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RESUMEN

En el siguiente trabajo se pretende estudiar el efecto del
precondicionamiento isquémico clasico sobre el sindrome de isquemia-
reperfusion pulmonar, a través de un modelo experimental de autotrasplante
pulmonar en cerdos. El sindrome de isquemia-reperfusion acontece cuando un
organo o sistema es privado de flujo sanguineo durante un periodo de tiempo
determinado y posteriormente es restablecido. Si bien es un fendémeno
ampliamente analizado en distintos drganos y sistemas, no se ha descrito en tal

profundidad cuando ocurre a nivel pulmonar.

La fisiopatologia de este sindrome resulta muy compleja y no del todo
conocida en el momento actual, aunque cada vez existen mas estudios que
intentan desentrafar los diferentes mecanismos implicados en el mismo. Se
podria decir que la isquemia a nivel pulmonar produce una intrincada respuesta
inflamatoria, en la que intervienen multitud de mediadores inflamatorios, y que
provoca dafio local importante. Ademas, a la hora de restablecerse el flujo
sanguineo, dichos mediadores inflamatorios alcanzan la circulacion sistémica, de
forma que la respuesta inflamatoria inicial se amplifica con la consiguiente

repercusion sistémica.

El modelo experimental que se presenta en este trabajo consiste en la
practica de una neumonectomia pulmonar izquierda al sujeto de
experimentacion, tras el que se realiza una lobectomia inferior izquierda ex-situ

y finalmente se reimplanta dicho l6bulo inferior izquierdo.
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Se divide a los animales de experimentacion en dos grupos: uno
experimental, al que se le practica el precondicionamiento isquémico clésico
justo antes de finalizar la neumonectomia izquierda, clampando la arteria
pulmonar izquierda durante dos periodos de 5 minutos seguidos de 5 minutos de
reperfusion cada uno y al que, posteriormente se le realiza el clampaje definitivo
de la arteria pulmonar izquierda para llevar a cabo la neumonectomia izquierda;
y otro grupo control, al que se le practica la cirugia sin precondicionamiento
previo. Una vez realizada la neumonectomia se realiza una lobectomia craneal
ex-situ y a continuacion se reimplanta el 16bulo inferior izquierdo. La
reperfusion del injerto se mantiene durante 30 minutos. Una vez finalizado el
experimento se sacrifica al animal aumentado la profundidad anestésica y

administrando cloruro potasico que produce la muerte por cardioplejia.

Tomamos muestras en cinco momentos diferentes en cada experimento:

1) Basal: se extraen muestras de sangre arterial, para analizar la gasometria

arterial y se realiza un estudio hemodindmico treinta minutos tras la realizacion

de la toracotomia.

2) Pre-neumonectomia: antes de completar la neumonectomia izquierda, se

realiza un nuevo estudio hemodindmico, se extrae otra gasometria arterial y una
biopsia de tejido pulmonar (del 16bulo craneal). En este momento el animal ya

permanece bajo la ventilacion unipulmonar.
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3) Pre-reperfusion: antes de reperfundir y ventilar el 16bulo caudal
izquierdo, que ya ha sido reimplantado, se realiza otro estudio hemodinamico, se
extrae una gasometria arterial y una muestra de tejido pulmonar.

4) 10 minutos post-reperfusion: se realizan los mismos estudios 10 minutos

después de reimplantar el 16bulo caudal.

5) 30 minutos post-reperfusion: se realizan los estudios a los 30 minutos de

la reperfusion del 16bulo caudal izquierdo antes de finalizar el experimento.

Se consideran parametros hemodindmicos (FC, PAM, PAP, PCP, PVC, IC),
gasomeétricos (pO2, pCO2 y pH), diferentes pardmetros bioquimicos (citoquinas,
mediadores de estrés oxidativo, mediadores de activacion leucocitaria y RLO) y
el edema pulmonar. Los resultados se expresan como la media y la desviacion
estandar. Para comprobar la normalidad de las variables se aplica la prueba de
“Kolmogorov-Smirnov”. Se emplearon test no paramétricos, dado que las
variables no siguen la normalidad. El test de “U de Mann-Whitney” se utiliz6
para establecer diferencias entre los grupos analizados, que son muestras
independientes. La significacion estadistica empleada fue p<0.05 y se utiliz6 el
programa informatico SPSS 14.0 (SPSS Inc, Chicago, USA) para analizar los

datos estadisticos.

Los resultados de nuestro experimento ponen de relieve lo siguiente:
presentamos dos grupos de experimentacion, control y PCI, homogéneos desde
el punto de vista demografico y de tiempos quirtirgicos. Ademas, no observamos
diferencias significativas en cuanto a los pardmetros hemodinamicos analizados

asi como en el edema pulmonar.

14



El resto de parametros obtenidos apuntan a una menor respuesta
inflamatoria, una menor alteracion bioquimica y gasométrica en los sujetos a los
que se les practica el precondicionamiento isquémico. Se obtienen diferencias
estadisticamente significativas a favor del grupo precondicionamiento:

- Megjora el intercambio gaseoso del injerto ( sangre venosa pulmonar).

- Disminuye los niveles de citoquinas pro-inflamatorias: IL-1 y TNF-a..

- Disminuye los niveles de lipoperoxidos , lo cual indica un menor dafio

celular.

- Disminuye los niveles de mieloperoxidasa, que refleja una menor

activacion leucocitaria.

- Disminuye los niveles de NO y NO sintetasa inducible, que estan

relacionados con los efectos deletéreos del mismo; mientras que aumenta
los niveles de NO sintetasa endotelial y neuronal que estan relacionados

con los efectos beneficiosos del Nitrico.

Los efectos del precondicionamiento isquémico se ponen de manifiesto
desde fases muy iniciales del sindrome de isquemia reperfusion (hasta 30
minutos post-reperfusion) y pueden estudiarse gracias a nuestro modelo

experimental de autotrasplante pulmonar en el cerdo.

En conclusion podriamos afirmar que, segiin los resultados de nuestro
estudio, el precondicionamiento isquémico clasico podria constituir una
herramienta terapéutica eficaz a la hora de modular las alteraciones
producidas como consecuencia del sindrome de isquemia reperfusion

pulmonar.
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The present study aims at analysing the effect of classic ischemic
preconditioning on the ischemia-reperfusion syndrome throughout an
experimental model of lung autotransplant in pigs. In order to clarify the
terminology, let us specify that that this type of injury occurs when an organ or
system is deprived of blood flow during a certain period of time after which it is
subsequently restored. It is true that, regarding certain organs and systems, it is a

widely studied phenomenon, but this is not the case when referring to the lungs.

Even though the pathophysiology of this syndrome is very complex and not
entirely known up to now, the amount of research which intends to explain the
different mechanisms that it involves is increasing. Therefore, in this sense, it
could be stated both that lung ischemia triggers a complex proinflammatory
response, including a high number of inflammatory mediators, and that it
stimulates important local injury. In addition, when the blood flow is restored
these inflammatory mediators reach systemic circulation, and amplify initial

inflammatory response with the consequent systemic repercussions.

The experimental model presented in this study is on left lung pulmonary
pneumonectomy, with later reimplantation of the left lower lobe of the lung in
pigs. Concerning the procedure itself, first of all, the animals involved were

divided in two different groups:
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- the experimental group, in which classic ischemic preconditioning was
carried out just before finishing the left pneumonectomy, by clamping
the left pulmonary artery during two periods of 5 minutes each, followed
by 5 minutes of reperfusion each of them. After that, definitive clamping
of left pulmonary artery was performed.

- and the control group, in which no preconditioning was carried out

before the surgery.

Once the pneumonectomy was done, a cranial lobectomy ex situ followed
by the lower left lobe reimplantation was performed. The graft reperfusion was
removed after 30 minutes. When the experiment was finished, the animal was
killed by increasing anaesthetic depth and administering potassium chloride

which causes death by cardioplegia.

Samples were collected in five different moments in each experiment:

1) Basal: artery blood for arterial gasometry was extracted and a
hemodynamic study was carried out 30 minutes after the thoracotomy was
performed.

2) Pre-pneumonectomy: before completing the left lung pneumonectomy

procedure, we perform there was a new hemodynamic study, a newanother
arterial gasometry and a biopsy of a pulmonary tissue extraction ( cranial lung
lobe). In this momentomoment, the animal remains under unipulmonary

ventilation.
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3) Pre-reperfusion: before the left lower lobe reperfusion and ventilation,

another hemodynamic study, arterial gasometry and lung biopsy were carried
out.

4) 10 min. Post-reperfusion: the same procedure was repeated 10 minutes

after graft reperfusion.

5) 30 min Post-reperfusion: the same procedure was performed after 30

minutes of graft reperfusion, just before finishing the clinical trial.

Hemodynamics, gasometrics and different biochemical parameters, together
with lung oedema were analysed. Data are shown as the media and the standard
deviation. In order to check the normality of the values the “Kolmogorov-
Smirnov” test was performed. The reason for using a non parametric test was
that the data were not distributed according to the normal. Furthermore, the
“Mann- Whitney U” test was applied in order to find differences between the
two groups. The statistical significance was p<0,05 and SPSS 14.0 (SPSS Inc,
Chicago, USA) was used so as to analyse the statistic values. Finally, t he two
experimentation groups presented neither differences from the demographic data
and surgery time point of view, nor statistically significant differences regarding

hemodinamycs and lung oedema.

With respect to the results, it has to be noted that lower inflammatory
response, and lower biochemical and gasometric alteration were found in the
group of pigs that went under ischemic preconditioning than in the other one. In
addition, the following important differences pro preconditionig group were also

obtained:
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o Ischemic preconditioning improved graft oxygenation (venous
pulmonary blood).

o Ischemic preconditioning decreased proinflammatory cytokines: IL-1,
TNF-oa.

o Ischemic preconditioning decreased levels of lipoperoxides, which
implied less cellular injury.

o Ischemic precontidioning decreased levels of mieloperoxidase, which
entailed less leukocyte activation.

o Ischemic preconditionig decreased levels of NO and NOS inducible, that
are related to deleterious effects; and it also increased the levels of

endothelial and neural NOS, that are related to the benefits of NO.

It has to be noted that this lower affectation is evidenced from the very early
stages of the ischemic-reperfusion syndrome (up to 30 minutes postreperfusion)
and it can be studied thanks to our experimental model of lung autologus

transplantation in pigs.

In conclusion, it can be said that, according to the results of our study,
classic ischemic preconditioning could constitute an effective therapeutic
tool when modulating consequent alterations produced by lung ischemic

reperfusion syndrome.
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1. INTRODUCCION
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1.1. SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION

La privacion de flujo sanguineo a un determinado tejido (periodo de
isquemia) y su posterior restablecimiento (periodo de reperfusion), origina una

serie de alteraciones conocidas como sindrome de isquemia-reperfusion (SIR).

Cada tejido presenta una sensibilidad y resistencia frente a la isquemia. Asi
por ejemplo, el cerebro resiste pocos minutos, mientras las extremidades pueden
soportar hasta horas de isquemia. Otro factor que influye en el desarrollo del
SIR es la rapidez de instauracion de la isquemia, es decir, si se produce de forma
aguda o, por el contrario, se instaura de forma cronica. Ademas, la falta de flujo

sanguineo puede ser total o parcial.

En la practica clinica existen numerosas situaciones en las que se puede
desarrollar un SIR, siendo el caso de los trasplantes el mas llamativo. Tras un
trasplante, el SIR es una de las principales causas que intervienen en la pérdida
del o6rgano trasplantado. Para evitarlo, se han desarrollado diferentes estrategias
de preservacion del injerto, mediante diferentes tipos de isquemia y soluciones
de preservacion. Ademads, el SIR puede desencadenarse tras infartos, sindrome

de aplastamiento, incluso situaciones de bajo gasto cardiaco y choque.

El SIR presenta una fisiopatologia compleja y no del todo conocida. En

general, podemos hablar tanto de lesiones en la fase isquémica, como en la fase

de reperfusion:
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Durante la fase de isquemia, se producen lesiones relacionadas con la falta
de oxigeno. Se alteran los fendmenos respiratorios celulares, y el
metabolismo aerobio se transforma en anaerobio. Ademas, aumenta el acido
lactico con la consiguiente acidosis metabolica. En este contexto, se produce
una alteracion del gradiente transmembrana, que genera un aumento del
calcio citosolico. El incremento del calcio intracelular activa numerosos
sistemas enzimaticos, entre los que se encuentran lipasas y proteasas que
estan implicadas en la respuesta inflamatoria. También se activa el sistema
de la xantina oxidasa, implicada en la produccion de radicales libres de

oxigeno (RLO), de gran importancia etiopatogénica en el SIR (1).

La reperfusion, implica la nueva entrada de sangre y oxigeno. Supone
también el paso de sustancias toxicas desde el tejido isquémico al resto del
organismo. Los metabolitos toxicos resultantes de la isquemia reaccionan
con el oxigeno, produciéndose una multiplicacion de mediadores
inflamatorios. De hecho, la fase de reperfusion se ha relacionado con la
mayor parte de las lesiones que se producen en el SIR. Hay que sefialar que,
al inicio de la reperfusion, aparecen una serie de lesiones diferentes a las que

tienen lugar 4-6 horas después.

Todo lo anteriormente expuesto genera dafio tanto a nivel local como a nivel

sistémico. A nivel local, por ejemplo en el caso del pulmon, se produce aumento

de la permeabilidad microvascular y acumulo de neutrofilos, macréfagos y

linfocitos, pudiéndose desarrollar edema pulmonar no cardiogénico (2) (distrés

respiratorio).
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A nivel sistémico se desarrolla acidosis metabdlica hiperkaliémica, destruccion
muscular con mioglobinemia y mioglobinuria. El fracaso multiorganico es la
maéxima expresion de una respuesta inflamatoria desmesurada provocada por el
SIR. Se dafian 6rganos y sistemas que en principio no estaban afectos por el SIR
(lesiones a distancia). El primer 6rgano afectado suele ser el pulmoén, lo que
puede provocar insuficiencia respiratoria en las primeras 24-72h post-
reperfusion y que puede finalmente conducir a un distrés respiratorio.
Posteriormente se suelen afectar el higado, el rifidon, el sistema gastrointestinal,

el corazon (3) y, finalmente, el sistema nervioso central (4).

Se han descrito tres tipos de isquemia a la que se somete al injerto:

1) Isquemia caliente: se produce interrupcion del flujo sanguineo del injerto,
pero la temperatura se mantiene al mismo nivel que la que tiene en

condiciones fisiologicas.

2) Isquemia fria: se desarrolla con el injerto fuera del organismo, a baja
temperatura (4°C) con el fin de disminuir los requerimientos metabolicos al
maximo antes de la reimplantacion. La hipotermia, ademas de disminuir la
tasa metabolica, disminuye la destruccion de componentes celulares
esenciales, pero, a su vez, provoca la activacion de mediadores inflamatorios
que son deletéreos para el injerto y que contribuyen a la fisiopatologia del

SIR pulmonar.
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3) Isquemia tibia: el injerto se mantiene a una temperatura entre 12-14°C

durante el menor tiempo posible, hasta que es posible implantarlo en el
donante. Este tipo de isquemia se comienza a desarrollar con la mejora del
manejo de donantes en asistolia, donde es fundamental la preservacion de los

organos hasta que se puede hacer la explantacion de los mismos.

1.2. SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSION PULMONAR

El SIR ha sido ampliamente estudiado en diferentes érganos y sistemas como

corazdn, higado o rifidn. Clasicamente se pensaba que el pulmoéon no se veia

afectado por este sindrome, ya que estaria protegido por el oxigeno alveolar y la

presencia de doble circulacion sanguinea(5) (la procedente de la circulacion

pulmonar y la procedente de la circulacion sistémica a través de las arterias

bronquiales). Pero la realidad es que el pulmoén es un o6rgano afecto por el SIR,

que se pone de manifiesto en numerosas situaciones clinicas. En concreto,

podemos hablar de SIR a nivel pulmonar en caso de:

Trasplante pulmonar (ultimo escalon terapéutico en multiples patologias,
como son la fibrosis quistica y las bronquiectasias, la hipertension pulmonar
primaria, la fibrosis pulmonar idiopatica y el enfisema pulmonar).
Angioplastia de las arterias pulmonares.

Reseccion de tumores pulmonares ex- situ.

Situaciones de bajo gasto cardiaco y choque.

Fracaso multiorgénico.

Ventilacion unipulmonar.
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La importancia del SIR a nivel pulmonar radica, entre otras cosas, en que
constituye la segunda causa mas importante implicada en la pérdida del 6rgano
trasplantado tras el rechazo inmunologico. Ademas, se considera la primera
causa de disfuncion primaria del injerto, aumenta el riesgo de rechazo agudo y, a
medio y largo plazo, aumenta el riesgo de rechazo cronico por bronquiolitis
obliterante (6). Por todo ello, el SIR pulmonar aumenta significativamente la
morbi-mortalidad temprana tras un trasplante pulmonar. Puede afectar hasta al
25% de los pacientes que reciben un trasplante pulmonar y se ha asociado a la
fase de isquemia caliente durante la implantacion del érgano. Aparece a pesar de

mejorar el manejo del donante, del 6rgano a trasplantar y del receptor.

El estudio de los fendémenos implicados en el SIR pulmonar es de gran
importancia para desarrollar estrategias terapéuticas que ayuden a prevenirlo y
tratarlo. La mayoria de las estrategias terapéuticas, van encaminadas a modular
la respuesta inflamatoria a nivel post-transcripcional, es decir, una vez que se
han sintetizado los mediadores (proteinas) inflamatorias. Pero cada vez hay mas
lineas de investigacion dirigidas a inhibir la respuesta inflamatoria a nivel pre-

transcripcional, es decir, antes de que se sinteticen las proteinas.

El SIR que tiene lugar tras un trasplante pulmonar, ocurre tipicamente en las
primeras 72h post-trasplante y se caracteriza por dafio alveolar inespecifico,
edema pulmonar (alveolar e intersticial) e hipoxemia, todo ello en grado variable
(7). Clinica y radiologicamente, el SIR se caracteriza por la aparicion de
infiltrados pulmonares (desde un leve infiltrado radioldgico hasta un cuadro de

distrés respiratorio del adulto) e hipoxemia.
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A nivel pulmonar, ya hemos visto que existe una caracteristica especial que
lo hace diferente frente a otros drganos, la presencia de oxigeno en los alveolos
que protegeria al o6rgano durante la fase de isquemia, manteniéndose el
metabolismo aerobio y previniendo la hipoxia. Se trataria pues de “isquemia
pulmonar no hipoxica”. Hay que distinguir entre el estrés oxidativo que tiene
lugar como consecuencia de la isquemia y el que se produce como consecuencia

de la hipoxia-anoxia (5).

- Durante la hipoxia y finalmente la anoxia, se produce un descenso brusco
del ATP, lo que resulta en un incremento de la hipoxantina. La hipoxantina,
al reintroducirse el oxigeno durante la reperfusion, dara lugar a la aparicion

de radicales libres de oxigeno (RLO).

- Durante la isquemia, las células endoteliales detectan el descenso del
flujo sanguineo y se produce una despolarizacion de su membrana. Se activa
entonces la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH
oxidasa), el factor nuclear kB y la 6xido nitrico sintetasa (NOS) dependiente
de calcio/calmodulina. También se produce un aumento de integrinas,
selectinas y endotelina 1. Todo ello estd implicado en la sintesis de RLO y en
la respuesta inflamatoria (8, 9). Los RLO producen peroxidacion de las
membranas lipidicas de las células y, finalmente, la lisis y muerte celular

(figura 1).
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FIGURA 1. Esquema de del daiio producido por la isquemia y la hipoxia-

anoxia.

MB: membrana,; RLO: radicales libres de oxigeno; PMN: polimorfonucleares neutrofilos;, MF:
macrofagos, ATP: adenosin trifosfato; AMP: adenosin monofosfato.
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Existen diferentes mecanismos etiopatogénicos implicados en el SIR pulmonar:
1. Aumento del estrés oxidativo y sintesis de RLO.
2. Activacion de la respuesta inflamatoria
3. El metabolismo del 6xido nitrico.
Ademas, otros mecanismos implicados estarian relacionados con la alteracion
de la sintesis de fosfolipidos del surfactante pulmonar y con la hipotermia, que
provoca inactivacion de la bomba Na/K, aumento del calcio intracelular y

aumento de los niveles de hierro (10).

1.2.1. Estrés oxidativo

Tiene un papel crucial en la fisiopatologia del SIR. Consiste en la formacion
de RLO como son el anioén superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical
hidroxilo. Son sustancias muy inestables, sobre todo el radical hidroxilo, lo que
quiere decir que reaccionan con facilidad con otras sustancias. Atacan los
enlaces insaturados de los acidos grasos libres de la membrana celular, alterando
no solo la bicapa lipidica sino numerosos sistemas enzimaticos y receptores
celulares. Como consecuencia, se producen graves alteraciones estructurales en
la célula, provocando la lisis celular. Todo este proceso recibe el nombre de
“lipoperoxidacion de membrana”, y durante la misma se generan aldehidos,
entre ellos el malondialdehido (MDO) cuya determinacion es ttil para medir el
grado de lipoperoxidacion de forma indirecta (7).

La sintesis de RLO se produce fundamentalmente a través de dos vias:
a) Acumulo de hipoxantina. Sistema xantina oxido-reductasa.

b)  Via NADPH.
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a. Acamulo de hipoxantina. Sistema Xantina oxido-reductasa:

La hipoxantina es un producto de degradacion de las purinas, y es
metabolizado por un sistema enzimdtico llamado “Xantina oxido-reductasa”™

(XOR). Este sistema cataboliza los dos ultimos pasos del metabolismo de las

purinas (figura 2).

