
ARNm de marcadores proinflamatorios menores, niveles menores de TNF-o y menor

actividad de MPO y expresion de moléculas de adhesion intracelular (140).
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La administracion de lidocaina intravenosa atenua la respuesta inflamatoria y la
apoptosis. Se cree que estos efectos estan relacionados con la disminucién de NFkB e IL-

6 que se encuentran aumentados en sepsis.

Otros estudios como el de Wang y cols van en la misma linea, demostrando de atenuacion

de la respuesta inflamatoria con perfusiones de lidocaina intravenosa a 3-9mg/kg.

La concentracion plasmatica 6ptima para la lidocaina intravenosa es de 1-2 mg/kg,
esta por debajo de los 5Smg/ml que es la concentracion dptima requerida para bloquear los
impulsos de fibra nerviosa periférica, motivo por el cual los efectos mencionados no se

explican por el bloqueo de los canales de sodio (129).
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2. Hipotesis y Objetivos

72



73



2.1 HIPOTESIS

La cirugia de reseccion pulmonar con ventilacion unipulmonar se asocia a una
respuesta sistémica que puede ser medida por la expresion de mediadores inflamatorios
en el higado. La administracion de lidocaina intravenosa durante la cirugia puede modular

esta respuesta hepatica y por tanto la respuesta inflamatoria sistémica postoperatoria.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de este trabajo es investigar la posible modulacion por parte
de la lidocaina intravenosa sobre la expresion de mediadores proinflamatorios a nivel
hepatico tras un procedimiento de reseccion pulmonar con ventilacién unipulmonar. El
estudio se realiza, en un modelo experimental porcino, analizando dichos mediadores en
higado a las 24 horas de intervenir a un grupo tratado intraoperatoriamente con lidocaina,

a un grupo control y a un grupo con cirugia simulada.

2.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1) Comparar los pardmetros ventilatorios, valores hemodindmicos y gasométricos

en los tres grupos experimentales durante el intra y postoperatorio.

2) Estudiar el efecto de la administracion intraoperatoria por via intravenosa de la
lidocaina sobre las vias de sefializacion proinflamatorias en el parénquima

hepatico.

3) Analizar el potencial efecto sobre los mediadores de estrés oxidativo y el
metabolismo del 6xido nitrico de la administracion intraoperatoria de lidocaina

en las muestras de parénquima hepatico.
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4) Investigar el potencial efecto de la administracion intraoperatoria por via

intravenosa de la lidocaina sobre las vias de la apoptosis en el higado.
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3. Material y Métodos
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Estudio experimental, aleatorizado y ciego. El estudio ha sido realizado con la
autorizacion de los Comités de Investigacion (CI) y de Etica en Experimentacion Animal
(CEEA) del Hospital General Universitario Gregorio Marafion (HGUGM). El proyecto
se regulard en la normativa legal y, en especial, en la Ley 32/2007, de 7 de noviembre,
para el cuidado de los animales en su explotacion, transporte, experimentacion y
sacrificio, y en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por la que se establecen las
normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia. Todos los experimentos
se realizaron de acuerdo con las leyes europeas y espafiolas para el cuidado de animales

de experimentacion.

3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

Llevamos a cabo los experimentos utilizando un total de 18 cerdos de la raza mini
pig, machos y hembras, con un peso promedio entre 30-40 kg. La raza mini pig, fue creada
inicialmente con fines de investigacion y experimentacion. Es el resultado de la mezcla
de otras razas porcinas (entre ellas kune-kune, pigmeo o vietnamita) con el objetivo de
mejorar las condiciones del animal, obteniéndose asi, cerdos de un tamafo y de un peso
menor, buen estado de salud, condiciones de higiene optimizadas y un comportamiento
mas docil. El desarrollo de la raza comenz6 a finales de 1960 en el Instituto de

reproduccion animal y genética de la Universidad de Gottingen, Alemania.

En el desarrollo del proyecto experimental, los modelos porcinos son trasladados
en una jaula individual al centro experimental el dia previo a realizar el experimento. Se

mantienen en el animalario en condiciones de humedad y temperatura adecuadas hasta
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que se realiza el mismo, humedad relativa del 55% y temperatura de 20-22°C

respectivamente.

Los modelos porcinos fueron sometidos a una intervencion quirtrgica en la que
se realiza toracotomia izquierda para lobectomia caudal utilizando ventilacion

unipulmonar.

3.2 MATERIAL FUNGIBLE Y SISTEMA DE MONITORIZACION EMPLEADO

e Material para la intubacion orotraqueal:

Pala de laringoscopio Macintosh.

- Tubo Murphy con balén de neumotaponamiento del nimero 6-6.5, segun
el tamafio y peso del cerdo. El tubo se introduce al inicio de manera usual,
para realizar ventilacion bipulmonar. Cuando es necesario progresarlo
para realizar intubacion selectiva del bronquio principal derecho, se
secciona la parte distal del tubo y se realiza una conexioén con un segundo
tubo, del numero 8.5-9 y se fija con esparadrapo.

- Fiador de Rush para guiar el tubo de intubacion orotraqueal (I0T).

- Pinzas de Magill: para guiar el tubo si hay dificultades en la IOT.

- Vendaje para fijar el tubo adecuadamente y que no se movilice durante la

cirugia.

e Fibrobroncoscopio flexible Karl-Storz 3,7mm, con canal de trabajo.

e Introductores vasculares: se canaliza mediante técnica de Sheldinger una arteria 'y
una vena femoral (catéter femoral Arrow-Howes calibre 7 French). Es preciso
canalizar ambas, arteria y vena, para poder monitorizar parametros
hemodindmicos y volumétricos con el sistema de monitorizacion mediante

termodilucion transpulmonar.
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e Catéter venoso central trilumen 4 French, 13 centimetros, ARROW.

e (Catéter de termodiluciéon marca PiCCO arterial (Pulse Contour Cardiac Output;
Pulsion Medical Systems ®, Munich, Alemania): (PV2014L16 arteria femoral de

adulto pequefio @ 4F, longitud 16 cm).

e Sistema de monitorizacion PiCCO Plus ® 2002: Se trata de un sistema de
monitorizacion que nos permite obtener parametros volumétricos a través de
termodilucion transpulmonar. También proporciona pardmetros hemodindmicos
calibrados continuos a través de un algoritmo, que proporciona tendencias
continuas entre calibraciones de estos parametros hemodinamicos analizando de
la onda de presion arterial. Estos pardmetros también se pueden calibrar mediante

termodilucion transpulmonar.

Tlustracion 1: Sistema de monitorizacion PiICCO Plus ®

3.3 QUIROFANO E INSTALACIONES

Se utilizaron las instalaciones de la Unidad de Cirugia Experimental del Hospital
Gregorio Marafion, y se realizaron los experimentos en los quir6fanos situados en su

interior. Estos quir6fanos disponen de dos mesas quirtrgicas, cuatro lamparas quirargicas
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de alta intensidad y equipo de instrumental quirGrgico estindar, asi como material

especifico de cirugia toracica.

[lustracion 2: Vista panoramica del quirdfano de la Unidad de Cirugia Experimental.

Tlustracion 3. Mesa con el material quirurgico.

Desde el punto de vista anestésico se dispone de material y de la monitorizacion
necesaria: un respirador Drdger SA 1 (Driguer Medical, Liibeck, Alemania) que
comprobamos previo a su utilizacion, capnografia (Ohmeda 5250 RGM (General Electric
Health Care, USA), monitor PiCCO, bombas de infusion de medicacion y todos los

farmacos y material necesarios. Es posible realizar gasometrias in situ gracias a un
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analizador de gases GEM Premiere 5000. Las instalaciones cuentan con un desfibrilador
con palas externas e internas Life Pulse (HVE, Miami, USA). Para realizar la cirugia
torécica, se dispone del material estéril quirtirgico necesario. El procedimiento se realiza
en una mesa de quir6éfano con lampara quirtrgica.
3.4 PROTOCOLO ANESTESICO

Se utiliza un protocolo estandarizado y realizado por el equipo, de manera que se
trata a todos los animales de la misma manera desde el punto de vista anestésico. Como
se ha comentado previamente, los animales llegan el dia de antes al animalario. Se realiza
un periodo de ayuno de 18 horas previas al procedimiento, a excepcion de agua, que se

permite beber libremente hasta 2 horas antes.

El dia de la intervencion se premedica al animal en su jaula individual, se utiliza
para ello Ketamina intramuscular 10mg/kg (Ketolar®, Parke Davis, Pfizer, Dublin,
Ireland) que se administra 20-30 minutos antes. Posteriormente se realiza el traslado a la
mesa quirdrgica y se canaliza en primer lugar una via venosa periférica, generalmente en
pabellon auricular a nivel de la vena dorsal de la oreja (abbocath 20G). Se coloca en
posicion decubito supino, se realiza monitorizacion continua de registro
electrocardiografico y saturacion periférica de oxigeno por pulsioximetria, y se
preoxigena con oxigeno al 100% para posteriormente proceder a la induccion anestésica.
Se administra para ello via intravenosa, fentanilo 3 mcg/kg (Fentanest, Kern
Pharmaceuticals, Houston, TX), propofol al 1% 4 mg/Kg (Diprivan, AstraZeneca,
Macclesfield, Cheshire, UK), y atracurio 0,6 mg/kg (Tracrium, Glaxo Smith Kline,
Brentford, UK). Se realiza profilaxis antibidtica con penicilina benzatinica administrada

via intramuscular (600.000 UI IM) antes de la intervencion quirurgica.

Se procede tras induccion a la IOT con tubo del n® 6.5 con neumotaponamiento,

se posiciona el tubo a unos 2-3 cm de la carina para realizar ventilacion bipulmonar. Se
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comprueba la correcta posicion del tubo mediante visualizacién con fibrobroncoscopio

(Fibrobroncoscopio flexible Karl-Storz 3,7mm, con canal de trabajo).

[lustracion 4: Intubacion orotraqueal del modelo porcino.

[lustracion 5: Modelo experimental anestesiado, intubado y monitorizado, previamente

a iniciar la cirugia.

