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Lista de abreviaturas

ALI: Dafio pulmonar agudo (del inglés acute lug injury).
ATP: Adenosina-trifosfato.

CO2: Dib6xido de carbono.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares.
Grupo SEVO: Grupo tratado con Sevofluorano.
Grupo CON: Grupo Control.

IC: Indice cardiaco.

IL-1: Interleuquina 1.

IR: Isquemia — Reperfusion.

JNK: Proteina quinasa activada por mitdgenos.
LPIR: Lesién pulmonar por Iquemia - Reperfusion.
MAPK: Proteina quinasa activada por mitbgeno
MCP-1: Proteina quimiotactica de moncitos-1.
NADPH: Nicotinamida- Adenosina Dinucleotido fosfato.
NFK-B: Factor de transcripcion nuclear (3.

NLS: Sefial de localizacion nuclear.

OLV: Ventilacion unipulmonar.

PAD: Presion arterial diastolica.

PAM: Presion arterial media.

PAS: Presion arterial sistdlica.

PAPD: Presion arteria pulmonar diastolica.

PAPM: Presion arteria pulmonar media.

PAPS: Presion arteria pulmonar sistolica.
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PaO2: Presion arterial de Oxigeno.

pCO2: Presion arterial de diéxido de carbono.

PCP: Presion capilar pulmonar.

PRENEUMO: Preneumonectomia.

PREREPERF: Prerreperfusion

POSTREPERF 10: 10 minutos después de la reperfusion.
POSTREPERF 30: 30 minutos después de la reperfusion.
PVC: Presién venosa central.

RT- PCR: Transcripcion inversa- Reaccion en cadena de la polimerasa.
SAPK: Quinasa activada por estrés.

SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.
SDRA: Sindrome de distrés respiratorio agudo.

TNF-a: Factor de necrosis tisular a.

VPH: Vasoconstriccion pulmonar hipoxica.

VS: Volumen sistdlico.

XDH: Xantina deshidrogenasa.

XOD: Xantina oxidasa.
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FUNDAMENT OS

1. SINDROME DE ISQUEMIA REPERFUSION.

1.1 Definicidn e importancia

La lesién por isquemia reperfusion (IR) es una entidad producida por la privacion de flujo
sanguineo a un Organo (isquemia) y su posterior restablecimiento (reperfusion). Esto
desencadena una serie de respuestas moleculares (respuesta leucocitaria, liberacion de
mediadores inflamatorios y de estrés oxidativo) que pueden llegar a ocasionar dafio

celular tanto en el 6rgano afectado como a nivel sistémico.

Existen numerosas situaciones fisiopatolégicas en la actividad clinica en las que diversos
organos se someten a una situaciéon de isquemia transitoria, total o parcial, tales como el
trasplante de 6rganos, la cirugia de revascularizacion (bypass aorto-bifemoral, bypass
aorto-coronario), enfermedad vascular cerebral, etc. En todos estos casos el dafio
producido es consecuencia no solo del periodo de isquemia sino también del de

reperfusion.

Por tanto, es importante investigar, utilizando modelos experimentales, los mecanismos
que estan implicados en la produccion de este sindrome, asi como el efecto
potencialmente beneficioso que puedan tener sobre el mismo diferentes farmacos que

interfieren en sus mecanismos de produccion.



1.2 Efectos sistémicos del sindrome de isquemia reperfusion.

El sindrome de isquemia-reperfusion (IR) engloba un conjunto de alteraciones
bioquimicas, celulares y hemodinamicas que tienen lugar en los diferentes o6rganos en
respuesta a un periodo mas o menos prolongado, pero limitado, de isquemia. Cada
organo o tejido del organismo tiene una sensibilidad y resistencia distinta para la pérdida
total o parcial de su flujo sanguineo, que varia desde pocos minutos en el caso del

cerebro, a horas en el caso de las extremidades.