DNA / RNA

ATP GTP
| {
(Are] [sre]
+ +

|ADENOSINA GUANOSINA

INOSINA | =" HIPOXANTINA ~GUANINA

XOR ]

FIGURA 2. Metabolismo de las purinas.

ADN: dcido desoxirribonucleico, RNA dcido ribonucleico;, ATP: adenosin trifosfato; AMP:

adenosin monofosfato;, GTP: guanosin trifosfato; GMP: guanosin monofosfato; XOR: xantina
oxido-reductasa.

Es un sistema enzimatico presente en casi todas las especies, y en numerosas

células de 6rganos como el intestino y el higado.

Interviene en multitud de reacciones redox y tiene un papel determinante en la

sintesis de RLO (10) (figura 3).
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FIGURA 3. Esquema formacion de RLO durante la reperfusion-

reoxigenacion.

La hipoxantina aumenta en condiciones de isquemia, en las que la deplecion
de oxigeno provoca un importante descenso en los niveles de ATP, que se va

degradando a AMP, adenosina, inosina y finalmente a hipoxantina.

En condiciones normales, la enzima predominante es la Xantina
deshidrogenasa (constituye hasta el 90% en el tejido sano), que metaboliza la

hipoxantina para formar 4cido urico sin producir RLO.
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Pero en condiciones de hipoxia, aumenta la actividad de la Xantina oxidasa,
que necesita oxigeno para actuar, por eso, durante la reperfusion y la llegada de

oxigeno, esta enzima degrada la hipoxantina generando RLO (6).

El aumento de la hipoxantina y de la xantina oxidasa tiene lugar cuando la

tension alveolar de oxigeno cae por debajo de los 7 mmHg durante la isquemia.
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FIGURA 4. Reacciones en las que interviene el Sistema Xantina Oxidorreductasa.

XOR: complejo xantina oxido reductasa;, NADH: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato.

El alopurinol bloquea la Xantina oxidasa, aunque sus resultados son discretos
en cuanto a la prevencion del SIR (11). Otro farmaco en estudio, el febuxostat

parece tener resultados prometedores bloqueando el sistema enzimatico (10).

Parece ser que la hipoxia aumenta la actividad enzimatica del sistema XOR no

solo de forma precoz (se ha visto que aumenta la actividad a las 4 horas del dafio
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isquémico), sino que también aumentaria el mRNA del XOR tras dias de

estimulo.

El como produce el sistema XOR dafio a nivel pulmonar, se debe a diferentes
mecanismos patogénicos, en intima relacion, por supuesto, con la produccion de
RLO. Hay diferentes estimulos que aumentan la sintesis de XOR, entre ellos
destacan (10):

- hipoxia

- citoquinas: TNFa, IL 1B, yYIFN

- estrés mecanico, en concreto la ventilacion pulmonar con altos
volumenes tidal: aumenta la sintesis de MAP kinasas p38, ERKS,
ERK 2

- endotoxinas

Todo ello incrementa XOR y con ello la produccion de RLO, que provocan
dafio pulmonar de las siguientes formas:
- aumentando el fluido proteinaceo alveolar
- aumentando los polimorfonucleares neutréfilos (PMN)
- aumentando la permeabilidad vascular
- disminuyendo el surfactante, tanto en cantidad, como en calidad

- parece ser que podrian alterar el citoesqueleto celular

Por otro lado, cabe mencionar, que la isquemia disminuye la actividad de la

bomba Na/K, lo que favorece la entrada masiva de calcio al interior de las

células. Esto activa diferentes proteasas, que tienen la capacidad de aumentar la
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forma xantina oxidasa y producir RLO. Existen numerosos estudios que han
demostrado que la administracion al donante de calcio antagonistas, como el

verapamilo, diltiazem o nifedipino, disminuyen este efecto (12).

b. Via de la NADPH ( Nicotinamida-Adenina Dinucleotido Fosfato):

Este mecanismo se encuentra en la membrana de los neutréfilos y de los
monocitos macrofagos. Cataliza la reduccion de oxigeno molecular a peroxido
de hidrogeno y anién superdxido (13). Entre las dos vias de produccion de RLO
existen interrelaciones, de tal manera que una via puede estimular/inhibir a la
otra (el peroxidonitrito y el nitrico inhiben la XOR y la NADPH oxidasa de los
leucocitos, mientras que estas ultimas estimulan la sintesis de los primeros).
Parece ser que el anion superdxido que se genera por accion del sistema XOR a
nivel endotelial, tiene la capacidad de estimular la expresion de moléculas de

adhesion en los neutrofilos y con esto la migracioén de los mismos.

El hierro parece tener un papel significativo en el desarrollo del estrés
oxidativo del SIR, ya que se trata de un elemento esencial, pero que en
circunstancias de estrés puede resultar toxico por su alto poder oxidante.

Se ha demostrado el aumento de dafio tisular durante el SIR, si se aportaban
suplementos de hierro. Ademads, parece ser que la desferroxamina, que es un

quelante del hierro, ofrece proteccion a este respecto (14).

Los RLO ademads de presentar efectos nocivos para el pulmén, como hemos

visto con anterioridad, tienen también efectos positivos que cabe mencionar.
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Favorecen la homeostasis, intervienen en la mitosis y diferenciacion celular, y

sirven como mecanismos sefializadores (13).

El organismo tiene una serie de mecanismos fisiologicos que le permiten
protegerse del estrés oxidativo. Entre ellos destacan los siguientes sistemas
enzimaticos: la superdéxido dismutasa (SOD), la GSH-peroxidasa y la
hemoxigenasa (HO). El sistema HO es uno de los mas importantes. Se encarga
de metabolizar el grupo hemo y transformarlo en CO, biliverdina y hierro (11-

13).

1.2.2. Mediadores inflamatorios

Como consecuencia de los fendmenos resultantes del estrés oxidativo que se
han descrito con anterioridad, se desencadena en el pulmoéon dafiado una
compleja respuesta inflamatoria en la que participan diferentes células, asi como

diferentes mediadores inflamatorios.

De entre los mediadores inflamatorios, destacan las citoquinas, el sistema de
complemento y las moléculas de adhesion celular. Estos mediadores pueden
medirse en los tejidos dafiados y sirven para cuantificar de alguna manera la

respuesta inflamatoria.

a) las citoquinas: son glicoproteinas de bajo peso molecular (menos de

30kDa). Son secretadas fundamentalmente por lo macrofagos vy

secundariamente por los linfocitos T.
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Se unen a receptores especificos de membrana y activan cascadas de
transduccion intracelular. Alteran la expresion de determinados genes lo que
finalmente produce una respuesta biologica concreta. La produccion de
citoquinas suele ser transitoria y limitada al lapso de tiempo que dura el
estimulo. Dentro de las citoquinas se agrupan las interleuquinas, las
quimioquinas, los interferones, factores estimulantes de colonias, factores de
crecimiento y factores de necrosis tumoral (13, 15-24). De todos ellos, los

mas importantes son las interleuquinas y el factor de necrosis tumoral (TNF).

Las interleuquinas son un conjunto de proteinas solubles de bajo peso
molecular. Son sintetizadas principalmente por los leucocitos, aunque
también pueden producirlas las células endoteliales, o el estroma del timo y
la médula o6sea (15). Se conocen al menos 33 subtipos diferentes de
interleucinas y difieren tanto desde el punto de vista bioquimico, como
bioldgico. Asi por ejemplo, las IL-4, IL-10, IL-11 presentan efectos
beneficiosos para el organismo, mientras que las IL-1(a y B), [L-6 e IL-8

presentan efectos deletéreos a la par que su funcion defensiva (15, 16).

La IL-1 fue histéricamente una de las primeras interleuquinas descritas.
Esta codificada en el cromosoma 2. Es una interleuquina sintetizada
fundamentalmente por el macréfago activado. Existen tres formas de esta
interleuquina: IL-/oa que suele ejercer efectos paracrinos en las células
colindantes; /L-1f secretada al torrente sanguineo y relacionada con los
efectos clasicos de la IL-1; /L-1RA que actiia como antagonista bloqueando

la unién de la IL-1a y B con sus receptores correspondientes (17).
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La IL-1 esta implicada en fendmenos inflamatorios al provocar la
liberacion de histamina por parte de los mastocitos. Ademads, tiene efectos
quimiotacticos sobre los granulocitos (18). Aumenta la liberacion de
mediadores inflamatorios como las prostaglandinas, leucotrienos e IL-8. Esta
relacionada con la sintesis de RLO en el SIR pulmonar (19) y es una de las

principales interleuquinas implicadas en la etiopatogenia del SIR.

El TNF-a es una glicoproteina de 185 aminodcidos, que procede de un
péptido mayor, de 212 aminodcidos. Es un mediador inflamatorio local y su
principal papel consiste en mantener localizadas las infecciones. Pero a nivel
sistémico sus efectos pueden tener consecuencias negativas para el sujeto y
se ha implicado en el sindrome de choque séptico y la coagulacion
intravascular diseminada(20). Sus efectos se deben a su unidén con dos
receptores celulares diferentes que se localizan en neutrofilos, células
endoteliales y fibroblastos. El TNF-a produce activacion del endotelio a
nivel local y liberacion de oxido nitroso con vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular.

Como consecuencia, se reclutan células inflamatorias, inmunoglobulinas
y complemento y se activan linfocitos T y B. Aumenta la activacion y

agregacion plaquetaria que pueden producir oclusion microvascular (21, 22).

La IL-1 y el TNF-a se incrementan anormalmente en el tejido pulmonar

a los 30 minutos de cesar la isquemia, y por tanto se han relacionado con la

lesién pulmonar del SIR (23, 24).
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b)

Parece ser que estas citoquinas modulan el proceso de extravasacion y

migracion leucocitaria (18). Son por tanto claves en la etiopatogenia del SIR.

Sistema de complemento: forma parte de la cascada inflamatoria que

acontece en el SIR pulmonar y se relaciona con dafio vascular y tisular, asi
como con el reclutamiento y la activacion leucocitaria (25). Esta implicado
en el SIR, activandose de forma precoz, localmente, durante la reperfusion, y

constituye un potente estimulo inflamatorio (26-28).

Moléculas de adhesion: En el endotelio pulmonar se van a sintetizar

numerosas moléculas de membrana y factores quimiotacticos que tienen un
papel determinante en el reclutamiento de células inflamatorias (29-31). Las
integrinas, las selectinas y las inmunoglobulinas son algunas de ellas. Se
sintetizan otras muchas como la proteina quimiotactica del monocito-1 y la
CINC (citoquina quimiotactica del neutrofilo). Bloqueando algunas de estas
moléculas se ha conseguido una disminucion del dafo provocado durante el

SIR (31).

En resumen, la respuesta inflamatoria implica numerosos tipos celulares y

mediadores moleculares que interrelacionan entre si de forma compleja (figura

5). Ademas la evidencia clinica y experimental sugiere que esta interrelacion

tiene lugar de forma bifésica:

En la fase temprana de la reperfusion, los macrofagos activados del donante

mediarian el dafio precoz.
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- En una segunda fase, mas tardia, el dafio depende fundamentalmente de los
linfocitos y neutréfilos del receptor que serian los responsables de la
perpetuacion del dafio que acontece tras la reperfusion del organo
trasplantado (32-34). Se estan estudiando terapias encaminadas a bloquear

los linfocitos del donante para disminuir el dafio del SIR (35).
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FIGURA 5. Esquema de respuesta inflamatoria
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PAF: factor activador de plaquetas; NF-xf: factor nuclear xf3; MIP-2: proteina inflamatoria del
macrofago 2; RLO: radicales libres de oxigeno; TNF-o: factor de necrosis tumoral alfa; IL:
interleuquina; TxA3: tromboxano A3; LTB4: leucotrieno B4; PAF: factor activador de
plaquetas; PSGL-1: glicoproteina P-selectina I,

1.2.3 Metabolismo y papel del éxido nitrico (NO)

En 1980, en relacion con unos estudios fisiologicos orientados a conocer la
regulacion de la presion sanguinea, se identifico el llamado “factor relajante del
endotelio”, que participaba en el mantenimiento del tono muscular de los vasos
sanguineos. Afios después se demostrd que este factor era en realidad el NO. A
partir de entonces, han sido numerosos los estudios cuyo objetivo ha sido
conocer el papel del NO en diferentes situaciones, tanto fisioldgicas como

patologicas (36-39)

El NO es un gas incoloro a temperatura ambiente y 1 atmosfera de presion. Es
una molécula apolar y su solubilidad méxima en agua es similar a la del O, (36).
El NO se produce cuando el aminoacido L-arginina es metabolizado por la
enzima NO sintetasa (NOS), para la obtencion de L-citrulina (figura 6). En ese

proceso se libera NO (38).
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FIGURA 6: metabolismo del NO

Existen 3 formas de este enzima:

1) NOS I o neuronal (nNOS): es una de las formas constitutivas del enzima.

Estad presente en las neuronas tanto del sistema nervioso central como del
autonomico. A este nivel, el NO actiia fundamentalmente como neurotransmisor

(38).

2) NOS III o endotelial (eNOS): es la otra forma constitutiva del enzima. El

NO presenta una serie de efectos beneficiosos cuando se origina gracias a este
enzima y son los siguientes: vasodilatacion, inhibe la agregacion y adhesion
plaquetaria e inhibe la migracion leucocitaria. Para las dos formas constitutivas de
la NOS, es necesaria la presencia de Calcio para funcionar. La sintesis de eNOS

disminuye en condiciones de hipoxemia y acidosis (37).

3) NOS 1II o inducible (iNOS): es la forma enzimatica que aparece en

condiciones patoldgicas, como durante la respuesta inflamatoria del SIR.
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Presente fundamentalmente en macréfagos. El NO sintetizado a partir de esta via
presenta por un lado efectos beneficiosos al actuar como antimicrobiano
inhibiendo la sintesis de ADN y movilizando los depositos de hierro de los tejidos
(38). Sin embargo, en condiciones patoldgicas, como el SIR, el incremento de la
actividad de la iNOS da lugar a un aumento excesivo de NO, facilitando la sintesis
de nuevos RLO; el NO reacciona con el anidon superoxido, dando lugar a
peroxinitrito, un RLO capaz a su vez de reaccionar con el NO para producir
nitrotirosina, considerada como un marcador de estrés oxidativo dependiente de

NO (37, 40)(figura 4).

El NO inhalado, se utiliza con frecuencia en el trasplante pulmonar ya que
disminuye los dias de ventilacidbn mecanica y la estancia en unidades de criticos,
pero no parece disminuir el dafio por reperfusion que surge como consecuencia del

propio trasplante (39).

1.3 ESTRATEGIAS PARA MODULAR EL SINDROME DE ISQUEMIA

REPERFUSION

El objetivo fundamental a la hora de modular el SIR consiste de alguna manera
en conseguir disminuir los efectos deletéreos de la respuesta inflamatoria que
acontece y que hemos visto anteriormente, tanto a nivel local, como a nivel
sistémico. En esta respuesta tienen un papel determinante los RLO. Asi, al menos

tedricamente, podriamos actuar sobre diferentes momentos del SIR:
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1.3.1 Disminucion del estrés oxidativo

1.3.1.1 Controlando la produccion de RLO: El Alopurinol es un

inhibidor de la Xantina oxido-reductasa, y su administracion podria
disminuir los RLO (40). El febuxostat es otro farmaco
hipouricemiante capaz de inhibir la Xantina 6xido-reductasa y
disminuir asi el acimulo de hipoxantina necesario para la produccién

de RLO (41).

1.3.1.2 Inhibiendo la estimulacion y la migracion de los

polimorfonucleares neutréfilos: a este nivel parecen tener un papel

determinante la administracién de corticoides antes del inicio de la
isquemia. Sin embargo, los estudios clinicos en humanos no resultan

tan prometedores (42).

1.3.1.3 Atrapando los RLO del torrente sanguineo: se utilizan

sustancias denominadas “scavengers”. Han de ser administrados
rdpidamente de tal forma que sean capaces de quelar los RLO antes
de que difundan a los tejidos. Asi se han empleado el manitol (43) y

el dimetil sulféxido (44).

1.3.1.4 Aumentando la capacidad antioxidante del organismo: Con

esta finalidad se ha experimentado con resultados variables con las
vitaminas E y C (45) y con enzimas como la superéxido dismutasa y

las catalasas (46)
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1.3.2 Soluciones de preservacion

Entre las soluciones de preservacion que han demostrado un importante papel

protector en el trasplante de oOrganos destacan la solucion LPD-Glucosa

(Perfadex®) y la solucion de Wisconsin. La primera se asocia a una tasa mas
baja de disfuncion primaria del injerto y permite tiempos de isquemia fria de
hasta 12 horas, pero tiene un elevado coste economico (47).

La solucion de Wisconsin contiene ATP, glutation, alopurinol e insulina, y no

contiene glucosa; incorpora el lactobionato que actua como estabilizador de
membrana y captura RLO; como fuente nutritiva contiene resinosa; previene de
la acidosis intracelular y del edema celular e intersticial, y no produce tanta

deplecion de ATP como otras soluciones (48).

1.3.3 Precondicionamiento isquémico

El concepto de precondicionamiento isquémico consiste en que,
paraddjicamente, periodos de isquemia controlada, parecen proteger a los
organos y tejidos del dafio que supone una isquemia mas prolongada. En los
primeros estudios que se hicieron al respecto, consiguieron estos periodos de
isquemia controlada mediante procedimientos mecanicos, es decir, pinzando las
arterias correspondientes. Es el llamado precondicionamiento isquémico clasico.
Posteriormente se ha descubierto que otras sustancias como los anestésicos
halogenados, actuarian de forma similar al precondicionamiento isquémico

cldsico a la hora de proteger a los tejidos frente a la isquemia (efecto
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preconditioning-like). Se trataria pues del Illamado precondicionamiento

farmacologico.

1.3.4 Anestésicos halogenados (precondicionamiento anestésico)

Varios estudios sugieren que los halogenados protegen a los tejidos de forma
similar al precondicionamiento isquémico precoz por activacion de canales de
potasio dependientes de ATP. A nivel pulmonar existen estudios que muestran

su capacidad protectora en el SIR (49-51).

1.3.5 Otras estrategias moduladoras

- Existen estudios que defienden el papel protector en el SIR de diferentes
sustancias, entre los que cabria destacar los quelantes del hierro como la
deferroxamina (52), inhibidores de las moléculas de adhesion como la
pentoxifilina (53, 54), inhibidores del complemento (55), la administracion
de surfactante exdgeno (24, 56-58), antagonistas del factor activador de

plaquetas (59), prostaglandinas (60, 61) o el mondxido de carbono (62, 63).
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1.4 PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

1.4.1 Tipos de precondicionamiento isquémico

- Precondicionamiento isquémico cléasico: impidiendo el flujo sanguineo

mediante estrategias fisicas como pinzar los vasos sanguineos.
Como principal inconveniente, presenta el estrés sobre el 6rgano diana y la
posibilidad de alterar las estructuras vasculares. También se denomina

precondicionamiento mecanico directo.

- Precondicionamiento isquémico remoto: es un concepto introducido

recientemente, en el que la IR aplicada a un determinado o6rgano, confiere
proteccion a otros oOrganos remotos (64). Es también conocido como

precondicionamiento mecéanico indirecto.

1.4.1.1 Precondicionamiento isquémico clasico

En 1986, Murry y colaboradores describieron un fendémeno al que

I3

denominaron “ precondicionamiento isquémico ”(PCI). En su trabajo, estudiaban
el fenomeno de IR en el corazén de perros. Observaron que breves periodos de
IR protegian del dafio isquémico en el miocardio, disminuyendo hasta en un

25% el tamaio del infarto (65). Este fenomeno se confirmé después en otras

especies animales y en otros 6rganos.
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El precondicionamiento isquémico ha sido ampliamente estudiado en 6rganos
como el corazon (65-67), higado (68, 69), rifion (67) e incluso en extremidades
(70), pero no asi en el pulmoén. Es posible que el PCI constituya una herramienta

muy eficaz para modular el SIR a dicho nivel.

Existen multitud de mediadores implicados en el fenomeno, pero los mas
significativos son los siguientes: NO, canales de potasio dependientes de ATP,
adenosina, RLO, el fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) y la permeabilidad

mitocondrial (1, 2, 8, 9). El efecto protector del PCI es bifasico (33) (figura 7):

- Precoz o Temprano: se pone de manifiesto en las primeras 2 horas tras el

periodo de isquemia. Parece que estd relacionado con la modificacion de
proteinas ya existentes. A nivel cardiaco por ejemplo, este efecto se ha visto

que reduce el tamaiio del infarto.

- Tardio: en este caso, el efecto aparece tras 12-24 horas y puede permanecer
hasta 48-72 horas. Incluso hay estudios que defienden que los efectos pueden
permanecer hasta 96 horas, incluso semanas. Es el efecto que mas beneficio
clinico presenta, e implica la sintesis de proteinas nuevas. A nivel cardiaco,
no so6lo protege del tamafio del infarto, sino que ademads protege la funcion

ventricular.

Uno de los principales problemas del PCI clasico es la posibilidad de dafiar las

estructuras vasculares del 6rgano o tejido que se quiere proteger, con el

consiguiente efecto deletéreo afadido a la isquemia posterior (65).
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FIGURA 7. Fases del precondicionamiento

PCI: precondicionamiento isquémico, cGMP: guanosin monofosfato ciclico, cAMP: adenosin
monofosfato ciclico, RLO: radicales libres de oxigeno; NO: oxido nitrico; NF- kf: factor

nuclear xp.

