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Lista de abreviaturas 

ALI: Daño pulmonar agudo (del inglés acute lug injury). 

ATP: Adenosina-trifosfato. 

CO2: Dióxido de carbono. 

ADN: Acido desoxirribonucleico 

ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares. 

Grupo SEVO: Grupo tratado con Sevofluorano. 

Grupo CON: Grupo Control. 

IC: Indice cardiaco. 

IL-1: Interleuquina 1. 

IR: Isquemia – Reperfusión. 

JNK: Proteína quinasa activada por mitógenos. 

LPIR: Lesión pulmonar por Iquemia - Reperfusión. 

MAPK: Proteína quinasa activada por mitógeno 

MCP-1: Proteína quimiotáctica de moncitos-1. 

NADPH: Nicotinamida- Adenosina Dinucleotido fosfato. 

NFK-β: Factor de transcripción nuclear β. 

NLS: Señal de localización nuclear. 

OLV: Ventilación unipulmonar. 

PAD: Presión arterial diastólica. 

PAM: Presión arterial media. 

PAS: Presión arterial sistólica. 

PAPD: Presión arteria pulmonar diastólica. 

PAPM: Presión arteria pulmonar media. 

PAPS: Presión arteria pulmonar sistólica. 
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PaO2: Presión arterial de Oxígeno. 

pCO2: Presión arterial de dióxido de carbono. 

PCP: Presión capilar pulmonar. 

PRENEUMO: Preneumonectomía. 

PREREPERF: Prerreperfusión 

POSTREPERF 10: 10 minutos después de la reperfusion. 

POSTREPERF 30: 30 minutos después de la reperfusion. 

PVC: Presión venosa central. 

RT- PCR: Transcripción inversa- Reacción en cadena de la polimerasa. 

SAPK: Quinasa activada por estrés. 

SIRS: Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica. 

SDRA: Síndrome de distrés respiratorio agudo. 

TNF-α: Factor de necrosis tisular α. 

VPH: Vasoconstricción pulmonar hipóxica. 

VS: Volumen sistólico. 

XDH: Xantina deshidrogenasa. 

XOD: Xantina oxidasa.  
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FUNDAMENTOS 

1. SÍNDROME DE ISQUEMIA REPERFUSIÓN.  

1.1 Definición e importancia 

La lesión por isquemia reperfusión (IR) es una entidad  producida por la privación de flujo 

sanguíneo a un órgano (isquemia) y su posterior restablecimiento (reperfusión). Esto 

desencadena una serie de respuestas moleculares (respuesta leucocitaria, liberación de 

mediadores inflamatorios y de estrés oxidativo) que pueden llegar a ocasionar daño 

celular tanto en el órgano afectado como a nivel sistémico. 

Existen numerosas situaciones fisiopatológicas en la actividad clínica en las que diversos 

órganos se someten a una situación de isquemia transitoria, total o parcial, tales como el 

trasplante de órganos, la cirugía de revascularización (bypass aorto-bifemoral, bypass 

aorto-coronario), enfermedad vascular cerebral,  etc. En todos estos casos el daño 

producido es consecuencia no solo del periodo de isquemia sino también del de 

reperfusión.  

 Por tanto, es importante investigar, utilizando modelos experimentales, los mecanismos 

que están implicados en la producción de este síndrome, así como el efecto 

potencialmente beneficioso que puedan tener sobre el mismo diferentes fármacos que 

interfieren en sus mecanismos de producción. 
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1.2 Efectos sistémicos del síndrome de isquemia reperfusión.  

El síndrome de isquemia-reperfusión (IR) engloba un conjunto de alteraciones 

bioquímicas, celulares y hemodinámicas que tienen lugar en los diferentes  órganos en 

respuesta a un periodo más o menos prolongado, pero limitado, de isquemia. Cada 

órgano o tejido del organismo tiene una sensibilidad y resistencia distinta para la pérdida 

total o parcial de su flujo sanguíneo, que varía desde pocos minutos en el caso del 

cerebro, a horas en el caso de las extremidades. 

La primera fase del síndrome de isquemia reperfusión, se caracteriza por la lesión 

isquémica, en la que se interrumpe el aporte de oxígeno al órgano y el metabolismo 

celular del mismo se  transforma de aerobio en anaerobio. A partir de este hecho, si el 

flujo  sanguíneo no se restablece se produce una secuencia de hechos bioquímicos que 

llevan a la disfunción celular, al edema intersticial y finalmente a la muerte celular. El 

metabolismo anaerobio existente, junto con el aumento del ácido láctico local, provocan 

una acidosis metabólica, con disminución del nivel energético que se asocia a 

alteraciones del sistema de transporte transmembrana [1], lo que activa diferentes 

sistemas enzimáticos implicados fundamentales en la respuesta inflamatoria que 

posteriormente se desarrollará. 

 Durante la reperfusión, proceso imprescindible para la viabilidad del órgano, se produce 

el restablecimiento del flujo sanguíneo y se recupera el nivel  energético que había 

disminuido durante la isquemia. Es en esta fase cuando se  producen la mayoría de las 

lesiones o, al menos, se ponen de manifiesto aquellas que se habían iniciado durante la 

isquemia y que son consecuencia de los metabolitos tóxicos, que se habían formado 

durante la fase previa. 

Las principales manifestaciones clínicas de la lesión por IR son: 
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- Alteraciones cardiacas: las consecuencias del síndrome de IR sobre el tejido cardiaco 

son fundamentalmente de dos tipos: 

o Aturdimiento miocárdico: Se trata de la disfunción miocárdica reversible, 

al parecer provocada por la insuficiente síntesis de ATP tras la 

reperfusión, espasmos microvasculares coronarios y daño celular 

mediado por radicales libres de oxígeno [2].  

o Arritmias cardiacas: Provocadas fundamentalmente por el descenso del 

ph por el metabolismo anaerobio durante la isquemia y la acumulación de 

ácido láctico. Su repercusión clínica es variable, pudiendo llegar incluso a 

producirse taquicardia o fibrilación ventricular. 

- Lesión a nivel del Sistema Nervioso Central: Se produce por la disrupción de la 

barrera hematoencefálica, lo que provoca la infiltración de leucocitos en el tejido 

subyacente y producción de radicales libres de oxígeno que van a dañar de forma 

irreversible a los tejidos. Además la rotura de la barrera hematoencefálica por IR provoca 

el desarrollo de edema cerebral y aumento de la presión intracraneal, comprometiendo 

así la perfusión del cerebro y siendo potencialmente letal. 

- Afectación gastrointestinal: A nivel intestinal, la IR provoca la disfunción de la barrera 

intestinal, lo cual lleva a un aumento de la permeabilidad intestinal y a la traslocación 

bacteriana. De este modo, las bacterias migrarán al torrente circulatorio, provocando 

sepsis  e incluso shock séptico. 

- Isquemia reperfusión en pulmón: el daño  isquemia-reperfusión constituye la primera 

causa de fallo primario del injerto pulmonar y éste a su vez se ha relacionado con un 

aumento del riesgo de rechazo agudo y, a medio-largo plazo, desarrollo de bronquiolitis 

obliterante como expresión de rechazo crónico[3]. El síndrome IR típicamente, ocurre en 

las primeras 72 horas después del trasplante y se caracteriza por daño alveolar 

inespecífico, edema alveolar e intersticial pulmonar no cardiogénico, aumento de las 

resistencias vasculares pulmonares, disminución de la complianza e hipoxemia, todos 
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ellos en grado variable [4], variando desde un leve infiltrado radiológico, hasta un cuadro 

de distress respiratorio del adulto (SDRA).  

- Fenómeno de no reflujo: es una consecuencia de la obstrucción progresiva en la 

microcirculación de diferentes órganos, provocada por un aumento de la adhesión de 

leucocitos al endotelio y al incremento de la agregabilidad plaquetaria. Va a suponer la 

imposibilidad de reperfusión del órgano, con edema intersticial asociado. 

- Fallo multiorgánico: El daño por isquemia repercusión iniciado en un órgano puede 

provocar una respuesta inflamatoria que desemboque en un daño a órganos remotos. Se 

trataría de un síndrome de respuesta inflamatoria sistémica. Éste es capaz de desarrollar 

finalmente un fallo multiorgánico: el primer órgano en verse afectado suele ser el pulmón, 

luego sigue el fallo hepático, renal, gastrointestinal, miocárdico y del sistema nervioso 

central. 

1.3. Efectos moleculares del sindrome de isquemia reperfusion. 

Los principales fenómenos moleculares que se inician cuando a un órgano se le priva de 

flujo, y que van a ser los desencadenantes del síndrome de isquemia-reperfusión son: 

1.3.a) Estrés oxidativo: 

 Consiste en la formación de reactivos del oxígeno como son el anión superóxido, el 

peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo [5]. 

Estas moléculas, en especial el radical hidroxilo, son muy inestables por lo que 

reaccionan con gran facilidad, entre otros, con el componente lipídico de la membrana 

celular, lo cual provoca alteraciones en su permeabilidad, llevando finalmente a la lisis 

celular. También producen daño directo en otros componentes celulares, como proteínas 
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y DNA. Esto se ha demostrado en muchas celulas de parénquima pulmonar, incluidas las 

células endoteliales, neumocitos tipo II, células de Clara, células ciliadas y macrófagos [6]. 

 

 Existen dos mecanismos por los que se producen los radicales libres de oxígeno:  

a) Acumulación de hipoxantina: Durante el proceso de hipoxia, la falta de aporte de 

oxígeno al tejido hace que se detenga el transporte de electrones en la mitocondria y, 

como consecuencia, disminuyan los valores energéticos en las células,  produciéndose 

así un acúmulo de hipoxantina a partir del ATP (adenosina trifosfato) [1]. 

Durante la isquemia se producen, además, cambios en los sistemas xantina 

deshidrogenasa (XDH)/xantina oxidasa (XOD), que después, frente a la hiperoxia, llevan 

a la formación de radicales libres. Existen dos isoformas de esta enzima: 

- Xantína-deshidrogenasa: constituye el 90% de su actividad en tejido sano; 

cataliza el paso de hipoxantina a xantina y de ésta a ácido úrico, reduciendo el 

NADP A NADPH. 

 

Gráfico 1. Formación de radicales libres en el síndrome de IR 

- Xantina-oxidasa: cataliza la misma conversión, pero utiliza el oxígeno como 

  ISQUEMIA    REPERFUSIÓN 

ATP  AMP  Adenosina  Hipoxantina    Acido úrico 

O2  O2- 

Hipoxantina   Hipoxantina 

Deshidrogenasa Oxidasa 

+ 
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aceptor de electrones para generar 02
- y ácido úrico. Es muy escasa en el tejido 

sano, pero aumenta considerablemente en situación de isquemia. 

 

La depleción de ATP  celular como consecuencia de la falta de oxígeno conlleva una 

elevación del AMP, que a su vez es catabolizado sucesivamente hasta hipoxantina, 

substrato de la xantin oxidasa. El aumento de la enzima en su forma xantina- oxidasa y 

del substrato (hipoxantina) explicaría la considerable producción de 02
- en el tejido 

reperfundido.  

 

b) Vía NADPH (Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato): Este mecanismo se 

halla en la membrana celular de neutrófilos y monocitos/macrófagos y cataliza la 

reducción de oxígeno molecular a peróxido de hidrógeno y anión superóxido
 
[7]. 

 

Los radicales libres formados, durante el período de reperfusión atacan los enlaces 

insaturados de los ácidos grasos libres en la bicapa fosfolipídica de la membrana celular. 

Esta reacción, denominada lipoperoxidación, se propaga en cadena y provoca la 

fragmentación de la membrana celular y, con ello, severas alteraciones estructurales y 

funcionales de la membrana, finalizando en un daño celular irreversible.  

El endotelio parece ser la fuente predominante de oxidantes durante la isquemia 

pulmonar no hipóxica. Estas células son altamente sensibles a los cambios en el flujo 

sanguineo, y son capaces de transformar estas señales mecánicas en otras eléctricas y 

bioquímicas [8]. Otras células como macrófagos y /ó neutrófilos pueden contribuir en este 

proceso [9].  
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1.3.b) Activación leucocitaria: 

Existe mucha controversia sobre el papel de los leucocitos en el síndrome de IR. 

Numerosos estudios han demostrado que,  durante la fase de reperfusión, el número 

de neutrófilos en el órgano afecto se incrementa muy notablemente [1]. En contraste, 

algunos estudios postulan que se puede producir un daño pulmonar por isquemia 

reperfusión sin la participación de los leucocitos [10] [11]. Hoy en día, la hipótesis más 

admitida es que el papel de los neutrófilos es importante en la fase tardía del la IR, 

pero durante las fases más precoces predomina el papel de macrófagos y linfocitos  

[12] [13]. 