La primera fase del sindrome de isquemia reperfusion, se caracteriza por la lesion
isquémica, en la que se interrumpe el aporte de oxigeno al 6rgano y el metabolismo
celular del mismo se transforma de aerobio en anaerobio. A partir de este hecho, si el
flujo sanguineo no se restablece se produce una secuencia de hechos bioquimicos que
llevan a la disfuncion celular, al edema intersticial y finalmente a la muerte celular. El
metabolismo anaerobio existente, junto con el aumento del acido lactico local, provocan
una acidosis metabdlica, con disminucion del nivel energético que se asocia a
alteraciones del sistema de transporte transmembrana [1], lo que activa diferentes
sistemas enzimaticos implicados fundamentales en la respuesta inflamatoria que

posteriormente se desarrollara.

Durante la reperfusion, proceso imprescindible para la viabilidad del érgano, se produce
el restablecimiento del flujo sanguineo y se recupera el nivel energético que habia
disminuido durante la isquemia. Es en esta fase cuando se producen la mayoria de las
lesiones 0, al menos, se ponen de manifiesto aquellas que se habian iniciado durante la
isquemia y que son consecuencia de los metabolitos toxicos, que se habian formado

durante la fase previa.

Las principales manifestaciones clinicas de la lesién por IR son:
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- Alteraciones cardiacas: las consecuencias del sindrome de IR sobre el tejido cardiaco
son fundamentalmente de dos tipos:

o Aturdimiento miocardico: Se trata de la disfuncion miocardica reversible,
al parecer provocada por la insuficiente sintesis de ATP tras la
reperfusion, espasmos microvasculares coronarios y dafio celular
mediado por radicales libres de oxigeno [2].

o Arritmias cardiacas: Provocadas fundamentalmente por el descenso del
ph por el metabolismo anaerobio durante la isquemiay la acumulacion de
acido lactico. Su repercusion clinica es variable, pudiendo llegar incluso a
producirse taquicardia o fibrilacion ventricular.

- Lesion a nivel del Sistema Nervioso Central: Se produce por la disrupcion de la
barrera hematoencefalica, lo que provoca la infiltracion de leucocitos en el tejido
subyacente y produccion de radicales libres de oxigeno que van a dafiar de forma
irreversible a los tejidos. Ademas la rotura de la barrera hematoencefalica por IR provoca
el desarrollo de edema cerebral y aumento de la presion intracraneal, comprometiendo
asi la perfusion del cerebro y siendo potencialmente letal.

- Afectacion gastrointestinal: A nivel intestinal, la IR provoca la disfuncién de la barrera
intestinal, lo cual lleva a un aumento de la permeabilidad intestinal y a la traslocacion
bacteriana. De este modo, las bacterias migraran al torrente circulatorio, provocando
sepsis e incluso shock séptico.

- Isquemia reperfusion en pulmoén: el dafio isquemia-reperfusion 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 expresién de rechazo croénico[3]. El sindrome IR tipicamente, ocurre en
las primeras 72 horas después del trasplante y se caracteriza por dafio alveolar
inespecifico, edema alveolar e intersticial pulmonar no cardiogénico, aumento de las

resistencias vasculares pulmonares, disminucion de la complianza e hipoxemia, todos
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ellos en grado variable [4], variando desde un leve infiltrado radiolégico, hasta un cuadro
de distress respiratorio del adulto (SDRA).

- Fendmeno de no reflujo: es una consecuencia de la obstruccidén progresiva en la
microcirculacion de diferentes 6rganos, provocada por un aumento de la adhesion de
leucocitos al endotelio y al incremento de la agregabilidad plaquetaria. Va a suponer la

imposibilidad de reperfusion del 6rgano, con edema intersticial asociado.

- Fallo multiorganico: El dafio por isquemia repercusion iniciado en un 6rgano puede
provocar una respuesta inflamatoria que desemboque en un dafio a 6rganos remotos. Se
trataria de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Este es capaz de desarrollar
finalmente un fallo multiorganico: el primer 6rgano en verse afectado suele ser el pulmén,
luego sigue el fallo hepético, renal, gastrointestinal, miocéardico y del sistema nervioso

central.

1.3. Efectos moleculares del sindrome de isquemiareperfusion.

Los principales fendbmenos moleculares que se inician cuando a un 6rgano se le priva de

flujo, y que van a ser los desencadenantes del sindrome de isquemia-reperfusion son:

1.3.a) Estrés oxidativo:

Consiste en la formacién de reactivos del oxigeno como son el anidon superoxido, el
perdxido de hidrégeno 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 lipidico de la membrana
celular, lo cual provoca alteraciones en su permeabilidad, llevando finalmente a la lisis

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

células endoteliales, neumaocitos tipo Il, células de Clara, células ciliadas y macrofagos [6].