1.4.1.2 Precondicionamiento isquémico remoto.

El precondicionamiento isquémico remoto es un concepto relativamente

reciente y los mecanismos a través de los cuales el PCI remoto confiere

proteccion son ahora objeto de numerosos estudios.
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Parece ser que confiere proteccion mediante diferentes vias como la neural (por
liberacion de adenosina y bradikininas), humoral (mediada por adenosina y
bradikinina)(64).

Estudios recientes sugieren que la aplicacion de estrategias de
precondicionamiento a nivel pulmonar, pueden proteger a organos distantes

como el higado de sufrir las consecuencias del SIR pulmonar (69).

1.4.2. Modelos experimentales de isquemia-reperfusion y

precondicionamiento isquémico

La literatura médica es prolija en estudios clinicos y experimentales sobre los
efectos del SIR, destacando las investigaciones sobre IR cardiaca, hepatica y
renal. A nivel pulmonar, la mayoria de estudios sobre IR se basan en modelos de
trasplante pulmonar con preservacion del injerto a baja temperatura (isquemia
fria) (71). La mayoria de las estudios experimentales sobre isquemia caliente
pulmonar se han realizado en pequefios roedores mediante técnicas de oclusion
vascular (19, 72), siendo menos frecuentes aquellos que profundizan en los
mecanismos de la IR normotérmica en grandes mamiferos (73, 74). Yamakazi y
cols. Observaron que, en perros, el tiempo maximo de isquemia caliente
tolerable para la reimplantacion del pulmén no ventilado era de 120 minutos

(75).
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Si deseamos estudiar los efectos de la IR pulmonar normotérmica, en
condiciones experimentales que se asemejen a situaciones clinicas como el
trasplante lobar de donante vivo o angioplastias complejas de la arteria pulmonar
con tiempos de isquemia prolongados, el autotrasplante pulmonar (de un pulmon
o un lébulo) en grandes mamiferos cumple en gran medida este objetivo. La
técnica ha sido descrita y aplicada con diferentes fines en perros (75-80) ovejas

(73) y cerdos (81, 82).

Para estudiar los efectos del PCI pulmonar se han disefiado diferentes
modelos experimentales: oclusion del hilio pulmonar en ratas, conejos (83) y
perros (76); oclusion selectiva de la arteria pulmonar en ratas (84); y modelos de
pulmon aislado en ratas (85) o cobayas (86), realizado PCI mediante suspension

de la ventilacion, de la perfusion o de ambos.

Al igual que ocurre en los modelos de PCI de otros 6rganos, la duracion y el
numero de ciclos de isquemia a los que se ha sometido al pulmoén para su
precondicionamiento han sido variables y con resultados diversos. Varios
trabajos demuestran que un solo episodio de 5 minutos (85) o de 10 minutos (87)

de isquemia atenua los efectos del SIR pulmonar.
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1.5 Justificacion del proyecto.

El SIR tiene una gran transcendencia clinica, y el conocimiento y manejo del
mismo es de vital importancia para multitud de pacientes de nuestra practica
clinica. Asi por ejemplo, el SIR es después del rechazo inmunologico, la primera
causa de pérdida de los érganos trasplantados.

Para conseguir que el trasplante se lleve a cabo con éxito es necesaria una
exquisita preservacion del injerto, tanto antes, como durante y después de la

extraccion del mismo. Conocer y saber manejar el SIR es pues trascendental.

En la préactica clinica, el pulmon puede verse sometido a fenomenos de IR
con el consiguiente riesgo de que el paciente desarrolle un cuadro de distrés
respiratorio agudo post-reperfusion, que es la principal manifestacion clinica del

SIR pulmonar. Entre estas situaciones clinicas destacan:

- Pacientes cuya funcion respiratoria impide realizar resecciones
pulmonares amplias, ya que prima mantener todo el parénquima pulmonar

posible. En estos casos se llevan a cabo broncoangioplastias, las cuales se

acompanan de periodos de isquemia caliente variable. Estdn indicados en
pacientes que presentan tumores que afectan al bronquio principal y a la

arteria interlobar.

- Mencion especial merece el trasplante pulmonar de donante vivo. Es

una alternativa al trasplante de donante caddver que surge ante el amplio

desfase que existe entre la demanda de o6rganos para el trasplante y la
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disponibilidad de dichos 6rganos procedentes de donante cadaver. Este tipo
de trasplantes se contempla cuando la urgencia del trasplante no permite la
espera, asi como en casos de pacientes pediatricos, dado el escaso nimero de
donantes cadaveres adecuados para este grupo. El trasplante pulmonar de
donante vivo requiere tres intervenciones: una lobectomia a dos donantes
vivos diferentes y una neumonectomia bilateral e implante lobar bilateral en
el receptor. A uno de los donantes, se le realiza una lobectomia inferior
izquierda y al otro donante, una lobectomia inferior derecha. Los lobulos
trasplantados sufren un periodo variable de isquemia mas o menos
prolongado desde que se interrumpe el flujo sanguineo durante la
lobectomia, hasta que se restablece el flujo sanguineo en el receptor.

Aunque el tiempo de isquemia es sensiblemente inferior en este tipo de
intervenciones respecto al trasplante de donante vivo, la IR puede provocar
alteraciones pulmonares y sistémicas que conduzcan a un dafio pulmonar
agudo y fracaso multiorganico. Un estudio revela que se detecta edema
pulmonar postoperatorio hasta en un 20% de los pacientes (77). Parece ser
que mediante esta técnica, se obtienen similares resultados en cuanto a
supervivencia que en el trasplante bipulmonar convencional, habiéndose
hallado menor FEV1 y capacidad vital forzada durante los primeros 6 meses,

pero sin repercusion clinica (88, 89).

En la actualidad existen cuatro centros de referencia en el mundo con

experiencia contrastada en la realizacion de trasplante pulmonar de donante

vivo, tanto en adultos como en nifios (ver figura 8).
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Se han descrito ademas casos realizados en Austria (90), China (91), Brasil

(92), Alemania (93) y Reino Unido (94).

Bowdish ct al.(2005) | California (USA) | 1993-2002 18 fxtimlios

84 Adultos
Starnes et al. (2004) California (USA) | 1993-2002 39 Nifos

la serie de Bowdish.

, 24 Adultos

Date et al. (2004) Okayama (Japon) | 1998-2004 6 Nifios
Battafarano et al. (2000) | St. Louis (USA) 1994-2000 31 Nifos

13 Nifios
Kozower et al. (2006) St. Louis (USA) 1991-2004 (retrasplante)

Pacientes comunes con
la serie de Battafarano

Chen et al. (2012)

Kyoto (Japon)

33 en total

Pacientes comunes con
la serie de Date?

FIGURA 8: Series de pacientes de trasplante pulmonar de donante vivo.

- Pacientes en los que se plantea la reparacion exsitu del pulmén con su

posterior reimplantacion, como por ejemplo en casos de hemorragias

masivas, y que permitiria evitar la realizacion de neumonectomias de

urgencia.

- En pacientes en los que se realiza autotrasplante pulmonar. Son pacientes

que no toleran neumonectomias y que presentan tumores complejos, se

plantea la posibilidad de realizar neumonectomia seguido de lobectomia

exsitu y posterior reimplantacion del 16bulo restante, con el consiguiente SIR

en dicho 16bulo (7, 95).
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Existen solo 7 casos descritos en la literatura médica, pero puede constituir

una nueva alternativa terapéutica para determinados pacientes seleccionados.

En nuestro estudio, se presenta un modelo de autotrasplante pulmonar. Es
pues un modelo experimental donde el pulmon se ve sometido a fendmenos de
IR, y donde tratamos de modular la respuesta inflamatoria asociada mediante
precondicionamiento cldsico. Planteamos un modelo experimental que se
fundamenta en la utilidad clinica del mismo, ya que podria aplicarse en la

practica clinica en los casos anteriormente expuestos.
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2. HIPOTESIS. OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS

2.1.1 HIPOTESIS PRINCIPAL

La isquemia prolongada y la posterior reperfusion del pulmon parece
ser que inducen fenomenos inflamatorios pulmonares y sistémicos que
podrian ser modulados mediante la aplicacion de ciclos cortos y repetidos
de isquemia-reperfusion previos a la isquemia prolongada, es decir

mediante precondicionamiento isquémico.

2.1.2 HIPOTESIS SECUNDARIAS

1.  El procedimiento experimental de autotrasplante lobar en cerdo

puede constituir un modelo de IR pulmonar en el que seria posible

estudiar el efecto modulador del precondicionamiento isquémico.

2.  El precondicionamiento isquémico clasico podria modular la

respuesta pulmonar y sistémica al dafio por IR pulmonar.

3.  El posible efecto modulador del precondicionamiento isquémico,

podria observarse desde los primeros momentos de la reperfusion,

en la respuesta hemodindamica sistémica y pulmonar.

4. El posible efecto modulador del precondicionamiento isquémico
podria observarse, desde los primeros momentos de la reperfusion,

en los valores de los parametros gasométricos.
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5.  El posible efecto modulador del precondicionamiento isquémico
podria observarse, desde los primeros momentos de la reperfusion,
en la respuesta bioquimica en tejido pulmonar a nivel de
mediadores de la inflamacion, estrés oxidativo y del metabolismo

del 6xido nitrico.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar el posible papel modulador del precondicionamiento isquémico
clasico sobre los efectos pulmonares y sistémicos que acontecen en fases
muy precoces de la IR (a los 10 y 30 minutos de reperfusion) en un modelo

porcino de autotrasplante pulmonar con isquemia tibia del injerto.

2.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

l. Determinar el papel del precondicionamiento sobre la respuesta
hemodinamica local y sistémica que acontece en fases muy
precoces de la IR pulmonar en un modelo porcino de

autotrasplante pulmonar.
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Estudiar los cambios que el precondicionamiento isquémico
provoca sobre el intercambio gaseoso durante fases muy
precoces de la IR pulmonar, en un modelo porcino de
autotrasplante pulmonar.

Analizar los efectos que en dicho modelo experimental, el
precondicionamiento isquémico ejerce sobre el estrés
oxidativo, en el tejido pulmonar sometido a isquemia-
reperfusion.

Estudiar los efectos que el precondicionamiento isquémico
provoca sobre la activacion leucocitaria en tejido pulmonar
sometido a isquemia-reperfusion.

Estudiar los efectos del precondicionamiento isquémico sobre
la produccion de citoquinas proinflamatorias en tejido
pulmonar sometido a isquemia-reperfusion.

Estudiar si, en dicho modelo experimental, el
precondicionamiento isquémico altera el metabolismo del
oxido nitrico en el tejido pulmonar sometido a isquemia-

reperfusion
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. DESCRIPCION DEL MATERIAL

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Los experimentos descritos se llevaron a cabo en veinte cerdos de la raza
Large White de ambos sexos, de edad aproximada de 3 meses y pesos

comprendidos entre 35 y 45 kg.

La raza de cerdos Large White, o gran cerdo blanco inglés, es originaria del
condado de Yorkshire, Inglaterra, donde fue registrada por la Asociacion
Nacional de Criadores de Cerdo en 1883. Es un cerdo uniformemente blanco, de
orejas tiesas y patas largas, adaptado a la crianza al aire libre y en cautividad.
Presenta una elevada fertilidad y un rapido crecimiento, siendo en la actualidad

una de las razas porcinas mas extendidas.

Los sujetos de experimentacion proceden de la granja que posee el Instituto
Tecnolégico de Desarrollo Agrario (ITDA) de la Consejeria de Medio Ambiente
de la Comunidad de Madrid en el complejo agropecuario de Aranjuez (finca “La
Chimenea”.) El IDTA es un establecimiento autorizado inscrito con el numero
EX 013-C en el Registro Oficial de establecimientos de cria, suministradores y
usuarios de animales para la experimentacion y otros fines cientificos de la
Comunidad de Madrid, segiin la Orden de 4 de Agosto de 1989 (BOCM de 24
de Agosto.) Este centro cuenta con instalaciones construidas especificamente

para ganado porcino, similares a las de una granja convencional.
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El traslado del cerdo hasta las instalaciones de la Unidad de Medicina y
Cirugia experimental del Hospital General Universitario Gregorio Maraiidon de
Madrid se realiza 24 horas antes del procedimiento quirurgico, en una jaula
individual en la que permanece hasta el momento de la intervencion. El
animalario se encuentra a una temperatura entre 20-22°C y una humedad relativa

del 55%.

El manejo de los animales de experimentacion, se ha llevado a cabo siguiendo
la normativa legal segun el Real Decreto 1201/2005 de 10 de Octubre 'y B.O.E
de 21 Octubre de 2005 Animales, proteccion de los utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion) que incorpora las disposiciones legales reglamentarias y
administrativas de los estados miembros de la CEE respecto a la proteccion de
los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos de la
Directiva del Consejo 86/609/CEE (Leg. CC.EE.4390) aprobada el 24 de

Noviembre de 1996.

El proyecto de investigacion se llevo a cabo en la Unidad de Medicina y
Cirugia experimental del Hospital General Universitario Gregorio Maraiién de
Madrid, con n° de registro EX/017-U. Fue concedida la aprobacion del Comité
de FEtica Experimentacién Animal y del Comité de Investigacion de la

institucion.
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3.1.2 MATERIAL FUNGIBLE Y APARATAJE

- Transductores de presiéon: utilizamos transductores de presion desechables de

Abbot IBP, para monitorizar los parametros hemodinamicos del sujeto de
experimentacion. Es decir, para medir la presion arterial, la presion pulmonar y

la presion venosa central.

- Tubos endotraqueales : utilizamos tubos endotraqueales del modelo Murphy

con balén. Dependiendo del tamafio del cerdo, empleamos tubos anillados del n°

6,0. (figura 9).

,

FIGURA 9: Tubos endotraqueales

- Catéteres vasculares: con un catéter de 7,5 F canalizamos la arteria femoral,

mientras que para canalizar la vena femoral empleamos un catéter de 9 F.

N
<

FIGURA 10: Catéteres vasculares.
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- Catéter se Swan-Ganz o catéter de la arteria pulmonar (CAP): Es un

catéter que nos permite monitorizar de forma continua la presion en la arteria
pulmonar y la saturacion venosa mixta (pardmetro intimamente relacionado con
la situacion respiratoria , la hemoglobina del sujeto y el gasto cardiaco). Los
niveles normales varian entre 60-80%. Ademas, este dispositivo mide el gasto
cardiaco mediante termodilucion. Esto significa que, a través de la diferencia de
temperatura que existe entre la porcion proximal y la punta del catéter de un
volumen de liquido que inyectamos, es capaz, mediante una formula
matematica, de calcular el gasto cardiaco y el indice cardiaco. Por ultimo, el
catéter de Swan-Ganz nos permite medir la presion de enclavamiento pulmonar
o presion capilar pulmonar (PCP), que es equivalente a la presion de la auricula
izquierda. Asi pues, la PCP aporta informacion acerca de la precarga y la
funcion ventricular del paciente, muy importante en el edema agudo de pulmon.

El catéter de Swan-Ganz fue disefiado en la década de los setenta por William
Ganz y Jeremi Swanz para el estudio y monitorizacion del infarto de miocardio.

Posteriormente se ha extendido su uso clinico para diversas patologias.

En este estudio hemos utilizado un catéter de Swan-Ganz de 7.5F, cuya

longitud es de 110 cm. Est4 fabricado en un material flexible que se hace mas

flexible aun por la temperatura sanguinea.
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FIGURA 11: Componentes del catéter de la arteria pulmonar.

En su extremo distal tiene un balon de latex de 1,5 ml de aire de capacidad,
cuyo inflado permite por un lado facilitar la progresion del catéter en sentido del
torrente sanguineo y por otra parte, reduce el riesgo de lesionar cavidades e
inducir arritmias. Una vez colocado adecuadamente el catéter, al inflar el balon
se obstruye el flujo sanguineo en esa rama pulmonar y se pueden medir

presiones distales a la obstruccion (figura 12).

FIGURA 12: Diferentes ondas de presion medidas con el catéter de Swanz-Ganz
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El catéter consta de los siguientes conductos (figura 11):

- Conducto pequetio: sirve para el inflado y desinflado del balon, cuya capacidad
es de 1,5 ml de aire. Una vez colocado el catéter, el balébn que queda a nivel de
la arteria pulmonar debe permanecer desinflado para no lesionar el vaso y
provocar un infarto pulmonar, y se infla puntualmente para realizar la medicion

de la PCP.

- Conducto proximal: desemboca en la auricula derecha a 30 cm del extremo
distal del catéter. Sirve para determinar la presion auricular derecha y para

inyectar suero en las determinaciones del volumen minuto cardiaco.

- Conducto distal: desemboca en una rama de la arteria pulmonar. Sirve para
determinar las presiones sistolicas, diastolicas y media de la arteria pulmonar y
también la PCP, una vez obstruido el flujo sanguineo en la rama de la arteria

pulmonar en la que esta colocado.

- Conducto que contiene las guias eléctricas del termistor, desemboca a 4 cm del
extremo distal del catéter; en su punta esta el termistor. Este conducto se conecta
a un computador de célculo, para la determinacién numérica del volumen

minuto cardiaco por termodilucion.

- Material suplementario: Ademas del material detallado anteriormente

utilizamos un catéter introductor de didmetro 8.5-9 F para facilitar la entrada y
recolocacion del CAP; material como alargaderas, conexiones rigidas y
transductores de presion conectados al monitor para poder medir las diferentes

presiones;
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monitores para el registro de las presiones y de la curva de termodilucion y que
gracias a un software integrado calcula directamente los parametros

hemodinamicos.

3.1.3 QUIROFANO E INSTALACIONES

El quiréfano de la Unidad, incluye dos mesas quirargicas, cuatro lamparas
quirtrgicas de alta intensidad y el equipo de instrumental quirurgico estandar,
asi como material quirurgico especifico de cirugia toracica y microcirugia

(figura 13).

FIGURA 13: Vista panoramica del quirdfano

En cuanto a material anestésico el quir6fano estd dotado de un respirador
modelo Driager SA 1 (Drédguer Medical AG, Liibeck, Alemania), capnografo
Ohmeda 5250 RGM (General Electric Health Care, USA), analizador de gases
GEM Premiere 5000, Monitor de Swanz-Ganz de gasto continuo ( Edwards,
Irving, California, USA) y desfibrilador con palas internas y externas life pulse

(HVE, Miami, Usa.)
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3.2 DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Consisten en la realizacién bajo anestesia general, de autotrasplante
ortotopico de pulmon izquierdo, realizando neumonectomia izquierda, seguida
de cirugia ex situ consistente en lobectomia craneal izquierda y posterior

reimplantacion del 16bulo caudal izquierdo.

Dividimos a los sujetos de experimentacion en dos grupos: grupo control

(GC; n=10) y grupo experimental de precondicionamiento isquémico ( PCI;

n=10), en los que se lleva a cabo el PCI pinzando la arteria pulmonar dos ciclos

de cinco minutos, separados por un ciclo de perfusion normal de cinco minutos.

3.3 PROTOCOLO ANESTESICO

Previa a la intervencion permitimos que los animales beban agua hasta el
momento de la intervencion, pero no asi con los alimentos so6lidos, para los

cuales, dejamos un ayuno de 18 horas antes de cada experimento.

Se premedica al animal con ketamina intramuscular (Kefolar, Parker Davis) a
dosis de 10 mg/kg.
Posteriormente el cerdo es trasladado al quir6fano, donde se monitoriza el ECG
y la saturacion periférica de oxigeno. Se canaliza un via venosa periférica de 20
G a nivel de la vena dorsal de la oreja, a través de la cual, realizaremos la

induccion anestésica.
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La induccion anestésica se lleva a cabo mediante la administracion de
fentanilo 3 pg/kg (Fentanest, Kern Pharma) , propofol 4 mg/kg (Diprivan,
Fresenius K) y atracurio 0,6 mg/kg (Tracrium, Glaxo Smith Kline). Tras lo cual
se procede a la intubacion orotraqueal del animal con un tubo endotraqueal

anillado de 6 de diametro interno.

La ventilacién mecénica (controlada en nuestro caso por volumen) se lleva a
cabo con un ventilador Draguer SA 1, con los siguientes parametros
ventilatorios: volumen tidal 8 ml/kg, frecuencia respiratoria entre 12 y 15 rpm,
relacion inspiracion/espiracion 1:2. Con todo ello mantenemos una pCO2 entre

35 y 40 mmHg. La Fi02 empleada es de 1 durante todo el procedimiento.

FIGURA 14: Intubacion orotraqueal
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FIGURA 15: Respirador Draguer SAl

El mantenimiento anestésico se realiza mediante la administracion en
perfusion continua intravenosa de propofol al 2% a 8-10 mg/kg/h. Ademas se
administran dosis suplementarias de fentanilo en funcion de las necesidades
analgésicas del animal de experimentacion, asi como dosis suplementarias de
atracurio cuando se requiere. Se mantiene una perfusion de cristaloides a 5-6
ml/kg/h y si es preciso, como en caso de hipotension o sangrado, se perfunden

soluciones de coloide (hidroxietilalmidon).

3.4 PROTOCOLO QUIRURGICO

Antes de comenzar la intervencién quirirgica, son necesarios unos pasos
previos. A los animales de experimentacion se les lava la piel con una solucion
de betadine previa a cualquier procedimiento invasivo, con el fin de conseguir la

asepsia necesaria.
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Se lleva a cabo una traqueostomia infraistmica, retiramos el tubo
endotraqueal y colocamos a través de la traqueostomia un tubo de 6 mm
anillado. De este modo podremos avanzar este tubo hasta el bronquio
intermediario derecho y bloquear el pulmén izquierdo para hacer posible la
cirugia. Este paso es necesario, ya que los tubos endotraqueales de los que
disponemos no tienen longitud suficiente para bloquear el pulmén izquierdo
desde la boca y conseguir asi la ventilacion unipulmonar que hace posible la

cirugia.