El mantenimiento se realiza con perfusion continua de propofol 2% (Diprivan®,
AstraZeneca) 8-10 mg/Kg/h con bomba de infusion intravenosa continua y bolos de

fentanilo 2mcg/kg y atracurio segiin los requerimientos. Se administra fluidoterapia de
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mantenimiento con cristaloides, ringer lactato (Hartmann Braun, Barcelona) 5-6ml/kh/h

y si la intervencion lo requiere, es posible administrar coloide, hidroxietil almidén 130/0,4

(Voluven® 6%, Fresenius Kabi) en bolus.

Se conecta el tubo de IOT al respirador modelo Driager SA 1 (Driaguer Medical,
Liibeck, Alemania) y se realiza ventilacion mecéanica controlada por volumen,
utilizandose un protocolo de ventilacion de proteccion pulmonar. Para ello, se administra
un volumen corriente de 8 ml/kg, que se disminuye a 6 ml/kg durante ventilacion
unipulmonar. La presion pico del respirador se limita a un maximo de 35 cm H20 en
ventilacion bipulmonar, se fija una PEEP de 5 cm de H20 y una relacion inspiracion-
espiracion de 1:2. La frecuencia respiratoria se establece en 12-15 respiraciones por
minuto en funcién de la pCO2, el objetivo es pCO2 en gases arteriales entre 35 y 45SmmHg
y mantener normocapnia, EtCO2 35-40mmHg. Se utiliza una FiO2 aproximada del 60%,

si es preciso se aumenta para evitar hipoxemia durante el procedimiento.

Se monitorizan los parametros respiratorios, capnografia, presion pico, presion
media y compliance pulmonar. Cuando se precisa ventilacion unipulmonar antes de abrir
la pleura izquierda, se secciona la parte proximal del tubo de IOT al respirador y se realiza
una conexién con un segundo tubo de Murphy del numero 8.5-9, se progresa entonces el
tubo endotraqueal hasta el bronquio principal derecho, esto se puede hacer guiado con el
fibrobroncoscopio o comprobarlo con el mismo después de la manipulacion y/o cambio

de posicion quirtirgica.

Se mantiene ventilacion unipulmonar durante 120 minutos, después se realiza la
maniobra inversa, retirando nuevamente el tubo de IOT y colocandolo a 3cm de la carina

para iniciar ventilacion bipulmonar.
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Se canalizan la arteria y la vena femorales derechas y se conecta el monitor PICCO
para la medicion del gasto cardiaco y para realizar termodiluciones seriadas. Para ello, se
disecciona el paquete femoral vascular, aislando y controlando con ligaduras arteria y
vena femorales e introduciendo un catéter vascular (Arrow-Howes 7 French), la
canalizacion de los vasos se lleva a cabo por medio de la técnica de Sheldinger. A través
de los mismos se introduce un catéter trilumen via venosa y un catéter de termodilucion
PiCCO (PV2014L16 arteria femoral de adulto pequeiio con didmetro 4 French y longitud

de 160 mm) a través de la via arterial.

[lustracion 6: Canalizacion quirtrgica del paquete femoral.

Cuando el equipo quirurgico finaliza el procedimiento y se comienza con el cierre
por planos de la toracotomia, se suspende la perfusion continua de propofol, se despierta
posteriormente al animal y tras cerciorarnos de que la mecénica ventilatoria espontanea
es adecuada y que oxigena correctamente se procede a extubar al animal. Durante el
postoperatorio se pautan analgésicos como ketorolaco 30 mg (Droal®, Vita S.A., La Paz,

Bolivia) intramuscular y dexketoprofeno para el dolor y se deja libre acceso al agua.
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A las 24 horas del postoperatorio el animal es trasladado nuevamente al quiréfano donde
se realiza una segunda induccion anestésica de las mismas caracteristicas que la redactada
anteriormente. El mantenimiento anestésico se realiza con propofol en perfusion

continua.

A la finalizacion del procedimiento con la recogida de muestras, el animal es
sacrificado tras la administracién de un bolo de propofol de 2 mg/kg para conseguir un
plano profundo de hipnosis y a la induccidon de cardioplejia con la administracion de

cloruro potasico.

3.5 PROTOCOLO QUIRURGICO

Una vez realizados los procedimientos pertinentes por parte de anestesiologia y
con los vasos canalizados, se coloca al animal en posicion de decubito lateral derecho. Se
procede a la limpieza la zona de la intervencion con povidona iodada y se realiza un

campo quirurgico con pafios estériles.

Se realiza una toracotomia izquierda entre las costillas quinta y sexta, a través de la cisura
interlobar, llevandose a cabo una diseccion minuciosa del paquete vascular,
identificandose y ligando arteria, vena y bronquio caudales. Se inicia VUP y se realiza
lobectomia caudal y tras 120 minutos de ventilacion unipulmonar (VUP 120), se observa
y comprueba que la re-expansion del lobulo craneal sea adecuada y que no existan fugas
a nivel de la sutura quirargica y se mantiene al animal con ventilacion bipulmonar (VBP)
durante 60 minutos (VBP60). Posteriormente, tras realizar las determinaciones sefialadas,
y una vez reiniciada la VBP se revisa la expansion del 16bulo craneal y la estanqueidad
de la sutura bronquial, procediéndose al cierre por planos de la toracotomia dejando un
tubo de drenaje intrapleural que se conecta a un sistema de flujo unidireccional (valvula

de Heimlich).
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Tras despertar a animal y pasadas las 24 horas de la intervencion se le traslada
nuevamente a quirdéfano y se realiza de nuevo una anestesia general, siguiendo el mismo
protocolo anestésico anteriormente descrito. A continuacion, se procede a la recogida de
muestras: estudio gasométrico y hemodinamico, extraccion de sangre para estudios

bioquimicos y biopsia hepatica.

Para facilitar la toma de biopsias hepaticas, previo a la colocacion del animal en

decubito lateral, se realiza una laparotomia media subxifoidea de unos 5 0 6 cm.

Una vez tenemos las muestras necesarias, se profundiza anestésicamente al
modelo porcino y se sacrifica realizando una cardioplejia con la administracion de cloruro

potasico.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL Y GRUPOS DE ESTUDIO

El estudio se ha realizado en la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del
Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid. Fue concedida la
aprobacion del Comité de Experimentacion Animal y del Comité de Investigacion de la
institucion, prestando especial énfasis a la anestesia y alivio del dolor.

Se dividen los 18 animales en tres grupos, cada uno de seis animales. Se realiza
un abordaje por toracotomia izquierda y una lobectomia caudal en todos ellos. La
asignacion a cada grupo se realiza de manera aleatoria mediante el uso de Excel

(Microsoft Corp), no se conoce por parte de anestesiologia ni de cirugia toracica.

- Grupo 1: grupo de tratamiento con LIDOCAINA. En este grupo, se realiza el
protocolo descrito y se administra un bolo de lidocaina intravenosa de 1,5 mg/kg
intravenoso tras la induccion anestésica y una perfusion continua de mantenimiento con

lidocaina 1.5 mg/kg/h hasta el final del procedimiento.
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- Grupo 2: grupo CONTROL. En el grupo control se administran los mismos
voliimenes, un bolo inicial y una perfusion continua de mantenimiento, pero lo que se
administra es suero fisiologico (solucion salina 0,9%).

- Grupo 3: grupo SHAM. En este grupo se realiza toracotomia y ventilacion
bipulmonar exclusivamente. No se lleva a cabo ventilacion unipulmonar ni lobectomia.
Se toman las mismas muestras y se realizan los mismos estudios hemodindmicos que en
los otros dos grupos.

Se obtienen determinaciones de los pardmetros hemodindmicos, gasométricos y
respiratorios en los siguientes momentos: al inicio del estudio (basal), a los 120 minutos
(120° VUP) de la ventilacion unipulmonar, a los 60 minutos de reiniciar la ventilacion
bipulmonar (60’ VBP), y 24h después de la cirugia. Se obtiene biopsia hepatica a las 24

horas.
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3.7 MEDICIONES REALIZADAS Y TOMA DE MUESTRAS

3.7.1 DISENO DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Cierre de

Toracotomia ,
toracotomia

VBP LOBECTOMIA INFERIOR. VUP. X
(EN SHAM NADA) VBP RE-TORACOTOMIA
A A A A
Medicion basal: 120 min VUP: 60 min VBP: PO 24h:
+ Term. PICCO « Term. PICCO + Term. PICCO « GSA, sangre.
« GSA, sangre « GSA, sangre « GSA, sangre « Biopsia hepatica

Figura 12: Disefo protocolo experimental.
VBP: ventilacion bipulmonar, VUP: ventilacion unipulmonar, GSA sangre: gasometria y
bioquimica sanguinea, Term. PICCO: mediciones obtenidas mediante termodilucion con

PICCO, PO: postoperatorio, Min: minutos.

3.7.2 RECOGIDA DE VARIABLES HEMODINAMICAS

Se utiliza el monitor PICCO para obtener los parametros hemodindmicos y se
realiza periddicamente termodilucion transpulmonar. En primer lugar, se canalizan la
vena y arteria femoral, siguiendo la técnica de Sheldinger, y se insertan un catéter venoso
central trilumen y un catéter de sistema PICCO con sensor distal de temperatura para
poder realizar la termodilucion. Con un volumen aproximado de unos 20-30 ml de suero
fisiologico frio se hace la termodilucidn, el suero es inyectado a través de la via venosa

central y circula a través del sensor de temperatura y posteriormente por el organismo del
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animal, pasando por su corazon y pulmones. El sensor de temperatura realiza una nueva
medicion de temperatura a los pocos segundos, y obtenemos gracias a ello la variacion de
temperatura, generandose una curva de disipacion. Gracias al uso de la termodilucién
transpulmonar obtenemos numerosos parametros hemodindmicos.