Existen dos mecanismos por los que se producen los radicales libres de oxigeno:
a) Acumulacién de hipoxantina: Durante el proceso de hipoxia, la falta de aporte de
oxigeno al tejido hace que se detenga el transporte de electrones en la mitocondria vy,
como consecuencia, disminuyan los valores energéticos en las células, produciéndose
asi un acumulo de hipoxantina a partir del ATP (adenosina trifosfato) [1].
Durante la isquemia se producen, ademas, cambios en los sistemas xantina
deshidrogenasa (XD H)/xantina oxidasa (XOD), que después, frente a la hiperoxia, llevan
a la formacion de radicales libres. Existen dos isoformas de esta enzima:
- Xantina-deshidrogenasa: constituye el 90% de su actividad en tejido sano;
cataliza el paso de hipoxantina a xantina y de ésta a acido urico, reduciendo el

NADP A NADPH.

ATP > AMP - Adenosina = Hipoxantina ~ Acido Urico

h

«
02 /I 02'

7/
Hipoxantina ) Hipoxantina 0
Deshidrogenasa Oxidasa
Grafico 1. Formacidn de radicales libres en el sindrome de IR
- Xantina-oxidasa: cataliza la misma conversion, pero utiliza el oxigeno como
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aceptor de electrones para generar 0, y acido Urico. Es muy escasa en el tejido

sano, pero aumenta considerablemente en situacion de isquemia.

La deplecion de ATP celular como consecuencia de la falta de oxigeno conlleva una
elevacion 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) explicaria la considerable produccién de 0, en el tejido

reperfundido.

b) Via NADPH (Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato): Este mecanismo se
halla en la membrana celular de neutréfilos y monocitos/macréfagos y cataliza la

reduccion de oxigeno molecular a peroxido de hidrégeno y anion superéxido [7].

Los radicales libres formados, durante el periodo de reperfusion atacan los enlaces
insaturados de los acidos grasos libres en la bicapa fosfolipidica de la membrana celular.
Esta reaccion, denominada lipoperoxidacién, se propaga en cadena y provoca la
fragmentacion de la membrana celular y, con ello, severas alteraciones estructurales y
funcionales de la membrana, finalizando en un dafio celular irreversible.

El endotelio parece ser la fuente predominante de oxidantes durante la isquemia
pulmonar no hipoxica. Estas células son altamente sensibles a los cambios en el flujo
sanguineo, y son capaces de transformar estas sefiales mecanicas en otras eléctricas y
bioguimicas [8]. Otras células como macrofagos y /6 neutrofilos pueden contribuir en este

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

Existe mucha controversia sobre el papel de los leucocitos en el sindrome de IR.
Numerosos estudios han demostrado que, durante la fase de reperfusion, el nimero
de neutrdfilos en el 6rgano afecto se incrementa muy notablemente [1]. En contraste,
algunos estudios postulan que se puede producir un dafio pulmonar por isquemia
reperfusion sin la participacion de los leucocitos [10] [11]. Hoy en dia, la hipétesis més
admitida es que el papel de los neutréfilos es importante en la fase tardia del la IR,
pero durante las fases mas precoces predomina el papel de macréfagos vy linfocitos
[12] [13].

Los neutréfilos adheridos al tejido dafiado pueden producir grandes cantidades de
radicales libres de oxigeno, amplificando asi el dafio tisular. Esta formacion de
radicales es mediada por la mieloperoxidasa, enzima contenida en los granulos
azurofilicos de los neutrofilos, que cataliza la formacién del altamente toxico acido
hipocloroso (HOCI) [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-reperfusion.