Los neutrófilos adheridos al tejido dañado pueden producir grandes cantidades de 

radicales libres de oxígeno, amplificando así el daño tisular. Esta formación de 

radicales es mediada por la mieloperoxidasa, enzima contenida en los  gránulos 

azurofilícos de los neutrofilos, que cataliza la formación del altamente tóxico ácido 

hipocloroso (HOCl) [14] [15]. La mieloperoxidasa  es un marcador  fiel del grado de 

actividad leucocitaria y, por tanto, puede emplearse como método para cuantificar la 

respuesta leucocitaria a la isquemia-reperfusión. 

 

El reclutamiento de neutrófilos al lugar de inflamación es un proceso complejo en el 

que intervienen diferentes moléculas de las membranas celulares, como las moléculas 

de adhesión o las integrinas. En el gradiente de leucocitos también ejercen un papel 

importante las quemoquinas. Se trata de pequeñas proteínas capaces de activar la 

migración celular. Dentro de esta familia, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-

1) fue la primera en ser identificada [16] y regula la migración y activación de 

monocitos y macrófagos, aunque su función protectora o deletérea aún no ha sido bien 

definida [17] [16].  
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1.3.c) Expresión de moléculas en las membranas celulares: 

- Moléculas de adhesión: Juegan un papel fundamental en la migración, 

adherencia, activación de los leucocitos. Aparecen en grandes cantidades en el 

endotelio pulmonar durante la isquemia. Así, diversos trabajos con bloqueadores 

específicos de algunas de éstas muestran una reducción del daño IR [18].  

- Factores protrombóticos y antifibrinolíticos: La hipoxia puede inducir al 

endotelio y a los macrófagos a desarrollar propiedades procoagulantes, lo cual puede 

contribuir a la formación de trombosis microvasculares, impidiendo el retorno de 

sangre después de la reperfusión [19] [20].  

 

1.3.d) Expresión de mediadores proinflamatorios: 

 Complemento: Es un sistema formado por un gran número de proteínas con 

funciones inmunitarias, de manera que facilita la eliminación de antígenos y 

genera respuestas inflamatorias. Es capaz de provocar la contracción del 

músculo liso, el aumento de la permeabilidad vascular y la degranulación de los 

fagocitos, células cebadas y basófilos [18] [19]. 

 Endotelinas: Son moléculas sintetizadas por el endotelio y músculo liso sobre 

todo a nivel pulmonar. Existen tres isoformas. Pero sólo la endotelina-1 se 

eleva tras unas pocas horas de reperfusión, lo cual provoca un incremento de 

la permeabilidad vascular, aumentando así el daño IR [20]. 

 Citoquinas: Juegan un papel fundamental en procesos inflamatorios. En el 

caso del síndrome IR, numerosos estudios clínicos y experimentales han 

demostrado un rápido aumento de sus niveles en hígado [21], riñón [22], 

corazón [23] y pulmón [24]. Dentro de las citoquinas pro-inflamatorias 

destacan: 
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- Interleuquina 1 (IL-1): relacionada con la oclusion trombótica de la 

microcirculación pulmonar que tiene lugar en el sindrome IR, así 

como  en el aumento de la permeabilidad vascular. 

- TNF: junto con otras citoquinas, modula el proceso de migración de 

los leucocitos hacia las zonas de inflamación. Además induce la 

producción de segundos mensajeros, quienes a su vez amplifican y 

perpetúan la respuesta inflamatoria. 

 

Existe una estrecha relación entre estrés oxidativo e inflamación. Se ha observado que 

ambos procesos se retroalimentan positivamente entre sí. Por una parte, como 

consecuencia del estrés oxidativo, se desencadenan cascadas de transducción de 

señales, que pueden estimular la producción de citoquinas proinflamatorias. Por otro 

parte, las moléculas mediadoras de la inflamación son capaces, de desencadenar la 

producción de radicales libres.  

 

Las quinasas activadas por mitogenos (MAPK) han sido implicadas como mediadores 

en la liberación de citoquinas proinflamatorias, además de regular la respuesta 

inflamatoria inducida por las propias citoquinas. Se trata de  serina-treonina kinasas  

que median señales intracelulares asociadas con una gran variedad de actividades 

celulares, incluyendo proliferación celular, diferenciación, apoptosis y transformación 

[25] [26] . En los mamíferos, la familia de las MAPK está formada por la kinasa 

regulada por señales extracelulares (ERK), la MAPK p38, y la protein-kinasa c-jun 

amino terminal (JNK), también llamada proteína kinasa activada por estrés (SAPK) 

[27]. Estas proteínas precisan de un proceso de fosforilación para adquirir su forma 

activa. 
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La activación de estas quinasas durante el proceso de isquemia reperfusión cardiaca 

ya ha sido ampliamente demostrada en estudios experimentales [28-30]. A pesar de 

eso, continúa existiendo controversia sobre el papel que desempeñan. Un studio de 

Yue et al en año 2000 demostró que ERK representa un papel protector, mientras que 

p38 y JNK median apoptosis en el miocardio isquémico [28]. En contraposición a esto, 

Huot demostró que la MAPK p38 puede producir hipertrofia, o que incluso puede ser 

citoprotector [31]. La protección generada por el precondicionamiento isquémico 

también parece ser dependiente de la activación de p38 [32]. Esto podría explicarse 

por la activación de diferentes isoformas de p38: p38α podría ser proapoptótica, 

mientras que p38β podría desempeñar un papel antiapoptotico en los miocitos [33]. El 

posible efecto apoptotico de p38 convierte su inhibición en una posible estrategia 

terapéutica frente al síndrome de IR cardiaco [34]. 

En pulmón también se han realizado estudios que avalan el posible papel 

proinflamatorio de las MAPK. En un modelo de isquemia reperfusion en roedores, la 

inhibición de la p38 resultó en niveles más bajos de la citoquina proinflamatoria IL1, y 

esto se asoció además con menor daño alveolar y menor edema intersticial, así como 

una mejor presión parcial de oxigeno arterial después de la reperfusion [35]. Además, 

la inhibición de MAPK p38 durante la isquemia en un modelo de trasplante pulmonar 

en perros mejoró notablemente la presión parcial de oxigeno arterial, las resistencias 

vasculares y el gasto cardiaco, y redujo el edema pulmonar y la infiltración por 

neutrófilos [36]. 

Un estudio de isquemia caliente en gatos mostró que los niveles de p38 fosforilada 

continúan elevándose durante las primeras 27 horas  postreperfusion. Se objetivó 

además que el edema, la inflamación y la apoptosis que, en el periodo de reperfusión 

inmediato se dan en el pulmón que ha sido sometido a isquemia, al cabo de 27 horas 

se da también en el otro pulmón, lo que demuestra que se trata de un proceso 

sistémico [37]. 
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Existen menos estudios acerca del papel que desempeñan JNK y ERK durante el 

síndrome de isquemia reperfusión pulmonar. En un modelo de roedores in vitro se 

encontró aumento de JNK, ERK y p38 durante la reperfusión pulmonar. Se vió además 

que los niveles de TNF alfa en el lavado boncopulmonar así como el grado de 

apoptosis disminuían cuando se empleaba un inhibidor de JNK [38]. Así mismo, en un 

estudio en trasplante pulmonar en humanos, se  observó como después de la 

reperfusión, respecto a los periodos de isquemia fría e isquemia caliente, se producía 

un marcado aumento en la activación de ERK y JNK [39]. 

 

 

Organo 

sometido a IR 
Estudio MAPK p38 ERK JNK 

Corazón 

Yue (2000) Proapoptótica 
Protectora frente 

a IR 
Proapoptótica 

Huot 

(1997) 

Protectora (induce hipertrofia 

de miocitos) 
  

Nakano 

(2000) 

Protectora en 

precondicionamiento 

isquémico 

  

Wang 

(1998) 

p38α: proapoptótica 

p38β: antiapoptótica 
  

Pulmón 

Otani 

(2000) 

Proinflamatoria. p38 produce 

aumento del daño pulmonar 

y disminución de pO2 arterial  

  

Hashimoto 

(2002) 

p38 disminuye pO2 arterial y 

aumenta infiltración por 

neutrófilos 

  

Ishii (2004) 
p38 está aumentada en la 

reperfusión 

ERK está 

aumentada en la 

reperfusión 

JNK  está 

aumentada en la 

reperfusión 

Sakiyama 

(2005) 
 

ERK está 

aumentada en la 

reperfusión 

JNK  está 

aumentada en la 

reperfusión 

Tabla 1 Papel de las MAPK en el síndrome IR. 
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1.3.e) Factor de transcripción nuclear NFkB 

 

NFkB (del inglés Nuclear Factor-Kappa B) fue propuesto por Leonardo y Baltimore en 

1989. Es un factor de transcripción pleiotrópico sensible a varios estímulos. Está 

implicado en procesos de diferenciación y apoptosis [40-42]; además de jugar un papel 

importante en los procesos inflamatorios y en la respuesta inmune, regulando muchas 

de las moléculas implicadas en ellos.  

NFkB es una proteína heterodimérica compuesta por las diferentes combinaciones de 

los miembros de la familia de factores de transcripción Rel. Se compone de homo y 

heterodímeros de cinco miembros de la familia Rel incluyendo NFkB 1 (p50), NFkB 2 

(p52), p65, Rel B y Rel C. Todas las proteínas Rel contienen una región conservada N-

terminal, llamado RHD (del inglés Rel Homology Domain). Esta parte es la que 

contiene el dominio de unión al ADN, mientras que el dominio de dimerización está 

localizado en la región C-terminal de la RHD. Al final del extremo C-terminal se 

encuentra el NLS (del inglés Nuclear Localization Signal), que es esencial para el 

transporte de complejos activos de NFkB en el núcleo. Dependiendo de los dímeros 

que se formen, la función de este factor de transcripción puede ser anti o pro-

apoptótica a la vez que anti o pro-inflamatoria. Cuando NFkB está inactivo se 

encuentra en el citoplasma de las células unido a proteínas inhibitorias (IkBs) o 

precursores inactivos como p100 y p105 [43]. En respuesta a un  estímulo externo o 

interno, se activan proteínas quinasas que pueden activar IkB kinasas (IKKs), IKKα e 

IKKβ, que fosforilan a las IkBs las cuales son ubiquitinadas y degradadas en los 

proteasomas. A partir este momento, NFkB se trasloca al núcleo de la célula donde 

activa la transcripción de diversos genes especialmente de tipo inflamatorio [44] y 

activando la cascada de proteín-kinasas sensibles a mitógenos (MAP-kinasas) [45] 

Varios genes inflamatorios están activados por NFkB, por ejemplo, citoquinas 

proinflamatorias como IL-1β [46], IL6 y TNFα, así como enzimas proinflamatorias como 
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ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) [47]. El sistema 

NFkB actúa como un sensor citoplasmático contra cualquier estrés ya sea externo o 

interno como estrés oxidativo o hipoxia.  En resumen, podemos afirmar que la 

activación de NF-kB conduce a la inducción de múltiples genes que regulan el sistema 

inmune y la respuesta inflamatoria. Además NFkB tiene un papel importante en el 

control de la regulación de la proliferación celular y la apoptosis [48]. 

 

Ilustración 1. Activación y mecanismo de acción de NFKβ 

 

1.3.f) Apoptosis: 

La apoptosis, también denominada muerte celular programada, constituye una forma 

fisiológica de “suicidio celular” programado.  Es un mecanismo esencial en el 

mantenimiento de la homeostasis. Se observa prácticamente en todas las células 

Ikβ   +  NFKβ 

Degradación 

Activación 

Fosforilación 

Traslocación al núcleo 

Activación 

MAPK 

 

Transcripción de genes 

( IL1, IL6, TNFα, COX2 ) 

Estrés oxidativo 

Hipoxia 

Ikk 
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vivas y su desarrollo se traduce en una serie de cambios moleculares que tiene una 

contrapartida morfológica evidenciable. 

La apoptosis es un fenómeno fisiológico que interviene tanto en la destrucción celular 

durante la embriogénesis, necesaria para la implantación, organogénesis e inducción 

al desarrollo, como en involución hormono-dependiente en individuos adultos, muerte 

celular inducida por linfocitos T, destrucción de células inmunes autorreactivas etc. 

Aunque también interviene en procesos anormales como la atrofia patológica 

hormono-dependiente, atrofia de órganos tras obstrucción ductal, muerte neuronal, 

muerte celular secundaria a enfermedades virales, muerte celular tras estímulos que a 

mayores dosis causarían necrosis y como mecanismo implicado en la muerte celular 

debida al síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (S.I.R.S.), entre otros [49]. 

Aunque  los mecanismos implicados en la regulación de la apoptosis no son 

totalmente conocidos, es aceptado que la activación de  las caspasas juega un papel 

central. 

Las caspasas son una familia de cisteína-proteasas “aspartato-específicas” que 

poseen cisteína en su centro activo y se sintetizan como zimógenos, es decir, 

precursores enzimáticos inactivos. Tienen el papel principal en lo que a la destrucción 

celular se refiere; esto es, son el verdadero mecanismo efector. Actúan en cadena, de 

tal manera que se distinguen 2 grandes grupos: caspasas activadoras y caspasas 

efectoras. Las primeras serían sustrato de los numerosos estímulos tanto iniciales 

como intermedios de la apoptosis y activarían a las segundas, verdaderas encargadas 

de la destrucción celular mediante un mecanismo, muy similar a la cascada del 

complemento. 