En el andlisis estadistico se obtienen mediciones continuas de: Presion arterial
media (PAM), frecuencia cardiaca (FC), variacion de volumen sistélico (VVS) y gasto
cardiaco (GC). El volumen del gasto cardiaco se calcula mediante la ecuacion Steward-

Hamilton de la superficie bajo la curva de termodilucién transpulmonar

Monitorizacidon de variables hemodinamicas:

Precarga Volumen global al final de la didstole
Postcarga Resistencias vasculares sistémicas (RVS)
Contractilidad Velocidad de aumento de presion
Respuesta a volumen VVS

Edema pulmonar Agua extravascular

3.7.3 RECOGIDA VARIABLES GASOMETRICAS

Al inicio del procedimiento se canalizan los vasos femorales (arteria y vena), las
gasometrias se extraen de la arteria femoral, se realizan en la misma sala de quir6fano y
se obtienen diferentes parametros, como pH sanguineo, presion parcial de oxigeno (pO2)
y de didxido de carbono (pCO2), iones, bicarbonato y hemoglobina, entre otros. Las
extracciones se realizan en diferentes momentos durante el procedimiento: medicion
basal, medicion a los 120 minutos de la ventilacion unipulmonar, medicion a 60 minutos
tras volver a iniciar la ventilacion bipulmonar y medicion a las 24horas tras la lobectomia.

(Ver figura del protocolo experimental).
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3.7.4 MUESTRAS DE TEJIDO HEPATICO

Durante el experimento se toma una muestra hepatica por animal de
experimentacion, para llevar a cabo los estudios bioquimicos pertinentes. La toma de la

biopsia hepatica se realiza 24 horas después de la lobectomia.

Cada una de las muestras hepaticas se introduce en un criotubo procediendo a su
inmediata congelacion en nitrogeno liquido. Las muestras se almacenan en un congelador

que las mantiene a una temperatura de — 80°C hasta su posterior andlisis bioquimico.

3.7.5 DETERMINACION DE MARCADORES BIOQUIMICOS EN BIOPSIA
HEPATICA

3.7.5.1. DETERMINACION DE OXIDO NITRICO (NO)

Se midi6 en suero como contenido de nitrito + nitrato (NO2 - + NO3-), mediante
la reaccion de Griess como concentracion de ion nitrito (NO2-) tras reduccion de nitrato
(NO3) a NO2—-. Brevemente, después de la incubacion del plasma con Escherichia coli
NO3 reductasa y NADPH+ (37 °C, 30 min), 300 ul de reactivo de Griess (diclorhidrato
de naftilendiamina al 0,5 %, sulfonilamida al 5 %, acido fosforico al 25 % (H3PO4))
(Sigma-Aldrich, M1, EE. UU.) La reaccion se realiz6 a 22 °C durante 20 min y se midi6
la absorbancia a 546 nm, utilizando como estandar una solucion de nitrito de sodio

(NaNO2).

La sefial medida fue lineal de 1 a 150 mM. (r= 0,994, p< 0,001, n=5). El umbral
de deteccion fue de 2 uM. La reproducibilidad del experimento se evalud en tres
experimentos independientes y cada uno se repitié tres veces. La variacion media

intraensayo calculada fue inferior al 5%.
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3.7.5.3 EXPRESION DE RNA MENSAJERO (MCP-1, IL-1, TNF-a, IL-10, NF-xB,

iNOS)

Se realizo la medicion en biopsia hepatica mediante la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

El ARN se aisldé de muestras de higado porcino utilizando el método descrito
por Chomczynski (140) utilizando el kit de reactivos TRI (Molecular Research Center,
Inc, Cincinnati, OH, EE. UU.), siguiendo el del fabricante. La pureza del ARN se midio
con electroforesis en gel de agarosa 1, y las concentraciones de ARN y la relacion 260/280

se determinaron mediante espectrofometria BioDrop™ (Fisher Scientific, MA, EE. UU.).

La transcripcion inversa de 2 mg de ARN para la sintesis de ADNc se realizd
utilizando el kit de transcripcion inversa StaRT (AnyGenes, Paris, Francia). qRT-PCR se
realizo con el termociclador 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, MA,
EE. UU.) con TB Green® Ex Taq™ (Tli RNase H Plus) (Takara Bio Inc., Shiga, Japon)
y concentraciones de 300 nM de cebadores especificos validados (AnyGenes, Paris,
Francia). Los ciclos de amplificacion de qPCR fueron un ciclo de 95 °C de 10 min,
seguido de 45 ciclos a 95 °C de 10 s y a 60 °C de 30 s y finalmente andlisis de la curva
de fusion, siguiendo las recomendaciones del fabricante (95 °C de 10 s). s, 65 °C durante

30 sy 95 °C durante O s).

Se uso la amplificacion del ARNm de 18S como control de carga para cada
muestra. El nivel de expresion génica se analizé por triplicado para cada muestra. Los
cambios relativos en la expresion del ARNm se calcularon utilizando el método 2-AACT

(142)
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3.7.5.4 EXPRESION DE PROTEINAS (TNF- a, 1I-1B, IL-10, BAD, BAX, BAK, Bcl-
2, MCL- 1, iNOS, eNOS y NF-xB) Y VARIABLES RELACIONADAS CON LA

APOPTOSIS (PUMA, KHLOTO)

Se realizo el andlisis en biopsia hepatica mediante Western blot utilizando anti-
TNF-a (Endogen), anti-IL1b y anti-IL6 especificos (Bio Genesis), anti-0xido nitrico
Sintasa I, anti-6xido nitrico Sintasa II, anti-6xido nitrico Sintasa III, (Chemicon

International, Inc.), anti-NFkappaB (Endogen) y anti-lIkappaB (Endogen).

Se utiliz6 transferencia Western para medir los niveles de TNF-a, IL-1b, IL-6, iNOS,
eNOS, Nf-kB e ikBb. Brevemente, muestras de higado, después de la homogeneizacion
con tampodn de lisis RIPA modificado (PBS, Igepal, desoxicolato de sodio (D5670-5G),
SDS al 10 %, PMSF, EDTA 0,5 M y EGTA 100 mM) a las que se afiadi6 un céctel de
inhibidores de proteasa (Sigma #P-2714). ), PMSF (#P7626, 1 mM), ortovanadato de
sodio (#S6506, 2 mM) y pirofosfato de sodio (#S6422, 20 mM), se sonicaron y se
hirvieron durante 10 min a 100 °C en una proporcioén de 1:1 con gel- tampon de carga
(100 mmol/L TrisHCI [pH 6,8], 4 % SDS, 20 % glicerol, azul de bromofenol 0,1, 200

mmol/L ditiotreitol).

Los equivalentes de proteina total (25 pg) para cada muestra se separaron
mediante SDS-PAGE usando geles de acrilamida prefabricados Mini-PROTEAN®
TGX™ al 10 % (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.) y se transfirieron a una membrana
de PVDF usando Trans-Blot ® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories, CA, EE.

uu.).

La membrana se colocd inmediatamente en tampdn de bloqueo que contenia
leche descremada al 5 % en Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,01 %. Se
dejo bloquear la transferencia a 37 °C durante 1 h. La membrana se incubd con un

anticuerpo policlonal de conejo (1:1000) durante 12 h a 4 °C, seguido de una incubacién

93



con un anticuerpo secundario IgG anti-conejo de cabra (Santa Cruz Biotechnology, CA,

EE. UU.) (1:7000).

La deteccion de proteinas se realizé con el kit de ensayo Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.) y ECL Plus (Amersham Life Science
Inc., Bucking-hamshire, Reino Unido) mediante quimioluminiscencia con el BioRad®
ChemiDoc MP Imaging System para determinar las densidades Opticas relativas. Se
usaron marcadores de proteina tefiidos previamente para las determinaciones del peso
molecular. El gen de mantenimiento GAPDH se utilizd6 como control de carga (1:5000)
(Santa Cruz, CA, EE. UU.). Las proteinas se cuantificaron utilizando el software

BioRad® Image Lab (Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.).

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se recogieron los datos del experimento en una base Access disefiada para el
proyecto. Para determinar si los datos siguieron una distribucion normal se utilizo el test
de Shapiro-Wilk. Para determinar si en el tiempo basal los resultados de los distintos
grupos experimentales eran homogéneos, se realizé el test de ANOVA-F. Para determinar
si las diferencias que existen entre las medias de los diferentes grupos eran
estadisticamente significativas se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas. Tras haber
rechazado la Hipotesis nula de igualdad de medias mediante ANOVA, se utilizo el test
de Tukey para la comparacion de medias entre diferentes experimentos. Todos los datos
se expresan como media + la desviacion estdndar de la media. El anélisis de resultados se

realizo con el paquete estadistico SPSS 23.

Se utilizé la prueba de Kruskal - Wallis para identificar cualquier diferencia

significativa entre los tres grupos (la hipotesis nula fue rechazada con un valor a = 0,05).
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A continuacion, usamos la prueba U de Mann—Whitney para analizar los pares de

muestras especificas que mostraran diferencias significativas.
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4. Resultados
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4.1 PARAMETROS GASOMETRICOS, HEMODINAMICOS Y

RESPIRATORIOS:

La administracién de lidocaina intravenosa no afecta a los resultados gasométricos
ni hemodindmicos obtenidos en los diferentes grupos a estudio, durante el experimento

ni durante las 24 horas siguientes.

Con respecto a los parametros respiratorios, la administracion de lidocaina
tampoco se relaciona con cambios a nivel de las presiones respiratorias entre los tres
grupos. Unicamente se observa de manera no significativa una menor presion en la via
aérea y un aumento de la oxigenacion durante el periodo de ventilacién unipulmonar con

respecto a los grupos Control y SHAM.

Obtenemos determinaciones de los parametros hemodinamicos, gasométricos y
respiratorios en los siguientes momentos del experimento; se realiza una medicion basal,
a los 120 minutos (120”) de la ventilacion unipulmonar, a los 60 minutos de reiniciar la

ventilacion bipulmonar (60°), y la tltima medicion se realiza a las 24h.
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Tabla 3: Valores hemodindmicos medidos durante el perioperatorio.