El reclutamiento de neutrdéfilos al lugar de inflamacién es un proceso complejo en el
gue intervienen diferentes moléculas de las membranas celulares, como las moléculas
de adhesion o las integrinas. En el gradiente de leucocitos también ejercen un papel
importante las quemoquinas. Se trata de pequefias proteinas capaces de activar la
migracion celular. Dentro de esta familia, la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-
1) fue la primera en ser identificada [16] y regula la migracién y activacion de
monocitos y macréfagos, aunque su funcion protectora o deletérea alin no ha sido bien

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

Moléculas de adhesion: Juegan un papel fundamental en la migracion,

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

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

especificos de algunas de éstas muestran una reduccion del dafio IR [18].

Factores protromboticos y antifibrinoliticos: La hipoxia puede inducir al

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

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

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

1.3.d) Expresion de mediadores proinflamatorios:

Complemento: Es un sistema formado por un gran nimero de proteinas con
funciones inmunitarias, de manera que facilita la eliminacion de antigenos y
genera respuestas inflamatorias. Es capaz de provocar la contraccion del
musculo liso, el aumento de la permeabilidad vascular y la degranulacion de los
fagocitos, células cebadas y basdfilos [18] [19].

Endotelinas: Son moléculas sintetizadas por el endotelio y musculo liso sobre
todo a nivel pulmonar. Existen tres isoformas. Pero solo la endotelina-1 se
eleva tras unas pocas horas de reperfusion, lo cual provoca un incremento de
la permeabilidad vascular, aumentando asi el dafio IR [20].

Citoquinas: Juegan un papel fundamental en procesos inflamatorios. En el
caso del sindrome IR, numerosos estudios clinicos y experimentales han
demostrado un rapido aumento de sus niveles en higado [21], rifion [22],
coraz6on [23] y puimon [24]. Dentro de las citoquinas pro-inflamatorias

destacan:
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- Interleuquina 1 (IL-1): relacionada con la oclusion trombdtica de la
microcirculacion pulmonar que tiene lugar en el sindrome IR, asi

como en el aumento de la permeabilidad vascular.

- TNF: junto con otras citoquinas, modula el proceso de migracion de
los leucocitos hacia las zonas de inflamacion. Ademas induce la
produccién de segundos mensajeros, quienes a su vez amplifican y

perpetldan la respuesta inflamatoria.

Existe una estrecha relacién entre estrés oxidativo e inflamacion. Se ha observado que
ambos procesos se retroalimentan positivamente entre si. Por una parte, como
consecuencia del estrés oxidativo, se desencadenan cascadas de transduccion de
sefales, que pueden estimular la produccion de citoquinas proinflamatorias. Por otro
parte, las moléculas mediadoras de la inflamacion son capaces, de desencadenar la

produccion de radicales libres.

Las quinasas activadas por mitogenos (MAPK) han sido implicadas como mediadores
en la liberacion de citoquinas proinflamatorias, ademas de regular la respuesta
inflamatoria inducida por las propias citoquinas. Se trata de serina-treonina kinasas
gue median sefales intracelulares asociadas con una gran variedad de actividades
celulares, incluyendo proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y transformacion
[25] [26] . En los mamiferos, la familia de las MAPK estd formada por la kinasa
regulada por sefales extracelulares (ERK), la MAPK p38, y la protein-kinasa c-jun
amino terminal (JNK), también llamada proteina kinasa activada por estrés (SAPK)
[27]. Estas proteinas precisan de un proceso de fosforilacion para adquirir su forma

activa.
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La activacion de estas quinasas durante el proceso de isquemia reperfusion cardiaca
ya ha sido ampliamente demostrada en estudios experimentales [28-30]. A pesar de
eso, continda existiendo controversia sobre el papel que desempefian. Un studio de
Yue et al en afio 2000 demostré que ERK representa un papel protector, mientras que
p38 y JNK median apoptosis en el miocardio isquémico [28]. En contraposicion a esto,
Huot demostré que la MAPK p38 puede producir hipertrofia, 0 que incluso puede ser
citoprotector [31]. La proteccién generada por el precondicionamiento isquémico
también parece ser dependiente de la activacion de p38 [32]. Esto podria explicarse
por la activacion de diferentes isoformas de p38: p38a podria ser proapoptética,
mientras que p38p podria desempenar un papel antiapoptotico en los miocitos [33]. El
posible efecto apoptotico de p38 convierte su inhibicibn en una posible estrategia
terapéutica frente al sindrome de IR cardiaco [34].