Se han identificado gran número de caspasas, pero no todas juegan un papel 

determinante en la apoptosis. De hecho, las caspasas 1 y 5 son predominantemente 

“inflamatorias”, mientras que las caspasas 3, 8 y 9 son las más características de los 

fenómenos de muerte celular programada. Las caspasas presentan claras similitudes 
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en su secuencia de aminoácidos, estructura y sustratos. Se presentan como 

proenzimas de 30-50 kDa con tres dominios regulares: Nterminal, una subunidad 

mayor de 20kDa y otra menor de unos 10kDa. Se secretan como zimógenos inactivos 

y aquellas relacionadas con la apoptosis pueden clasificarse como ya se ha 

comentado, en activadoras (2,8,9,10) y efectoras (3, 6, 7). La diferencia fundamental 

está en que las activadoras poseen grandes “pro-dominios” N-terminal que emplean 

para interacciones proteína-proteína. El modo de interactuar de estos dos grupos es 

en cascada [50]. De esta manera, la activación de las caspasas activadoras se traduce 

en interacción con las efectoras cuando son zimógenos inactivos y su ulterior 

activación. La activación de las caspasas efectoras conlleva a cambios moleculares y 

en definitiva, funcionales y morfológicos típicos de la apoptosis: detención del ciclo 

celular, alteraciones en la reparación del ADN, inhibición del “factor inhibidor de la 

apoptosis” (XIAP) y desestructuración del citoesqueleto.  

 

INFLAMATORIAS 1, 5 

PROAPOPTÓTICAS 
Activadoras 2, 8, 9 y 10 

Efectoras 3, 6 y 7 

Tabla 2. Clasificación de las caspasas 

 

1.4. MODELOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES DE ISQUEMIA-

REPERFUSIÓN PULMONAR. 

Se han descrito diferentes tipos de isquemia:  

- La isquemia caliente, que sucede con la interrupción del flujo sanguíneo, y en la que la 

temperatura del órgano se mantiene al mismo nivel que tiene habitualmente en el 
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organismo. 

- La isquemia fría, que se desarrolla con el órgano fuera del organismo, a una 

temperatura de 4 °C, con la finalidad de enlentecer el metabolismo del órgano al máximo 

antes de ser implantado. La isquemia fría es necesaria para el almacenamiento del 

órgano desde el momento que se extrae hasta que se implanta en el receptor. La 

hipotermia provoca un descenso de la tasa metabólica y de destrucción de componentes 

celulares esenciales. Sin embargo y pese a dicha hipotermia, existen numerosos eventos 

que activan los mediadores de la inflamación y son deletéreos para el órgano preservado 

en el momento de la reperfusión. 

- Isquemia tibia: técnica desarrollada a raíz del  surgimiento de los donantes a corazón 

parado. Consiste en la preservación in situ de los órganos para mantenerlos hasta que se 

pueda hacer la extracción multiorgánica de los mismos, donde el órgano se mantiene a 

unos 12-14 °C (isquemia tibia) durante el menor tiempo posible.  

Diversas situaciones clínicas obligan a someter al tejido pulmonar a periodos de isquemia 

más o menos prolongados, con el consiguiente riesgo de daño pulmonar agudo pulmonar 

postreperfusión. En muchos casos no es posible el enfriamiento progresivo del pulmón, ni 

perfundirlo con una solución de preservación  antes de interrumpir la circulación 

sanguínea, para lograr así una isquemia fría. Entre estas situaciones clínicas destacan: 

- Pacientes con función respiratoria límite que son sometidos a resección pulmonar y en 

los que prima, por tanto, preservar la mayor cantidad de parénquima pulmonar. Esto 

obliga a la realización de resecciones en manguito bronquial y / ó vascular, lo cual 

conlleva un periodo de isquemia pulmonar variable.  

- En el trasplante de lóbulos pulmonares de donante vivo  donde se produce un periodo 

de isquemia caliente de los lóbulos trasplantados y, a pesar de realizar procedimientos de 

protección, son frecuentes el edema de reperfusión y la ventilación asistida prolongada 

[51]. 



- 24 - 

 

- En ciertos casos de complicaciones hemorrágicas, donde la reparación ex-situ del 

pulmón viable y su reimplantación posterior, puede evitar la realización de 

neumonectomías de urgencia.  

- En determinados casos de tumores complicados, en los que el paciente no tolera 

funcionalmente una neumonectomía, se ha planteado la posibilidad de realizar la 

neumonectomía, lobectomía ex-situ y posterior reimplante del lóbulo restante, con el 

consiguiente proceso de reperfusión lobar [52] [53]. 

En este contexto y, para un mejor estudio del daño pulmonar por IR, y de potenciales 

terapias moduladoras del mismo, se requieren modelos experimentales de autotrasplante 

pulmonar. Hasta el momento actual, la mayor  parte de los estudios para preservar el 

tejido pulmonar de los efectos de la IR se realizan en modelos experimentales o en 

situaciones clínicas de trasplante pulmonar con isquemia fría, usando diferentes 

soluciones de preservación [54]. Las conclusiones de estos trabajos no pueden ser 

aplicadas a la mayoría de las situaciones descritas, en las que la desvascularización 

pulmonar y el periodo de isquemia tienen lugar sin enfriamiento del órgano y sin 

sustitución de la sangre por una solución de preservación. 

Por tanto, dentro de los modelos experimentales, resultan de mayor interés para la 

aplicación clínica posterior, los modelos animales de isquemia tibia-caliente pulmonar. La 

mayoría se realizan mediante clampaje in-situ de los vasos pulmonares [55] [56] y 

ocasionalmente con autotransplante pulmonar, modelo más semejante a las situaciones 

clínicas descritas. En un modelos canino, Yamazaki y cols. observaron que el tiempo 

máximo de isquemia caliente tolerable para el reimplante de un pulmón no ventilado era 

de 120 minutos [57]. En los modelos porcinos hallamos estudios con clampaje aislado de 

bronquio y arteria principal izquierda, no habiendo hallado modelos de autotransplante 

lobar como los hay descritos en perros [58]. 
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2 MODULACIÓN DEL SÍNDROME DE ISQUEMIA REPERFUSIÓN: 

SEVOFLURANO 

Se han estudiado varios métodos para limitar la lesion de IR, tales como el 

precondicionamento isquémico [59], la hipertermia inducida [60], y el precondicionamiento  

fármacológico [61-64]. Uno de los grupos farmacológicos más empleado ha sido el de los 

anestésicos inhalados, de los cuales el sevofluorano es el más empleado en nuestro 

medio.  

2. 1. Farmacodinamica del sevoflurano: 

Se trata de un líquido volátil, derivado fluorado del metil-isopropil-éter que contiene un 

halógeno, el fluor, en una cantidad de siete átomos. Como principales efectos 

hemodinamicos destacan un inotropismo negativo, resultado de la inhibición de la 

actividad simpática, sin que se modifique la parasimpática. No modifica la frecuencia 

cardíaca, mientras que la presión arterial disminuye dependiendo de la concentración 

alveolar administrada. Asimismo, reduce el gasto cardiaco pero no modifica las 

resistencias vasculares sistémicas.                                                  

Existe controversia sobre el efecto del sevofluorano sobre la vasoconstricción pulmonar 

hipóxica. Hay varios estudios que demuestran que el sevoflurano no altera este 

mecanismo a nivel de la vasculatura pulmonar in vivo [65]. Sin embargo estudios in vitro 

y con pulmón denervado ponen de manifiesto una inhibición de la VPH concentración 

dependiente [66]. 

A nivel respiratorio, el sevoflurano es un depresor dosis dependiente. A nivel del sistema 

nervioso central,  deprime la actividad electroencefalográfica de forma dosis dependiente 

y no provoca actividad convulsiva. No modifica los mecanismos de autorregulación 
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cerebral, pero produce depresión de la función cortical y un aumento discreto de la PIC. 

 A nivel hepático reduce muy poco el flujo hepático total. A nivel renal se ha 

comprobado que no modifica el flujo sanguíneo renal, siempre y cuando la tensión 

arterial media se mantenga por encima de 70 mmHg.  

2. 2.  Efecto citoprotector del Sevofluorano:  

Los anestésicos halogenados han sido ampliamente estudiados por sus efectos sobre el 

organismo. Se ha demostrado con anterioridad que podrían proteger contra el daño 

postreperfusión en el corazón [67-71], cerebro [72] e hígado [73]. Existen estudios que 

evidencian que tanto halotano como isoflurano reducen el tamaño de los infartos en 

perros, y que estos efectos persistían incluso tras suspender su administración [74]. Los 

mecanismos precisos por los que estos agentes ejercen la protección frente a la isquemia 

han sido ampliamente estudiados en órganos como el corazón, y parece claro que no se 

debe exclusivamente al mejor balance entre aporte y demanda de oxígeno a los tejidos, 

efecto que consiguen por los cambios hemodinámicos. Estudios en miocardio muestran 

una disminución en la formación de radicales libres de oxígeno tras la oclusión y 

reperfusión coronaria  usando halogenados, protegiendo así del daño IR [75].  

A nivel miocárdico, se ha objetivado además que los gases halogenados producen la 

apertura de canales de K+ATP mitocondriales y sarcolémico [76], al tiempo que reducen 

la sensibilidad de éstos para cerrarse por ausencia de ATP [77], aumentando así la 

probabilidad de que permanezcan abiertos. Esta apertura de los canales de K 

dependientes de ATP va a provocar en el músculo liso de los vasos coronarios una 

vasodilatación, lo cual va a mejorar el aporte de oxígeno, y en cierto modo protege 

durante la isquemia cuando la producción de ATP se ve reducida. Además el sevoflurano 

induce un incremento de la circulación colateral mediado por los canales de K  calcio 

dependientes[68]. 
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Un modelo celular de miocitos aislados de rata ha demostrado que la protección 

provocada por  isoflurano y sevoflurano es dosis dependiente [78]. 

En pulmón  existen menos investigaciones, y los efectos de los anestesicos inhalatorios 

sobre el síndrome de IR aún no son muy conocidos.  En un modelo de disfunción 

multiorgánica en ratón, el isoflurano disminuye el daño pulmonar, probablemente 

modulando la respuesta inflamatoria [79]. En el pulmón del conejo se ha demostrado 

que administrar isoflurano o sevoflurano antes de la isquemia atenúa el aumento de la 

permeabilidad vascular, disminuye la relación peso húmedo/seco así como los  niveles 

de TNF-alfa en el pulmón reperfundido después de la isquemia  [80].  

Los mecanismos moleculares por los que los gases halogenados modulan la respuesta 

inflamatoria no han sido aún aclarados, pero cada vez más estudios apuntan que las 

MAPK pueden jugar un papel muy importante en esta regulación, aunque los resultados 

encontrados hasta el momento son contradictorios. Estudios neuronales in vitro, han 

demostrado que la mejor tolerancia a la isquemia, así como el aumento de la 

supervivencia celular que se da al precondicionar las neuronas con isoflurano, está 

mediado por un aumento en la fosforilación de p38 [81] y ERK [82]. En concordancia con 

esto, el isoflurano también parece proteger a células humanas de neuroblastoma 

sometidas a isquemia y posterior reperfusión in vitro a través de la activación de ERK 

[83]. Bickler [84] sometió a precondicionamiento con isoflurano a neuronas hipóxicas y 

encontró resultados similares en lo que respecta a ERK. Halló también un aumento en la 

fosforilación de JNK. Sin embargo, y en contraposición a los estudios anteriores, se 

encontró con una disminución en la fosforilación de p38. Los escasos ensayos 

realizados con sevoflurano sobre tejido neuronal muestran una rápida tolerancia a la 

isquemia mediada por  un aumento en la activación de ERK [85, 86].Este efecto 

beneficioso es abolido si se pretrata al animal con un inhibidor de las MAPK [86]. 
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También se ha estudiado el mecanismo de protección de los gases halogenados sobre 

células renales, tanto in vitro [87] donde se encontró un aumento de la fosforilación de 

ERK, como in vivo [88], donde se encontró disminución de ERK y JNK. Del mismo 

modo, recientes estudios sugieren que el precondicionamiento con sevoflurano puede 

proteger al tejido cardiaco del daño IR mediante el aumento en la activación de ERK 

[89]. 

Estudio Tejido estudiado Halogenado 

empleado 

Efecto del halogenado sobre 

las MAPK 

Zheng (2004) Neuronas (in vitro) Isofluorano ↑ fosforilación p38 

Bickler (2005) Neuronas (in vitro) Isofluorano ↑ fosforilación ERK 

Zuo (2006) Neuorblastoma (in 

vitro) 

Isofluorano ↑ fosforilación ERK 

Bickler (2006) Neuronas (in vitro) Isofluorano ↑ fosforilación ERK y JNK.  