MEDICION | MEDICION | MEDICION | MEDICION
BASAL VUP 120° VBP + 60’ 24Horas

Media (SD) | Media (SD) | Media (SD) | Media (SD)

FC (Ipm) SHAM  89.0 (24) 88.0 (17) 87.8 (10) 95.0 (16)
CON 94.6 (14) 90.8 (8) 96.8 (8) 82.8 (16)
LIDO  85.2(12) 107.8(25)  108.8 (9) 94.8 (11)

PAM (mmHg) SHAM 93 (11) 102 (11) 114 (14) 106 (22)
CON 92 (27) 97 (10) 124 (17) 104 (10)
LIDO 99 (16) 102 (18) 119 (10) 98 (15)

IC (/min/m2)  SHAM  2.73 (0,6) 2.83 (1.2) 3.45 (1.1) 3.02 (1.1)
CON 3.47 (0.8) 3.14 (0,4) 3.74 (1.0) 2.84 (0.9)

LIDO  3.75(1.2) 3.11 (0.9) 3.90 (1.0) 2.67 (0.4)

VVS (%) SHAM  19.0 (5.4) 11.2 (6.6) 18.0 (5.1) 25.7 (9.1)
CON 18.4 (6.2) 15.0 (2.7) 14.6 (4.3) 17.8 (7.4)

LIDO 15.4 (4.9) 11.0 (4.6) 16.6 (3.6) 24.4 (5.3)

RVSI SHAM  2897(939)  3126(1383) 3067 (1604) 2948 (1050)

(dyn/s/cm5/m2)
CON 1899 (496) 2349 (409) 2739 (664) 2798 (1185)

LIDO  2270(1089) 3008 (1600) 2595 (884) 2893 (629)

Datos expresados como media (DS: desviacion estandar). VUP: Ventilacion unipulmonar, VBP:
Ventilacion bipulmonar, SHAM, CON: grupo control, LIDO: grupo lidocaina. FC: Frecuencia
cardiaca, PAM: Presion arterial media, IC: indice cardiaco, VVS: variabilidad de volumen
sistolico, IRVS: Indice de resistencia vascular sistémica.
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Tabla 4: Datos obtenidos en las gasometrias arteriales durante el perioperatorio.

MEDICION | MEDICION | MEDICION | MEDICION
BASAL VUP 120° VBP + 60’ 24Horas

Media (SD) | Media (SD) | Media (SD) | Media (SD)

SatO2 (%) SHAM  99.5(1.2) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0)
CON 100 (0.0) 99.2 (0.9) 99.0 (1.1) 99.8 (0.4)

LIDO  98.8(2.2) 99.8 (0.4) 99.8 (0.4) 100 (0.0)

ANOVA No Sign. No sign. No Sign. No Sign.
PaO2 (mmHg) SHAM 279 (77) 256 (45) 251 (51) 252(54)
CON 236 (55) 176 (27) 235 (48) 245(59)
LIDO 266 (83) 200 (30) 235 (52) 267(43)
ANOVA No Sign. 0.03(*, #) No Sign. No Sign.
PaCO2 SHAM 41.3 (4.2) 41.3 (4.0) 45.0 (8.7) 39.2 (6.6)
(mmHg)

CON 41.4 (5.9) 43.4 (6.8) 48.0 (9.7) 38.8 (6.9)

LIDO  41.0(6,5) 45.2 (6.6) 46.2 (7.9) 40.0 (3.0)

ANOVA No Sign. No Sign. No Sign. No Sign.
pH SHAM 7.5 (0.0) 7.5 (0.0) 7.5 (0.1) 7.5 (0.1)
CON 7.5 (0.1) 7.5 (0.1) 7.4 (0.1) 7.5 (0.1)
LIDO 7.5 (0.1) 7.4 (0.1) 7.4 (0.1) 7.5 (0.0)
ANOVA No Sign. No Sign. No Sign. No Sign.

Datos expresados como media (DS: desviacion estandar). VUP: Ventilacion unipulmonar, VBP:
Ventilacion bipulmonar, SHAM, CON: grupo control, LIDO: grupo lidocaina. PaO2: presion
arterial de oxigeno, PaCO2: presion arterial de dioxido de carbono. No Sign.: No significativo,
CON vs SHAM (*). SHAM vs LIDO (#).
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Tabla 5: Pardmetros respiratorios obtenidos durante el perioperatorio.

MEDICION | MEDICION | MEDICION | MEDICION
BASAL VUP+120° | VBP + 60’ 24Horas

Media (SD) | Media (SD) | Media (SD) | Media (SD)

PpVA (cmH20) SHAM 282 (3.1) 30.5 (8.8) 32.8 (11) 31.6 (8.5)
CON 28.4 (3.8) 34.8 (7.1) 32.2 (9.7) 31.6 (6.9)

LIDO  27.9(3.3) 35.6 (5.4) 312 (7.2) 32.8 (7.4)

ANOVA No Sign. 0.041(*, #) No Sign. No Sign.
Pmedia SHAM 7.0 (0.6) 7.2 (1.7) 7.7 (1.6) 8.3 (1.8)
(cmH20)
CON 7.0 (1.0) 7.6 (1.7) 7.8 (1.3) 7.6 (1.1)
LIDO 7.0 (3.0) 8.6 (0.5) 9.4 (1.9) 8.8 (1.0)
ANOVA No Sign. No Sign. No Sign. No Sign.

Datos expresados como media (DS: desviacion estandar). VUP: Ventilacion unipulmonar, VBP:
Ventilacion bipulmonar, SHAM, CON: grupo control, LIDO: grupo lidocaina. PpAW: Presion
pico en la via aérea, Pmedia: Presion media en la via aérea. No Sign.: No significativo, CON vs

SHAM (*). SHAM vs LIDO (#).

4.2 DETERMINACIONES EN BIOPSIA HEPATICA:
Las mediciones de nuestro trabajo se realizan en muestras de biopsia hepatica

tomadas de cada modelo animal porcino a las 24 horas de realizar el procedimiento.
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4.2.1 MARCADORES INFLAMATORIOS ANALIZADOS EN HiGADO:
4.2.1.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q):

Los valores de TNF-a en las muestras de las biopsias hepaticas obtenidas a las 24
horas de la cirugia mostraban un incremento significativo en el grupo CON en
comparacion con el SHAM (p<0,001). Sin embargo, los valores fueron similares entre el

grupo SHAM y LIDO.

Ademas, en los animales del grupo LIDO los valores de TNF-a fueron

claramente

menores que en los del grupo control (P<0,001).

Grifico 8: Expresion de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) analizado por PCR en biopsia

hepatica.
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*: p<0,05 grupo CON versus grupo SHAM. &: p < 0,05 grupo LIDO versus grupo CON.
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Asimismo, en la medicion realizada mediante técnica de WB los valores de
TNF-a son superiores en el grupo CON en relacion al SHAM y LIDO (ANOVA
p=0,001).

Grifico 9. Expresion de factor de necrosis tumoral o (TNF-0) analizado mediante WB en biopsia

hepatica.
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*: p<0,05 grupo CON versus grupo SHAM. &: p < 0,05 grupo LIDO versus grupo CON.
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4.2.1.2 Interleuquina 1 (IL-1):

En la comparacién entre grupos de las mediciones obtenidas mediante PCR de
IL-1 a las 24 horas del procedimiento existen diferencias significativas (ANOVA
p=0,004). Se objetiva un aumento en el grupo CON y LIDO respecto al SHAM (p=0,004
y P=0,003) respectivamente. Ademads, de los niveles de IL-1 en el grupo CON respecto al

grupo LIDO se encuentran aumentados(p=0,008).

Grafico 10. Expresion de interleuquina 1 (IL-1) medidos por PCR en biopsia hepatica.
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*: p<0,05 grupo CON versus grupo SHAM. #: p< 0,05 grupo LIDO versus grupo SHAM. &: p < 0,05
grupo LIDO versus grupo CON

Cuando se realiza la medicion de IL-1 por técnica de WB encontramos
diferencias también (ANOVA p=0,004), los niveles de IL-1 aumentan en el grupo CON
y LIDO en relacion al SHAM (p = 0,004 y p = 0,003 respectivamente).

IL-1 es superior en el grupo CON respecto al grupo LIDO.
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Grifico 11. Expresion de interleuquina 1 (IL-1) medidos por WB en biopsia hepatica.
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4.2.1.3 Interleuquina 10 (IL-10):

En la comparacion entre los tres grupos de niveles de IL-10 analizados mediante
técnica PCR no encontramos diferencias. Los valores de IL-10 se encuentran disminuidos

en el grupo LIDO con respecto al resto de los grupos.

Grafico 12: Expresion de interleuquina 10 (IL-10) analizados mediante PCR en biopsia hepatica.
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Con respecto a los valores obtenidos al utilizar la técnica de WB los resultados
no son muy diferentes, no existen diferencias entre grupos, IL-10 es inferior en los grupos

CON y SHAM en comparacion con el grupo LIDO.
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Grifico 13. Expresion de interleuquina 10 (IL-10) analizados mediante WB en biopsia hepatica.
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4.2.1.4 Proteina quimiotdctica de monocitos 1 (MCP-1):

En la medicion realizada por PCR a las 24 horas del procedimiento se observan
diferencias entre grupos. MCP-1 en el grupo CONTROL es superior al grupo SHAM
(p=0,078), también es superior en el grupo LIDO respecto al SHAM (p=0,003). MCP1
en el grupo CONTROL presenta un valor significativamente mayor que en el grupo LIDO

(p=0,004).

Grifico 14. Expresion de proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) medidos por PCR en

biopsia hepatica.
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4.2.1.5 Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFkB):

En la medicion por PCR de NFkB105 no encontramos diferencias
significativas al comparar los valores en las muestras hepaticas analizadas (ANOVA

p=0,749).

108



Grifico 15. Expresion de factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B

activadas105 (NFkB105) medidos por PCR analizado en biopsia hepatica.
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En el resto de proteinas analizadas de la familia NFkB (65, 50, 52) por técnica de WB

tampoco se objetivan diferencias, NFkB65 (ANOVA: p= 0,522) NFkB50 (ANOVA:

p=0,749) y NFkB52 (ANOVA: p=0,337).
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Grifico 16. Expresion de factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B
activadas 65 (NFkB65) medido por WB en biopsia hepatica.
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Grifico 17. Expresion de factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B

activadas 50 (NFkB50) medidos por WB en biopsia hepatica.
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Grafico 18. Expresion de factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células B

activadas52 (NFkB52) medidos por WB en biopsia hepatica.
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4.2.1.6 IkBa e IkBb:
En la medicion de IkBa no existen diferencias entre grupos, en el caso IkBb si

encontramos diferencias en la comparacion entre grupos (ANOVA: p=0,004).