En pulmén también se han realizado estudios que avalan el posible papel
proinflamatorio de las MAPK. En un modelo de isquemia reperfusion en roedores, la
inhibicion de la p38 resulté en niveles mas bajos de la citoquina proinflamatoria IL1, y
esto se asocié ademas con menor dafio alveolar y menor edema intersticial, asi como
una mejor presion parcial de oxigeno arterial después de la reperfusion [35]. Ademas,
la inhibicion de MAPK p38 durante la isquemia en un modelo de trasplante pulmonar
en perros mejoré notablemente la presion parcial de oxigeno arterial, las resistencias
vasculares y el gasto cardiaco, y redujo el edema pulmonar y la infiltracion por
neutrofilos [36].

Un estudio de isquemia caliente en gatos mostroé que los niveles de p38 fosforilada
continlan elevandose durante las primeras 27 horas postreperfusion. Se objetivo
ademas que el edema, la inflamacién y la apoptosis que, en el periodo de reperfusion
inmediato se dan en el pulmén que ha sido sometido a isquemia, al cabo de 27 horas
se da también en el otro pulmén, lo que demuestra que se trata de un proceso
sistémico [37].
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Existen menos estudios acerca del papel que desempefian JNK y ERK durante el

sindrome de isquemia reperfusion pulmonar. En un modelo de roedores in vitro se

encontré aumento de JNK, ERK y p38 durante la reperfusion pulmonar. Se vié ademas

gue los niveles de TNF alfa en el lavado boncopulmonar asi como el grado de

apoptosis disminuian cuando se empleaba un inhibidor de JNK [38]. Asi mismo, en un

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

reperfusion, respecto a los periodos de isquemia fria e isquemia caliente, se producia

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

Organo )
i Estudio
sometido a IR

Yue (2000)

Huot
(1997)

Corazoén
Nakano

(2000)

Wang
(1998)

Otani

(2000)

Hashimoto
(2002)

Pulmén

Ishii (2004)

Sakiyama
(2005)

MAPK p38

Proapoptoética

Protectora (induce hipertrofia
de miocitos)

Protectora en
precondicionamiento
isquémico

p38a: proapoptodtica

p38p: antiapoptotica
Proinflamatoria. p38 produce
aumento del dafio pulmonar
y disminucién de pO2 arterial
p38 disminuye pO2 arterial y
infiltracion

aumenta por

neutréfilos

p38 estda aumentada en la
reperfusion

ERK
Protectora frente
alR
ERK esta

aumentada en la
reperfusion
ERK

aumentada en la

esta

reperfusion

Tabla 1 Papel de las MAPK en el sindrome IR.
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JNK
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reperfusion
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en la

esta
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1.3.e) Factor de transcripcion nuclear NFkB

NFkB (del inglés Nuclear Factor-Kappa B) fue propuesto por Leonardo y Baltimore en
1989. Es un factor de transcripcion pleiotrépico sensible a varios estimulos. Esta
implicado en procesos de diferenciacion y apoptosis [40-42]; ademas 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 proteina heterodimérica compuesta por las diferentes combinaciones de
los miembros de la familia de factores de transcripcion Rel. Se compone de homo y
heterodimeros de cinco miembros de la familia Rel incluyendo NFkB 1 (p50), NFkB 2
(p52), p65, Rel By Rel C. Todas las proteinas Rel contienen una region conservada N-
terminal, llamado RHD (del inglés Rel Homology Domain). Esta parte es la que
contiene el dominio de unién al ADN, mientras que el dominio de dimerizacion esta
localizado en la regién 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 nucleo. Dependiendo de los dimeros
gque se formen, la funcién de este factor de transcripcion puede ser anti o pro-
apoptética a la vez que anti o pro-inflamatoria. Cuando NFkB esta inactivo se
encuentra en el citoplasma de las células unido a proteinas inhibitorias (IkBs) o
precursores inactivos como pl100 y p105 [43]. En respuesta a un estimulo externo o
interno, se activan proteinas quinasas que pueden activar kB kinasas (IKKs), IKKa e
IKKB, que fosforilan a las |kBs las cuales son ubiquitinadas y degradadas en los
proteasomas. A partir este momento, NFkB se trasloca al nucleo de la célula donde
activa la transcripcion de diversos genes especialmente de tipo inflamatorio [44] y
activando la cascada de protein-kinasas sensibles a mitégenos (MAP-kinasas) [45]
Varios genes inflamatorios estan activados por NFkB, por ejemplo, citoquinas