Por otro lado canalizamos la vena femoral con el catéter 9 F e introducimos
un catéter 7,5 F en la arteria pulmonar derecha (Edwards Lifesciences), lo cual
confirmamos posteriormente intraoperatoriamente. Gracias a este catéter,
podemos realizar estudios hemodinamicos en diferentes momentos del
experimento, como se expone mas adelante, y podremos extraer muestras
sanguineas durante la cirugia. Se canaliza también la arteria femoral con otro
catéter 7,5 F, que utilizaremos para monitorizar de manera continua la presion

arterial sistémica, asi como para extraer y analizar muestras de sangre arterial.

Estos procedimientos se llevan a cabo de forma percuténea, pero en ocasiones
es imposible y es necesario disecar quirtirgicamente el paquete vasculo-nervioso

femoral, para poder canalizar los vasos sanguineos (figura 16).

El cerdo es un animal que posee una uretra en forma de sacacorchos, que

impide su canalizaciéon con una sonda urinaria convencional, por lo que es

necesario realizar una cistostomia suprapubica mediante minilaparotomia media.
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Gracias a lo cual, podremos controlar la diuresis del animal a lo largo de la

intervencion.

FIGURA 16: Diseccion y cateterizacion del paquete vascular femoral

izquierdo.

Tras estos procedimientos preliminares, se coloca al animal en decubito
lateral derecho. La intervencidén quirtrgica propiamente dicha comienza con la
realizacion de toracotomia anterolateral izquierda a través del cuarto o quinto
espacio intercostal, con costectomia inferior. Se lleva a cabo la neumonectomia
izquierda disecando previamente la vena azigos, que impide la visualizacion del
hilio pulmonar. Continuamos con la diseccion de la vena pulmonar superior y la
arteria pulmonar principal izquierda, hasta su origen en la bifurcacion del tronco
de la pulmonar. Seguidamente se secciona el ligamento pulmonar y se libera el
bronquio del tejido adyacente. A continuacion, se secciona el bronquio principal
izquierdo. Hasta este momento se trabaja con ventilacion de ambos pulmones,
pero, a partir de este momento, el tubo endotraqueal se progresa hasta el

bronquio derecho, comenzando pues la ventilacion unipulmonar .
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Se disminuye pues el volumen tidal a 6 ml/kg. Una vez seccionado el
bronquio izquierdo se pinzan la arteria pulmonar y la vena pulmonar inferior y
se liga la vena pulmonar superior. Tras ésto, se seccionan la arteria pulmonar
(queda ocluida con una pinza vascular) y la vena pulmonar inferior (que se
sutura), completando la neumonectomia. Justo después de completar la
neumonectomia, se administra un bolo de heparina intravenosa de 300 Ul/kg
(Mayne Pharma Esparia, S.L) que tiene como funcidon prevenir la trombosis en
la arteria pulmonar que permanece pinzada. La pieza de neumonectomia se
traslada a una mesa adyacente donde tiene lugar la cirugia de banco. Se perfunde
el injerto a través de arterias pulmonares (anterogradamente) y a través de las
venas (retrogradamente) con 1 litro de solucion de la Universidad de Wisconsin

a 10-15 °C, mientras que a la vez se ventila el injerto con un ambu (Fi02 21%).

Se lleva a cabo la lobectomia craneal ex situ. El l6bulo caudal izquierdo es
reimplantado posteriormente, realizando anastomosis bronquial, arterial y
venoauricular. La reperfusion del injerto se realiza en primer lugar de forma
retrograda desclampando la auricula izquierda. Se coloca de nuevo el tubo
endotraqueal en su posicion inicial, que permite la ventilacion de ambos
pulmones. A continuacion, se despinza la arteria pulmonar y se mantiene la

reperfusion durante 30 minutos.

Una vez finalizado el experimento, se sacrifica al animal aumentando la

profundidad anestésica y administrando cloruro potasico que produce finalmente

la muerte por cardioplejia.
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3.5 PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO PULMONAR.

En el grupo experimental se lleva a cabo el PCI pinzando de forma periodica
la arteria pulmonar izquierda durante dos periodos de cinco minutos,
intercalando cinco minutos de reperfusion entre ellos. Estas maniobras se
realizan antes del pinzamiento de la arteria pulmonar izquierda que precede a su
seccion. En el grupo control no se producen oclusiones previas al pinzamiento y

seccion de la arteria pulmonar.

3.6 MEDICIONES Y RECOGIDA DE MUESTRAS

Las mediciones y recogida de muestras se realizan en cinco momentos de

cada experimento y son descritos a continuacion (figura 17):

1) Basal: se extraen muestras de sangre arterial, para analizar la
gasometria arterial y se realiza un estudio hemodinamico treinta minutos tras la
realizacion de la toracotomia, momento en el cual, el animal es ventilado de

forma convencional.

2) Pre-neumonectomia (Pre-neumo): antes de completar la

neumonectomia izquierda, se realiza un nuevo estudio hemodindmico, se extrae
otra gasometria arterial y se extrae una biopsia de tejido pulmonar (del 16bulo
craneal). En este momento el animal ya permanece bajo la ventilacion

unipulmonar.
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3) Pre-reperfusion (Pre-rp): antes de reperfundir y ventilar el 16bulo
caudal izquierdo, que ya ha sido reimplantado, se realiza otro estudio
hemodinamico, se extrac una gasometria arterial y una muestra de tejido

pulmonar.

4) 10 minutos Post-reperfusion (Post-rp 10°) : se realizan los mismos

estudios 10 minutos después de reimplantar el 16bulo caudal.

5) 30 minutos Post-reperfusion (Post-rp 30°): se realizan los estudios a

los 30 minutos de la reperfusion del 16bulo caudal izquierdo antes de finalizar el

experimento.
PRENEUMONECTOMIA PREREPERFUSION POST-REPREFUSION
, Implante
Neumonectomia i p .
16bulo Fin
pulmonar
EXPERIMENTO

FIGURA 17: Extraccion de muestras y momentos del experimento
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3.7 VARIABLES HEMODINAMICAS

Gracias al catéter en la arteria femoral, podemos analizar las siguientes
variables: Presion arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) asi como la presion

arterial media (PAM).

A través del catéter en arteria pulmonar podemos medir la presion pulmonar
sistolica (PAPS), la diastdlica (PAPD) y la media (PAPM), asi como la presion
capilar pulmonar (PCP) y la presion venosa central (PVC).

Ademas, empleamos un monitor de gasto cardiaco (Edwards Lifesciences), que
mediante el método de termodilucion nos permite analizar el indice cardiaco
(IC) y el volumen sistélico (VS). La termodilucidn consiste en la administracion
de diez ml de suero salino a 0°C a través del catéter venoso central, de tal
manera que el monitor de gasto cardiaco analiza la diferencia de temperatura
entre dos puntos y es capaz de calcular diferentes pardmetros hemodinamicos.

Se hacen tres mediciones y consideramos la media.

3.8. VARIABLES GASOMETRICAS

Analizamos las muestras de sangre arterial obtenidas en los diferentes
momentos que hemos expuesto anteriormente, y obtenemos valores de presion
arterial de oxigeno (Pa02), asi como de presion arterial de carbonico (PaCO2) y

pH sanguineo.
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Ademas obtenemos valores de sangre venosa procedentes de muestras
obtenidas del catéter venoso femoral y de muestras obtenidas directamente de la
vena pulmonar del 16bulo reimplantado puncionando la misma 10 y 30 minutos

después de restablecer la perfusion del 16bulo implantado.

3.9 VARIABLES BIOQUIMICAS EN SANGRE

Las muestras de sangre venosa femoral, las empleamos para diferentes
determinaciones bioquimicas. Centrifugamos 10 ml de sangre durante diez
minutos a 1000 x g. El suero sobrenadante lo congelamos a -40 °C en un tubo de

polipropileno, para analizarlo con posteridad.

La concentracion sérica de oxido nitrico (NO) fue medida gracias a la
“reaccion de Griess”: la concentracion de NO2 tras la reduccion de NO3 a
NO2. Rapidamente las muestras obtenidas se desproteinizan mediante la adicion
de acido sulfosalicilico, se incuban durante 30 minutos a 48°C y posteriormente
se centrifugan a 12000 g durante 20 minutos. Después de la incubacion de los
sobrenadantes con Escherichia coli NO3 reductasa durante 30 minutos a 37°C,
se anade reactivo de Griess. La reaccion se lleva a cabo a 22 °C durante 20
minutos, y se midi6 la absorbancia a 546 nm utilizando la solucion de NaNO2
estandar. La sefial medida se alinea desde 1 a 150 mM. ( r= 0,994, p< 0,001,

n=5) . El umbral de deteccion era 2 M.
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3.10 VARIABLES BIOQUIMICAS EN TEJIDO PULMONAR

Durante los experimentos, se extrajeron biopsias de pulmoén tanto para
cuantificar el edema pulmonar, como para realizar el analisis de diferentes
parametros bioquimicos. Las dos primeras muestras, pre-neumonectomia y pre-
reperfusion, se extrajeron del l6bulo craneal del pulmoén izquierdo. Mientras, las
dos ultimas muestras que fueron Post-reperfusion a los 10 y a los 30 minutos, se
extrajeron del 16bulo caudal del pulmoén izquierdo, que es el que se reimplanta

en todos los casos.

Cada una de las muestras de tejido es dividida en dos: una de ellas se emplea
para cuantificar el edema pulmonar, y se congela en tubos de polipropileno a —
40°C; la otra se emplea para realizar el estudio bioquimico, para ello se
introduce en un criotubo, se congela inmediatamente en nitrogeno liquido y es

almacenada en un congelador a -80°C, hasta que es analizada.

3.10.1 Cuantificacion del edema pulmonar

Para medir los “wet-dry ratios”, que es la medida que permite valorar el
edema pulmonar, primeramente se pesan y miden las muestras. Posteriormente
se incuban las muestras durante 24 horas a 60°C y se pesan con el fin de obtener
los pesos secos. Después, se vuelven a pesar transcurridas 24 horas para

verificar que efectivamente la deshidratacion es completa.
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Los datos que expondremos se calculan de la siguiente forma: peso himedo-

peso seco/ peso humedo. A mayor valor, mayor edema pulmonar.

3.10.2 Preparacion de las muestras de tejido pulmonar

El tejido se diseca rdpidamente y se congela en hielo seco. Las muestras
congeladas se pesan y se introducen en unos tubos especiales de 50 ml de
polipropileno (Falcon,; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ). Son unos tubos
que contienen un llamado buffer de lisis a 4°C, a razon de 10 ml de buffer por

cada gramo de tejido.

La composiciéon de este buffer comprende 1mM de fenilmetilsulfonil
fluorhidrico ( PMSF, Sigma Chemical Company), 1 pg/ml de pepstatina A
(Sigma Chemical Company) y aprotinina ( Sigma ChemicalCompany) en una
solucion salina buffer con 1x fosfato que tiene un pH 7,2 ( Biofluids, Rockville,
Md) y que contiene un 0.05% de acido sédico ( Sigmal Chemical Company).

Las muestras se homogenizan durante 30 segundos a la méaxima velocidad en
un homogeneizador eléctrico ( Polytron; Brinkmann Instruments, Westminster,
NY). El procedimiento se repite 3 veces, para un procesamiento Optimo.

Inmediatamente después, los tubos se congelan en nitrogeno liquido.

Los homogenizados se descongelan posteriormente en agua a 37°C vy

centrifugados a 119,000 g durante 1 hora a 4°C, para poder separar las organelas

celulares.

77



Los sobrenadantes se congelan a -80°C para permitir la formacion de

agregados macromoleculares. Al alcanzar los 4°C, los agregados se centrifugan

a 3000 gy el volumen final, se mide con una pipeta graduada.

3.10.3 Evaluacion del estrés oxidativo

Los niveles de lipoperéxidos (LPO) muestran el grado de degradacion de la

membrana lipidica de las células que ocurre como consecuencia de la oxidacion.
Se determina utilizando un kit especial que analiza los niveles de LPO en las
muestras de tejido pulmonar (K-assay LPO-CC, KamiyaBiochemical Company,

USA).

El malondialdehido (MDA) es un compuesto final de la peroxidacion lipidica

y un marcador de dafio celular. Se analiza indirectamente cuantificando la

formacion de acidos tiobarbittricos en tejido pulmonar.

La actividad de la mieloperoxidasa (MPO) indica el actimulo de

polimorfonucleares neutréfilos. Para determinarla, se siguen los siguientes
procedimientos: en primer lugar, se trocea la muestra finamente a unos 4°C,
posteriormente se homogeniza mediante la adicion de un buffer de fosfato

potasico (pH 6.0) y se centrifuga el resultado durante 15 segundos a 20.000 g.
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El sobrenadante resultante se desecha, y al precipitado se le anade buffer de
fosfato potasico y 50 mmol/l de bromuro de hexadeciltrimetil amonio, con el fin
de descartar la actividad de la pseudoperoxidasa y solubilizar la MPO que esta
ligada a las membranas celulares. La suspension que tenemos ahora, se

homogeniza de nuevo durante 30 segundos.

A continuacion se desagrega durante 20 segundos. El resultado se congela
primero, para descongelarlo a continuacion. (El ciclo de desagregacion +
congelacion + descongelacion se repite 2 veces). Finalmente se mezclan 100
microlitros de sobrenadante con 2.9 ml de buffer fosfato potasico (50 mmol/l y
pH 6.0) y 0.167 mg/ml de dihidroclorhidrato de O-dianisidina ademas de
0.0005% de peroxido de hidrégeno. Se introduce la mezcla en el
espectofotometro de Beckman durante 2 minutos y se mide la absorbancia a 460
nm. La unidad de actividad de la MPO se define como la actividad necesaria

para degradar 1 micromol de perdxido de hidrogeno por minuto a 25°C.

3.10.4 Determinacion de mediadores inflamatorios

La sintetasa de 6xido nitrico (NOS) en sus tres isoformas, tanto la endotelial

(eNOS) como en la inducible (iNOS) como en la isoforma neuronal (nNOS) se
analizan utilizando anticuerpos especificos en muestras de tejido pulmonar

gracias a técnicas de Western blott.
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3.10.5 Analisis Western blott

Este tipo de analisis se ha empleado en el presente estudio, para la
determinacion de las siguientes proteinas: eNOS, iNOS, nNOS.

Consiste en la utilizacion de anticuerpos especificos, que se unen a dichas
proteinas y permiten a través de unos marcadores luminiscentes, cuantificarlas.
Para ello, las muestras de tejido, de unos 50-60 mg se homogenizan con un
buffer y rapidamente se llevan a un gel especial (0.100 M Tris-Cl; 4% SDS;
20% glicerol;0.1% bromofenol azul) en proporcion 1:1. Los extractos y la
concentracion de proteinas se mide mediante el método BCA. En total quedan
25 microgramos de proteina en cada muestra. Se separan mediante SDS-PAGE
utilizando un gel de acrilamida. Después, mediante un sistema de transferencia
semi-seco, se transfieren una membrana de nitrocelulosa que se coloca dentro de
otra solucioén buffer (contiene un 5% leche desnatada en 20 mM Tris, pH 7.5,
150 mmol de NaCl y 0.01% de Tween-20.) Se deja reposar durante 1 hora a

37°C.

Se incuba posteriormente la membrana con anticuerpos monoclonales de rata-
conejo frente a iINOS y eNOS (1:1000) durante 2 horas a una temperatura de 25-
27°C. Seguidamente se incuban con IgG de ratdn y anticuerpos antiperoxidasa
de rabano picante (1:2000). También se emplean antiHO1 y antiHO2 para
determinar la hemoxigenasa (1:2000). Tras ello, se lavan las membranas con T-
TBS y se vuelven a incubar con reactantes de deteccion ECL Plus (Amersham

Life Science Inc, Buckinghamshieve, UK).
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Finalmente exponemos las membranas a rayos X. Se analiza el resultado con
densitometria (Biorad GS 800) para determinar las densidades Opticas relativas.

Para determinar el peso molecular se utilizan trazadores coloreados.

La reproductibilidad de los ensayos, fue evaluada en 3 experimentos
diferentes independientes. En cada ensayo, se repitieron 3 veces las
determinaciones. El coeficiente de variacion intra-ensayo fue <5%. El

coeficiente de variacion entre ensayos fue < 6%.

3.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como la media y la desviacion estandar. Para
comprobar la normalidad de las wvariables se aplica la prueba de
“Kolmogorov-Smirnov”. Se emplearon test no paramétricos, dado que las
variables no siguen la normalidad. El test de “U de Mann-Whitney” se utilizd
para establecer diferencias entre los grupos analizados, que son muestras
independientes. Se realizd una comparacion multiple de las medias mediante el
test ANOVA. La significacion estadistica empleada fue p<0.05 y se utilizo6 el
programa informatico SPSS 14.0 (SPSS Inc, Chicago, USA) para analizar los

datos estadisticos.
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4. RESULTADOS
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A continuacion se presentan los resultados como la media + error estandar de

la media, obtenidos en nuestros experimentos. Se detalla la significacion

estadistica cuando la p<0.05.

4.1 DATOS DEMOGRAFICOS Y TIEMPOS QUIRURGICOS

No se observaron diferencias entre los grupos Control y PCI ni en el peso de

los animales, ni en el tiempo de isquemia pulmonar, ni en el tiempo total de la

intervencion (tabla 1).

Tabla 1. Variables demogrdficas y de tiempos quirurgicos.

Variable Grupo Valor

Peso Control 47 £ 14
(kilogramos) PCI 38+ 14

isquemia PCI 108 + 10
(minutos)

Tiempo total | Control 287 +35

de PCI 308 + 38

intervencion
(minutos)

Los datos son expresados como media *+ error estandar de la media.
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4.2 RESULTADOS GASOMETRICOS:

4.2.1 Gasometrias de sangre arterial periférica (arteria femoral)

A continuacion se recoge la tabla con los diferentes resultados gasométricos
obtenidos en nuestro estudio, de sangre arterial periférica, en los distintos

momentos del experimento (tabla 2, figuras 18-20).

Tabla 2. Variables gasométricas en sangre periférica, extraida de arteria femoral

Variable | Grupo Basal Preneumo. Pre-rp. Post-rp. 10° | Post-rp. 30"

PaQ?2 | Control 330 + 55 321 +41 302 + 47 249 + 47 297 + 48

(mmHg) PCI 374 + 50 380 + 29 420 + 31 332+43 350 + 44
PaCO2 Control 37+ 2 40+2 42 +2 44 +3 44 £5

(mmHg) PCI 36 +3 37+2 37+2 41+ 3 45+ 6

pH Control 7,52+ 0,02 7,47 0,02 7,45+ 0,02 7,44 + 0,02 7,45+ 0,03
PCI 7,53 0,02 7,48 0,02 7,48 0,02 7,45+ 0,02 7,46 = 0,02

Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. PaO2: presion arterial
de oxigeno, PaCO?2: presion arterial de anhidrido carbonico. Preneumo: pre-neumonectomia,
Pre-rp: pre-reperfusion; Post-rp 10°: 10 minutos post-reperfusion, Post-rp.30°: 30 minutos
post-reperfusion.

No observamos diferencias significativas entre el grupo control y el PCI en
los niveles de PaO2 a lo largo del experimento en sangre periférica arterial. Las

cifras se mantienen por encima de 200 mmHg en todo momento (figura 18).
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FIGURA 18: Variacion de los niveles de PaO2

Tampoco evidenciamos diferencias en sangre arterial periférica en torno a los

niveles de PaCO2 entre ambos grupos. Se mantienen valores fisiologicos

durante todo el procedimiento (figura 19).
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FIGURA 19: Valores de PaCO2
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Del mismo modo, el pH de la sangre arterial periférica se mantiene en niveles

fisiologicos a lo largo de todo el procedimiento y tampoco apreciamos

diferencias entre ambos grupos experimentales (figura 20).
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FIGURA 20: Valores del pH

4.2.2 Transferencia de gases en el pulmon reimplantado

Para estudiar el funcionamiento del 16bulo reimplantado, especialmente

la capacidad de oxigenacion de la sangre por el tejido pulmonar sometido a IR,

realizamos gasometrias en muestras de sangre extraidas simultineamente (tras

10 y 30 minutos de reperfusion) de la arteria pulmonar (a través del Swan-Ganz)

y de la vena pulmonar del 16bulo reimplantado (por venopuncion directa).
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Cuando se realiz6 el estudio gasométrico de la sangre extraida de la vena
pulmonar del lobulo reimplantado, a los 10 minutos y a los 30 minutos de
restablecer la perfusion del 16bulo, se observd una mayor presion de O2 en la
sangre de los animales en los que se habia realizado PCI. No se observaron
diferencias significativas en la presion de CO2 ni en el pH sanguineo (tabla 3,
figuras 20-23). No se observaron diferencias, entre ambos grupos, en los
parametros gasométricos medidos en sangre extraida de la arteria pulmonar

(tabla 4, figuras 24-26).