Los grupos que se sometieron a cirugia con VUP mostraron menor expresion de
IkBb que el grupo SHAM. Ademas, los valores en el grupo de LIDO fueron menores que

en el grupo CON (p=0,006)

Grifico 19. Expresion de IkBa analizados mediante WB en biopsia hepatica.
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Grifico 20. Expresion de IkBb analizados mediante WB en biopsia hepatica.
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grupo LIDO versus grupo CON
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4.2.2 METABOLISMO DEL OXIDO NITRICO ANALIZADO EN BIOPSIA

HEPATICA:

La enzima de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) estd aumentada en el grupo
CONTROL y LIDO con respecto al SHAM (P=0,01 y p=0,005 respectivament4).
Ademas, el grupo CON presentd unos niveles significativamente mayores que el de la
Lido (p=0,004). Estos resultados fueron similares cuando la medicion se realizo con la

técnica de WB.

Grifico 21. Expresion de iNOS analizados mediante técnica PCR en biopsia hepatica.
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Grafico 22. Expresion de iNOS analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica.
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En el caso de la enzima de 6xido nitrico endotelial (eNOS) La eNOS mostrd una
menor expresion en los grupos CON y LIDO que en el grupo SHAM (p=0,006 y
p=0,001), habiendo ademés unos menores valores en el grupo CON frente al grupo LIDO

(p=0,011).
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Grifico 23. Expresion de eNOS analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica.
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La relacion iNOS/eNOS es superior significativamente en el grupo CONTROL

con respecto a SHAM (p= 0,006) y LIDO (p=0,005) si comparamos los valores de ambas

en la biopsia hepatica.
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Grifico 24. Relacién entre la expresion de iNOS/eNOS en biopsia hepatica.
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4.2.3 MARCADORES DE APOPTOSIS ANALIZADOS EN BIOPSIA HEPATICA:

4.2.3.1: BAD

En cuanto a la variable de apoptosis BAD existen diferencias al comparar los tres

grupos (ANOVA: p=0,004).

Objetivamos niveles superiores de BAD en el grupo CON respecto al SHAM, asi

como niveles mas bajos en el grupo LIDO respecto al SHAM.

Las mediciones de BAD son mayores en el grupo CONTROL respecto al LIDO.
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Grifico 25. Expresion de BAD analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica
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4.2.3.2: BAX

No se observan diferencias en el andlisis entre los tres grupos de trabajo en

cuanto a BAX (ANOVA: p=1)

Grifico 26. Expresion de BAX analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica.
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4.2.3.3: BAK

Las mediciones de BAK realizadas por WB arrojan diferencias (ANOVA:

p=0,004).

Existen mayores niveles de BAK en el grupo CONTROL respecto al grupo SHAM (p =

0,004) y el grupo LIDO.

Grifico 27. Expresion de BAK analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica.
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4.2.3.4: BCLXI:
Las mediciones de BCLXI no evidencian diferencias entre los grupos (ANOVA:

p=0,631)

Grifico 28. Expresion de BCLXI analizados mediante técnica WB en biopsia hepatica.
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4.2.3.5: Proteina de diferenciacion celular de leucemia mieloide inducida, MCL-1:

Al realizar las mediciones de MCL-1 por WB a las 24 horas del procedimiento

no se arrojan diferencias en el analisis entre los grupos, (ANOVA: p=0,631).

Grifico 29. Expresion de MCL-1 en biopsia hepatica.
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4.2.3.6 PUMA:
La comparacion entre los tres grupos fue diferente (ANOVA: p=0,004)

En cuanto a la variable de apoptosis PUMA, sus niveles estuvieron elevados
significativamente en los grupos LIDO y CON respecto al SHAM (p=0,004 y p=0,007

respectivamente), sin que existieran diferencias al compararse entre ellos.

Grifico 30. Expresion de PUMA analizados mediante WB en biopsia hepatica.
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4.2.3.7 KLOTHO:

Con respecto a los niveles de KLOTHO, no existen diferencias en el analisis de

los grupos (ANOVA: p=0,423).

Grifico 31. Expresion de KLOTHO analizados mediante WB en biopsia hepatica.
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5. Discusion
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En nuestro estudio experimental se comprueba como la administracion de
lidocaina intravenosa durante la intervencion quirtrgica es capaz de atenuar la respuesta
inflamatoria hepatica, en un modelo experimental porcino de cirugia de reseccion

pulmonar con VUP.

Diferentes estudios han analizado como los procedimientos de cirugia toracica en
los que se precisa VUP, con los consecuentes periodos de I/R e hipoxia en el pulmén no
ventilado (necesarios para realizar la cirugia de reseccion pulmonar), ocasionan una
respuesta inflamatoria local que secundariamente conlleva a una respuesta sistémica con
la consecuente afectacion hepatica (31) (143) (144). Nuestros resultados muestran como
el dafio de una intervencion quirargica a nivel toracico afecta secundariamente a nivel
sistémico, al objetivar un aumento en los marcadores inflamatorios en las muestras
obtenidas de biopsia hepatica. Dicha inflamacion, segiin nuestros resultados, es atenuada

por la administracion de lidocaina intravenosa.

La inflamaciéon forma parte de la patogenia de la gran mayoria de las
enfermedades del higado y se encuentra regulada por mediadores inflamatorios como las
citoquinas y quimiocinas (145). En la mayor parte de los procedimientos quirurgicos se
observa un aumento de marcadores bioquimicos hepaticos en sangre periférica, como
pueden ser la bilirrubina, las enzimas hepaticas o el INR. La mayoria de estos cambios
son transitorios y clinicamente irrelevantes (120) (119), pero es importante remarcar que
la cirugia puede desencadenar con mayor facilidad una descompensacion hepatica en

pacientes que padecen previamente una enfermedad hepatica subyacente (146).

Todo procedimiento quirdrgico conlleva en mayor o menor medida una respuesta
inflamatoria, como se describe detalladamente al inicio de este trabajo. En esta respuesta

al estrés quirurgico, se ven involucrados diferentes mecanismos y mediadores que
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ocasionan dafio a nivel hepatico (1). Sagredo y cols, ademas de otros autores, han
evidenciado el dafio hepéatico secundario a cirugia bariatrica, tras la que se observan casos
de fallo hepatico. Parece ser que ademas de la esteatosis preexistente en dichos pacientes,
existen otros factores favorecedores autoinmunes y mediadores inflamatorios que activan
vias de la inflamacién (147). También se ha descrito inflamacién y dafio hepatico
secundario a cirugia cardiaca (148) o a cirugia abdominal tanto laparoscopica como
abierta (149). Siguiendo la linea de trabajo de otros autores, nuestros resultados ponen de
manifiesto un aumento en la respuesta inflamatoria hepdtica tras un procedimiento de

cirugia toracica.

Las células de Kupffer son macréfagos localizados en el higado y uno de los tipos
celulares mas activos, constituyen uno de los principales productores de citoquinas y
mediadores de la inflamacion. Estos macréfagos, juegan un papel determinante en el
estrés celular y la patogenia de la inflamacion hepatica (150), y son considerados células
clave en las diferentes etapas del proceso inflamatorio. En el higado en estado
“inactivado” se encuentran células inmunitarias innatas, principalmente células de
Kupffer, pero también NK entre otras. Tras la activacion inmune, mediada por sustancias
inflamatorias como quimiocinas y citocinas, se produce un gran flujo de células
inmunitarias innatas y adaptativas que infiltran en el higado (151), como se observa en el

analisis de las muestras de biopsia hepatica de nuestro trabajo.

Pensamos que es en las células de Kupffer principalmente donde radica la
proteccion que ofrece la administracion de lidocaina intravenosa en el proceso de dafio
hepatico inflamatorio perioperatorio (145). La activacion de las células de Kupffer
hepaticas mediante receptores de reconocimiento de patrones induce a la liberacion de
mediadores proinflamatorios (TNF, IL-1p, IL-6, quimiocinas, etc.). Estos mediadores a

su vez secretan mayores cantidades de quimiocinas en las células hepéticas, generandose
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gradientes de quimiocinas que promueven la migracion transendotelial de otras células
inmunes hacia el higado, exacerbando el dafio por citotoxicidad mediado por el sistema
inmune a nivel del hepatocito (152). Algunos estudios han mostrado que la lesion por I/R
hepatica se puede atenuar o agravar por la supresion o potenciacion de la actividad de las

células de Kupffer respectivamente (152) .

En el presente estudio se demuestra el importante papel que tiene la VUP en el
biotrauma que se produce durante la intervencidon quirrgica y durante las 24 horas
posteriores a la realizacion de la misma, ya que los animales del grupo SHAM (grupo en
el que no se realiza VUP ni CRP) desarrollan una menor respuesta inflamatoria hepatica
en comparacion con los otros grupos. Lo cual, es justificable por la ventilacién mecanica

del pulmoén dependiente y por el proceso de I/R en el pulmén no ventilado (153).

El higado posee un papel determinante en la regulacion de la respuesta
inflamatoria sistémica y es un drgano especialmente sensible a los cambios inflamatorios,
por lo que se le considera un 6rgano diana a estudio relevante (118) (94). Ademas, se
encuentra relacionado con otros organos, de tal manera que se ve afectado por el
biotrauma ocasionado a nivel pulmonar tras CRP con VUP, del mismo modo que su
afectacion impacta en otros 6rganos periféricos como el pulmon, rifiones o intestino entre

otros.