↓ fosforilación p38 

Hasegawa 

(2006) 

Neuronas (in vitro) Sevofluorano ↑ fosforilación ERK 

Ding (2009) Neuronas (in vitro) Sevofluorano ↑ fosforilación ERK 

Lee (2008) Células renales (in 

vitro) 

Sevofluorano ↑ fosforilación ERK 

Hashiguchi 

(2005) 

Células renales (in 

vivo) 

Isofluorano ↓ fosforilación ERK y JNK 

Chen (2008) Células cardiacas (in 

vitro) 

Sevofluorano ↑ fosforilación ERK 
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HIPÓTESIS. OBJETIVOS 

El daño por isquemia reperfusión (I/R) está presente en muchas situaciones clínicas, 

aunque la más fácilmente reconocible son los trasplantes de órganos sólidos. En el 

pulmón se produce un cuadro clínico denominado lesión pulmonar inducida por la 

isquemia/reperfusión (LPIR), caracterizado por una lesión alveolar no específica con 

alteración de la permeabilidad, edema pulmonar e hipoxemia secundaria 

Con objeto de intentar atenuar este daño se han intentado diferentes medidas. Una de 

ellas es la aplicación de un fármaco anestésico antes del inicio de la I/R. Esto se 

conoce con el nombre de precondicionamiento anestésico (PCA). Se ha visto que el 

PCA con sevoflurano protege de la lesión por I/R en hígado, riñón, corazón, médula 

espinal,  SNC , y pulmón. Sin embargo los mecanismos moleculares por los que el 

PCA con sevoflurano ejerce estos efectos protectores en la I/R no están 

completamente aclarados. 

La I/R es un proceso asociado con un agudo aumento en la producción de radicales 

libres de oxígeno y un significativo acúmulo de calcio intracelular. Ambos fenómenos 

son potentes inductores de la apoptosis. Las caspasas juegan un papel central en los 

procesos de apoptosis, y se ha observado que su activación durante la LPIR puede 

ser regulada por la actividad de una familia de proteínas denominadas genéricamente 

proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPK). Estas proteinas tienen un papel 

determinante en los procesos de señalización intracelular en los procesos 

inflamatorios y en la regulación de la proliferación, diferenciación y apoptosis. Por otro 

lado, el NFK-B es un factor inducible de transcripción esencial para regular la 

expresión de muchos genes involucrados en la respuesta inflamatoria y la apoptosis 

de la célula en el daño por isquemia/reperfusión. En un modelo de I/R miocárdico se 
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ha visto que los efectos beneficiosos del PCA con sevoflurane provienen de la 

atenuación de la activación del NF-kB en la reperfusión  

 

El objetivo general de este trabajo es investigar el posible papel de los mediadores 

proinflamatorios  en el daño pulmonar agudo (Acute Lung Injury; ALI) secundario a la 

isquemia/reperfusión  pulmonar,  y si este daño podría estar mediado, al menos en 

parte, por modificaciones en la actividad de kinasas de stress, o en la expresión del 

factor de transcripción pulmonar NFkB, y/o el grado de apoptosis.   

 

Para ello nos planteamos: 

 

1. Determinar posibles modificaciones en la producción de mediadores 

proinflamatorios secundaria a la isquemia-reperfusión pulmonar  en un modelo 

experimental de cirugía de autotransplante pulmonar en cerdos. 

2. Determinar si estos cambios van acompañados por  modificaciones en la activación 

de quinasas (MAPK, JNK, ERK, p38) y/o  en la expresión del factor de transcripción 

nuclear,  NFkB. 

3. Determinar posibles modificaciones  en los niveles de caspasas (mediadores pro 

apoptoticos) 

4. Determinar el  efecto  de los anestésicos inhalatorios (sevoflurano) sobre los 

parámetros indicados anteriormente. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Material 

1.1. Material biológico: animales 

Se han utilizado 20 cerdos de raza Large White de ambos sexos. Estos animales 

pertenecen a una línea desarrollada por Sachs en el Instituto Nacional de la Salud en 

Bethesda, Maryland, EE.UU.(Sachs, Leight et al. 1976) como modelo animal para la 

investigación en trasplante de órganos, mediante la selección de tres genotipos 

homocigotos independientes en relación con el complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC).  

Los animales proceden del Complejo Agropecuario de Aranjuez (finca "La Chimenea"), 

perteneciente al Instituto Tecnológico de Desarrollo Agrario (ITDA) de la Consejería de 

Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid. El traslado de los animales a las 

instalaciones de la UMCE se realiza 24 h antes del procedimiento quirúrgico, en una 

jaula individual en la que permanece el animal hasta el momento de la intervención. El 

animalario dispone de una ambiente controlado con 20-22 ºC y humedad relativa del 

55%.  

El manejo de los animales se ha realizado siguiendo la normativa legal según el Real 

Decreto 1201/2005. Protección de los Animales utilizados para experimentación y 

otros fines científicos (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación) que incorpora 

las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los estados miembros 

de la CEE respecto a la protección de los animales utilizados para experimentación y 

otros fines científicos, de la Directiva del Consejo 86/609/CEE (Leg. CC.EE. 4390) 

aprobada el 24 de Noviembre de 1996. 
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La manipulación de los animales y el procedimiento quirúrgico se realizó en la unidad 

de Medicina y Cirugía Experimental del Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón de Madrid, con nº de registro: EX/017-U. Fue concedida la aprobación del 

comité de experimentación animal y del comité de investigación de la institución.  

1.2. Quirófano e Instalaciones:  

Todas las experiencias fueron realizadas en el quirófano de la unidad de cirugía 

experimental del Hospital General Universitario Gregorio Marañón.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dicho quirófano incluye dos  mesas quirúrgicas, cuatro lámparas quirúrgicas de alta 

intensidad y equipo de instrumental quirúrgico  estándar así como material de micro 

cirugía y específico de cirugía torácica. 

 

En cuanto al material anestésico, el quirófano está equipado con un respirador  

modelo Dräger SA 1 (Dräguer Medical AG, Lübeck, Alemania), Capnógrafo  Ohmeda 

5250 RGM (General Electric Health Care,USA), analizador de Gases GEM Premiere 

5000, Monitor de Swan-Ganz Gasto Continuo (Edwards, Irving, California, USA) y 

desfibrilador con palas Externas e Internas life pulse (HVE, Miami, USA).  

Ilustración 2. Quirófano de la Unidad de Cirugía Experimental 

del Hospital Universitario Gregorio Marañón 
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Material fungible y sistemas de monitorización empleados: 

- Tubo endotraqueal: Para la intubación orotraqueal se utilizó un tubo estándar del 

nº 5,5 al 7 dependiendo del peso del espécimen modelo Murphy con balón. 

- Catéteres vasculares: Se emplean para canalizar las arteria y vena femorales (9 

y 7,5 F respectivamente), mediante técnica de Seldinger. 

- Catéter de Swan Ganz: se emplea para estimar el gasto cardiaco mediante 

técnica de termodilución, así como para medir Presion Capilar pulmonar, Presión 

arterial pumonar, Presión Venosa Central y Saturación Venosa mixta de 

Oxígeno. En nuestra experiencia usamos un catéter de Swan-Ganz Edwards de 

7,5-F para monitorización continua del Gasto Cardiaco (Edwards, Irving, 

California, USA). 

 

 

 

Ilustración 3. Instrumental quirúrgico 
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2. MÉTODOS 

2. 1. Monitorización y técnica anestésica 

  Todos los cerdos permanecieronn en ayunas para alimentos sólidos 24 horas antes de la 

intervención, permitiendo el consumo de agua hasta el momento de la cirugía. Quince 

minutos antes del comienzo de la inducción se les administró como premedicación 

ketamina (“Ketoral”, Parker Davis) intramuscular a 10 mg/kg  de peso. A continuación se 

canalizó una vía periférica, preferiblemente la vena marginal del dorso de la oreja, con un 

catéter  del  calibre 20 ó 22 G. Se preoxigena a los animales con oxígeno al 100% 

administrado mediante mascarilla durante 2 ó 3 minutos. La inducción anestésica se llevó 

a cabo con fentanilo (“Fentanest”, Kern Pharma) a 3 µg/kg, propofol al 1% (“Diprivan”, 

Fresenius K) a 4 mg/kg y atracurio (“Tracrium” Glaxo Smith Kline) a 0,6 mg/kg. La 

intubación se realiza inicialmente por boca con un tubo orotraqueal. 

 

Ilustración 4. Momento de la intubación orotraqueal 

 A continuación se inició la ventilación mecánica con un respirador modelo Drager SA 1, 

ajustado con los siguientes parámetros: ventilación controlada por volumen con un 

volumen corriente de 8 ml/kg, entre 12 y 15 respiraciones por minuto, relación entre 

inspiración y espiración de 1:2. Estos parámetros se modifican  a lo largo de la cirugía con 

la finalidad de mantener un nivel de CO2 en sangre arterial entre 35 y 40 mmHg de CO2. 

La FiO2 se mantiene en 1 durante todo el procedimiento.  

El siguiente paso de nuestro protocolo consistió en realizar traqueostomía infraístmica e 
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introducir un tubo endotraqueal a su través, que posteriormente progresaremos hasta el 

bronquio derecho para ventilar selectivamente dicho pulmón. 

Los animales fueron agrupados aleatoriamente (Microsoft Excel 2003) para recibir el 

autotrasplante pulmonar sin  Sevoflurano (grupo control CON, n = 10), o con Sevoflurano 

(grupo SEVO, n=10). Además, 5 animales fueron sometidos a una cirugía simulada 

(Sham Group). 

En el grupo control (CON) el mantenimiento anestésico se realizó con propofol en 

perfusión continua (8-10 mg/kg/h) durante todo el procedimiento,  mientras que en el 

grupo sevoflurano (SEV) se les administró sevoflurano al 3 % hasta el momento de iniciar 

la ventilación unipulmonar, momento en el que se inició  perfusión continua de propofol 

hasta el final del experimento a las mismas dosis que en el grupo control. Además, en 

todos los grupos se emplearon el fentanilo y el atracurio en bolos, según necesidades. Se 

infundió una solución intravenosa de ringer lactato a 6-8 ml/kg/h y, en los casos en que 

fué necesario un mejor relleno vascular, se infundió además una sustancia coloide,  

hidroxietil almidón (“Voluven”, Fresenius K), según requerimientos.  

 

La monitorización consistió en ECG de 3 derivaciones, pulsioximetría, capnografía, 

presión arterial invasiva y presión venosa central, para lo que se cateterizó la arteria y 

vena femorales. Los vasos femorales se canalizaron de modo percutáneo. En los casos 

en los que no resulta posible, se diseca el paquete vasculo-nervioso de modo quirúrgico, 

aislando a continuación cada uno de los vasos e introduciendo un catéter vascular por el 

método de Seldinger. A través de la vena femoral se introduce, además, un catéter de 

Swan-Ganz de 4 luces, de tamaño 7 French (Edwards Lifesciencies), hasta el tronco de la 

arteria pulmonar o hasta la arteria pulmonar derecha, con la finalidad de monitorizar la 

presión arterial pulmonar de modo continuo y la presión pulmonar capilar enclavada en 

los momentos precisos. La colocación correcta del catéter de arteria pulmonar se realiza 

guiándose por monitorización continuada de la curva de presión, así como por 
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comprobación directa por parte de los cirujanos Con estos datos se calculan las 

resistencias vasculares sistémicas y pulmonares durante los diferentes estudios 

hemodinámicos que tienen lugar a lo largo del experimento.  

 

Ilustración 5. Canalización quirúrgica de arteria y venas femorales. 

Se mide además a diuresis horaria. Para ello, el equipo quirúrgico realiza una cistostomia 

suprapúbica mediante mini-laparotomía. 

2. 2. Procedimiento quirúrgico: 

Es idéntico en ambos grupos del estudio. Consiste en la realización de un autotrasplante 

pulmonar izquierdo en cerdo, realizando secuencialmente una neumonectomía izquierda, 

la lobectomía craneal izquierda ex–situ (cirugía de banco) y la reimplantación del lóbulo 

caudal mediante anastomosis broquial, arterial y venosa. 

1. Fase de toracotomía: Con el cerdo en posición de decúbito lateral derecho se 

procede a toracotomía izquierda a través del cuarto espacio intercostal. Esta fase se 

realiza con ventilación bipulmonar. 

2. Fase de apertura bronquial: En este momento se comienza con ventilación 

unipulmonar, progresando para ello el tubo endotraqueal hasta el bronquio derecho, 

dejando sin ventilación el bronquio izquierdo, que es seccionado a continuación. La 

ventilación unipulmonar protectora que se inició en ese momento consistió en 
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administrar un  volumen tidal de 6 ml/kg, así como aumentar la frecuencia cardiaca 

entre 14-16 resp/min. 

3. Fase de clampaje de vasos: A continuación se produce el clampaje del paquete 

vascular del pulmón izquierdo y su posterior sección, completando la neumonectomía 

izquierda. Para prevenir la trombosis de la arteria pulmonar que se mantiene pinzada 

durante la cirugía de banco y el reimplante, se administra un bolo intravenoso de 300 

UI/Kg de heparina sódica ( Mayne Pharma España, S.L). 