Tabla 3. Variables gasométricas en sangre extraida durante la reperfusion de

la vena pulmonar del lobulo implantado

Variable Grupo | Post-rp. 10" | Post-rp. 30°

Paoz Control 278 £52 262 +41
(mmHg) PCI 228 + 48 423 + 48 *

PaC02 Control 36 +4 36 +5
(mmHg) PCI 37+ 5 31+4

pH Control 7,54 £ 0,04 7,55 +0,05
PCI 7,5+ 0,05 7,52 £ 0,04

Los resultados se expresan como la media £ error estandar de la media. PaO2: presion arterial
de oxigeno;, PaCO?2: presion arterial de anhidrido carbonico. Post- rp 10°: 10 minutos post-
reperfusion, Post-rp.30°: 30 minutos post-reperfusion. .* p< 0,05 entre el grupo PCI y el
control.
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Tabla 4. Variables gasométricas en sangre extraida durante la reperfusion de

la arteria pulmonar

Variable Grupo | Post-rp. 10" | Post-rp. 30°

Pa0O2 Control 37+3 39+4
(mmHg) PCI 46+ 11 37+3
PaCO2 Control 54+4 54+5
(mmHg) PCI 51+2 51+3

pH Control 7,39 +0,03 7,39 +£0,03
PCI 7,39 £0,02 7,39+ 0,01

Los resultados se expresan como la media * error estandar de la media. PaO2: presion arterial
de oxigeno;, PaCO?2: presion arterial de anhidrido carbonico. Post- rp 10°: 10 minutos post-
reperfusion, Post-rp.30°: 30 minutos post-reperfusion.

VARIACION DE LA PRESION DEO2 EN VENA PULMONAR
TRAS LA REPERFUSION

500+ *
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E
E
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FIGURA 21: Variacion de la presion de O2 en vena pulmonar tras la
reperfusion.
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VARIACION DE LA PRESION DE CO2 EN VENA PULMONAR TRAS

LA REPERFUSION
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(@)
*
o 30- -e- Control
- - - PCI
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FIGURA 22: Variacion de la presion de CO2 en vena pulmonar tras la
reperfusion.

VARIACION DEL pH EN SANGRE DE VENA PULMONAR TRAS LA
REPERFUSION
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FIGURA 23: Variacion del pH en sangre de vena pulmonar tras la
reperfusion.

89



VARIACION DE LA PRESION DEO2 EN SANGRE DELA
ARTERIA PULMONAR EXTRAIDA DURANTE LA

REPERFUSION
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FIGURA 24: Variacion de la presion de O2 en sangre extraida durante la
reperfusion de la arteria pulmonar.

VARIACION DE LA PRESION DE CO2 EN SANGRE DELA
ARTERIA PULMONAR EXTRAIDA DURANTE LA

REPERFUSION
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FIGURA 25: Variacion de la presion de CO2 en sangre extraida durante la
reperfusion de la arteria pulmonar.
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VARIACION DEL PH EN SANGRE EXTRAIDA
DURANTELA REPERFUSION,
DE LA ARTERIA PULMONAR.
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FIGURA 26: Variacion del pH en sangre extraida durante la reperfusion de la
arteria pulmonar

4.3 RESULTADOS HEMODINAMICOS:

A continuacion se recoge la tabla con los diferentes datos hemodindmicos
referentes a la frecuencia cardiaca, la presion arterial media, presion en arteria
pulmonar, presion venosa central e indice cardiaco obtenidos en nuestro estudio,

en los distintos momentos del experimento (tabla 5, figuras 27-32).
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Tabla 5. Variables hemodinamicas

Variable Grupo Basal Preneumo. | Pre-rp. Post-rp. 10° | Post-rp. 30°

FC Control 98,90 + 6,45 110+ 9,87 103,22 +9,36 95,30 + 6,77 93,10 + 7,68

(1pm) PCI 100,11 + 5,83 100,90 + 8,41 100 + 9,94 106,77 + 12,56 113,44+ 12,71

PAM Control 99,20 + 3,80 102,44 +222 | 90,22+4,33 86+ 4,45 81,20+ 5,18

(mmHg) PCI 9322 +2,15 103,44 + 3,40 98,13 + 4,53 84,67+ 4,08 82,67 = 6,40

PAPM Control 26,30 £ 1,55 33,00£3,50 | 27,11£2,19 29+2,82 29,2+ 2,29

(mmHg) PCI 19,89 = 1,15%* 26,56 £ 1,79 32,00 £5,55 29,22 £1,38 27,75 +£2,17

PVC Control 11,60 = 0,80 13,89 + 1,51 12+ 1,09 11,1 £ 1,06 11,5+ 0,82

( mmHg) PCI 10,42 +0,78 10,22 + 1,96 * 11,25+ 1,53 10,11+ 1,38 10,89 + 1,30

PCP Control 142+1,0 18,22 + 1,50 16,11+ 1,11 17,0+1,73 19,4 = 1,66

(mmHg) PCI 11,67+1,0 14,44 + 1,34 14,63 + 1,07 16,89+ 2,35 15,63 + 1,61

IC Control 5,44 +0,42 4,88 +0,30 4,41 +£0,37 4,77+ 0,52 5,55+1,10

PCI 6,48 £ 0,59 5,80+ 0,41 5,30 +£0,37 6,85+1,82 7,02 +1,39

Los resultados se expresan como la media + error estindar de la media. FC: frecuencia
cardiaca; PAM: presion arterial media;, PAPM: presion arteria pulmonar media;, PVC: presion
venosa central; PCP: presion capilar pulmonar, IC: indice cardiaco; Ipm: latidos por minuto.
Preneumo: pre-neumonectomia, Pre-rp: pre-reperfusion;, Post- rp 10°: 10 minutos post-
reperfusion, Post-rp.30": 30 minutos post-reperfusion.* p< 0,05 entre el grupo PCI y el control.
** p< 0,01 entre grupo PCI y control.

El analisis estadistico de los valores de frecuencia cardiaca, no encuentra
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el PCI a lo
largo de todo el experimento. Las cifras de frecuencia cardiaca se encuentran
dentro de los limites de la normalidad en los animales de este estudio (tabla 5,

figura 27).
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FIGURA 27: Valores de la frecuencia cardiaca

En cuanto a las cifras de presion arterial media, tampoco se observan
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo de

PCI (tabla 5, figura 28).
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FIGURA 28: Valores de la Presion arterial media
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Se mantienen PAM en rangos normales a lo largo del experimento. Asi
mismo, tampoco encontramos diferencias significativas entre ambos grupos a
nivel de la presion capilar pulmonar (tabla5, figura 29) ni en cuanto al indice

cardiaco (tabla 5, figura 30).
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FIGURA 29: Valores de la presion capilar pulmonar
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FIGURA 30: Valores del indice cardiaco.
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En el analisis estadistico de la presion arterial pulmonar media se observa

una diferencia significativa, con una p<0.01, entre el grupo control y el PCI en
el momento basal del experimento, no observandose diferencias

estadisticamente significativas en el resto de los momentos del trabajo (tabla 5,

figura 31).
40
PAPM
=)
T 304 =
=
E
= -e- Control
% 20-
*p <0.05
10 ) L} ) L) )
P & NY N o
Q)(b QQ\) Q\ \:& \f\Q.
Q@ QOG') QO@

FIGURA 31: Valores de la presion media de la arteria pulmonar

Al analizar los valores de presion venosa central, se observan diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos, con una p<0.05, en el
momento pre-neumonectomia. No se encuentran diferencias significativas en el

resto de momentos del experimento (tabla 5, figura 32).
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FIGURA 32: Valores de presion venosa central

4.4. RESULTADOS BIOQUIMICOS:

A continuacidén se recoge la tabla con los diferentes datos bioquimicos,
medidos en tejido pulmonar, referentes al edema pulmonar, al estrés oxidativo y
a la activacion leucocitaria obtenidos en nuestro estudio, en los distintos

momentos del experimento (tabla 6, figuras 33-36).
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Tabla 6. Variables bioquimicas relacionadas con edema pulmonar, el estrés

oxidativo y

sometido a isquemia-reperfusion

Variable

Grupo

Preneumo.

la activacion leucocitaria, medidas en el

Pre-rp.

Post-rp. 10’

tejido pulmonar

Post-rp. 30°

Edema
pulmonar

Control

PCI

4,.82+0,21

4,78 £ 0,26

491 +0,48

4,30+0,18

4,82 + 0,35

4,55+ 0,29

4,87 +0,01

4,15+ 0,37

LPO

( mmol/mg
prot)

Control

PCI

2,61 +0,07

2,61 0,05

3,61 £0,05

3,64 + 0,09

3,88 £ 0,06

2,81 + 0,06 *

2,88 +£0,03 *

3,10 = 0,03 *

MDA
( pmol/ mg

prot)

Control

PCI

321+0,13

3,43+0,13

3,87 £0,08

4,27 £0,05 *

4,99 + 0,09

4,35 +0,08

5,35+ 0,09

4,68 + 0,07

MPO
( UI/ mg prot)

Control

PCI

0,07 £ 0,003

0,06 + 0,006

0,10 + 0,002

0,10 +£ 0,007

0,18 +0,003

0,23 + 0,006

0,11+ 0,009 *

0,14 + 0,006 *

Los resultados se expresan como la media + error estindar de la media. PCI: grupo
precondicionamiento. LPO: lipoperoxidos;, MDA: malondialdehido;, MPO: mieloperoxidasa;
Preneumo: pre-neumonectomia; Pre-rp: pre-reperfusion, Post- rp 10°: 10 minutos post-
reperfusion; Post-rp.30°: 30 minutos post-reperfusion. * p< 0.05 entre el grupo PCI y el
control.

4.4.1 Edema pulmonar

FEl analisis estadistico de las cifras de edema pulmonar no revela diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos en ningin momento del
experimento, aunque como puede apreciarse en la figura 18, ya desde la pre-
reperfusion, el edema pulmonar parece menor en el grupo PCI (tabla 6, figura

33).
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Preneumo

Post-rp 10

Post-rp 30

EDEMA
PULMONAR

Control

w=PCl

*p<0.05

FIGURA 33: Variacion de agua vascular extrapulmonar ( ratio peso

4.4.2 Citoquinas

humedo/peso seco.) *p<0,05.

A continuacion se presentan los resultados referentes a la expresion de las

citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a medidas en tejido pulmonar mediante

Western blotting a lo largo del experimento (tabla 7, figuras 37 y 38).

Variable

Tabla 7. Citoquinas proinflamatorias

Grupo

Preneumo.

Pre-rp

Post-rp. 10°

Post-rp. 30°

IL-1

Control

PCI

Control

PCI

124 +0,01
1,42 £ 0,02 *
0,71 £ 0,01

0,74 £0,03

1,83 £0,05
1,47 £ 0,06 *
0,85 +0,03

0,71 £ 0,02 *

1,82 £0,05
1,39 £ 0,09 *

0,96 + 0,02

0,69 + 0,02*

1,85 +0,02
1,43 £ 0,03 *
1,98 £ 0,03

0,72 + 0,02*

Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. IL-1: interleuquina
1; TNF-o: factor de necrosis tumoral . ; Preneumo: pre-neumonectomia; Pre-rp: pre-
reperfusion, Post- rp 10°: 10 minutos post-reperfusion, Post-rp.30°: 30 minutos post-
reperfusion. * p< (.05 entre el grupo PCI y el control.
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Interleuquina-1

El analisis estadistico de los wvalores de 1IL-1, revela diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en tres momentos: pre-

reperfusion, a los diez minutos tras la reperfusion y a los 30 minutos tras la

reperfusion del injerto. Siendo menor las cifras de IL-1 en el grupo PCI con una
significacion estadistica de p<0.05. La diferencia se mantiene desde fases

iniciales del experimento hasta la finalizacién del mismo (tabla 7, figura 37).

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 37: Variacion de interleuquina-1 (unidades arbitrarias).* p<0,05

Factor de Necrosis tumoral - o

FEl analisis estadistico del TNF-a también revela diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos en tres momentos: pre-reperfusion, a los diez

minutos tras la reperfusion y a los 30 minutos tras la reperfusion del injerto.
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Siendo menor las cifras de TNF-a en el grupo PCI con una significacion de
p<0.05.La diferencia se hace maxima en la fase final del experimento, cuando

han pasado 30 minutos de la reperfusion del injerto (tabla 7, figura 38).

TNF-a

Control
—=—PCl

*p<0.05

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 38: Variacion de factor de necrosis tumoral (unidades arbitrarias).
%
p<0,05

4.4.3 Estrés oxidativo

Lipoperoxidos

El analisis estadistico de los valores de LPO encuentra diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el de PCI, con una

p<0.05 en tres momentos distintos: durante la pre-reperfusion, a los diez minutos

post-reperfusién y a los treinta minutos de la reperfusion. Siendo la LPO

significativamente menor en el grupo PCI. No se observan diferencias

estadisticamente significativas en el resto del experimento (tabla 6, figura 34).
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Control
== Pp(|

Preneumon Post-rp 30

FIGURA 34: Variacion de lipoperoxidos ( mmol/mg prot).* p<0,05

Malondialdehido

El analisis estadistico de las cifras de MDA revela diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo control y el PCI, con una

significacion p<0.05, durante la pre-reperfusion. Siendo significativamente

mayor en el grupo PCI, aunque disminuye la diferencia respecto al grupo control
a medida que avanza el experimento. No se observaron diferencias en los demas

momentos del experimento (tabla 6, figura 35).

MDA

Control
=n= PpC|

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 35: Variacion de malondialdehido (Ul/mg prot).* p<0,05
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4.4.4 Activacion leucocitaria

FEl analisis estadistico de las cifras de MPO evidencia diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos durante la post-reperfusion,

tanto a los 10 minutos como a los 30 minutos. Siendo significativamente menor

en el grupo PCI, con una significacion estadistica de p<<0.05 (tabla 6, figura 36)

MPO

= Control
=x=P(|

*¥p<0.05

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 36: Variacion de la mieloperoxidasa ( Ul/mg prot). *p<0,05

4.4.5 Metabolismo del 6xido nitrico

En la siguiente tabla aparecen los datos relacionados con el metabolismo del
NO. La concentracion de NO fue medida en suero de sangre venosa periférica.
La actividad de las diferentes oxido nitrico sintetasas fue determinada en tejido

pulmonar (tabla 8, figuras 39-42).
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Variable

Grupo

Preneumo.

Tabla 8. Metabolismo del NO

Pre-rp.

Post-rp. 10’

Post-rp. 30°

NO

(mmol/ml)

Control

PCI

432 +34

43+34

20+ 1,7

35,6 £2,2 *

26+2.8

30£34

245+22

372+3,8

eNOS
(U.A)

Control

PCI

1,66 + 0,02

1,65+ 0,02

1,33 £ 0,02

1,45 £ 0,03 *

1,39 +£ 0,02

1,48 £ 0,04 *

1,34 +£ 0,01

1,49 £ 0,02 *

nNOS
(U.A)

Control

PCI

1,40 £ 0,05

1,34 + 0,06

1,05 £ 0,05

1,23 £ 0,06 *

124 +0,04

1,36 £ 0,04

1,19+ 0,04

1,34 + 0,02

iNOS
(U.A)

Control

PCI

1,74 +£ 0,02

1,94 + 0,06 *

1,81 0,06

1,97 £ 0,01 *

1,98 £ 0,04

1,87 £0,06

2,05+0,03

1,88+ 0,01

Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. NO: oxido nitrico;
eNOS: NO sintetasa endotelial; nNOS: NO sintetasa neuronal; iNOS: NO sintetasa inducible;
Preneumo: pre-neumonectomia; Pre-rp: pre-reperfusion;, Post- rp 10°: 10 minutos post-
reperfusion, Post-rp.30°: 30 minutos post-reperfusion. * p< 0,05 entre el grupo PCI y el

control.

Oxido nitrico

Respecto a los valores de NO, medido en sangre periférica, encontramos

diferencias estadisticamente significativas durante la pre-reperfusion, siendo

significativamente mayores las cifras en el grupo PCI con una significacion de

p<0.05. No encontramos diferencias significativas en el resto de momentos del

trabajo (tabla 8, figura 39).
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NO

Control
PCI

*p<0.05
Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 39: Variaciones del oxido nitrico ( mmol/ml). *p<0,05

Oxido nitrico sintetasa endotelial

El analisis estadistico de las cifras de NO sintetasa endotelial refleja

diferencias estadisticamente significativas en tres momentos del experimento:

pre-reperfusion, a los 10 minutos post-reperfusion v a los 30 minutos post-

reperfusion. Siendo las cifras mas elevadas en el grupo PCI, con una significan

de p<0.05 (tabla 8, figura 40).

des arbitrarias

1ca

Preneumo Post-rp 10 Post-rp30

FIGURA 40: Variaciones en la NO sintetasa endotelial ( Unidades
arbitrarias.) *p<0,05
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Oxido nitrico sintetasa neuronal

En cuanto a los niveles de NOS neuronal, encontramos diferencias

estadisticamente significativas durante la pre-reperfusion, siendo los valores mas

elevados en el grupo PCI, con una significacion estadistica de p<0.05.
Posteriormente, aunque los niveles de la enzima son mayores en el grupo PCI
respecto al control, estas diferencias no alcanzan significacion estadistica (tabla

8, figura 41).

Jes arbitrarias

1ca

+p<0.05

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30

FIGURA 41: Variaciones en la NO sintetasa neuronal ( Unidades
arbitrarias.) *p<0,05
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Oxido nitrico sintetasa inducible

Fl analisis estadistico de los valores de NOS inducible, sefiala diferencias

significativas entre ambos grupos tanto pre-neumonectomia como durante la

pre-reperfusion, siendo significativamente mas altos los niveles en el grupo PCI,

aunque posteriormente decrecen los niveles por debajo de los del grupo control.

El grado de significacion estadistica es de p<<0.05 (tabla 8, figura 42).

iINOS

Control
PCI

*p<0.05

Preneumo Post-rp 10 Post-rp 30°

FIGURA 42: Variacion de la NO sintetasa inducible (Unidades
arbitrarias.) *p<0,05.
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5. DISCUSION

107



La interrupcion de la circulaciéon pulmonar durante un tiempo prolongado
(isquemia) y el posterior restablecimiento de la misma (reperfusion) activa
procesos moleculares que conducen a dafio pulmonar y respuesta inflamatoria
sistémica con trascendencia en la practica clinica (6, 7). El sindrome de isquemia
reperfusion (SIR) pulmonar puede producirse en determinados procesos
patologicos como el tromboembolismo pulmonar o tras resucitacion
cardiopulmonar, pero con frecuencia es fruto de una interrupcion temporal de la
circulacion pulmonar en el contexto de un procedimiento quirurgico
técnicamente complejo. En cirugia toracica, el proceso terapéutico que
clasicamente se relaciona con IR es el trasplante pulmonar, que conlleva
isquemias muy prolongadas del 6rgano, pero en condiciones de hipotermia (47).
Sin embargo, cada vez con mayor frecuencia, en los ultimos afios, se han
desarrollado y extendido procedimientos técnicos en los que la isquemia
pulmonar no se realiza en hipotermia, sino en normotermia (isquemia caliente),
en isquemia tibia (manteniendo el o6rgano a 12-14° C de temperatura), o en una
combinacion de ambas, durante un periodo mas o menos prolongado de tiempo.
Este es el caso de las cirugias en las que se realiza reconstruccion de la arteria
pulmonar (angioplastia) y del trasplante lobar de donante vivo. El modelo
experimental en el que se basa esta tesis se asemeja mucho a estas situaciones
clinicas: el pulmoén es sometido a un proceso de isquemia caliente prolongada,
durante un procedimiento de autotrasplante, en un mamifero de gran tamafo

(cerdo) de comportamiento bioldégico muy parecido al del ser humano (96).
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A partir de este modelo de IR pulmonar, el objetivo del presente estudio ha
sido evaluar el papel del PCI como medida efectiva para minimizar la respuesta
del organismo a la IR caliente pulmonar. Este modelo experimental de
autotrasplante pulmonar no conlleva un enfriamiento progresivo del 6rgano a
trasplantar, ni un enfriamiento de las soluciones de preservacion, ni la necesidad
de practicar circulacion extracorporea. Ademads, se aplica un procedimiento de
oclusion temporal de la arteria pulmonar izquierda, en ciclos breves y repetidos,
como mecanismo de precondiciomamiento isquémico del pulmoén sobre el que
se va a realizar el procedimiento de autotrasplante(97). Por tanto, con este
modelo experimental pretendemos conocer, en un contexto preclinico, y
mediante analisis de parametros hemodinamicos, gasométricos y moleculares, si
el PCI podria aplicarse para disminuir el SIR que puede presentarse en la
practica clinica, en cirugias con angioplastia de la arteria pulmonar o en
procedimientos de trasplante lobar de donante vivo. La importancia del estudio
radica en que son pocos los estudios que profundizan en la respuesta a la IR
normotérmica pulmonar(19, 33, 72-74, 76, 81, 82) y menos aun los que analizan
el efecto del PCI pulmonar en un modelo experimental con grandes

mamiferos(83, 98).

El PCI fue una de las primeras estrategias para intentar modular la respuesta
al SIR. Los pioneros en el estudio del precondicionamiento fueron Murry y sus
colaboradores en 1986. Fueron ellos los que acufiaron el término de
“precondicionamiento isquémico” al estudiar el fendémeno de IR en el miocardio

de un modelo experimental canino.
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En su trabajo comparaban un grupo control en el que se ocluia una arteria
coronaria durante 40 minutos, mientras que en el otro grupo se llevaban a cabo 4
periodos de 5 minutos de oclusion de la arteria coronaria, seguidos de 5 minutos
de reperfusion cada uno. Al comparar el tamafio de los infartos en ambos
grupos, observaron que en el grupo en el que se habian realizado oclusiones
secuenciales seguidas de periodos de reperfusion, el tamafio de los infartos era
significativamente menor (hasta un 25% menor). A este mecanismo protector

frente al SIR se le llamo precisamente precondicionamiento isquémico(65).