En procedimientos de cirugia toracica, concretamente en CRP tras el uso de VUP,
tiene lugar un aumento de macréfagos alveolares locales y una acumulacion de
neutréfilos liberadores de sustancias pro inflamatorias. Los pulmones son el primer
organo en verse afectado localmente por el proceso de “descompartimentalizacion”;
proceso ampliamente descrito en nuestro trabajo y base fundamental para que tenga lugar
el desarrollo de una respuesta sistémica secundaria con afectacion hepatica. Los

mediadores formados primariamente en el pulmon se vierten al torrente sanguineo, lo que
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provoca la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales del higado
(156), activa PMN circulantes, aumenta su migracion y adhesion, y provoca un secuestro
de PMN en los hepatocitos (11,109). En nuestro trabajo se observa una atenuacion de

mediadores proinflamatorios en el grupo al que se administra lidocaina intravenosa.

Liu y cols, en un estudio experimental sobre modelo murino al que se induce
sepsis y se analiza la relacion enterohepatica, observan un importante aumento de los
niveles de expresion de mRNA de TNF-a e IL-1 (71). La relacion entre el dafio hepatico
e intestinal ha sido analizado previamente por otros autores en modelos experimentales
(157) (158). Parece que los mediadores infamatorios intestinales llegan al higado via vena
porta y activan las células de Kupffer, que son la fuente principal de citoquinas en
situaciones de inflamacion. Liu y cols hipotetizan que el dafio intestinal en sepsis se ve
agravado por la liberacion de mediadores hepaticos inflamatorios, que alcanzan la luz
intestinal via biliar, y observan en su estudio como al colocar un drenaje biliar externo
(interrumpiendo la circulacion enterohepatica) disminuyen significativamente los niveles

de expresion de mRNA de TNF-a e IL-1 liberados por las células de Kupffer (71).

Existen medidas terapéuticas descritas para minimizar el daiio pulmonar
ocasionado por la cirugia y la VUP a nivel pulmonar. Sin embargo, la modulacion de la
respuesta inflamatoria sistéemica hepdtica ha sido menos estudiada, nuestro grupo
describio previamente como el sevoflurano tiene efecto modulador inflamatorio a nivel

hepatico tras CRP (29).

Nuestro trabajo actual tiene como objetivo dar otro paso mas alla, y evalua si los
anestésicos locales, concretamente la lidocaina administrada via intravenosa, es capaz
de modular la respuesta inflamatoria sistémica secundaria a la cirugia de reseccion

pulmonar, observandose unos resultados favorecedores en el trabajo realizado.
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51  PARAMETROS  HEMODINAMICOS, = GASOMETRICOS Y
RESPIRATORIOS:

El control hemodindmico es imprescindible desde el punto de vista del
anestesiologo, para poder realizar el procedimiento quirurgico y asi completar el
experimento con ¢éxito. Se monitorizan los siguientes pardmetros hemodindmicos:
frecuencia cardiaca, presion arterial media, indice cardiaco, volumen de variacion
sistolico e indice de resistencias vasculares sistémicas. No se observan en nuestro trabajo

diferencias en cuanto a hemodinamica entre los tres grupos.

Con respecto a la cirugia toracica en la practica clinica, cada vez es mas frecuente
el uso de técnicas anestésicas que incluyen bloqueos epidurales y paravertebrales
asociados a la anestesia general, con el objetivo de optimizar el control hemodindmico y
el dolor (159). Garutti y cols analizan por primera vez los efectos hemodinamicos del
catéter paravertebral, en su estudio se administra un bolo de lidocaina a través del catéter
de 5Smg/kg durante la VUP en CRP. Se observa que la contractilidad cardiaca disminuye
transitoriamente sin efectos en la precarga (160). Este efecto puede deberse a la absorcion
sistémica de lidocaina y a su efecto simpaticolitico, que se ha analizado previamente en
estudios experimentales confirmando los hallazgos encontrados con respecto a la

contractilidad cardiaca (161) (162).

Las dosis clinicas a las que se utiliza la lidocaina intravenosa en la practica
habitual no deben superar la concentracion sérica de 5 pg /ml (131) (163) (164), si estas
dosis se superan pueden aparecer efectos secundarios no deseados y toxicos a nivel
cardiologico y del sistema nervioso central. Con el uso del bloqueo paravertebral se

observan en la clinica niveles en sangre de hasta 3 pg/ml (165).

En nuestro trabajo, a los modelos porcinos del grupo lidocaina, se les administra

un bolo de lidocaina 1,5mg/kg seguido de una perfusion continua de 1,5mg/kg/h, y
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aunque no se realizan mediciones de la concentracion de lidocaina en sangre, las dosis
utilizadas se encuentran en todo momento dentro del margen de seguridad del farmaco.
No se superan los 5 pg /ml de concentracion sérica, ademas, todos los modelos porcinos

se encuentran monitorizados de manera continua con registro electrocardiografico.

En un estudio clinico reciente de nuestro grupo de investigacion se utilizan
idénticas dosis que en la presente investigacion y se observa que los niveles plasmaticos
de lidocaina al final de la intervencion son de 3,4 mcg/mL. Solo un paciente de los 55 a
los que se administra lidocaina intravenosa obtuvo un valor >5 mcg/mL, en concreto 5,8

mcg/mL (166).

Ademas, en el entorno intraoperatorio, estas dosis son menos toxicas que en los
pacientes no anestesiados, debido a que su administracion conjunta con otros farmacos
necesarios para realizar una anestesia general mantiene al paciente en un estado basal de
bajo consumo metabolico. Ademads, algunos de los efectos de otros anestésicos
administrados contrarrestan en cierto modo los potenciales efectos indeseados de la

administracion de lidocaina.

Con respecto a los parametros respiratorios y gasométricos, es de suma
importancia mantener una oxigenacion adecuada en todo momento (167), poniendo
especial atencion durante los periodos de VUP. Con el uso de VUP se aumenta la presion
pulmonar en un fendmeno conocido como VPH, a consecuencia de la hipoxia en dicho
campo pulmonar, y se crea un cortocircuito transpulmonar o “shunt” a través del pulmoén
atelectasico (168). En nuestro modelo experimental no se observan diferencias
significativas en cuanto a presion arterial de oxigeno entre los tres grupos experimentales,

tampoco en el resto de pardmetros hemodindmicos recogidos.

Existe disparidad en la bibliografia en cuanto a la oxigenacion arterial utilizando

técnicas de anestesia general o combinada (169). En un estudio previo de nuestro grupo
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se observa una disminucion de la Pa02 en el grupo sometido a anestesia general con
catéter epidural vs anestesia general intravenosa administrada de manera unica (170),
probablemente porque la administracion de AL contrarresta por su efecto vasodilatador
los efectos de la VPH. Sin embargo, otros trabajos como el de Von Dossov y cols
concluyen en su andlisis que la anestesia combinada mejora la oxigenacion arterial
durante la VUP (171) si se compara con la anestesia general. Casati y cols tampoco
observan empeoramiento de la oxigenacion en VUP con anestesia combinada (172). En
nuestro estudio no se observan diferencias en cuanto a oxigenacion entre los diferentes
grupos a estudio, por lo que se cree que dentro de los efectos de la administracion de

lidocaina no se encuentra una afectacion de la VPH.

En nuestro trabajo se monitoriza la presion pico en la via aérea de manera continua
en los tres grupos sin observar diferencias entre ellos. Se ha relacionado la administracion
de lidocaina intravenosa con la profilaxis de episodios de broncoespasmo y reactividad
bronquial, en nuestro trabajo no se observa afectacion de la mecanica ventilatoria en

ninguno de animales.

5.2 MARCADORES DE LA INFLAMACION:

La lidocaina tiene efecto sobre la produccion de citoquinas; su administracion
aumenta los niveles de citoquinas antinflamatorias (IL-10) y disminuye la cantidad de
citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa) (23) (173) ((24,174) (175) (176). Se ha
descrito que la administracion de lidocaina intravenosa reduce la capacidad de los PMN
para adherirse al endotelio y su capacidad de migrar al foco de la inflamacion al interferir
con la adhesion y la migracion de los mismos, reduciendo con ello su acumulacion en el
lugar de inflamacién. Ademas, la lidocaina atentia la inflamacion vascular, lo que

minimiza la lesion en el endotelio y por tanto, disminuye la hiperpermeabilidad

134



inflamatoria (177) (129,173). Estas acciones que describimos de la lidocaina se ven
reflejadas en los resultados de nuestro trabajo, donde la administracion de la misma
ocasiona un descenso de los niveles de IL-1 y TNFa en el grupo lidocaina, asi como un
aumento de los niveles de IL-10. El mecanismo por el cual esto sucede parece
independiente de su efecto sobre los canales de sodio, y podria estar relacionado con la
liberacion por parte de las células del endotelio capilar de prostaciclinas y el efecto de la
lidocaina sobre las moléculas de adhesion y sobre los procesos de migracion y adhesion

del PMN neutroéfilo.

En nuestro trabajo se observa un incremento en la produccion de radicales libres
de oxigeno y de las moléculas de adhesion a consecuencia del procedimiento quirargico.
Este suceso se relaciona con un incremento de las interacciones entre los PMN neutréfilos
y las células del endotelio vascular hepatico, incremento que se atenta por la
administracioén intravenosa de lidocaina. Es bien conocido el papel de MCP-1 como
regulador de la activacion, migracion e infiltracion de monocitos y macrofagos al sitio de
inflamacion, asi como su funciéon es determinante para el inicio de la respuesta
inflamatoria (178). En nuestro estudio la administraciéon de lidocaina intravenosa se
asocia a una disminucion de la expresion de MCP-1 en comparacion con los animales de
los grupos que no recibieron este farmaco. Creemos que esto constituye uno de los
mecanismos por los que la lidocaina atenia en nuestros resultados la inflamacion
hepatica, ya que una menor expresion de MCP-1 probablemente conduce a una menor

acumulacion de PMN neutroéfilos en la vasculatura y sinusoides hepaticas.