4. Fase de cirugía de banco: Se perfunde el injerto de modo anterógrado y retrógrado  

con solución de Wisconsin a 4 ºC. El injerto es ventilado en todo momento con un 

ambú ( FiO2 21%). Se lleva a cabo la lobectomía craneal ex situ.  

 

Ilustración 6. Cirugía de banco. 

5. Fase de reimplantación del lóbulo caudal izquierdo y reperfusión: Para ello se 

realiza anastomosis con sutura continua de bronquio, arteria y vena siguiendo ese 

orden. Se reanuda ventilación bipulmonar y se matiene la reperfusión durante 30 

minutos.  

Finalmente, se procede a la eutanasia del animal con profundización anestésica e 

inducción de cardioplejia con cloruro potásico.  
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2. 3. Momentos de medición y recogida de muestras:  

 

 

 

 

 

 

 

 Basal: a los 30 minutos de comenzar la toracotomía, estando todavía el animal 

con ventilacion bipulmonar.  

 Preneumonectomía: A los 10 minutos de la ventilación unipulmonar y en el 

caso del grupo de sevoflurano, a los 10 minutos de retirar el sevoflurano.  

 Pre-reperfusión: 10 minutos antes de reperfundir el lóbulo pulmonar 

implantado. 

 Post-reperfusión 10’: A los 10 minutos de reperfundir el injerto. 

 Postreperfusión 30’: A los 30 minutos de reperfundir el injerto.  

Momento de recogida de 

muestras 

Gasometría 

arterial 

Estudio 

hemodinámico 

Biopsia de 

tejido 

pulmonar 

Muestra 

de sangre 

venosa 

BASAL     

PRENEUMONECTOMÍA     

PRE-REPERFUSIÓN     

POST-REPERFUSIÓN 10’     

POST-REPERFUSIÓN 30’     

Tabla 3. Estudios realizados en cada momento de recogida de muestras 

En los momentos citados se recogen muestras de sangre arterial para análisis y de tejido 

pulmonar. Cada una de estas las biopsias pulmonares se conservan en nitrógeno líquido 

 

Inicio 

 

Neumonectomía Apertura 

bronquial 

Implante 

lóbulo 

pulmonar 

Fin 

EXPERIMENTO 

INICIO PRENEUMONECTOMIA            PREREPERF         POSTREPERF10`   POSTREPERF 30` 

30’  

Ilustración 7. Momentos de recogidas de las muestras. 
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a  -80ºC para posterior medición de marcadores de estrés oxidativo y mediadores 

inflamatorios. Además se realizan estudios hemodinámicos. 

2. 4. Obtención y preparación de las muestras 

 Sangre: Las muestras de sangre arterial se analizaron inmediatamente por 

medio del analizador de gases. Las de sangre venosa se centrifugaron durante 

diez minutos a 1000 x g. El suero sobrenadante se congeló a -40 ºC hasta el 

momento de  las diferentes determinaciones bioquímicas con posterioridad. 

 

 Tejido pulmonar: las dos primeras muestras, preneumonectomía y 

prerreperfusión, se extraen  del lóbulo craneal del pulmón izquierdo. Las dos  

muestras postreperfusión  se extraen del lóbulo reimplantado. Todas las 

muestras se introdujeron en criotubos y fueron congeladas en el momento en 

nitrógeno líquido y guardadas a –80°C hasta el estudio bioquímico.  

 

2. 5. Variables estudiadas 

a) Hemodinámicas: presión arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD) y media 

(PAM). Mediante el catéter de arteria pulmonar se registran la presión de 

arteria pulmonar sistólica (PAPS), diastólica (PAPD) y media (PAPM), la 

presión capilar pulmonar (PCP) y la presión venosa central (PVC). Por 

termodilución se registra además el índice cardiaco (IC) y el volumen 

sistólico (VS).  
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b) Gasométricas: PaO2 , PCO2 y pH en sangre arterial. Además se obtienen 

gasometrías venosas procedentes de muestras obtenidas del catéter 

venoso femoral y directamente de la vena pulmonar del lóbulo reimplantado 

puncionando la misma a los 10 y 30 minutos post-reperfusión. 

c) Determinaciones bioquímicas: 

 Aislamiento de RNA y transcripción inversa-reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR): El RNA fue aislado de la muestras pulmonares 

porcinas utilizando el método descrito por Chomczynski [90], usando el kit TRI 

reactivo (Molecular Research Center, Inc, Cincinnati, OH, USA), siguiendo el 

protocolo de los productores. La pureza del DNA se medió con electroforesis 

en gel 1,5% agarosa, y las concentraciones de RNA fueron determinadas con 

espectrofotometría (260nm). La transcripción inversa de 2μg de RNA se realizó 

utilizando el sistema de transcripción inversa (Promega, Madison, WI, USA) y 

una hexámero pd(N)6 aleatorio. La RT-PCR se realizó usando un aparato 

Applied Biosystems 7300 con SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Warrington, UK), y con concentraciones de 300nm de primers 

específicos (Tabla 3). La amplificación RT-PCR fue realizada de la forma 

siguiente: 50ºC durante2 minutos, 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 

ciclos de 95ºC durante 15s, 60ºC durante 1 minuto, 95º C durante 15s, 60ºC 

durante 30s y 95º durante 15s. Para la normalización de la carga del cDNA en 

PCR, se utilizó la amplificación del 18S rRNA por cada muestra. Los cambios 

relativos en la expresión genética fueron calculados utilizando el método 2-

ΔΔCT [91]  
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Primer                          Sequencia (5’–3’)  

18S  Forward  
Reverse  

GGTGCATGGCCGTTCTT
A  
TCGTTCGTTATCGGAAT
TAACC  

TNFα  Forward  

Reverse  

ATGAGAAGTTCCCAAAT
GGC  
CTCCACTTGGTGGTTTG
CTA  

IL-1β  Forward  
Reverse  

TGTGATGAAAGACGGC
ACAC  
CTTCTTCTTTGGGTATT
GTTTGG  

   

Tabla 4. RT-PCR 

 

 Preparación de homogeneizados y determinación de caspasa, y actividad 

de  quinasas de stress: Las muestras congeladas fueron pesadas y 

transferidas a tubos de propileno de 50ml (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln 

Park, NJ) que contenían buffer de lisis (4ºC) en un ratio de 10ml buffer/1 gr de 

tejido mojado. El buffer de lisis consistía en fenilmetilsulfonilfluoride 1mM 

(PMSF; Sigma Chemical Company), 1mg/ml pepsatin A (Sigma Chemical 

Company), aprotinina (Sigma Chemical Company), y leupeptina (Sigma 

Chemical Company) en una solución salina 1xbuffer fosfato de ph7.2 (Biofluids, 

Rockville, MD) conteniendo 0.05% sodium azide (Sigma Chemical Company). 

Las muestras fueron homogeneizadas durante 30scon un homogeneizador 

eléctrico (Polytron; Brinkmann Instruments, Westminster, NY) a velocidad 

máxima, y los tubos congelados en nitrógeno líquido. Las muestras fueron 

homogeneizadas tres veces para procesamiento óptimo. Las muestras fueron 

después incubadas en un baño maría a 37ºC y centrifugadas a 119,000 x g (1h 

4ºC) para separar las organelas celulares. El sobrenadante fue congelado a –

80ºC para permitir la formación de agregados macromoleculares. Después de 

descongelar a 4ºC, los agregados fueron centrifugados a 3000x g (4ºC) y el 

homogeneizado final fue medido con una pipeta graduada. Los 
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homogeneizados se guardaron a –80ºC hasta el momento de la determinación 

de citoquinas (Biosource), caspasas (Sigma Chemical Company) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

 

 Expresión de proteinas (TNF , IL-1 , NFkB e IkB): Se realizó por 

WesternBblot  utilizando anticuerpos específicos (Bio Genesis): TNFα (1:4000), 

IL-1β (1:4000),NFkB (1:2000, IkB (1:2000). Las muestras se homogeneizaron en 

tampón de lisis (100mmol/L NaCl, 10mmol/L TRIS-Cl (pH 7,6) 1mmol/L EDTA 

(1:1) con tampón 2X (100mmol/L TRIS-HCl (pH 6,8), 4% SDS, 20% glicerol, 0,1 

azul de bromofenol, 200mmol/L ditiotreitol) y se hirvieron 10 minutos a 100ºC. 

Para corregir posibles variaciones en el tamaño de las muestras se determinó la 

concentración de proteínas por el método de Bradford. 

Cantidades equivalentes de proteína se sometieron a electroforesis en gel de 

SDS poliacrilamida (10%). Una vez separadas las proteínas, eran transferidas a 

una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, Ontario) a la que quedan 

unidas irreversiblemente y donde son más accesibles a los anticuerpos 

específicos. A continuación las membranas se incubaron 90 minutos a 37ºC en 

un buffer (20mmol/L TRIS, 150 mmol/L NaCl, 0,2% Noninet P 40, 5% leche 

desnatada) para bloquear la unión inespecífica, y después se incubaron 60 

minutos a 20ºC en presencia de anticuerpos primarios específicos. Tras un 

lavado para eliminar el anticuerpo no unido, las membranas se incubaron  de 

nuevo durante 60 minutos a 20ºC en presencia de un anticuerpo secundario que 

reconoce inmunoglobulinas de conejo, acoplado covalentemente a una 

peroxidasa (horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit IgG 

secondary antibody, Transduction Lab, Lexington, KY).  

Después de lavar con T-TBS las membranas fueron incubadas con reactantes 
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de detección ECL Plus (Amersham Life Science Inc., Buckinghamshire, UK) y 

expuestas a una película de rayos X. Las películas fueron escaneadas con un 

densitómetro (BioRad GS 800) para determinar sus densidades ópticas relativas. 

Marcadores proteicos marcados previamente fueron usados para las 

determinaciones del peso molecular. La reproducibilidad dentro de los ensayos 

fue evaluada con tres experimentos independientes. Cada ensayo se realizó con 

tres replicados. El coeficiente de variación intra-ensayo fue menor de 5%. El 

coeficiente de variación inter-ensayo fue menor de 6% 

 

2. 6. Estadística: 

Los valores de las variables se expresan como la media y su desviación estándar. El 

estudio estadístico se realizó mediante pruebas no paramétricas (test U de Mann-

Whitney). Se consideró estadísticamente significativo valores para P < 0.05. Respecto a 

la comparación de la actividad de las caspasas 3 y 9 se utilizó la prueba de Kruskal-

Wallis. Para realizar los análisis estadísticos se utilizó el programa SPSS 14.0 (SPSS inc. 

Chicago, USA). 
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RESULTADOS 

1. Variables generales 

No se encontraron diferencias entre el grupo control (CON) y el grupo SEVO (SEVO) 

ni en el peso de los animales, ni en el tiempo de ventilación unipulmonar, ni en el 

tiempo en que permaneció clampada la arteria pulmonar (tiempo de isquemia), ni en 

las presiones en la vía aérea durante la ventilación mecánica. 

 

 

 

GRUPO VALOR P 

PESO 

(kilogramos) 

CONTROL 34.3 ± 13.9 

0,43 

SEVO 37.8 ± 13.4 

OLV 

(minutos) 

CONTROL 167.5 ± 73.4 

0,1 

SEVO 183.6 ± 86 

TIEMPO DE ISQUEMIA 

(minutos) 

CONTROL 96.7 ± 13.8 

0,09 

SEVO 91.8 ± 22.5 

PRESIONES PLATEAU 

(cm de H2O) 

CONTROL 13 ± 7 

0,09 

SEVO 14 ± 6 

PRESIONES PICO 

(cm de H2O) 

 

 

CONTROL 25 ± 9 

0,15 

SEVO 26 ±10 

Tabla 5. Variables generales. Los datos son expresados como media ± error típico de la media.  

OLV: ventilación unipulmonar  
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2. Citoquinas proinflamatorias 

 

Tabla 4. Mediadores inflamatorios, MAP Kinasas y Quemoquinas atrayentes de monocitos.  Datos 

son Media ± SD. IL1: Interleuquina 1. TNF α: Factor de necrosis tumoral α. MAPK p38: quinasa 

activadas por mitogenos p38. ERK: kinasa regulada por señales extracelulares. JNK: protein-

kinasa c-jun amino terminal. * p< 0.05 entre el grupo sevo y control. (+) p < 0.05 respecto al valor 

prerreperfusión. (µ) p< 0.05 respecto al valor post-reperfusion 10´. (&) p < 0.05 respecto al valor 

post-reperfusión 30´. 