proinflamatorias como IL-1B [46], IL6 y TNFa, asi como enzimas proinflamatorias como
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ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) [47]. El sistema
NFkB actla como un sensor citoplasmatico contra cualquier estrés ya sea externo o
interno como estrés oxidativo o hipoxia. En resumen, podemos afirmar que la
activacion de NF-kB conduce a la induccion de multiples genes que regulan el sistema

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

control de la regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis [48].

Estrés oxidativo
Hipoxia

l Activacion
Ikk

Fosforilacion l
ke + NFKPB

Traslocacion al nicleo

Degradacion Activacion
MAPK

l

Transcripcion de genes
(IL1, IL6, TNFa, COX2)

llustraciéon 1. Activacién y mecanismo de accién de NFKB

1.3.f) Apoptosis:
La apoptosis, también denominada muerte celular programada, constituye una forma
fisiolégica de “suicidio celular” programado. Es un mecanismo esencial en el

mantenimiento de la homeostasis. Se observa practicamente en todas las células
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vivas y su desarrollo se traduce en una serie de cambios moleculares que tiene una
contrapartida morfolégica evidenciable.

La apoptosis es un fendmeno fisiolégico que interviene tanto en la destruccion celular
durante la embriogénesis, necesaria para la implantacion, organogénesis e induccion
al desarrollo, como en involucidon hormono-dependiente en individuos adultos, muerte
celular inducida por linfocitos T, destruccion de células inmunes autorreactivas etc.
Aunque también interviene en procesos anormales como la atrofia patolégica
hormono-dependiente, atrofia de érganos tras obstruccion ductal, muerte neuronal,
muerte celular secundaria a enfermedades virales, muerte celular tras estimulos que a
mayores dosis causarian necrosis y como mecanismo implicado en la muerte celular
debida al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (S.l.R.S.), entre otros [49].
Aunque los mecanismos implicados en la regulacion de la apoptosis no son
totalmente conocidos, es aceptado que la activacién de las caspasas juega un papel
central.

Las caspasas son una familia de cisteina-proteasas “aspartato-especificas” que
poseen cisteina en su centro activo y se sintetizan como zimogenos, es decir,
precursores enzimaticos inactivos. Tienen el papel principal en lo que a la destruccién
celular se refiere; esto es, son el verdadero mecanismo efector. Actian en cadena, de
tal manera que se distinguen 2 grandes grupos: caspasas activadoras y caspasas
efectoras. Las primeras serian sustrato de los numerosos estimulos tanto iniciales
como intermedios de la apoptosis y activarian a las segundas, verdaderas encargadas
de la destruccion celular mediante un mecanismo, muy similar a la cascada del
complemento.

Se han identificado gran nimero de caspasas, pero no todas juegan un papel
determinante en la apoptosis. De hecho, las caspasas 1y 5 son predominantemente
“inflamatorias”, mientras que las caspasas 3, 8 y 9 son las mas caracteristicas de los

fendmenos de muerte celular programada. Las caspasas presentan claras similitudes
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en su secuencia de amino&cidos, 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 zimdgenos 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
esta en que las activadoras poseen grandes “pro-dominios” N-terminal que emplean
para interacciones proteina-proteina. EI modo de interactuar de estos dos grupos es
en cascada [50]. De esta manera, la activacion de las caspasas activadoras se traduce
en interaccion con las efectoras cuando son zimdégenos inactivos y su ulterior
activacion. La activacion de las caspasas efectoras conlleva a cambios moleculares y
en definitiva, funcionales y morfolégicos tipicos de la apoptosis: detencion del ciclo
celular, alteraciones en la reparacion del ADN, inhibicién del “factor inhibidor de la

apoptosis” (XIAP) y desestructuracion del citoesqueleto.