A partir de ese momento se abre una nueva corriente investigadora que
comienza a considerar la paradoja de que la isquemia puede actuar como
mecanismo protector frente a la propia isquemia. ElI PCI ha sido desde entonces
ampliamente estudiado en numerosos 6rganos y sistemas, fundamentalmente a
nivel cardiaco (64, 66), también a nivel hepatico (68), renal (67) y a nivel de

extremidades (70).

El protocolo de PCI realizado en nuestro modelo experimental, dos ciclos de
5 minutos de oclusion de la arteria pulmonar izquierda con 5 minutos de
reperfusion pulmonar tras cada ciclo de oclusion, se asemeja al realizado por
Featherstone y cols (99) en pulmoén aislado de rata y al realizado por Yhang y
cols en pacientes sometidos a reseccion pulmonar mayor(100).

De acuerdo con estos estudios y los de otros investigadores (98, 101), ciclos
repetidos breves de PCI parecen ejercer una mayor proteccion sobre funcion
pulmonar y atenuan con mas eficacia la respuesta inflamatoria y apoptotica

pulmonar ante la IR prolongada.
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A la vista de los resultados gasométricos y bioquimicos en nuestro modelo

experimental, este protocolo de PCI también parece eficaz en modelos porcinos.

51 EFECTOS SOBRE PARAMETROS HEMODINAMICOS Y

GASOMETRICOS

En este trabajo se han analizado numerosos parametros hemodindmicos y
gasométricos durante un procedimiento de autotrasplante pulmonar en cerdos.
Van Raemdonck et al observaron que la tolerancia a la isquemia caliente del
pulmoén de conejo no ventilado era de 1 hora(102). Yamakazi et al en un modelo
canino de autotrasplante pulmonar, establecieron en 120 minutos el tiempo
maximo para que el pulmén permaneciese viable y el animal sobreviviera(75).
En nuestro estudio el tiempo medio de isquemia de todos los procedimientos fue
de 104 minutos, tiempo suficiente para desarrollar un dafio pulmonar no letal,
pero con suficientes alteraciones fisiopatologicas que permitan analizar

potenciales tratamientos.

En estudios experimentales de IR normotérmica, el dafio pulmonar agudo se
manifiesta clinicamente con un aumento de la resistencia vascular pulmonar,
edema pulmonar y deterioro en el intercambio gaseoso.

En la mayoria de los estudios la isquemia se mantiene de forma mas
prolongada que en nuestro trabajo, entre 2 y 3 horas y las alteraciones antes

descritas se ponen de manifiesto tras varias horas de reperfusion(77, 83, 103).
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Nuestro modelo esta disefiado para el estudio de la respuesta precoz al SIR.
Las diferentes variables hemodindmicas permanecieron relativamente estables a
lo largo de todo el experimento lo que creemos confiere mayor validez al resto

de hallazgos encontrados.

No se observan diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de
las variables hemodindmicas y gasométricas entre los dos grupos a lo largo de
todo el experimento. Sin embargo, es destacable el hecho de que la capacidad
de oxigenacion de la sangre por parte del pulmén sometido a isquemia, y
reimplantado, es significativamente mayor al final del experimento en el grupo
que fue sometido a PCI. Es un dato que nos muestra directamente la respuesta
funcional del tejido pulmonar tras ser sometido a una isquemia prolongada. La
ausencia de diferencias significativas en la concentracion de CO; o en el pH
sanguineo, tanto sistémicos como en arteria y vena pulmonar, nos indica que
esta diferencia en la oxigenacion de la sangre no es consecuencia de alteraciones
en la ventilacion pulmonar, si no mas probablemente de un mejor
funcionamiento del intercambio gaseoso o de la microcirculacion. Es sin duda el
parametro clinico més llamativo del estudio y sugiere un efecto beneficioso del
PCI sobre el funcionamiento del tejido pulmonar sometido a isquemia y

reperfusion.

Otros autores, ademas de observar mejor oxigenacion pulmonar, si observan

mejoria en parametros hemodindmicos tras PCI.
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Yildiz y colaboradores demostraron que, en pulmon aislado de rata, un ciclo
de 5 minutos de isquemia, seguido de 5 minutos de reperfusion, atenuaba la
disminucidn de la respuesta vasoconstrictora pulmonar inducida por 2 horas de
isquemia caliente(85); este efecto era ya patente tras 30 minutos de reperfusion y
parecia mediado por la activacion de receptores de adenosina. Los resultados de
Yildiz confirman que los efectos beneficiosos del PCI se observan poco tiempo
después de la reperfusion. En nuestro trabajo, no medimos esta respuesta
vasoconstrictora, pero demostramos que los efectos del PCI son evidentes, en
cuanto a la capacidad de oxigenacién del pulmoén, a los 30 minutos de la
reperfusion, y, a nivel bioquimico, incluso 10 minutos después de la reperfusion.
Gasparri y colaboradores, también observan mejoria de la capacidad de
oxigenacion del pulmon de conejo, sometido a oclusion hiliar in situ durante dos
horas, desde los 30 minutos de la reperfusion (83); sin embargo, estos autores
consideran que el tiempo acumulado necesario de periodos de isquemia en el
PCI debe alcanzar los 15 minutos, mientras que en nuestro experimento dos
ciclos de 5 minutos de isquemia demuestran ser suficientes para observar un

efecto beneficioso del PCI.

En resumen, en concordancia con otros estudios, en el nuestro modelo

experimental, el PCI mejora la capacidad de oxigenacion del pulmon sometido a

IR normotérmica prolongada.
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5.2 EFECTOS DEL PCI SOBRE EL EDEMA PULMONAR

El SIR desencadena una respuesta inflamatoria que provoca dafo
microvascular con formacién de microagregados y lesion de la membrana
alveolo-capilar. Se produce a continuacion extravasacion de liquido del torrente
sanguineo al espacio alveolar y edema pulmonar (101) (medido a través del agua

extravascular pulmonar).

Hay determinados trabajos que relacionan el edema pulmonar con diferentes
volimenes tidal durante la ventilacion mecénica, asociando un mayor edema con
mayores volimenes tidal (104). En nuestro experimento todos los sujetos de
experimentacion fueron ventilados con el mismo volumen tidal, por lo que

creemos que no ha producido diferencias al respecto.

Varios autores han publicado trabajos en los que el PCI disminuye el edema
pulmonar inducido por IR. Featherstone y colaboradores observan este efecto en
pulmon aislado de rata, sometido a 6 horas de isquemia fria y tras 40 minutos de
reperfusion, cuando se realizaron dos ciclos de 5 minutos de isquemia durante el
PCI. Este mismo efecto publican Gasparri y colaboradores en un modelo de IR
caliente pulmonar en conejo (83), y Yildiz y colaboradores en pulmoén aislado de

rata con perfusion normotérmica (85).
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Nosotros no encontramos diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al edema pulmonar en ambos grupos a lo largo de todo el experimento,
aunque tal y como se representa en la figura 18, el edema es menor en el grupo
PCI sobre todo desde la pre-reperfusion. Esto podria deberse al efecto protector
del PCI que al disminuir la respuesta inflamatoria del SIR, reduce también el
edema pulmonar resultante, aunque es probable que sea necesario investigar este
aspecto tras un periodo post-reperfusion mayor, cuando el edema esté
claramente instaurado. Tal vez entonces se pongan de manifiesto diferencias
mas relevantes entre ambos grupos. Por otra parte, es posible que el menor
edema pulmonar observado en el grupo PCI, aunque no significativo, contribuya

a la significativa mejoria del intercambio gaseoso anteriormente descrita.

En resumen, en este estudio aunque se observa un menor edema en el pulmon
de los animales sometido a PCI antes de la IR prolongada, las diferencias con el

grupo no tratado no fueron significativas.

5.3 EFECTOS DEL PCI SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Nuestro modelo experimental consiste en el estudio de la respuesta del
organismo al SIR pulmonar desde fases muy precoces del mismo (los primeros
30 minutos). En las fases tan precoces del SIR son de vital importancia los
macréfagos tisulares, que se activan como consecuencia de la sintesis de RLO y

que liberan diferentes citoquinas (60, 105).
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De entre ellas, en nuestro estudio hemos analizado tanto el TNF-a(21, 22),
como la IL-1(18, 19), cuyo papel en las fases precoces del SIR ha sido
ampliamente descrito (23, 25, 26, 30).

Tanto el TNF-a como la IL-1 se elevan de forma significativa en tejido
pulmonar, desde fases iniciales del experimento, en el grupo control y estos
niveles no descienden durante el procedimiento. En el grupo PCI, sin embargo,
se mantienen niveles mas o menos similares a lo largo del estudio, muy por
debajo del grupo control. Sabiendo que se trata de citoquinas proinflamatorias,
con un papel importante en la etiopatogenia del SIR podemos deducir que
niveles mas bajos de estas sustancias implicarian una menor respuesta
inflamatoria y, por ende, menor dafio sistémico y pulmonar. Pero la respuesta al
SIR es mucho mas compleja e intervienen mas mediadores, algunos de los

cuales analizamos en este trabajo.

Nuestros datos estan en consonancia otros trabajos publicados. Krishnadasan y
colaboradores observaron un aumento de IL-1 y TNF-a en tejido pulmonar a los
60 minutos de aplicar 90 minutos de isquemia caliente en un modelo
experimental murino(19). Friedrich(98) y colaboradores demostraron, en un
modelo de IR pulmonar caliente en perros, que los animales sometidos a PCI
presentaban niveles menores de IL-6 y TNFa y niveles mayores de IL-10 que
los no precondicionados. Por su parte, Jun y colaboradores demostraron una
modificacion de la expresion génica por el PCI, con disminucion de la expresion
de la mayoria de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-3, IL-6 IL-15,
IFy y TNFa en las primeras 6h tras reperfusion, en un modelo de trasplante

pulmonar izquierdo en rata, con isquemia fria del implante durante 2 horas(106).
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Con sus importantes diferencias de modelo animal y metodolédgicas, la
mayoria de los autores demuestran que el PCI atenua la expresion en pulmoén de
citoquinas proinflamatorias inducida por el SIR pulmonar. En estos estudios,
esta expresion de citoquinas se estudia tras 1-8 horas de reperfusion pulmonar.
En nuestro experimento, mostramos que estos cambios son evidentes incluso
antes de la reperfusion, poniendo de manifiesto la importancia del papel de la
produccion de citoquinas proinflamatorias por los macréfagos del pulmoén

donante en el desarrollo de SIR en el receptor.

En resumen, las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a, cruciales en la
activacion y potenciacion de la respuesta inflamatoria en el SIR, experimentan

una atenuacion en su expresion cuando se aplica PCI antes de la IR prolongada.

5.4 EFECTOS DEL PCI SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO

El aumento del estrés oxidativo es una consecuencia precoz en el SIR
pulmonar, como se ha observado mediante la oclusion in situ de la arteria
pulmonar en perros (107) y tras la isquemia normotérmica en pulmoén aislado de

rata(108).
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Durante la IR pulmonar, las células endoteliales, los neumocitos II, las
c€lulas claras, las células epiteliales y los macrofagos alveolares del parénquima
pulmonar, generan radicales libres de oxigeno (ROS) como el anidén superoxido
(O-), peroxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (OH), que son
moléculas altamente inestables que reaccionan con los enlaces insaturados de los
acidos grasos libres de la membrana celular, produciendo peroxidacion lipidica y
alterando la permeabilidad de la membrana; el resultado final es dafio celular
irreversible y lisis celular (103). En estas reacciones se generan hidroperoxidos
de lipidos (LPO) y aldehidos, como el malondialdehido (MDA), que se utilizan

como indicadores del grado de peroxidacion lipidica (109-111).

En este trabajo, los niveles de LPO y MDA aumentan progresivamente en el
tejido pulmonar de ambos grupos experimentales, lo que demuestra un
incremento progresivo del estrés oxidativo durante el experimento. Sin embargo,
este aumento del estrés oxidativo es significativamente menor en el grupo de
animales a los que se realizd PCI. Otros autores también han demostrado una
atenuacion del estrés oxidativo en el SIR pulmonar tras realizar PCI pulmonar
(85-87). Li y cols observaron en un modelo canino de trasplante pulmonar
izquierdo, con isquemia fria de 2 horas y media, el grupo tratado con PCI (10
minutos de isquemia y 15 minutos de reperfusion) presentd en tejido pulmonar,
tras una hora de reperfusion, niveles de MDA significativamente menores que el
grupo en el que no se realizd6 PCI(87). También Yildiz y colaboradores
demostraron que, en pulmon aislado de rata, el PCI (5 minutos de isquemia y 5
minutos de reperfusion) atenuaba la elevacion de MDA inducida por 2 horas de

isquemia caliente (85).
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En el trabajo de Soncul y colaboradores, que someten a 3 horas de isquemia
normotérmica y 30 minutos de reperfusion a pulmones aislados de cobaya, se
observa un menor nivel de MDA, tanto en tejido pulmonar como en el liquido de
perfusion, en los casos en que se aplico PCI (dos ciclos de 5 minutos de
isquemia)(86). Du y colaboradores y Pilla y colaboradores llegan a las mismas
conclusiones midiendo, como marcador de peroxidacion lipidica, sustancias

reactivas al acido barbittrico(84, 112).

En el grupo de animales en los que se realizdé PCI, antes de la reperfusion
observamos un incremento de MDA mas acusado que en el grupo Control.
Parece evidente que el PCI debe activar mecanismos moleculares que
incrementen la produccion de RLO vy, consecuentemente, la peroxidacion
lipidica. Sin embargo, el hecho de que, tras la reperfusion, el grupo PCI no
presente el significativo aumento del estrés oxidativo que se ve en grupo
Control, apunta hacia el papel que puede desempefiar un estrés oxidativo sub-

letal en la adaptacion celular a periodos de isquemia prolongados (113).

A nivel del descenso de MDA podria intervenir no s6lo el PCI sino también
la administraciéon de propofol, que parece tener capacidad antioxidante por si
mismo segun algunos estudios (114-116). En nuestro trabajo esto no supondria
un factor diferenciador puesto que el propofol es administrado en los dos grupos

por igual.
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En resumen, en nuestro modelo, parece que el PCI es capaz de atenuar el
estrés oxidativo inducido por la IR, y nuestros resultados sugieren que una breve
y moderada elevacion del estrés oxidativo, como efecto del PCI, podria estar

involucrada en este fendmeno adaptativo.

5.5 EFECTOS DEL PCI SOBRE LA ACTIVACION LEUCOCITARIA.

Los resultados de nuestros experimentos muestran que la actividad de la
MPO en el tejido pulmonar sometido a IR, experimenta un incremento
progresivo durante la reperfusion. La MPO es la proteina mas abundante de los
neutrofilos y cataliza la conversion del perdxido de hidrogeno y el cloruro a
acido hipocloroso, un potente agente oxidante. Es sabido que el aumento de
actividad MPO es proporcional al nimero de neutréfilos que infiltran el tejido y
es utilizada como indice de migracién leucocitaria y de estrés oxidativo.

Aunque la actividad MPO pulmonar también se elevo en los pulmones
sometidos a PCI, esta fue significativamente menor que en los pulmones de los
animales del grupo Control, evidenciando que la atenuacion de la activacion
leucocitaria también participa en el mecanismo protector del PCI sobre el SIR

pulmonar.

El dafio por IR es un proceso bifasico en el que existe una fase precoz

mediada por macrdéfagos, seguida por una fase tardia en la que se produce

reclutamiento y activacion de neutrofilos(117).
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En los modelos de trasplante pulmonar, los macrofagos alveolares del pulmén
donante son activados en las fases tempranas del SIR e inician la cascada de
eventos que dan lugar a la activacion del sistema inflamatorio, amplificada en el
receptor durante la reperfusion, al favorecer la agregacion intravascular de
leucocitos del receptor en el pulmon implantado, y su migracion desde los
capilares pulmonares al espacio extravascular(118, 119). Cuando los neutréfilos
activados alcanzan el espacio extravascular, liberan ROS, citoquinas, proteasas y
peroxidasas (destacando la MPO) que producen un aumento de la permeabilidad
microvascular, trombosis y dafio del parénquima pulmonar (4). Ademads, la
infiltracion del parénquima pulmonar por neutréfilos se relaciona con una PaO2
baja, presiones vasculares pulmonares altas asi como resistencias vasculares

pulmonares elevadas (118).

Una interpretacion global de los resultados de nuestro estudio, permite intuir
una correlacion entre el aumento observado de citoquinas proinflamatorias, el
estrés oxidativo, la activacion leucocitaria y la capacidad de oxigenacion
pulmonar en el SIR de este modelo experimental. En consonancia con los
estudios mencionados, el aumento de actividad de TNF e IL-1, asi como el
estrés oxidativo, es patente en el tejido pulmonar antes de la reperfusion y solo
tras esta es evidente el incremento de la activacion leucocitaria. Eppinger y
colaboradores, en un modelo experimental de IR caliente en ratas, demostraron
que las alteraciones observadas durante los primeros 30 minutos de reperfusion
eran independientes de la activacion leucocitaria, cuyos efectos empezaban a ser

patentes trascurridas 4 horas de reperfusion (120).
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Con los datos de los que disponemos es dificil saber si en nuestro modelo la
activacion leucocitaria empieza a ejercer sus efectos mas precozmente, pero es
evidente que el fendémeno de activacion estda ya presente en el pulmon
implantado tan solo 10 minutos después de iniciar la reperfusion y que el PCI es

capaz de disminuirla.

En resumen, hemos observado que en este modelo de autotrasplante
pulmonar, la IR induce un aumento de la activacion leucocitaria pulmonar,

medida por la actividad MPO, y que el PCI puede atenuar este efecto.

5.6 EFECTOS DEL PCI SOBRE EL METABOLISMO DEL NO

Puesto que el NO ha sido implicado como modulador, protector y efector en
la IR, medimos los niveles de NO en sangre periférica y de la actividad, en
tejido pulmonar, de las diferentes isoformas de la enzima que interviene es su

sintesis, la 6xido nitrico sintasa (NOS).

El metabolismo del NO ha sido ampliamente estudiado en diferentes modelos
de IR, pero con conclusiones muchas veces contradictorias. Esto es debido al
papel polivalente del NO (36-39, 121). El NO en pequeias concentraciones es
un factor relajante del endotelio, un agente antitromboético y un potente agente
antiinflamatorio, que disminuye el reclutamiento leucocitario y la consecuente

liberacion de citoquinas y mediadores inflamatorios (36, 38, 122).
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A pesar de sus efectos beneficiosos, también posee efectos deletéreos cuando
se encuentra en altas concentraciones, ya que reacciona con ROS en presencia
de oxigeno para formar especies de nitrogeno reactivas como peroxinitritos, que
son poderosos agentes oxidantes y nitrantes. El peroxinitrito es una potente
citotoxina con importantes efectos deletéreos, ya que produce lipoperoxidacion
de la membrana, inhibe irreversiblemente los complejos enzimdticos de la
cadena respiratoria mitocondrial e induce dafio en el DNA celular activando la
enzima Poli-ADP-ribosa sintetasa. Ademas, el peroxinitrito reacciona con el
glutation inhabilitando sus efectos antioxidantes(123, 124). Todo esto es
especialmente importante en el SIR pulmonar, ya que durante la isquemia sigue

existiendo alta tension de oxigeno en los alveolos (124).

En el presente experimento, en los dos grupos experimentales existe un
descenso de las cifras de NO a lo largo de todo el procedimiento, siendo
significativamente menores las cifras en el grupo control, sobre todo durante la
pre-reperfusion. El papel que esto supone a la hora de modificar la fisiopatologia
del SIR pulmonar queda lejos de estar resuelto en la literatura y, a la vista de
nuestros resultados, solo podriamos conjeturar que en fases muy precoces del
SIR pulmonar, este menor descenso del NO podria relacionarse con el efecto

protector del PCI durante la reperfusion.

En cuanto a las isoformas conocidas de NOS, hemos estudiado la actividad de

las formas constitutivas eNOS y nNOS neuronal, y de la forma inducible, iNOS.
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Aunque la funcion de nNOS en pulmoén no esta bien definida, se ha atribuido
a la eNOS funciones en este organo de vasodilatacién, inhibicién de la
agregacion y adhesion plaquetaria e inhibicion de la migracion y adhesion
leucocitaria (118). La eNOS se sobreexpresa en SIR pulmonar, lo que parece
limitar la respuesta inflamatoria local e infiltracion leucocitaria por supresion de
la expresion endotelial de VCAM(125). Sin embargo, la iNOS, tnica isoforma
no constitutiva, se expresa ante estimulos como la ausencia de flujo sanguineo y
ha sido relacionada con la liberacion local de altas concentraciones de NO. Esta
sobreexpresion y sobreproduccion de NO en pulmoén daria lugar a una

importante secuencia de reacciones responsable de dafio por IR (36, 38).

En nuestro estudio, la actividad de la eNOS y nNOS en tejido pulmonar
disminuye respecto a los valores pre-isquemia en ambos grupos, pero en el
grupo PCI disminuye en menor medida que en el grupo control. Estos resultados
estarian en concordancia con los resultados de NO: mayor actividad de estas
enzimas en el grupo PCI, mayor sintesis de NO y de sus efectos positivos. No
obstante, son necesarios mas estudios para determinar esta afirmacion, ya que el

papel de estas enzimas y su relacion con el SIR esta atn por esclarecerse.

En cuanto a la actividad de la iNOS, presenta una elevacion progresiva de sus
niveles en el grupo control a lo largo de todo el procedimiento. Curiosamente,
los niveles pre-reperfusion son significativamente mayores en el grupo PCI y
luego disminuyen a lo largo de la reperfusion, situandose por debajo de las cifras

de los controles.
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Podriamos especular, que una elevacion inicial, breve y de menor intensidad,
de la sintesis de NO dependiente de iNOS, inducida por el PCI, podria activar
mecanismos adaptativos de respuesta a una agresion mayor como la isquemia

prolongada.