 

 

 

2. 1. Interleuquina 1 (IL-1): 

 
 

 

GRUPO Preneumonecto- 
mía 

Pre-reperfusión Post 10’ Post 30´ 

IL-1 

(pg/mg tejido) 

CONTROL 1,24±0,01 (+ , µ , 
&)  

1,83±0,05 

* 
1,16±0,07 (µ) 

1,82±0,05 

* 
0,986±0,07 

1,85±0,02 

* 
1,06±0,05 SEVO 1,85±0,02 (µ,+) 

TNFα 
(pg/mg tejido) 

CONTROL 0,71±0,01 (+, µ, &) 
* 

0,78±0,01 (+, µ, &) 

0,85±0,03 (µ, &) 
* 

0,6±0,02 

0,96±0,02 (&) 
* 

0,63±0,03 

1,2±0,03 
* 

0,64±0,01 SEVO 

MAPK p38 

total  (ng/mg 
proteina) 

CONTROL 4,99±0,25 (+ , µ) 9,51±1,67 (µ, &) 5,86±0,88 5,68±0,73 

SEVO 5,23±0,34 7,33±0,46 (µ, &) 4,63±0,32 4,72±0,13 

MAPK p38 
fosforilada 

(ng/mg) 

CONTROL 16,52±1,82 (+, 
µ,&) 

95,1±22,61 85,6±16,63 104,5±6,83 

* 
72,65±11,16 

SEVO 17,5±4,66 (+, µ,&) 94,1±16,12 109,73±12,32 

ERK fosforilada 
(ng/mg 

proteina) 

CONTROL 4,11±0,38 
* 

2,65±0,39 

 

4,22±0,29  
* 

2,18±0,51 (µ) 

4,82 ±0,65 4,49±0,12 

SEVO 3,82±0,48 3,42±0,70 

JNK fosforilada 

(ng/mg 
proteína) 

CONTROL 2,39±0,32 2,62±0,23 (&) 
* 

1,84±0,13 

2,08±1,12 2,00±0,11 

SEVO 1,97±0,17 1,65±0,86 1,52±0,21 

MCP-1 ( pg/mg 
proteína) 

CONTROL 0,34±0,04 (+, &) 0,7±0,08 
* 

0,3±0,01 
 

0,4±0,04 
* 

0,32±0,02 
 

0,56±0,01 
* 

0,33±0,01 
 

SEVO 0,32±0,03 
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En el grupo control, se objetivó un aumento estadísticamente significativo en los 

valores de Interleuquina 1 con respecto a la medición preneumonectomía tanto en el 

momento prerreperfusión como a los 10 y 30 minutos post-reperfusión. En el grupo 

SEVO encontramos, por el contrario,  un descenso significativo de IL-1, comparado 

con el momento preneumonectomia, tanto en la prerreperfusión como a los 10 minutos 

post- reperfusión (tabla 5).  

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 1,24±0,01 1,23±0,04  

PRERREPERF 1,83±0,05 1,16±0,07 <0,05 

POSTREPERF 10 1,82±0,05 0,98±0,07 <0,05 

POSTREPERF 30 1,85±0,02 1,06±0,05 <0,05 

Tabla 6. Valores de IL-1 (pg/mg tejido) 

0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 

1 
1,2 

CONTROL 

SEVO 

Gráfico 2. Valores de TNFα en ambos grupos a lo largo del 

experimento (pg/mg tejido). 
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Al inicio del experimento los valores de IL-1 son similares en ambos grupos, sin 

embargo, desde el momento de la prerreperfusión hasta el final del estudio, los 

valores de IL1 son menores en el grupo SEVO con una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,05) (gráfico 1). 

2. 2. Factor de Necrosis tumoral (TNF): 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
0,71±0,01 0,78±0,01 

<0,05 

PRERREPERF 
0,85±0,03 0,6±0,02 

<0,05 

POSTREPERF 10 
0,96±0,02 0,63±0,03 

<0,05 

POSTREPERF 30 
1,2±0,03 0,64±0,01 

<0,05 

Tabla 7. Valores de TNFα (pg/mg tejido) 

 

Dentro del grupo control, en la fase de pre-reperfusión, así como a los 10 y 30 minutos 

de la reperfusión, existe un incremento de TNFα en comparación a la fase pre-

pneumonectomía, siendo en todas estas fases, dicho incremento estadísticamente 

significativo (p<0.05). Este ascenso en los niveles de TNF también es significativo  

(p<0,05) al comparar la fase de prerreperfusión con ambas fases de postreperfusión y 

al hacerlo comparando los 2 momentos posteriores al desclampaje del injerto (tabla 6). 

En el grupo SEVO, se produce un descenso estadísticamente significativo (p<0,05) de 

los niveles de TNF en todos los momentos del experimento con respecto a la fase de 

preneumonectomía. 

Al comparar ambos grupos entre sí, se observa que los valores de TNFα en el grupo 

SEVO son menores en todas las fases del estudio con una p<0,05 (gráfico 2), salvo en 

la fase de reperfusión en la que los valores de TNF son significativamente mayores en 

el grupo expuesto a Sevofluorano. 
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Gráfico 2.  Valores de TNFα en ambos grupos a lo largo del experimento (pg/mg tejido). 

 

3. Quinasas activadas por mitógenos (MAPK)  

 

3. 1. MAPK p38 total: 

 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
4,99±0,25 5,23±0,34 

>0,05 

PRERREPERF 
9,51±1,67 7,33±0,46 >0,05 

POSTREPERF 10 
5,86±0,88 4,63±0,32 >0,05 

POSTREPERF 30 
5,68±0,73 4,72±0,13 >0,05 

Tabla 8. Valores de MAPK total (expresados en ng/mg proteina) 

Con respecto a la preneumonectomía, en ambos grupos se produjo un aumento 

estadísticamente significativo en los niveles de MAPK p38 total en la fase de 

Prerreperfusión (tabla 7). En todas las fases posteriores, sin embargo, estos niveles 

decrecen de un modo significativo (p<0,05), siendo este descenso más marcado en el 

grupo SEVO, aunque no se alcance la significación estadística al comparar ambos 

grupos (gráfico 3). 
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Gráfico 3. Valores de MAPK p38 total en ambos grupos a lo largo del experimento (ng/mg 

proteina). 

 

3. 2. MAPK p38 fosforilada: 

En la fase de pre-reperfusión, así como a los 10 y 30 minutos de la reperfusión, existe 

un incremento de MAPK-38-fosforilada (MAPK-38-P) en comparación a la fase pre-

neumonectomía, siendo en todas estas fases, dicho incremento estadísticamente 

significativo (p<0.01) en el grupo CON. También se muestra un incremento en el grupo 

SEVO en la fase de pre-reperfusión y a los 10 y 30 minutos de la reperfusión (gráfico 

5). A los 30 minutos de la reperfusión, existe una disminución significativa de MAPK 

p38-P en el grupo SEVO en comparación al grupo CON (p<0.05) (tabla 8).  

 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
16,52±1,82 17,5±4,66  

PRERREPERF 
95,1±22,61 94,1±16,12  

POSTREPERF 10 
85,6±16,63 109,73±12,32  

POSTREPERF 30 
104,5±6,83 72,65±11,16 <0,05 

Tabla 9. Valores de MAPK p38 fosforilada (ng/mg proteina) 
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Gráfico 4. Valores de MAPK p38 fosforilada en ambos grupos a lo largo del experimento 

(ng/mg proteina). 

 

3. 3. ERK fosforilada: 

 

En el grupo control los valores de ERK tienden a aumentar desde la fase de 

preneumonectomía hasta los 10 minutos post-reperfusión, aunque sin alcanzar la 

significación estadística (gráfico 5). 

En el grupo SEVO por el contrario, si encontramos diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,05) al comparar los momentos pre-reperfusión y post-reperfusión 

10´. 

 

 

Gráfico  5. Valores de ERK fosforilada en ambos grupos a lo largo del experimento.  
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En los dos momentos de  medición iniciales del estudio (Preneumonectomía y Pre-

reperfusión) los niveles de ERK son menores en el grupo de animales 

precondicionados con Sevofluorano que en el grupo CONTROL, siendo esta diferencia 

estadísticamente significativa (p<0,05). En el resto de mediciones también son 

menores los valores en el grupo SEVO aunque no se alcanza la significación 

estadística (tabla 9).  

 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
4,11±0,38 2,65±0,39 

<0,05 

PRERREPERF 
4,22±0,29 2,18±0,51 

<0,05 

POSTREPERF 10 
4,82 ±0,65 3,82±0,48 

 

POSTREPERF 30 
4,49±0,12 3,42±0,70 

 

Tabla 10. Valores de ERK (ng/mg proteina)  

 

 

3. 4. JNK fosforilada: 

 

Gráfico  6. Valores de JNK en ambos grupos a lo largo del experimento  (ng/mg 

proteina). 

En el gráfico 6 se muestra como, los niveles de JNK en el grupo CONTROL tienen 

tendencia a aumentar desde el inicio hasta la prerreperfusión. A partir de ese momento 
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comienza un descenso de dichos niveles que se hace significativo (p<0,05) al 

comparar la prerreperfusión con la medición a los 30 minutos de la reperfusión. Por el 

contrario, en el grupo SEVO la tendencia es descendente desde el incio a la 

reperfusión tardía. 

Los niveles de JNK fosforilada son menores en el grupo SEVO con respecto al grupo 

CONTROL en todos los momentos del estudio, aunque sólo existe una diferencia 

estadísticamente significativa (p<0,05) durante la prerreperfusión (tabla 10). 

 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
2,39±0,32 1,97±0,17 

 

PRERREPERF 
2,62±0,23 1,84±0,13 

<0,05 

POSTREPERF 10 
2,08±1,12 1,65±0,86 

 

POSTREPERF 30 
2,00±0,11 1,52±0,21 

 

Tabla 10. Valores de JNK (ng/mg proteina)  

 

4. Proteína Quimiotáctica de Monocitos (MCP-1) 

 
CONTROL SEVO P 

PRENEUMO 
0,34±0,04 0,32±0,03 

 

PRERREPERF 
0,7±0,08 0,3±0,01 <0,05 

POSTREPERF 10 
0,4±0,04 0,32±0,02 <0,05 

POSTREPERF 30 
0,56±0,01 0,33±0,01 <0,05 

Tabla 11. Valores de MCP-1(pg/mg proteina) 
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Gráfico 7. Valores de MCP-1 en ambos grupos a lo largo del experimento (pg/mg proteina). 

 

Los valores hallados de MCP-1 fueron menores en el grupo precondicionado con 

Sevofuorano que en el grupo CONTROL en todos los momentos del estudio, 

encontrando significación estadística (p<0,05) durante la pre-reperfusión y las dos 

mediciones post-reperfusión. 

Es llamativo el marcado incremento de los valores de MCP-1 en el grupo CON, algo 

que no sucede en el grupo precondicionado con Sevofluorano.  

 

5. Factor Nuclear-Kappa β (NFK β)   

La isquemia produjo un incremento del NF-kB p50 y p65 en el citoplasma de la célula 

en los dos grupos de animales y del NF-kB p50 en el núcleo. Tras la reperfusión 

observamos un incremento  del NF-kB p50 y p65 núclear en ambos grupos. 

Únicamente el grupo CON mostró un aumento de NF-kB p52 respecto a los valores 

basales.  También al comparar los valores de antes y después de la reperfusión 

observamos  únicamente en el grupo CON un descenso del IKB y del NF-kB p50 en el 

citoplasma y un aumento del NF-kB p65 nuclear. Al realizar la comparación entre 

ambos grupos  se comprobó que los valores de NF-kB p50 eran significativamente 

menores en el grupo CON que en el grupo SEVO (tabla 12) 
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GRUPO PRENEUMO PRERREPERF POSTREPERF- 

10’ 
POSTREPERF-

30’ 

NF_P50_Cit 

CON 0.843 ±0.10 1.209 ±0.10 † 0.926 ±0.11‡ 0.921 ±0.10‡ 

SEVO 0.849 ±0.10 0.934 ±0.11† 0.887 ±0.10 0.820 ±0.12 

NF_P50_NUC 

CON 0.898 ±0.05 1.569 ±0.11† 1.479 ±0.10† 1.503 ±0.03† 

SEVO 0.884 ±0.02 1.073 ±0.06*† 1.123 ±0.05*† 1.206 ±0.06*† 

NF_P52_CIT 

CON 0.627 ±0.06 0.643 ±0.08 0.666 ±0.08 0.630 ±0.05 

SEVO 0.563 ±0.13 0.590 ±0.08 0.523 ±0.07 0.525 ±0.06 

NF_P52_NUC 
CON 0.483 ±0.04 0.577 ±0.09 0.616 ±0.06† 0.577 ±0.06† 

SEVO 0.473 ±0.04 0.498 ±0.06 0.545 ±0.12 0.535 ±0.09 

NF_P65_CIT 

CON 0.652 ±0.03 0.808 ±0.08† 0.777 ±0.08 0.773 ±0.06 

SEVO 0.568 ±0.06 0.738 ±0.10† 0.650 ±0.07 0.635 ±0.07 

NF_P65_NUC 

CON 0.387 ±0.02 0.387 ±0.03 0.483 ±0.03†‡ 0.460 ±0.03†‡ 

SEVO 0.379 ±0.03 0.397 ±0.02 0.463 ±0.03† 0.372 ±0.03 

IKB 

CON 0.893 ±0.05 0.925 ±0.08 0.888 ±0.10 0.806 ±0.09‡ 

SEVO 0.845 ±0.07 0.917 ±0.07 0.904 ±0.10 0.854 ±0.05 

Tabla 12. Valores expresado en DO/mm 
2
, como valores promedio. CON: Grupo control. SEV: 

Grupo sevoflorano. * p<0.05  SEVO vs CON. † p<0.05 vs PreNeumo. ‡ p<0.05 vs PreReperf . 