1,5

Activadoras 2,8,9y10

Efectoras 3,6y7

Tabla 2. Clasificacién de las caspasas

1.4. MODELOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES DE ISQUEMIA-
REPERFUSION PULMONAR.

Se han descrito diferentes tipos de isquemia:

- La isquemia caliente, que sucede con la interrupcién del flujo sanguineo, y en la que la
temperatura del 6rgano se mantiene al mismo nivel que tiene habitualmente en el
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organismo.

- La isquemia fria, que se desarrolla con el érgano fuera del organismo, a una
temperatura de 4 °C, con la finalidad de enlentecer el metabolismo del 6rgano al maximo
antes de ser implantado. La isquemia fria es necesaria para el almacenamiento del
organo desde el momento que se extrae hasta que se implanta en el receptor. La
hipotermia provoca un descenso de la tasa metabdlica y de destruccion de componentes
celulares esenciales. Sin embargo y pese a dicha hipotermia, existen numerosos eventos
gue activan los mediadores de la inflamacién y son deletéreos para el érgano preservado
en el momento de la reperfusion.

- Isquemia tibia: técnica desarrollada a raiz del surgimiento de los donantes a corazon
parado. Consiste en la preservacion in situ de los 6rganos para mantenerlos hasta que se
pueda hacer la extraccion multiorganica de los mismos, donde el 6rgano se mantiene a

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

Diversas situaciones clinicas obligan a someter al tejido pulmonar a periodos de isquemia
mas o0 menos prolongados, con el consiguiente riesgo de dafio pulmonar agudo pulmonar
postreperfusion. En muchos casos no es posible el enfriamiento progresivo del pulman, ni
perfundirlo con una solucion de preservacion antes de interrumpir la circulacion

sanguinea, para lograr asi una isquemia fria. Entre estas situaciones clinicas destacan:

- Pacientes con funcion respiratoria limite que son sometidos a reseccion pulmonar y en
los que prima, por tanto, preservar la mayor cantidad de parénquima pulmonar. Esto
obliga a la realizacion de resecciones en manguito bronquial y / 6 vascular, lo cual
conlleva un periodo de isquemia pulmonar variable.

- En el trasplante de I6bulos pulmonares de donante vivo donde se produce un periodo
de isquemia caliente de los I6bulos trasplantados y, a pesar de realizar procedimientos de
proteccién, son frecuentes el edema de reperfusion y la ventilacion asistida prolongada
[51].

-23-



- En ciertos casos de complicaciones hemorragicas, donde la reparacion ex-situ del
pulmoén viable y su reimplantacion posterior, puede evitar la realizacion de

neumonectomias de urgencia.

- En determinados casos de tumores complicados, en los que el paciente no tolera
funcionalmente una neumonectomia, se ha planteado la posibilidad de realizar la
neumonectomia, lobectomia ex-situ y posterior reimplante del l6bulo restante, con el

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

En este contexto y, para un mejor estudio del dafio 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 clinicas de trasplante pulmonar con isquemia fria, usando diferentes
soluciones de preservacion [54]. Las conclusiones de estos trabajos no pueden ser
aplicadas a la mayoria de las situaciones descritas, en las que la desvascularizacion
pulmonar y el periodo de isquemia tienen lugar sin enfriamiento del 6rgano y sin

sustitucion de la sangre por una solucion de preservacion.

Por tanto, dentro de los modelos experimentales, resultan de mayor interés para la
aplicacion clinica posterior, los modelos animales de isquemia tibia-caliente pulmonar. La
mayoria se realizan mediante clampaje in-situ de los vasos pulmonares [55] [56] y
ocasionalmente con autotransplante pulmonar, modelo mas semejante a las situaciones
clinicas descritas. En un modelos canino, Yamazaki y cols. observaron que el tiempo
maximo de isquemia caliente tolerable para el reimplante de un pulmoén 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 MODULACION DEL SINDROME DE ISQUEMIA REPERFUSION:

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
farmacolégico [61-64]. Uno de los grupos farmacoldgicos mas empleado ha sido el de los
anestésicos inhalados, de los cuales el sevofluorano es el mas empleado en nuestro

medio.