En resumen, en este modelo de SIR pulmonar el PCI parece modular el
metabolismo del NO impidiendo una deplecion acusada del NO durante las fases
mas precoces y evitando mdas tarde un exceso de expresion del mismo. La
modulacion de la actividad de las isoformas constitutivas e inducible de la NOS

participa en este proceso.

5.7 LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y APLICABILIDAD CLINICA

La primera limitacion del modelo experimental es su complejidad, tanto por

el modelo animal como por el procedimiento quirtrgico.

En este trabajo, la homogeneidad del grupo de animales tratado no es igual
que la que se pueda conseguir en un grupo de pequefios mamiferos como ratas y
ratones. La experimentacion con roedores se puede realizar con camadas
genéticamente y fenotipicamente idénticas pero con grades mamiferos el coste
de estos proyectos seria en la actualidad exorbitado. Sin embargo, la situacion es
asimilable a la de los estudios clinicos, en los que la singularidad del paciente es

la norma.
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Por otra parte, el procedimiento quirargico es largo y técnicamente complejo.
Tratdndose de un ambito experimental, es posible controlar muchas variables
que en la clinica humana escapan de control. A lo largo del estudio se mantiene
el personal anestésico, quirurgico y bioquimico; el experimento y los analisis se
realizan en los mismos centros, lo que supone homogeneidad de las condiciones
del estudio; y los protocolos anestésico, quirurgico y de tratamiento de las
muestras estan bien definidos. No obstante, los tiempos quirtrgicos, modalidad
ventilatoria e incidencias técnicas (sangrado, reposicion de volemia, calibre de
anastomosis vasculares y bronquial, etc.) oscilan de forma inevitable. Algunos
de estos parametros no presentan diferencias significativas cuando lo estudiamos
como variables, pero, en conjunto, creemos que la homogeneidad final de los
dos grupos, en cuanto a las variables hemodindmicas y gasométricas, confiere la
suficiente seguridad al modelo experimental como para sacar conclusiones de las

diferencias observadas en los resultados bioquimicos.

Otra limitacion del estudio es la brevedad del tiempo de reperfusion.
Evidentemente, cuanto mas tiempo de reperfusiéon mayor posibilidad de detectar
cambios fisiologicos atribuibles a los resultados bioquimicos. Sin embargo, esto
es lo que hasta el momento ha predominado en la literatura estableciendo

muchos de los fundamentos que se han presentado a lo largo de la tesis.

En cuanto a la aplicabilidad clinica del experimento, el PCI demuestra, en
consonancia con los estudios experimentales comentados, que, tras IR pulmonar
normotémica, es capaz de: atenuar la activacion de citoquinas proinflamatorias,

la activacion leucocitaria y el aumento del estrés oxidativo.
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Es capaz también de modular el metabolismo del NO; y de mejorar la
capacidad de oxigenaciéon del pulmén sometido a IR. Pensamos que hay
evidencia suficiente para considerar el PCI como un arma terapéutica eficaz para
prevenir el SIR en procedimientos clinicos que requieran mantener un tiempo
prolongado de isquemia pulmonar, como en las cirugias de reconstruccion de la
arteria pulmonar y en el trasplante lobar de donante vivo. Queda, sin embargo,
por determinar cual seria el protocolo clinico ideal de PCI, numero y duracion de
los ciclos de isquemia y reperfusion durante el PCI. Por el momento, el
protocolo que proponemos en esta tesis parece ser constantemente eficaz en
otros modelos experimentales de IR pulmonar, e incluso ha sido aplicado
puntualmente, sin complicaciones, en pacientes que iban a ser intervenidos de

reseccion pulmonar mayor (100).

En resumen, se presenta un modelo experimental de autotrasplante pulmonar
en cerdo para el estudio de las fases mas precoces del SIR pulmonar en grandes
mamiferos, y por ende en humanos. Se describen en profundidad los cambios
hemodinamicos, gasométricos y bioquimicos que pueden servir de parametros
de control en el estudio de nuevas terapias moduladoras del dafio pulmonar
agudo por IR, asi como el papel del PCI cldsico como herramienta terapéutica

util para minimizar la lesion del SIR pulmonar.
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Este modelo, presenta ademéas gran similitud con procedimientos quirtrgicos
como la angioplastia pulmonar o el trasplante lobar de donante vivo y podria
servir como paso previo al desarrollo de técnicas de autotrasplante pulmonar
que, en un futuro, ofrezcan una esperanza real de tratamiento quirurgico a
pacientes con cancer de pulmon y baja reserva funcional respiratoria. El
precondicionamiento isquémico ha demostrado en nuestro estudio que puede
perfilarse como una estrategia terapéutica eficaz a la hora de minimizar el dafio

producido por el SIR pulmonar.
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6. CONCLUSIONES

129



1. El precondicionamiento isquémico clasico proporciona proteccion frente
a las lesiones originadas en el sindrome de isquemia-reperfusion pulmonar ya
desde fases muy tempranas (desde 10 minutos después del inicio de la
reperfusion, hasta 30 minutos) y que pueden estudiarse en nuestro modelo
experimental de autotrasplante pulmonar en el cerdo con isquemia tibia del

injerto.

2. El precondicionamiento isquémico clasico no parece modificar la

respuesta hemodinamica frente al sindrome de isquemia-reperfusion.

3. El precondicionamiento isquémico parece disminuir la alteracion del

intercambio gaseoso del tejido pulmonar sometido a isquemia-reperfusion.

4. El precondicionamiento isquémico disminuye los pardmetros de estrés
oxidativo que intervienen en la fisiopatologia del sindrome de isquemia-

reperfusion pulmonar.

5. El precondicionamiento isquémico disminuye la activacion leucocitaria,
lo cual también estd relacionado con el efecto protector del mismo a nivel

pulmonar.

6. Asi mismo, el precondicionamiento isquémico disminuye la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, en concreto la IL-1 y el TNF-a, que intervienen en

la fisiopatologia de la isquemia-reperfusion pulmonar.
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7. Los efectos beneficiosos del precondicionamiento isquémico también
podrian estar relacionados con su influencia sobre el metabolismo del 6xido
nitrico. Ya desde fases precoces del sindrome se produce una elevacion de
enzimas relacionadas con los efectos beneficiosos del 6xido nitrico (la NO
sintetasa endotelial y neuronal), asi como una disminucion de la NO sintetasa

inducible que se relaciona con los efectos deletéreos del mismo.
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7. ANEXOS
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Introduccion: Eldanopulmonaragudo porisquemiareperfusién (IR)hasido estudiado fundamentalmente
en modelos experimentales y clinicos con IR fria. Son limitados los estudios que profundizan en las
alteraciones bioquimicas durante la IR normotérmica (caliente). El objetivo del este trabajo es presentar
un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdo para el estudio de las fases mas precoces del sindrome
de IR normotérmica pulmonar.
Animales y métodos: Seis cerdos de la raza Large-White fueron sometidos a neumonectomia izquierda,
lobectomia craneal ex situ, reimplantacién del 16bulo caudal y reperfusién del mismo durante 30 min.
Durante el procedimiento se analizaron diferentes parametros para identificar cambios hemodindmicos,
gasomeétricos y bioquimicos en el modelo. El estudio estadistico se realizé con pruebas no paramétricas.
Resultados: Tras la isquemia, se observé en tejido pulmonar un aumento significativo (p < 0,05) de meta-
bolitos de peroxidacién lipidica, de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 y MCP-1),
de actividad leucocitaria (mieloperoxidasa o MPO), de actividad 6xido nitrico sintasa inducible y de la
proteina quinasa MAPK p38, mientras que se observé un descenso de actividad tisular de las formas consti-
tutivas de NOS y de monéxido de carbono sérico. Estas alteraciones se mantuvieron o acentuaron durante
la reperfusién, donde se observé también una mayor actividad tisular hemo-oxigenasa constitutiva.
Conclusiones; Se presenta un procedimiento experimental de IR normotérmica pulmonar describiendoen
profundidad cambios hemodinamicos, gasométricos y bioquimicos. Tanto el modelo como los parametros
analizados podrian ser Gtiles en el estudio de nuevas terapias moduladoras del dafio pulmonar agudo en
situaciones clinicas de IR normotérmica.

© 2010 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Experimental Swine Lung Autotransplant Model to Study Lung
Ischemia-Reperfusion Injury

ABSTRACT
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Introduction: Ischemia-reperfusion (IR) lung injury has been investigated extensively on clinical and
experimental models of cold ischemia. However, relatively few studies examine the detailed biochemical
changes occurring during normothermic (warm) IR.

The objective of this work was to establish an experimental lung autotransplant model to be carried out
on pigs in order to study the early stages of normothermic lung IR.

Animals y methods: Six Large-White pigs underwent a lung autotransplant which entailed left pneumo-
nectomy, exsitu cranial lobectomy, caudal lobe reimplantation and its reperfusion for 30 min. Throughout
the procedure, several parameters were measured in order to identify hemodynamic, gasometric and
biochemical changes. Non-parametric statistical analyses were used to compare differences between
periods.
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Results: Afterischemia, asignificantincrease (P<0.05)in lipid peroxidation metabolites, proinflammatory
cytokines and chemokines (TNF-a, IL-13 y MCP-1), neutrophil activation, inducible nitric oxide synthase
activity and protein-kinase MAPK p38 levels were observed in lung tissue. However, constitutive nitric
oxide synthase activity in lung tissue and carbon monoxide plasma levels were decrease. The same held
true throughout the reperfusion period, when an increase in the constitutive heme-oxygenase activity

was also shown.

Conclusions: An experimental model of normothermic lung IR injury is presented and detailed changes in
hemodynamic, gasometric and biochemical parameters are shown. Both the model and the studied para-
meters may be clinically useful in future investigations testing new therapies to prevent normothermic

IR induced lung injury.

© 2010 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Diversas situaciones clinicas obligan a someter al tejido pul-
monar a periodos de isquemia mas o menos prolongados, con el
consiguiente riesgo de dano pulmonar agudo tras la reperfusién.
La mayoria de los estudios para preservar el tejido pulmonar de
los efectos de la isquemia reperfusién (IR) se realizan en mode-
los experimentales o clinicos de trasplante pulmonar con isquemnia
frial. Sin embargo, existen situaciones clinicas en las que no es
posible el enfriamiento progresivo del pulmén, ni perfundirlo con
una solucién de preservacion antes de interrumpir la circulacién
sanguinea. Entre estas situaciones destacan las resecciones pulmo-
nares con angioplastia de la arteria pulmonarZ y los trasplantes
de l6bulo pulmonar de donante vivo. Situaciones menos frecuentes,
casi anecddticas, son las resecciones pulmonares ex situ de tumo-
res centrales con reimplantacién del 16bulo o 16bulos pulmonares
viables®. En estos casos, parte del tejido pulmonar sufre un periodo
mas o menos prolongado de isquemia caliente (normotérmica) y
son frecuentes el edema de reperfusion y la necesidad de ventila-
cién prolongada en el postoperatorio®.

En este contexto, el estudio del dafo pulmonar por IR, y de
potenciales terapias moduladoras del mismo, requiere modelos
experimentales en los que la isquemia se inicie sin enfriamiento
ni preservacién previa del pulmén. Un modelo experimental que
reproduce esta situacién es el autotrasplante pulmonar en anima-
les. El objetivo del presente trabajo es presentar un modelo de
autotrasplante pulmonar en cerdo para el estudio de las fases mas
precoces del sindrome de IR pulmonar y analizar los cambios hemo-
dinamicos, gasométricos y bioquimicos que tienen lugar durante
este periodo.

Animales y métodos

El estudio se realizé con la aprobacién del Comité de Inves-
tigacion y Experimentacion Animal de la institucién, siguiéndose
en todo momento la normativa europea y espariola respecto a la
manipulacién y cuidado de animales de experimentacion.

En seis cerdos de la raza Large-White se realizé6 un procedi-
miento de autotrasplante pulmonar ortotépico. El peso medio de
los animales fue 42,8 kg. La intervencién consistié en una neumo-
nectomia izquierda con lobectomia craneal exsitu, reimplantacién
del I6bulo caudal y reperfusién del mismo durante 30min. El
tiempo medio del procedimiento fue de 289min (rango: 232-
325min)y el tiempo medio de isquemia pulmonar fue de 90 min
(rango: 84-97 min). Al principio del procedimiento y durante los
periodos de isquemia y reperfusion, se analizaron diferentes para-
metros para identificar cambios hemodindmicos, gasométricos y
bioquimicos en el modelo.

Procedimiento quirtirgico

Se mantuvo a los animales en ayunas para alimentos séli-
dos durante 18 h antes del procedimiento, disponiendo de agua

ad libitum. La premedicacién serealiz6 con ketamina intramuscular
a 10 mg/kg de peso. Una vez en quiréfano, se canalizé una via peri-
férica, se instaurd una oxigenacién previa 100% y se estableci6 una
monitorizacién con electrocardiograma (ECG) y pulsioximetria. La
induccién anestésica se realizé con propofol (4 mg/kg; Diprivan®,
Fresenius K), fentanilo (3 pgfkg; Fentanest®, Kern Pharma) y atra-
curio (0,6 mg/kg; Tracrium®, Glaxo Smith Kline) a través de una
vena dorsal de la oreja. La intubacién se realizé con un tubo oro-
traqueal de 6-7 mm de didmetro interno. La asistencia respiratoria
se llevé a cabo con un ventilador modelo Drager SA1. La ven-
tilacién se control6é por volumen (volumen corriente de 8 ml/kg,
12-15respiraciones/min, relacion entre inspiraciény espiracion de
1:2) y se ajust6 durante la cirugia para mantener en sangre arterial
entre 35 y 40 mmHg de anhidrido carbénico; la fraccién inspirada
de oxigeno (FiO;) se mantuvo en 1 durante todo el procedimiento.
Serealiz6 una traqueotomia quirdirgicay, tras retirar el tubo orotra-
queal, se introdujo un tubo anillado de 6 mm, lo que permitié con
mas facilidad la intubacién selectiva del bronquio derecho durante
la cirugia. La anestesia se mantuvo con propofol en perfusién con-
tinua (8-10mg/kg/h), con fentanilo y el atracurio en bolos, segiin
necesidades. Se mantuvo una perfusién intravenosa de ringer lac-
tato a 5-6 ml{kg/h, y de una sustancia coloide, hidroxietil almidén,
segln requerimientos. Durante la intervencion, la monitorizacién
se realiz6 con ECG de 3 derivaciones, pulsioximetria, capnografia,
presion arterial invasiva y presién venosa central, para lo que se
cateterizaron la arteria y vena femorales. A través de lavenafemoral
se introdujo un catéter de arteria pulmonar (catéter de termodilu-
cién 7,5-F, Edwards, Irving, California, EE.UU.). Para controlar la
diuresis se realizé una cistostomia supraptibica.

Tras estos procedimientos preliminares, el animal fue situado
en dectbito lateral derecho y se practicé una toracotomia izquierda
con reseccién del cuarto o quinto arco costal. Para realizar la neu-
monectomia se disecaron sucesivamente la arteria pulmonar, la
vena pulmonar craneal, la vena pulmonar caudal y el bronquio
izquierdo. Entonces, se seccioné el bronquio izquierdo y se pro-
gresd, bajo vision directa, el tubo orotraqueal hacia el bronquio
derecho, iniciando el periodo de ventilacién unipulmonar. La arte-
ria pulmonar izquierda se ocluyé con una pinza protegida cerca de
la bifurcacién de la arteria pulmonar principal y se seccioné dis-
talmente dejando un margen de 5 a 10 mm para poder realizar la
anastomosis arterial en el reimplante. La vena pulmonar craneal
fue ligada cerca de la auricula y seccionada. Para completar la neu-
monectomia, la vena pulmonar del 16bulo caudal se pinzé cerca de
la desembocadura de la vena del 16bulo mediastinico, se seccioné a
1 0 2mm de la pinza y fue suturada con punto continuo de prolene
6/0. Conestamaniobrase pudo conservar unalongitud suficiente de
vena del I6bulo caudal para la anastomosis venoauricular del reim-
plante. Para prevenir una trombosis de la arteria pulmonar, que se
mantenia pinzada durante la cirugia de banco y el reimplante, se
procedid, en el momento de su oclusion, a la heparinizacién con
300 Ul{kg en bolo.

Se prosigui6 con la cirugia de banco, realizando una lobectomia
craneal. El pulmén izquierdo fue perfundido de forma anterégrada
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y retrégrada con solucién de la Universidad de Wisconsin a 10-
15°C, mientras se ventilaba con ambd (FiO,: 0,21), hasta conseguir
un efluente claro por la arteria y venas pulmonares. Se disecé el
pediculo del 16bulo caudal que iba a ser reimplantado: la arteria
pulmonar izquierda (tras ligadura y seccién de las ramas cranea-
les), la vena pulmonar caudal (liberada de adherencias pleurales
hasta las ramas segmentarias) y el bronquio principal izquierdo
(tras seccién y sutura del bronquio craneal).

Finalmente, el I6bulo caudal se reimplanté mediante anastomo-
sis bronquial con sutura continua de prolene 4/0, sutura arterial
continua con prolene 5/0 y sutura venoauricular continua con
prolene 6/0. Entonces, el tubo anillado se retiré hacia la traquea
permitiendo la ventilacién del implante. La reperfusién se realizé
primero de forma retrégrada, despinzando la auricula izquierda, y
después anterégrada, despinzando la arteria pulmonar. La perfu-
sién del I6bulo reimplantado se mantuvo durante 30 min, tras los
cuales se procedi6 a la eutanasia del animal con profundizacién
anestésica e induccion de cardioplejia con cloruro potésico.

Pardmetros de estudio

Se registraron: el peso del animal, los tiempos de isquemia y la
duracién total del procedimiento y el tiempo de ventilacién uni-
pulmonar durante la intervencién.

Momentos de la medicion de variables y recogida de muestras

Como estudio basal, se realizaron estudios hemodindmicos
y gasometria arterial sistémica a los 30min de comenzar la
toracotomia, antes de iniciar la ventilacién unipulmonar. Los
mismos estudios hemodindmicos y gasométricos, junto con biop-
sias pulmonares y extraccién de sangre venosa femoral para
estudios bioquimicos, se realizaron en otros cuatro momentos: pre-
neumonectomia (PreN) —antes de completar la neumonectomia,
ya iniciada la ventilacién unipulmonar—; pre-reperfusién (PreR)
—antes de la reperfusién y ventilacién del 16bulo reimplantado-;
10min postreperfusién ~tras 10min de reperfusién del 16bulo
reimplantado-; y 30 min postreperfusién —tras 30 min de reper-
fusién del 16bulo reimplantado-. Se extrajeron biopsias de pulmén
tanto para cuantificar el edema pulmonar como para medir para-
metros bioquimicos. Las dos primeras muestras, PreN y PreR, se
extrajeron del I6bulo craneal del pulmén izquierdo; las dos (lti-
mas muestras, Rep-10’ y Rep-30’, se extrajeron del 16bulo caudal
del pulmén izquierdo. Cada muestra de tejido fue dividida en dos:
una, para cuantificar el edema pulmonar, se congeld en tubos de
polipropileno a -40°C; la otra se empleé para realizar el estu-
dio bioquimico, siendo congelada inmediatamente con nitrégeno
liquido en criotubo y almacenada a -80°C hasta su analisis. Las
muestras de sangre venosa femoral fueron centrifugadas durante
10min a 1.000 xg y el suero sobrenadante congelado a -40°C hasta
su analisis.

Estudios hemodindmicos

Lafrecuenciacardiaca fue monitorizada mediante ECG. Se utiliz6
el catéter arterial para medir la presién arterial media. El catéter de
arteria pulmonar permitié la medicién y el calculo de los siguientes
parametros: presién arterial pulmonar media, presién capilar pul-
monar, presién venosa central, indice cardiaco y volumen sistélico.

Estudios gasométricos

En los momentos mencionados, en sangre arterial sistémica se
midio la presion parcial de oxigeno (PO,) y de diéxido de carbono
(PCO,), y el pH. Ademas, alos 10 y alos 30 min de la reperfusién del
16bulo reimplantado se extrajo por puncién una muestra de sangre
de la vena pulmonar para estudiar la capacidad de intercambio de
gases del injerto, midiéndose en dichas muestras PO, PCO; y pH.

Determinaciones biogquimicas en plasma

« Oxido nitrico (NO): la concentracién sérica de NO se basé en la
reaccién de Griess’.

¢ Monoxidode carbono(CO): para cuantificar la cantidad de CO for-
mado, se anadi6 a todas las muestras hemoglobina y se determiné
la proporcién de carboxi-hemoglobina (CO-Hb) espectrofotomé-
tricamente segtin el método de Omura y Sato®.

Cuantificacién del edema pulmonar

Se expresa mediante la relacién peso hiimedofseco. Se cal-
cula mediante la férmula peso hiimedo-peso secofpeso hiimedo,
midiendo el peso seco tras incubar las muestras durante 24h a
60°C.

Estudio del estrés oxidativo y activacion leucocitaria en tejido
pulmonar

Los niveles de lipoperoxidasa (LPO) muestran el grado de degra-
dacién de la membrana lipidica de las células que ocurre como
consecuencia de la oxidacion. Se determinan utilizando un kit
espectrofotométrico especifico(K-assay LPO-CC, Kamiya Biochemi-
cal Company, EE. UU.). El malondialdehido (MDA) es un compuesto
final de la peroxidacién lipidica y un marcador de dano celular.
Se analiza indirectamente cuantificando la formacién de acidos
tiobarbittricos? en tejido pulmonar. La actividad de la mielopero-
xidasa (MPO) indica el acimulo de polimorfonucleares neutréfilos
y se determina mediante el método de Bradley'® modificado.