 

 

6. Caspasas 

En ambos grupos, encontramos un significativo aumento de la caspasa 3 durante la 

prerreperfusión, siendo mucho mas marcado en el grupo CON. En los pacientes 

pretratados con Sevofluorano, los valores decrecen durante el resto de fases del 

estudio. En el grupo CON, esta disminución es de menor intensidad, manteniéndose,  

por tanto, elevados con respecto a la medición basal (gráfico 8).  
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Al comparar los valores de la caspasa 3 observamos que fueron inferiores en el grupo 

SEVO, de una forma estadísticamente significativa, con el grupo CON (p<0.05), 

únicamente en la medición de las muestras obtenidas antes de la reperfusión (tabla 

13). 

 

Gráfico 8. Valores de Caspasa 3 medidos en ambos grupos (UIs/microg proteína).  

La caspasa 9 tiene un patrón de comportamiento similar a la efectora. En ambos 

grupos se produce un incremento significativo en la fase de reperfusión, aunque, en 

este caso, dicho aumento perdura durante el primer periodo post-reperfusión, para 

acabar descenciendo a los 30 min de la reperfusión, todo ello de modo significativo  

(gráfico 9). Además, los valores obtenidos en el grupo SEVO fueron significativamente 
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Tabla 133. Valores de caspasa 3 y 9 medidos en ambos grupos (UIs/microg proteína). CON: Grupo control. 

SEV: Grupo sevoflorano. * p<0.05  SEVO vs CON . † p<0.05 vsPreNeumo;  ‡ p<0.05 vsPreReperfusion .₮  

p<0.05 vs Post-reperfusion-10’.  

 

 GRUPO PreNeumo Prereperf 
Postreperf-

10’ 

Postreperf-

30’ 

Caspasa-3 
CON 4.39 ± 0.7 7.83 ±0.7† 4.46 ±0.7‡ 3.9 ±0.3‡ 

SEVO 3.57 ± 0.6 5.42 ± 0.6†* 3.61 ±0.6 3.73 ±0.3‡ 

Caspasa-9 
CON 14.33 ± 0.5 29.48 ± 2† 34.12 ± 2.7† 

27.45 ± 

2.5†₮  

SEVO 12.6 ± 1 16.17 ± 1.1* 16.32 ± 1.2*† 16.34 ± 0.8*† 
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inferiores a los obtenidos en el grupo control tanto antes como después de reperfundir 

el autoinjerto pulmonar. (tabla 13). 

 

Gráfico 9. Valores de Caspasa 9 medidos en ambos grupos (UIs/microg proteína). 
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DISCUSIÓN 

En 1976 Bland y Lowestein  describen un menor ascenso en el registro 

electrocardiográfico del ST en un modelo de isquemia miocárdica en perros a los que 

se les sometía a periodos de oclusión coronaria [92]. Surge así el concepto de 

precondicionamiento isquémico. En consonancia con esto, Murry en 1986 [93], 

demuestra que el precondicionamiento con breves periodos de isquemia en corazones 

de perro, reduce el tamaño del infarto de miocardio. A partir de ese momento 

comienza un interés creciente, no sólo por el precondicionamiento isquémico, sino 

también por el precondicionamiento farmacológico. Es precisamente este mismo grupo 

el que posteriormente demostró que, en un grupo de perros expuestos a halotano, el 

tamaño del infarto era menor que en animales que no habían sido pretratados 

farmacologicamente [94]. Este trabajo, que fue el pionero a nivel del estudio del 

precondicionamiento in vivo, equiparó de alguna manera la protección de los 

anestésicos volátiles a la del precondicionamiento isquémico. 

Nuestro estudio sigue la misma línea de los anteriores y demuestra que  el grupo de 

cerdos anestesiados con sevoflurano tiene un menor daño tras la IR que el sometido a 

mantenimiento anestésico con propofol.  Aunque el tiempo de reperfusión es escaso 

(30 minutos), es el suficiente para mostrar diferencias entre ambos grupos respecto a 

diversos parámetros que otros grupos utilizan para medir el daño tras la IR como son 

mediadores de la inflamación (IL-1, TNF ), MAPK y marcadores de migración 

leucocitaria (MCP 1).  
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1. EFECTO CITOPROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO 

CON SEVOFLUORANO EN UN MODELO DE ISQUEMIA 

REPERFUSIÓN PULMONAR. EFECTO DE LA VENTILACIÓN 

UNIPULMONAR. 

Numerosos estudios ya apuntaban con anterioridad a que los gases halogenados 

podrían proteger contra el daño postreperfusión en el corazón [67-71], cerebro [72] e 

hígado [73]. En pulmón  existen menos investigaciones que en otros órganos, y los 

efectos de los anestesicos inhalatorios sobre el síndrome de IR aún no son muy 

conocidos.  En un modelo de disfunción multiorgánica en ratón, el isoflurano disminuyó 

el daño pulmonar, probablemente modulando la respuesta inflamatoria [81]. Liu et al. 

demostraron en pulmón de conejo que, al administrar isoflurano o sevoflurano antes 

de la isquemia, se atenuaba el aumento de la permeabilidad vascular, disminuía la 

relación peso húmedo/seco así como los  niveles de TNF-alfa en el pulmón 

reperfundido después de la isquemia  [82]. Nosotros hemos obtenido estudios 

similares a los de Liu en términos de TNF α. Demostramos también el descenso de 

otro mediador proinflamatorio, la IL-1. No sólo eso, nuestro objetivo es ir un paso más 

allá y valorar el efecto que la inhalación de dicho gas tiene sobre las cascadas de 

protein kinasas que posteriormente desencadenarán el resto de la cadena inflamatoria. 

Además, consideramos que el daño por Isquemia-Reperfusión es un fenómeno más 

complejo, que no es posible reducir a sus efectos sobre las citoquinas 

proinflamatorias. Por este motivo, valoramos también el efecto que ejerce sobre la 

activación leucocitaria. Además, la principal ventaja de nuestro trabajo respecto a los 

previos es que se realiza sobre animales in vivo y no sobre células aisladas.    

En algunos estudios experimentales, la exposición a halogenados durante la 

ventilación mecánica ha determinado una mayor respuesta inflamatoria pulmonar [95-
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97]. Estos hallazgos contrastan con los de otros grupos que muestran una menor 

reacción inflamatoria al comparar los anestésicos volátiles y los intravenosos [98] y 

con el nuestro propio. Estas discrepancias podrían deberse a diferencias en los 

modelos experimentales analizados.  

Algo que diferencia a nuestro modelo de otros es, que además de ser un modelo in 

vivo, se trata de un modelo de ventilación unipulmonar (OLV). Por si misma la OLV 

conlleva un fenómeno de IR intrínseco, causado fundamentalmente por los efectos de 

la vasconstricción pulmonar hipóxica. Esta vasoconstricción promueve la circulación 

sanguínea hacia las zonas bien oxigenadas del pulmón, dejando las zonas hipóxicas 

prácticamente sin flujo. Cuando el pulmón vuelve a ser reexpandido y ventilado, se 

produce una reperfusión del mismo. Esto ha sido demostrado en cerdos sometidos a 

60 minutos de OLV y una posterior reperfusión, en los que se objetivó una marcada 

congestión postreperfusión a nivel de los vasos pulmonares del pulmón que se 

mantuvo hipóxico [101]. Además, se ha observado que existe un daño en células 

epiteliales alveolares in vitro asociado a la hipoxia del pulmón no ventilado durante la 

OLV [99]. Esto fue confirmado en un modelo experimental de pulmones aislados de 

conejo, en los que la formación y re-expansión de atelectasias elevaban la producción 

de citoquinas [100]. Por tanto, son diversos los  efectos que la OLV tiene sobre el 

pulmón y la respuesta inflamatoria. Jordan et al describieron la patogénesis del edema 

pulmonar postneumonectomía  y su origen multifactorial: alteración vascular pulmonar, 

balance hídrico, duración de la ventilación unipulmonar, respuesta inflamatoria y estrés 

oxidativo entre otros [101]. En nuestro trabajo no existen diferencias en cuanto a la 

duración de la OLV, por lo que uno de las variables más importantes para encontrar 

diferencias entre los grupos es eliminada. Tampoco encontramos diferencias en 

cuanto a la presión en la vía aérea, que es otro de los factores que podrían influir en el 

desarrollo del daño pulmonar.  
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 De Conno et al [102] realizaron lavados broncoalveolares en pacientes sometidos a 

cirugía torácica antes y después de la OLV en el pulmón que va a ser excluido de la 

ventilación o no dependiente, encontrando un importante aumento de TNF- α, IL 6, IL 

8 y de la proteína 1 de quimiotaxis de monocitos. Se observó además una reducción 

significativa de dichos mediadores inflamatorios en el grupo que fue tratado con 

sevofluorano con respecto al que se trató con propofol. Los resultados son similares a 

los hallados por nosotros. De Conno no encontró diferencias en cuanto a estos 

mediadores a nivel sistémico. Sin embargo al realizar un seguimiento a los pacientes, 

concluye que los que han recibido sevoflurano y presentado una menor respuesta 

inflamatoria local, presentan un menor número de complicaciones y por tanto un mejor 

prónostico [102]. Schilling et al por su parte encontraron que la administración de 

desflurano disminuía la respuesta inflamatoria, TNF- α, IL 8, IL 10 y polimorfonucleares 

en el lavado broncoalveolar del pulmón dependiente [98]. Posteriormente este mismo 

grupo realiza otro estudio en el que compara pacientes anestesiados con sevofluorano 

con el grupo anestesiado con propofol y desflurano [103]. En este reciente trabajo se 

muestra una disminución de la respuesta inflamatoria en el pulmón ventilado bajo 

anestesia inhalatoria, tanto sevoflurano como desflurano. Además no encuentra 

diferencias a nivel sistémico en cuanto a aumento de mediadores tales como TNF- α o 

interleuquinas. Sin embargo, en contrapartida a esto, existe un trabajo de ventilación 

unipulmonar para cirugías de esofaguectomía en el que se produce un aumento de  

los mediadores proinflamatorios sistémicos [104]. Probablemente, el hecho de que la 

esofaguectomía sea una cirugía de mayor agresividad, hace que este estudio no sea 

comparable a los previos, puesto que cabe esperar que dicha cirugía desencadene 

una mayor repuesta inflamatoria sistémica.  
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1.1 Efecto del Sevofluorano sobre las citoquinas proinflamatorias 

 

En concordancia con los estudios previos, nuestro trabajo muestra un incremento 

progresivo a lo largo de todas las mediciones en los niveles de IL-1 en el tejido 

pulmonar en el grupo CONTROL causado por la isquemia y posterior reperfusión. En 

el grupo SEVO, por el contrario, los valores de IL-1 decrecen ya en el momento de la 

Prerreperfusión y continúan descendiendo de un modo significativo hasta diez minutos 

después de la reperfusión. A los treinta minutos se mantienen niveles similares. Estos 

resultados nos hacen pensar que el efecto protector del Sevofluorano tiene lugar 

desde un momento muy temprano de su administración y se mantiene hasta después 

de finalizada su administración. Sería necesario prolongar la duración del estudio para 

conocer la duración exacta de esta protección. Nuestro trabajo concuerda con el 

ensayo realizado por Schilling en el 2011 [106].  

Una de las explicaciones posibles del efecto protector del sevofluorano es que  

produzca una inhibición reversible de la expresión génica de las citoquinas. Esta 

hipótesis ya quedó demostrada en un estudio que medía la expresión génica de TNFα 

e IL-1β en tejido pulmonar en cerdos a los que se les administró tiopental versus otros 

a los que se les administró sevofluorano, siendo menor dicha expresión en el segundo 

grupo [109]. 

Con respecto a TNFα, en nuestro trabajo objetivamos un aumento progresivo a lo 

largo del estudio, lo que respaldaría los resultados de otros autores que señalan a esta 

citoquina como un mediador inflamatorio crucial tanto en la fase inicial como tardía de 

la IR [105]. Se observa además que, en la primera de las mediciones que realizamos 

(Preneumonectomía), los niveles son mayores en el grupo SEVO. A partir de ese 

momento, los resultados se invierten y los niveles de TNFα pasan a ser 

significativamente mayores en el grupo CONTROL en el resto de mediciones del 

estudio. Además, mientras que en el grupo CONTROL los niveles de dicha citoquina 
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continúan aumentando todo el estudio, en el grupo SEVO sufren una marcada caída 

en la prerreperfusión y se mantienen en esos valores bajos hasta el final del estudio. A 

medida que se manifiesta el daño que causa la OLV y posteriormente la IR, se hace 

patente el efecto protector del sevoflurano en cuanto a la expresión de TNF- α. Esto 

sigue la línea del estudio de Liu [80], y concuerda también con los resultados de un 

estudio realizado in vitro sobre células neutrófilas aisladas, que sugieren que los 

anestésicos volátiles podrían inhibir significativamente la producción de TNF y así 

proteger contra el daño IR pulmonar [106].  