Ademas, Gallos y cols soportando el papel relevante de la lidocaina sobre la MCP-
1, observan resultados similares a los nuestros en la prevencion de dafio hepatorrenal. En
su estudio se utiliza un modelo de rata séptica tratada con lidocaina intravenosa. Se

encuentra que su administracion mejora la supervivencia, disminuye las moléculas de
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adhesion celular y la proteina quimioatrayente de monocitos MCP-1, asi como los niveles
de otros mediadores inflamatorios (179). Lo cual, nos permite hipotetizar que el modelo
de actuacion de la lidocaina a nivel de los PMN macréfagos del pulmoéon puede ser
extrapolable a los PMN hepaticos, por lo que su efecto modulador de la inflamacion puede
estar relacionado directamente por los efectos que la lidocaina tiene sobre las células de

Kupffer.

A lo descrito previamente, se suma el conocido papel que la lidocaina tiene sobre
las vias de sefializacion. La via de sefializacion NF-KB es conocida por ser una de las mas
relevantes en el proceso de la inflamacion (108,113), y su activacion conlleva una mayor
expresion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias y a un mayor dafo tisular hepatico

(180).

Yuan y cols observan que en el proceso de inflamacion hepatica perioperatoria
aumenta la expresion de NFkB y de TNF-a en tejido hepatico. Se utiliza para ello un
modelo experimental murino al que se induce inflamacion hepdtica con aceites, etanol y
dextrosa, y se objetiva un aumento en la induccion de iNOS a nivel hepdatico. Este
incremento de iNOS se correlaciona con dafio hepatico especialmente por

necroinflamacién y un descenso de eNOS, asi como una mayor expresion de NFkB (180)

Existen diferentes investigaciones que soportan el papel en modelo murino de
dafio hepatico relacionado con la inflamacion, también del papel de la lidocaina
intravenosa para inhibir la respuesta inflamatoria mediante la regulacion a la baja de la
via de senalizacion de NFkB (71) (181) (182). Karnina y cols en un modelo experimental
murino de dafio musculo-esquelético inducido al que se administra lidocaina intravenosa
y se compara con un grupo control, observan como los niveles de TNF-a y NFkB
disminuyen de manera significativa en el grupo de la lidocaina (182). Ademas, otros

investigadores como Lahat y cols describen tras estudiar lineas de células T humanas
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estimuladas que la administracion de lidocaina intravenosa bloquea a la via NFkB por un
mecanismo dosis dependiente. Su administracién también inhibe la proliferacion de LT
y de citoquinas proinflamatorias derivadas de LT (IL-2, TNF- a e IFN-y) de manera dosis

dependiente al inhibir la expresion de su mRNA mediada por el factor NFkB (183) .

Aunque en nuestro estudio no se muestra que la administracion de lidocaina altere
directamente a esta via de sefializacion, probablemente porque no se alcanzan dosis tan
elevadas como en los estudios mencionados, si que se aprecia que el inhibidor
citoplasmatico de NF-KB (IKB), que bloquea la activacion y translocacion al nucleo de
la NF-Kb, se encuentra disminuido en el grupo control y no sufre cambios en el grupo de
la lidocaina. Por ello, se cree que al menos una parte del efecto protector de la lidocaina
visto en nuestra investigacion, se debe al mantenimiento de los niveles de los inhibidores
de esta via. Probablemente, esta inhibicion se relaciona con el efecto del NO sobre IKB,

tal y como se ha demostrado en otros estudios previos (113) (184) (185).

Como se ha comentado previamente, la VUP es considerada un modelo clinico de
I/R. En nuestro trabajo se observa una proteccion frente a los fenomenos de I/R en el
grupo lidocaina, que concuerda con la reconocida proteccion frente a I/R demostrada por
otros autores (186). El papel de la lidocaina en la atenuacion del dafio por I/R en diferentes
6rganos como el cerebro, pulmon, corazon o higado ha sido ampliamente analizado (24)
(190,191). La lidocaina disminuye de la adhesion y migracion de los PMN, inhibe los
neutrdfilos activados y como consecuencia, evita la liberacion de radicales de oxigeno
(16, 19) (187) (188). También se ha relacionado a la lidocaina con un efecto como

estabilizador de membrana de los hepatocitos en la I/R (189).

Basandonos en la proteccion que ofrece la lidocaina frente al dafio por I/R en
diferentes organos se disefia el trabajo actual, para evidenciar los efectos de la
administracion de la misma analizando biopsias hepdticas. Se utiliza para ello un modelo
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porcino que es el mas parecido fisiolégicamente al ser humano, y se encuentran resultados

a favor de la proteccion de lidocaina en dafio secundario hepatico a I/R pulmonar.

La I/R es un mecanismo importante de dafio hepatico, sobre todo en cirugia de reseccion
hepatica o cirugia de trasplante hepatico, aunque en menor escala la I/R que tiene lugar
en pulmén tras CRP con VUP repercute a nivel hepdtico y otros organos al
descompartimentalizarse la respuesta local a nivel sistémico. Existen numerosos estudios

de I/R en diferentes 6rganos con afectacion hepatica (123) .

La lesion celular producida durante la isquemia se amplifica tras la reperfusion,
liberandose patrones que son reconocidos por los receptores de las células de Kupffer,
que como respuesta liberan citoquinas y quimiocinas, aumentando los niveles de las

mismas, pudiendo superar entre cien y mil veces su valor basal (145).

El mecanismo por el cual la lidocaina atentia el dafio por I/R podria estar
relacionado con su interferencia en las diferentes fases de la movilidad de los PMN
neutrdfilos hacia el lugar afectado y su adhesion al endotelio, disminuyendo asi el nimero
de neutrofilos efectores y como resultado de las moléculas proinflamatorias liberadas por
los mismos en el lugar de inflamacion, especialmente de TNF-a e IL-1. Los neutrofilos
median la lesion tisular post-isquémica liberando ROS y enzimas proteoliticas, la
adherencia del neutrdfilo al endotelio es un proceso de varios pasos que implica la
secuencia de moléculas de adhesion (177). Por tanto, el dafio de los PMN en la

inflamacion “estéril” que supone la I/R disminuye con la administracion de lidocaina.

En diferentes trabajos con modelos animales experimentales porcinos y caninos
se observa como la lidocaina reduce el dafio por I/R y minimiza la extension de la zona
infartada en el miocardio. El mecanismo por el que esto sucede se relaciona con un menor
numero de PMN en la zona de lesion por la interaccion del AL con el proceso de adhesion,

y con la inhibicion de otras funciones del PMN como liberaciéon de ROS (177).
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Los PMN tratados con lidocaina cambian morfolégicamente, se forman menos
pseudopodos y rugosidades en su membrana, ademds se tornan mas redondeados. La
lidocaina actia inhibiendo los canales rapidos de sodio y los canales lentos de calcio
(129), el aumento en el calcio citosolico libre en PMN y en células endoteliales es un
evento de sefalizacion para la adhesion leucocito-endotelio, y tiene funcidon reguladora
en la permeabilidad vascular, adhesion y migracion de PMN. Todas estas senales de
activacion se ven inhibidas con la administracion de lidocaina intravenosa (192). El efecto
de la lidocaina en la adhesion y secuestro de PMN puede ser el mecanismo de accion
principal por el que se disminuye la lesion por I/R en nuestro trabajo, ademas, puede tener

efectos adicionales su efecto bloqueador de los canales de iones de calcio.

5.3 METABOLISMO DEL OXIDO NiTRICO (NO):

El NO y sus derivados juegan un rol importante en la fisiologia y fisiopatologia
hepatica. Es bien conocida la relacion entre el aumento de la concentracion de NO en
situaciones como la infeccion, inflamacion o sepsis, involucrandose incluso en la

fisiopatologia del desarrollo de un fallo hepatico en estas entidades (193).

En el higado, las isoformas de NOS predominantes son iNOS y eNOS. En
general, el efecto de la eNOS en los sinusoides y hepatocitos es protector frente al
desarrollo de enfermedades (194), mientras que la iNOS se relaciona con el desarrollo de
procesos patologicos, como necrosis € infamacion, activacion de la via NFkB y expresion

elevada de ARNm de TNF-a (195) (196).

Cuando existe una lesion/agresion hepdtica, se expresan mayores niveles de
6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) por parte de los hepatocitos, lo que produce
grandes cantidades de NO. Este hecho contribuye a la lesion celular, debido a la accion
proinflamatoria de iNOS, disminuye el NO disponible y se produce mayor estrés

oxidativo (103) (197).
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Regular la produccion en grandes cantidades de la isoforma iNOS en situaciones
de agresion/inflamacion es un punto critico en la supervivencia celular y la respuesta
inflamatoria, motivo por el cual en nuestro trabajo se miden los niveles de iNOS y eNOS

en biopsia hepatica.

En nuestro trabajo se observa un efecto protector de la lidocaina frente al

desajuste entre el equilibrio de iNOS/eNOS.

La administracion de lidocaina intravenosa en nuestro modelo experimental
produce un descenso de iNOS y un incremento de eNOS en el grupo lidocaina respecto a
las mediciones obtenidas en los demas grupos. Probablemente exista una compensacion
entre ambas isoformas y es por ello que el metabolismo de NOx se mantiene estable,

demostrando el efecto protector hepatico de la lidocaina en el metabolismo del NO.

Yuan y cols en un estudio en el que utilizan un modelo murino de dafio hepéatico
inflamatorio, encuentran que el aumento de NO hepatico es atribuible a un descenso de
eNOS e incremento de iNOS, pues ratones “knockout” para iNOS se encuentran
protegidos contra dicha lesion hepatica (180). Otros estudios también encuentran relacion

entre el incremento de iNOS y la lesion hepatica inflamatoria (198) (199).

En distintos estudios experimentales donde se emplean lineas celulares de
macrofagos (184,189) se demuestra como la administracién de lidocaina inhibe la
produccion de NO de forma dependiente de la dosis (200) (201). Parece ser que esta
suprime la captacion de L-arginina e inhibe la expresion de iNOS, por un mecanismo que

posiblemente involucra a los canales de sodio dependientes de voltaje (189).

En otros cultivos celulares (33) también se ha observado un efecto inhibidor de
TNF-a inducido por la activacion de eNOS en las células endoteliales microvasculares de

pulmoén, lo que previene la produccion de NO y la propagacion de la sefializacion
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inflamatoria (181). Sin embargo, a nivel hepatico no existe una extensa bibliografia al
respecto, por lo que se consideran relevantes las mediciones obtenidas en nuestro trabajo

en relacion al metabolismo del NO.