Mediadores inflamatorios en tejido pulmonar: Expresion de
citoquinas (TNF-w, 1L-1 ), éxido nitrico sintasas (endotelial-NOSe,
neuronal-NOSn e inducible-NOSi) y hemoxigenasas (HO-1, HO-2)

Se realizan por Western blot utilizando anticuerpos especificos
anti TNF-a (Endogen), anti-IL-1p (Bio Génesis), anti-nitric oxide
Synthasel, anti-nitric oxide Synthasell y anti-nitric oxide Synt-
haselll (Chemicon International, Inc.), anti-Heme Oxigenasel y
anti-Heme Oxigenase [ (Chemicon International, Inc.). Se expresan
como unidades arbitrarias.

Proteina quimitdctica de monocitos (MCP-1; Monocyte
chemoattractant protein-1)

Se midi6 en tejido pulmonar por ELISA utilizando kits comercia-
les especificos (Biosource International ).

Proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK): MAPK p38,
JNKy ERK

Se determinarén en tejido pulmonar por ELISA utilizando Kits
comerciales especificos (Oncogene).

Analisis estadistico

Los datos se expresan mediante la media y el error tipico de
la media. El estudio estadistico se realizé utilizando el paquete
estadistico SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.UU.). Se empleé el
test de Wilcoxon para muestras apareadas para detectar diferen-
cias en la evolucién de las variables entre los diferentes momentos
del procedimiento experimental. Las diferencias se consideraron
significativas estadisticamente para un valor de p<0,05.

Resultados
Hemodindmicos

La mayoria de las constantes hemodindmicas medidas se man-
tuvieron estables a lo largo del procedimiento. Sin embargo, se

registré un significativo incremento de la presién capilar pulmonar
durante la reperfusion del 16bulo reimplantado (tabla 1).
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Tabla1

Pardmetros hemodinamicos
Parametro B PreN PreR Rep-10 Rep-30"
PAM (mmHg) 99+ 6 102 +£5 90+ 6 88+5 87+5
PAPM (mmHg) 28+ 2 27 £5 26+ 3 31+ 4 it 3
FC(latido/min) 107 + 8 94 + 10 101 + 10 9 +9 95 10
PVC (mmHg) 13+£1 12+£1 12+1 13+1 13+1
PCP (mmHg) 15+ 1 16+1 171 20 + 2% 20+ 3*
IRVS (dinas. segfcm®.m?) 1.287 £ 138 1500 + 111 1.476 + 219 1.368 + 246 1.280 + 256
IRVP (dinas. segfcm®.m?) 178 £ 11 205 + 54 196 + 48 179 + 37 139+ 23
IVS (ml/latido/m?) 51+ 6 56+ 8 45+ 4 51+6 69 + 22
IC (}fmin/m?) 56+ 06 48 +£04 45+06 5+£09 62+ 18

Los datos se expresan como media + error tipico de la media.
*p<0,05vs B; 1p<0,05 vs PreN.

B: basal; FC: frecuencia cardiaca; IC: indice cardiaco; IRVP: indice de resistencia vascular pulmonar; IRVS: indice de resistencia vascular sistémica; IVS: indice del volumen
sist6lico; PAM: presién arterial media; PAPM: presién arterial pulmonar media; PCP: presi6én capilar pulmonar; PreN: preneumonectomia; PreR: pre-reperfusién; PVC:
presién venosa central; Rep-10": 10 min postreperfusién; Rep-30": 30 min postreperfusién.

Gasometrias

Los resultados de los estudios gasométricos en sangre arterial
sistémica y en sangre venosa pulmonar procedente del [6buloreim-
plantado se muestran en la tabla 2. Se observé un descenso de
la PO, arterial (p<0,05) en las muestras extraidas antes de com-
pletar la neumonectomia y a los 10 min de reperfundir el pulmén
implantado. La capacidad de oxigenacién pulmonar mejord signi-
ficativamente tras 30 min de reperfusién.

Estudio del estrés oxidativo

Las determinaciones de productos de peroxidacién lipidica (LPO
y MDA) en tejido pulmonar mostraron un aumento progresivo de
los mismos en tejido pulmonar durante los periodos de isquemia y
de reperfusién (tabla 3).

Activacion leucocitaria

La actividad de la enzima MPO medida en el tejido pulmonar
se incrementé durante el procedimiento, observandose aumentos
significativos durante la reperfusién del implante (tabla 3).

Sisterna hemo-oxigenasa/mondéxido de carbono (HO/CO)

Durante la reperfusion, se observé un incremento de actividad
de la isoforma constitutiva HO-2 en tejido pulmonar, mientras que
los niveles sanguineos de CO descendieron respecto de los basales
tanto en la isquemia como en la reperfusién (tabla 3).

Citoquinas proinflamatorias

Los estudios con técnicas Western blot mostraron un incre-
mento progresivo de las citoquinas TNF-c e IL-18 en el tejido
pulmonar durante la isquemia y la reperfusién del mismo, como
se refleja en la tabla 3.

Proteina quimiotdctica de monocitos-1

La concentracién tisular de MCP-1 en las biopsias pulmona-
res durante la isquemia y la reperfusién aumenté respecto de las
mediciones basales, destacando este aumento tras el periodo de
isquemia (tabla 3).

Metabolismo del oxido nitrico

Durante el procedimiento se detecté un importante descenso
de los niveles plasmaticos de NO. En el tejido pulmonar some-
tido a IR se observé una disminucién de la actividad del las formas
constitutivas de la 6xido nitrico sintasa, mientras que se midié un
incremento de actividad de la forma inducible (tabla 3).

Via de sefializacion intracelular de las MAPK

De las diferentes rutas de senalizacién, se observé un incre-
mento significativo de actividad de la MAPK p38, que present6 un
pico de concentracién tras la isquemia y mantuvo niveles elevados
durante el tiempo de reperfusién (tabla 3).

Discusién

Los modelos experimentales habituales que estudian la IR pul-
monar suelen asociarse a enfriamiento progresivo del 6rgano,
perfusién con soluciones de preservacién o a circulacion extracor-
pérea, porlo que nosonidéneos para el estudio de situaciones como
la reconstruccién de la arteria pulmonar o el trasplante lobular de
donante vivo, en las que el érgano es sometido repentinamente a
isquemia normotérmicao caliente. Es necesario el desarrolloy estu-
dio de modelos experimentales que permitan el estudio de terapias
que reduzcan el riesgo de lesién pulmonar aguda en estos pacien-
tes. La mayoria de las investigaciones sobre isquemia caliente
pulmonar se realiza en pequenos roedores mediante técnicas de
oclusién vascular''12, siendo menos frecuentes procedimientos

Tabla2
Parametros gasométricos
B PreN PreR Rep-10" Rep-30"
s ial POz (mmHg) 359+ 74 231 £56% 315 £ 65 243 £+ 64%% 302 + 66T
anshe crierid PCO, (mmHg) 39+ 3 46 + 2* 45+ 4 48 +4 5046

Shlemicn pH 748 + 0,02 742 + 0,02* 741+ 0,02 74 +0,03* 741+ 004
Vena pulmonar (lébulo PO; (mmHg) - - - 260 £ 55 295 + 46
caudal izquierdo PCO; (mmHg) - - - 37+£6 42+ 8
reimplantado) pH - - - 7.56 + 0,05 751+ 007

Los datos se expresan como media + error tipico de la media.
*p<0,05vs B; $p < 0,05 vs PreN; jp <0,05 vs PreR; T- p<0,05 vs Rep-10".

B: basal; PO;: presién parcial de oxigeno; PCO;: presién parcial de didxido de carbono; PreN: preneumonectomia; PreR: pre-reperfusién; Rep-10": 10 min postreperfusién;

Rep-30”: 30 min postreperfusion.
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Tabla3
Determinaciones bioquimicas
PreN PreR Rep-10° Rep-30°
Edema pulmonar 4,96 + 0,22 525+ 059 525+ 0,28 49 £ 0,1
LPO mmol/mg proteina 251+023 3,65 + 0,44+ 376 £0,1¢ 388 +013¢1
MDA (pmol/mg proteina) 325401 3,95 + 0,03 491 £ 0,11 §% 538 + 0,11
MPO (Ul/mg proteina) 0,06 + 0,006 0,1 + 0,006 0,19 + 0,005 023 + 0,008
€O (pmol/ml) 2513 + 0,11 2,34 + 0,05 } 247 £ 0,12} 2,46 + 0,08
HO-1 (unidades arbitrarias) 0,67 + 0,03 0,647 + 0,07 0,76 + 0,07 0,79 £ 0,04
HO-2 (unidades arbitrarias) 0,667 +£ 0,2 0819 + 0,22 0,908 + 0,21 ¢ 0872 £ 0,041
IL-1B (unidades arbitrarias) 125 + 0,01 1,87 £ 0,051 1,83 £ 0,05 187 £ 0,03 1
TNF-a (unidades arbitrarias) 0,71 £ 0,02 0,89 £ 0,03 0,95 + 0,03 11 127 £ 0,03 T
MCP-1 (pg/mg proteina) 0,339+ 02 0,67 + 0,14} 043 + 0,14 0565 + 0,024
NO (nmol/ml) 40,04 £ 7.2 2444331 2538 £ 6,01 26,09 £45+
NOSe (unidades arbitrarias) 1,66 + 0,01 1,29 £ 0,02 ¢ 1,41 £ 0,04 1,34 £ 0,02 ¢
NOSn (unidades arbitrarias) 1,48 £ 0,01 097 £ 0,041 1.2 +£ 0,054 124 +£ 0,041
NOSi (unidades arbitrarias) 1,76 £ 0,01 1,81 £ 0,05+ 1,96 + 0,02 {1 2,06 + 0,041
MAPK p38 (ng/mg proteina) 4,985 + 03 951+ 161 586+ 091 557 + 1014
JNK (ng/mg proteina) 2,381+ 03 2,62 +£0.2 2,08 £ 0,1 197 +£021%
ERK (ng/mg proteina) 4,11+ 04 423 +£03 4823 +£ 06 4,02 £ 04

Los datos se expresan como media + error tipico de la media. El edema pulmonar se expresa por la relacién: peso hiimedo-peso seco/peso hiimedo.

B: basal; CO: monéxido de carbono; ERK: quinasa regulada por sefial extracelular; HO-1, HO-2: hemoxigenasa 1, 2; IL-13: interleuquina-1f3; JNK: quinasa c-Jun N-terminal;.
LPO: hidroperéxido de lipidos; MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos-1; MDA: malondialdehido; MPO: mieloperoxidasa; NO: 6xido nitrico; NOSe: 6xido nitrico sintasa
endotelial; NOSi: 6xido nitrico sintasa inducible; NOSn: 6xido nitrico sintasa neuronal; MAPK p38: proteina quinasa activada por mitégeno p38; PreN: preneumonectomia;
PreR: Pre-reperfusién; Rep-10": 10 min postreperfusién; Rep-30": 30min postreperfusién. TNF-a: factor de necrosis tumoral-ct.

1p <0,05 vs PreN; ip <0,05 vs PreR; T p< 0,05 vs Rep-10".

quirtirgicos mas parecidos a los realizados en humanos. El auto-
trasplante pulmonar en grandes mamiferos cumple en gran medida
este objetivo; ha sido descrito en perros!3-17, ovejas!® y cerdos!®,
pero pocos de estos trabajos profundizan en los mediadores infla-
matorios durante la IR normotérmica®’.

En el presente trabajo se investigaron cambios hemodinamicos,
gasométricos y bioquimicos durante un procedimiento de autotras-
plante pulmonar en cerdos. Van Raemdonck et al observaron que la
tolerancia a isquemia caliente del pulmén de conejo no ventilado
erade 1 h?! yYamazaki et al, enun modelo caninode autotrasplante
pulmonar, establecieron en 120min el tiempo maximo tolerable
de isquemia caliente para que el pulmén fuera viable y el animal
sobreviviera?Z, El tiempo medio de isquemia pulmonar en nuestro
estudio, 90 min, hace previsible el desarrollo de un dafio pulmonar
no letal pero con manifestaciones fisiopatoldgicas que permitan
analizar el efecto de potenciales tratamientos.

En estudios experimentales de IR normotérmica, el dano pulmo-
nar agudo se manifiesta clinicamente con aumento de laresistencia
vascular pulmonar, edema pulmonar y deterioro de la capacidad de
intercambio gaseoso. En lamayoria de estos estudios laisquemia se
mantiene entre 2y 3 h y estas alteraciones son patentes tras varias
horas de reperfusién'>23-24, En nuestro modelo, disefiado para el
estudio de la respuesta inflamatoria precoz, las diferentes varia-
bles hemodindmicas se mantuvieron relativamente estables a lo
largo del procedimiento. Observamos un incremento significativo
de la presion capilar pulmonar durante la reperfusién y alteracio-
nes gasométricas tras el inicio de la ventilacién unipulmonar y a los
10min del inicio de la reperfusién. Consideramos que esta estabi-
lidad clinica confiere mayor fiabilidad a los hallazgos bioquimicos
observados.

En cuanto a los mecanismos bioquimicos implicados en el dafio
por IRde cualquier 6rgano, numerosos estudios sefialan ala produc-
cién de radicaleslibres de oxigeno (RLO), la activacién de leucocitos
polimorfonucleares y la produccién de citoquinas proinflamatorias,
como importantes mediadores de la respuesta inflamatoria.

Durante la IR se generan RLO que provocan lisis celular por lipo-
peroxidacién de los dcidos grasos libres de las membranasZ°. El
grado de lipoperoxidacién, e indirectamente la presencia de RLO,
puede medirse por la presencia de lipoperéxidos (LPO) y de MDA
tisular. En el presente modelo se observa un aumento progresivo de
MDA y LPO en tejido pulmonar, desde la fase final de la isquemia
hasta 30 min después de la reperfusién, lo que indica claramente

que el aumento del estrés oxidativo tisular es una consecuencia
precoz de la IR. Resultados similares, tras isquemia normotérmica,
se han observado en pulmén aislado de rata?® y mediante oclusién
in situ de la arteria pulmonar en perros?’.

En nuestro experimento observamos un aumento significativo
de MPO tisular durante la reperfusién, indicando un reclutamiento
y activacion progresiva de leucocitos en el tejido pulmonar. Hoy en
dia se sabe que el papel de los neutréfilos es importante en la fase
tardia del la IR, pero durante las fases mas precoces predomina el
papel de macréfagos y linfocitos?. Eppinger et al, en un modelo
de IR pulmonar caliente en ratas, demostraron que las alteraciones
observadas durante los primeros 30 min de reperfusién eran inde-
pendientes de la activacién leucocitaria, cuyos efectos empezaban
a ser patentes tras 4 h de reperfusién?8. Nuestros datos muestran
que esta infiltraciénfactivacion leucocitaria es un fenémeno que
comienza a los pocos minutos de la reperfusién del 6rgano.

Una de las consecuencias del incremento tisular de RLO es la
activacion del sistema HO/CO. La HO es una enzima microsomal
que cataliza el paso limitante de la degradacién del grupo hemo,
convirtiéndolo en biliverdina, CO y Fe***. Existe una creciente evi-
dencia del papel protector de esta enzima y sus metabolitos frente
a la lesién por IR%9. La isoforma constitutiva, HO-2, se expresa en
condiciones basales en numerosos tejidos, mientras que la isoforma
inducible, HO-1, también llamada proteina de choque térmico32,
se eleva ante situaciones de estrés como la IR. Por otra parte, el CO
se presenta como una potente molécula antiinflamatoria y antia-
poptética, y su efecto parece mediado por la activacién de la via de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK)??. En linea
con estos trabajos, en nuestro estudio observamos un aumento de
actividad tisular de HO durante la reperfusién, lo que indirecta-
mente implica un aumento local de CO, mientras que el descenso
de niveles de CO en sangre podria deberse a su consumo periférico
al reaccionar con RLO y NO. Algunos autores han descrito resultados
semejantes en ratas durante IR caliente hepatica®! y pulmonar3?.

Ademas de la activacién del sistema HO/CO, se ha descrito que
los RLO estimulan la sintesis y liberacién de diferentes citoquinas
y quemoquinas por parte de los macréfagos tisulares. Esta activa-
cién de los macréfagos se ha relacionado con la fase precoz de la
respuesta inflamatoria a la IR”%>32, La IL-1B y el TNF-« son citoqui-
nas proinflamatorias cuya implicacién en las primeras etapas de la
respuesta inflamatoria ala IR es bien conocida, pero recientemente
se ha atribuido un papel crucial en este proceso a la MCP-1, una

137



Locumento descargado de Nip:/Mmww.archbronconeumol.org el US/U//2U12. Copla para uso personal, se pronibe la transmision de este documento por cualquier medio o formato

288 C. Simén Adiego et al / Arch Bronconeumol. 2011;47(6):283-289

quemoquina que regula la migracién y activacion de monocitos y
macréfagos, aunque su funcién protectora o deletérea atin no ha
sido bien definida®%33, En nuestro experimento, estas tres molé-
culas se elevan significativamente en el tejido pulmonar durante
la isquemia, manteniéndose niveles elevados tras 10 y 30 min de
reperfusién. Destaca el aumento progresivo del TNF-q, lo que res-
paldarialos resultados de otros autores que sefialan a esta citoquina
como un mediador inflamatorio crucial tanto en la fase inicial como
tardia de la IR*4. Nuestros datos podrian relacionarse con un estu-
dio de Krishnadasan et al, realizado en ratones, en el que se observa
unaumento de IL-1P yel TNF-ct en tejido pulmonar a los 60 min de
su reperfusién, tras un periodo de 90 min de isquemia caliente!!,
Sin embargo, en el mismo modelo experimental, la MCP-1 sé6lo
es detectada tras 4 h de reperfusién pulmonar3?, discrepancia que
podria deberse a las diferencias en el modelo experimental o a la
sensibilidad de la técnica de medicién.

La alteracién del metabolismo del NO ha sido ampliamente
estudiada en diferentes modelos de IR, pero con conclusiones fre-
cuentemente contradictorias debido al efecto polivalente del NO2>,
El NO producido por las isoformas constitutivas de la enzima 6xido
nitrico sintasa, NOSe y NOSn, seria responsable de efectos fisio-
l6gicos beneficiosos como el control del tono vascular o de la
agregacion de neutréfilos y plaquetas, mientras que el NO sinteti-
zado por la isoformainducible, NOSi, estaria implicado en procesos
fisiopatol6gicos como el sindrome de IR36. Observamos en nuestro
experimento un marcado descenso del NO sanguineo y una menor
actividad NOSe y NOSn en tejido pulmonar, tanto tras la isquemia
como durante la reperfusion. Sin embargo, se produjo un significa-
tivo aumento de la actividad NOSi. En qué medida estos cambios,
y su posible modificacién terapéutica, afectan positiva o negativa-
mente al dafio por IRno hasido atinaclarado y tendra que ser objeto
de ulteriores estudios.

Para profundizar en el perfil biomolecular de la respuesta infla-
matoria de este modelo, estudiamos la activacién de las MAPK.
Recientes estudios implican a las MAPK como mediadores intra-
celulares de la respuesta inflamatoria a la IR, de forma que los
componentes finales de esta via de senalizacién se trasladan al
ndcleo y activan factores de transcripcion y la expresion de deter-
minados genes. Las MAPK incluyen diferentes familias de enzimasy
rutas de activacién, destacando las de la MAPK p38, la JNK y la ERK,
pero el papel especifico de cada una de ellas es atin discutido®?.
Las dos primeras son activadas por citoquinas proinflamatorias
como la IL-1B y el TNF-, y también por los RLO3®, También se
ha observado que la MCP-1 es capaz de activar las tres rutas de
sefializacién3?. Ademads, estudios in vitro (con células de endotelio
pulmonar) e in vivo (IR caliente pulmonar en ratas) demuestra que
el CO tiene un efecto anti-apoptético durante la IR y que este efecto
es mediado por la MAPK p383%. El aumento significativo de activi-
dad MAPK p38 que detectamos en el pulmén isquémico sugieren
la activacion de esta via de sefializacién intracelular en respuesta
a diferentes mediadores como la IL-13, TNF-at, MCP-1 o el CO que
también encontramos elevados al final del periodo de isquemia.
Igualmente, la generacién de RLO, evidente por los productos de
peroxidacién lipidica, podria estar implicada en esta activacion de
la via de las MAPK. Futuras investigaciones deberan esclarecer en
qué grado esta via amplifica y perpettia la respuesta inflamatoria o,
por el contrario, desempena un papel protector frente a la IR.

En resumen, se presenta un procedimiento experimental de
autotrasplante pulmonar en cerdo como modelo de estudio del
sindrome de IR pulmonar en grandes mamiferos, y por ende en
humanos. Se describen en profundidad cambios hemodinamicos,
gasométricos y bioquimicos que pueden servir de parametros de
control en el estudio de nuevas terapias moduladoras del dafo
pulmonar agudo por IR. El modelo, ademas de presentar gran simili-
tud con procedimientos quirtirgicos como la angioplastia pulmonar
o el trasplante lobular de donante vivo, podria servir como paso

previo al desarrollo de técnicas de autotrasplante pulmonar que,
en un futuro, ofrezcan una esperanza real de tratamiento quirdr-
gico a pacientes con cdncer de pulmén y baja reserva funcional
respiratoria. La asociacién de novedosos procedimientos como la
perfusién pulmonar ex vivo*® podrfa ampliar atin mas el campo de
investigacion de este modelo.
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