1.2 Efecto del Sevofluorano sobre las MAP- Kinasas 

Ya hemos visto que diversos estudios postulan que la expresión de dichas citoquinas 

proinflamatorias podría estar mediada por una cadena de transducción de señales en 

la que participan las MAPK [25, 107]. Aún en el momento actual existe controversia 

sobre si dichas protein kinasas tienen un efecto proinflamatorio [28, 35, 36, 38, 39, 

108], protector frente a la Isquemia-Reperfusión [31, 32], o bien si, dependiendo de 

sus distintas isoformas, pueden presentar uno u otro efecto [33] . Nuestro estudio es 

pionero a la hora de estudiar el efecto del precondicionamiento anestésico sobre la 

cascada de señales de las MAPK en un modelo animal in vivo y sus resultados 

parecen más acordes con la primera hipótesis.  

La posible interacción entre el Sevoflurano y la vía de las MAPKs ya había sido 

propuesta con anterioridad, si bien los resultados alcanzados fueron poco 

concluyentes [91], y fuera del contexto del daño pulmonar por Isquemia-Reperfusión. 

En un reciente estudio en un modelo in vitro en tejido pulmonar de rata, se observó la 

capacidad del sevoflurano para disminuir el incremento de la permeabilidad mediado 

por TNF-α de células endoteliales pulmonares, así como para suprimir la activación de 

p38 [112].  
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El perfil temporal de la expresión de MAPK-p38 encontrado en nuestro trabajo nos 

lleva a pensar que, efectivamente, desempeña un papel proinflamatorio, puesto que la 

agresión producida por la neumonectomía indujo un importante aumento de esta 

proteína en los dos grupos. La explicación más plausible a dicho comportamiento es 

que, ya desde el momento incial, la isquemia induce la producción de MAPK p38. El 

hecho de que, desde la Prerreperfusión, exista una tendencia en el grupo SEVO a 

presentar niveles más bajos de esta proteína sugiere el Sevofluorano podría proteger 

frente la Isquemia-Reperfusión por medio de la inhibición de la expresión de estas 

proteínas. Haría falta un tamaño muestral mayor para estudiar esto. Del mismo modo, 

es posible que un mayor tiempo de reperfusión acabase demostrando una diferencia 

significativa a favor del grupo SEVO. Nuestro tiempo de reperfusión máximo estudiado 

de 30 minutos puede ser insuficiente para abarcar los procesos desencadenantes de 

la inflamación en el tejido pulmonar así como su amplificación mediante la activación 

de las MAPKs y la modulación de la expresión génica asociada.  

De hecho, un estudio de isquemia caliente en gatos de mayor duración, mostró que los 

niveles de p38 fosoforilada continúan elevándose durante las primeras 27 horas  

postreperfusion. Se objetivó además que el edema, la inflamación y la apoptosis que, 

en el periodo de reperfusión inmediato se dan en el pulmón que ha sido sometido a 

isquemia, al cabo de 27 horas se da también en el otro pulmón [54]. Surge así la 

hipótesis de que Isquemia-Reperfusión sea un proceso sistémico. Esto iría en contra 

del trabajo de Schilling [103] que, como ya hemos mencionado, no encuentra 

diferencias a nivel sistémico en cuanto a aumento de mediadores proinflamatorios. 

Una de las limitaciones de nuestro estudio es, por tanto, que nos hemos limitado a 

realizar mediciones de marcadores proinflamatorios y de señales de activación de los 

mismos a nivel local, sin comprobar que ocurre a nivel plasmático. Futuras 

investigaciones deben ir encaminadas en ese sentido. 



- 64 - 

 

Dado que es la forma fosforilada de esta enzima la que es activa, es la MAPK p38 

fosforilada la que puede darnos una mayor información sobre el efecto que el 

precondicionamiento anestésico ejerce sobre esta cascada de señalización. 

La neumonectomía produjo un incremento significativo de la forma activa fosforilada, 

MAPK-p38-P, en los dos grupos de animales. Sin embargo, tras la reperfusión la 

evolución de este marcador fue diferente en los dos grupos. A los 30 minutos de la 

reperfusión, en el grupo SEVO se observa una disminución de esta marcador mientras 

que en el grupo CONTROL se produjo un aumento. Este patrón temporal sugiere que 

el Sevofluorano no sólo induce la expresión de la MAPK p38, sino que también 

induciría su activación por medio de la fosforilación. 

En investigaciones posteriores, queda pendiente determinar si la posible activación 

diferencial de las distintas isoformas de la MAPK-p38 ( p38α y p38β ) a nivel pulmonar 

ejerce efectos diferentes sobre la Isquemia-Reperfusión, como ya se ha hecho a nivel 

cardiaco, en donde ya se ha demostrado su papel proapoptótico y antiapoptótico, 

respectivamente [108].  

Otra MAPK, la JNK, también ha sido puesta en relación con el daño por Isquemia-

Reperfusión [38, 39]. Si bien es cierto que en nuestro estudio las diferencias entre 

ambos grupos en los valores de esta proteína sólo son significativos durante la 

Prerreperfusión, no es menos cierto que, en todos los momentos de medición, en el 

grupo SEVO estos valores son menores, aunque no se alcance la significación. 

Igualmente, el pico máximo que se alcanza en el grupo CONTROL durante la 

Prerreperfusión es inexistente en el grupo de animales precondicionados 

farmacológicamente. Esto parece concordar con la teoría de que el Sevofluorano 

comienza a proteger frente a la isquemia ya en una fase muy precoz. 

Los resultados que hayamos de ERK fosforilada siguen esta misma línea. Una vez 

más, vemos como desde fases precoces del estudio, donde todavía sólo se ha 

producido la isquemia y no se ha iniciado aún el daño ocasionado por la reperfusión, el 
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Sevofluorano, comienza a inhibir la expresión de ERK. Postulamos que, de este modo, 

en fases posteriores, podría disminuir la respuesta inflamatoria local.  

Esto resulta compatible con las investigaciones que demuestran que el efecto 

amplificador de la inflamación de las MAPKs en el síndrome de IR ocurre desde los 

primeros minutos de la reperfusión [109]. En conclusión, el efecto protector del 

sevoflurano sobre  la lesión pulmonar por isquemia-reperfusión, parece asociado a una 

disminución en la activación de las MAPK, aunque son necesarios más estudios que lo 

demuestren.  

 

1.3. Efecto del Sevofluorano sobre la activación de los leucocitos 

 

Existe mucha controversia sobre el papel de los leucocitos en el síndrome de IR y 

sobre si su actuación sobre el mismo se da en una fase precoz o tardía [12] [13]. Uno 

de los objetivos de nuestro estudio es valorar los efectos que el precondicionamiento 

anestésico provoca sobre esta activación leucocitaria. Escogimos la MCP-1 como 

marcador de la migración de las células polimorfonucleares porque ya ha demostrado 

jugar un papel primordial en el reclutamiento de neutrófilos en  modelos de pulmones 

de ratas expuestos a hiperoxia [110].  

El papel de esta quemoquina dentro del síndrome de Isquemia-Reperfusión aún no ha 

sido bien definida [17] [16], aunque el hecho de que su expresión esté regulada 

positivamente por citoquinas proinflamatorias, tales como TNFα e IL-1 [111, 112], nos 

lleva a pensar que puede jugar un papel deleteréo dentro del daño por IR. 

 A nivel pulmonar, existen modelos de daño agudo que demuestran que MCP1 está 

involucrada en la acumulación de neutrófilos [116], así como otros que objetivan un 

incremento en los niveles de mRNA de MIP-1, proteína localizada en monocitos y 

macrófagos [117], durante un daño pulmonar hipóxico. Además se ha demostrado 

que, en células pulmonares aisladas, en el daño causado por el síndrome de 
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Isquemia-Reperfusión existe un aumento de la expresión de MCP-1 [113]. En un 

modelo similar, Naidu et al. probaron que la inhibición de esta quemoquina disminuía 

la expresión de mRNA de múltiples citoquinas así como la secreción de TNFα [114]. 

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que este incremento en la concentración de 

MCP-1 se da también in vivo, en un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdos 

[115]. 

En contraposición a esto, otros estudios sugieren que la MCP-1 no juega un papel 

fundamental en el daño pulmonar agudo [116] o bien que, aunque esta proteína se 

secreta en cantidades apreciables ante una alveolitis inducida por lipopolisacaridos, 

(endotoxinas bacterianas capaces de producir reacciones inflamatorias muy similares 

a las que se dan en el daño pulmonar agudo)  en un modelo in vivo en ratas, la 

antagonización de su función no tiene efecto en disminuir la respuesta inflamatoria o 

en reducir varios indicadores de daño pulmonar agudo [117]. Otro estudio, que emplea 

un modelo similar de daño pulmonar agudo por IR en ratas, sugiere que el bloqueo de 

la proteína MCP-1 es protector a los 30 minutos de la reperfusión, pero no a las 4 

horas [12]. Este efecto protector de los anti-MCP-1 en una fase tan precoz de la 

reperfusión es difícil de explicar dado que la proteína MCP-1 todavía no es detectable 

por Western blot en ese momento. 

En el año 2007, Suter et al. ya demuestran una disminución en la expresión de MCP-1 

en células sometidas a tratamiento con Sevofluorano [118]. Para ello expusieron a 

células epiteliales alveolares a lipopolisacáridos. Con anterioridad ya se había descrito 

que estas endotoxinas aumentaban la expresión y producción de muchas 

quemoquinas, entre ellas de MCP1. Las células expuestas a sevofluorano tuvieron una 

disminución del 50% en la expresión de la proteína MCP1 con respecto a las células 

no expuestas. 

Estos resultados concuerdan con los que encontramos en nuestro modelo in vivo, en 

donde objetivamos unos valores de MCP-1 menores en el grupo precondicionado con 
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Sevofuorano que en el grupo CONTROL, haciéndose especialmente significativas 

estas diferencias antes de iniciar la reperfusión y en las dos mediciones posteriores. 

Esto iría en contra del estudio de Eppinger que no encuentra dicha proteína mediante 

Western Blot en la reperfusión inmediata e iría acorde con todos los estudios que 

hablan de una posible protección multimodal del Sevofluorano frente al daño por IR, 

siendo la inhibición de la migración de los leucocitos una de las maneras de lograrlo. 

En contraposición nuestra, Krishnadasan et al, en un modelo de Isquemia-Reperfusión 

in vivo en ratas a las que someten a 90 minutos de isquemia caliente, tampoco 

detectaron la MCP-1 hasta 4 horas de reperfusión pulmonar [119]. Estas discrepancias 

podrían deberse a las diferencias en el modelo experimental o a lasensibilidad de la 

técnica de medición. 

 

2. CONCLUSIONES 

- En el síndrome de Isquemia-reperfusión, originado por el cese de flujo sanguíneo a 

un órgano y su posterior reinstauración, se desencadenan varias respuestas a nivel 

molecular, que van a ser las causantes últimas de la clínica que se da en dicho 

síndrome. Estas respuestas son fundamentalmente la formación de radicales libres, la 

migración y activación de neutrófilos y la inducción de mediadores proinflamatorios, 

entre los que se encuentran las citoquinas, que desencadenan a su vez diversas 

señales de transducción, entre ellas las mediadas por MAPK. 

- Este síndrome puede ser estudiado en un modelo experimental de Isquemia-

Reperfusión pulmonar en cerdos. 

- El precondicionamiento con Sevofluorano provoca una disminución de la liberación 

de TNF-α y de IL-1, citoquinas proinflamatorias cuyo papel en el daño por IR ya está 

sobradamente demostrado. 
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- Empiezan a surgir evidencias de que dicho gas inhibe la fosforilación, y por tanto la 

activación de las MAPK implicadas en la señalización del daño pulmonar agudo. 

Nuestro estudio sugiere que esto sucede ya durante la reperfusión inmediata con la 

MAPK-p38, ERK y JNK. 

- Por otra parte, el Sevofluorano parece disminuir los niveles de MCP-1 en tejido 

pulmonar de animales sometidos a isquemia y posterior reperfusión. Esta quemoquina 

está implicada en la migración hacia los tejidos afectos y posterior activación de las 

células polimorfonucleares. 

- Todos estos hallazgos sugieren el papel protector del Sevofluorano frente a la 

Isquemia-Reperfusión. Sin embargo, son necesarios más estudios, de mayor tiempo 

de reperfusión y con un tamaño muestral mayor para evidenciar esta capacidad de 

modulación por parte del Sevofluorano. 
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