Previamente nuestro grupo ha mostrado como la lidocaina proporciona un
equilibrio entre ambas isoformas a nivel pulmonar (69). Varias investigaciones
experimentales previas realizadas en macrdofagos, observan como la administracion de
lidocaina tiene efectos protectores sobre el metabolismo del NO al disminuir
significativamente los niveles de iNOS (35) . Huang y cols en su estudio tratan los
macrofagos con LPS, inductor/activador de receptores (destacando el TLR4) de
membrana de macrdfagos hepaticos, y se observa que estos aumentan la produccion de
NO a partir de la isoforma iNOS y activan la via NFkB al liberar ROS (203). Con dicha
estimulacion celular se permite valorar los efectos inhibidores de la administracion de
lidocaina sobre iNOS. Se confirma que la lidocaina tiene efectos inhibidores
significativos en la transcripcion de iNOS, haciendo evidente la capacidad

antiinflamatoria de la lidocaina (189).

En nuestro estudio se observa como la lidocaina suprima la liberacion de NO
por parte de los macrofagos activados puede ser la clave de la atenuacion del dafio

hepatico, en un contexto de dafio hepatico inflamatorio postoperatorio.

5.4 APOPTOSIS:

La apoptosis ocupa un papel importante en el dafio del hepatocito de muchas de
las enfermedades hepaticas. Los diferentes mecanismos de la apoptosis hepatica se
complican por multiples vias de sefializacion y multiples mecanismos de apoptosis,
pudiendo dominar uno en cada etapa sobre los otros (185). En nuestro estudio, se

comprueba como el balance entre los mediadores pro y anti apoptoticos en las biopsias
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hepaticas de los modelos experimentales que habian recibido lidocaina se inclina hacia

un efecto antiapoptotico.

La inflamacién es inherente al proceso quirtrgico y causa activacion de
neutrdfilos, célula efectora por excelencia del proceso inflamatorio, por lo que el control

de los mismos por el proceso de apoptosis es vital durante la inflamacion.

La respuesta inflamatoria asociada a cirugia inhibe el proceso de apoptosis de
los neutréfilos in vitro, especialmente en la primera hora postoperatoria pero
extendiéndose este impacto hasta las 24h postoperatorias, lo que se asocia con fendmenos
de I/R, procesos inflamatorios y SRIS (15). Esta inhibicién puede estar relacionada con
la liberacion de mas neutréfilos inmaduros al torrente sanguineo tras la cirugia. Parece
que la administracion exdgena o los niveles elevados de interleuquina IL-10 contrarrestan
esta inhibicion de la apoptosis de neutrofilos durante el postoperatorio por parte de las
citoquinas proinflamatorias, al contrario que el efecto de IL-6 que contribuye a aumentar
la supervivencia de los neutrofilos, fendémeno que in vitro se puede contrarrestar con la

administracion de IL-10 (204).

Fanning y cols observan en cirugia traumatologica como la administracion de
plasma de los pacientes intervenidos obtenido a las 24 del postoperatorio contrarresta la
inhibicion de la apoptosis de neutréfilos y el aumento de IL-6, a diferencia del plasma

obtenido la primera hora postquirtrgica (204).

Existe bibliografia que analiza la apoptosis hepética con cirugia de reseccion
intestinal masiva, observando que no solo la nutriciéon parenteral necesaria tras estos
procedimientos conlleva una disfuncidon hepatica, sino que la cirugia per se causa dafios
y aumenta la apoptosis (205). Se ha descrito también en cirugia toracica, como la VUP
ocasiona un incremento en la concentracion de macréfagos en los alveolos pulmonares,

estos macrofagos son la fuente principal de produccion de TNF-a, ademas de otros
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mediadores inflamatorios, que cuando alcanzan determinadas concentraciones se vierten
al torrente sanguineo y favorecen procesos de apoptosis en neutréfilos (206). En nuestro
trabajo, se pone de evidencia un aumento en la produccion de TNF-a, que se libera a
consecuencia del dafio producido por la cirugia de reseccion pulmonar y el uso de
ventilacion unipulmonar asociado a la misma, con el consecuente impacto favorecedor

que esto conlleva en los procesos de apoptosis.

Se ha demostrado el papel protector antiapoptdtico de la lidocaina en diferentes
estados inflamatorios (125) (207) (173). Pero existen resultados contradictorios ya que
no todos los estudios observan este efecto antiapoptdtico de la lidocaina (185) (208). La
bibliografia en relacion al papel de la lidocaina en procesos de I/R encuentra un papel
claramente antiapoptdtico de la misma, aunque los mecanismos todavia no estan claros

(190) (209) (207).

Existen numerosos estudios del rol antiapoptético de la lidocaina en I/R cerebral
donde se postulan como posibles mecanismos de la inhibicion de la apoptosis un descenso
en la actividad del citocromo ¢ y de las caspasas ejecutoras, por lo que su administracion
podria ser un tratamiento de prevencion en el dafo isquémico cerebral (190). También en
I/R tras eventos coronarios, se ve una reduccion en la zona del infarto con la
administraciéon de lidocaina iv, y aunque los mecanismos no estan dilucidados por

completo, apuntan mas a su accion antiapoptotica que a su efecto antinflamatorio (207).

Los mecanismos concretos por los que la lidocaina atentia la apoptosis no estan
completamente claros. Se sabe que bloquea por un lado la via extrinseca de la apoptosis
al disminuir la cantidad de citoquinas proinflamatorias, especialmente el TNF-a (210).
Por otro lado, bloquea la via intrinseca mediante el descenso en las proteinas de la familia
bcl-2 y de PUMA. El aumento de determinados mediadores inflamatorios como puede

ser el TNF-a estan relacionado con el inicio de la apoptosis. En nuestro modelo
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experimental, se analizan marcadores de apoptosis que corresponden a la activacion de la
misma por la denominada via intrinseca, y se observa analizando muestras de biopsia
hepatica obtenidas a las 24 horas del procedimiento, como la administracion intravenosa
de lidocaina en CRP con VUP disminuye los niveles de las proteinas proapoptdticas a
estudio (BAX, BAD, BAD, BCLXI y PUMA). Es por ello que podemos atribuir a la
lidocaina propiedades de modulacidon en la respuesta apoptotica hepatica secundaria a

CRP con VUP.

Pensamos que la disminucion de expresion de la proteina proapoptética PUMA
fue el determinante mayor del efecto antiapoptotico observado en nuestro estudio. PUMA
es una proteina que actiia como mediador clave de la funcion de p53 en el citosol, que es
un importante factor de transcripcion que activa y regula la apoptosis. Song Cheng y cols
(55) analizan niveles de la proteina proapoptotica PUMA en higados de modelos murinos
tras hepatectomia de hasta un 70%. Se sugiere que, durante la regeneracion hepatica
temprana la regulacion a la baja de PUMA puede contribuir a la supresion de la apoptosis
y la inflamacion. Se analiza como tras cirugia de reseccion hepdtica existe un incremento
de los niveles de PUMA, BAX y BCL-XL progresivo, que se relaciona con un aumento
de la apoptosis, aumento de la induccion de las células de Kupffer e incremento de
infiltracion de neutréfilos, asi como mayor numero de hepatitis fulminante y de
mortalidad. La lidocaina disminuye la expresion de PUMA en nuestro estudio en
comparacion con el grupo CONTROL. El mecanismo por el cual esto sucede puede estar
relacionado con la regulacion negativa del gen p53 y una regulacion positiva de BCLXL,

que ocasiona un efecto citoprotector en la regeneracion hepatica.

En el estudio de Song Chen y cols se manipulan o inducen los niveles de PUMA
en higado utilizando vectores de adenovirus, se observa como en la expresion de PUMA

altamente inducida provoca hepatitis fulminante 48horas después del tratamiento y su
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induccion de manera mas ligera se relaciona con una mortalidad mayor durante el
postoperatorio y un incremento de la apoptosis, niveles superiores de BAX, estimulacion
de las células de Kupffer que liberan mayores cantidades de quimiocinas y mayor

acimulo de neutrofilos con respecto al grupo control (104).

Ademéds, la administracion de lidocaina en células tumorales parece tener un
impacto beneficioso. Parece que tanto in vitro como in vivo su administracion inhibe la
proliferaciéon y migraciéon de células cancerosas e induce la apoptosis (211). Se ha
observado el papel antitumoral de la lidocaina en diferentes cénceres, entre ellos el
hepatocarcinoma, los estudios coinciden en que la lidocaina en concentraciones
clinicamente relevantes, tiene efecto antiproliferativo en el hepatocarcinoma, efectos
tiempo y dosis dependientes (212,213). Algunos de los mecanismos por los cuales la
lidocaina parece tener acciones beneficiosas en determinados tumores parece relacionado
con su capacidad induccién de la apoptosis de células tumorales, que en ocasiones se ha
relacionado con la regulacion de MAPK, aumento de la expresion de BAX y caspasas
ejecutoras como la caspasa 3 o un descenso en los niveles de la proteina antiapoptotica

bel-2 (214).
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6. Conclusiones
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Las conclusiones son las siguientes:

1) La cirugia de reseccion pulmonar con ventilacion unipulmonar se asocia en
nuestro estudio a un aumento de expresion de los mediadores inflamatorios

hepaticos

2) Nuestros resultados sugieren que el uso intraoperatorio de perfusion de
lidocaina intravenosa modula la respuesta inflamatoria hepéatica postoperatoria

asociada a la cirugia de reseccion pulmonar con ventilacién unipulmonar.

3) La administraciéon de lidocaina intravenosa durante este procedimiento se

asocia a un efecto antiapoptotico a nivel del parénquima hepatico.

4) Los resultados obtenidos sugieren que la administracion intravenosa de
lidocaina durante la cirugia de reseccion pulmonar con ventilacion unipulmonar
puede ejercer en el higado un efecto de proteccion sobre el metabolismo del

oxido nitrico.
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