2. 1. Farmacodinamica del sevoflurano:

Se trata de un liquido volatil, derivado fluorado del metil-isopropil-éter que contiene un
halégeno, el fluor, en una cantidad de siete aomos. Como principales efectos
hemodinamicos destacan un inotropismo negativo, resultado de la inhibicion de la
actividad simpdtica, sin que se modifiqgue la parasimpatica. No modifica la frecuencia
cardiaca, mientras que la presion arterial disminuye dependiendo de la concentracion
alveolar administrada. Asimismo, reduce el gasto cardiaco pero no modifica las

resistencias vasculares sistémicas.

Existe controversia sobre el efecto del sevofluorano sobre la vasoconstriccién pulmonar
hipoxica. 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 pulmén denervado ponen de manifiesto una inhibicion de la VPH concentracion

dependiente [66].

A nivel respiratorio, el sevoflurano es un depresor dosis dependiente. A nivel del sistema
nervioso central, deprime la actividad electroencefalografica de forma dosis dependiente

y no provoca actividad convulsiva. No modifica los mecanismos de autorregulacion
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cerebral, pero produce depresion de la funcion cortical y un aumento discreto de la PIC.
A nivel hepético reduce muy poco el flujo hepético total. A nivel renal se ha
comprobado que no modifica el flujo sanguineo renal, siempre y cuando la tensién

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 podrian proteger contra el dafio
postreperfusion en el corazén [67-71], cerebro [72] e higado [73]. Existen estudios que
evidencian que tanto halotano como isoflurano reducen el tamafio de los infartos en
perros, y que estos efectos persistian incluso tras suspender su administracion [74]. Los
mecanismas precisos por los que estos agentes ejercen la proteccion frente a la isquemia
han sido ampliamente estudiados en 6érganos como el corazoén, y parece claro que no se
debe exclusivamente al mejor balance entre aporte y demanda de oxigeno a los tejidos,
efecto que consiguen por los cambios hemodinamicos. Estudios en miocardio muestran
una disminucion en la formacion de radicales libres de oxigeno tras la oclusion y
reperfusion coronaria usando halogenados, protegiendo asi del dafio IR [75].

A nivel miocérdico, se ha objetivado ademas 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 asi la
probabilidad de que permanezcan abiertos. Esta apertura de los canales de K
dependientes de ATP va a provocar en el musculo liso de los vasos coronarios una
vasodilatacion, lo cual va a mejorar el aporte de oxigeno, y en cierto modo protege
durante la isquemia cuando la produccion de ATP se ve reducida. Ademas el sevoflurano
induce un incremento de la circulacion 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 proteccion

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

En pulmén existen menos investigaciones, y los efectos de los anestesicos inhalatorios
sobre el sindrome de IR aun no son muy conocidos. En un modelo de disfuncion
multiorganica en raton, el isoflurano disminuye el dafio pulmonar, probablemente
modulando la respuesta inflamatoria [79]. En el pulmon del conejo se ha demostrado
gue administrar isoflurano o sevoflurano antes de la isquemia atenda el aumento de la
permeabilidad vascular, disminuye la relacion peso humedo/seco asi como los niveles

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

Los mecanismos moleculares por los que los gases halogenados modulan la respuesta
inflamatoria no han sido aun aclarados, pero cada vez mas estudios apuntan que las
MAPK pueden jugar un papel muy importante en esta regulacién, aunque los resultados
encontrados hasta el momento son contradictorios. Estudios neuronales in vitro, han
demostrado que la mejor tolerancia a la isquemia, asi como el aumento de la
supervivencia celular que se da al precondicionar las neuronas con isoflurano, esta
mediado por un aumento en la fosforilacion 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 reperfusion in vitro a través de la activacion de ERK
[83]. Bickler [84] sometio a precondicionamiento con isoflurano a neuronas hipdxicas y
encontré resultados similares en lo que respecta a ERK. Hallé también un aumento en la
fosforilacion de JNK. Sin embargo, y en contraposicion a los estudios anteriores, se
encontré con una disminucion en la fosforilacion de p38. Los escasos ensayos
realizados con sevoflurano sobre tejido neuronal muestran una rapida tolerancia a la
isqguemia mediada por un aumento en la activacion 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 proteccion de los gases halogenados sobre

células renales, tanto in vitro [87] donde se encontr6 un aumento de la fosforilacion de

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

modo, recientes estudios sugieren que el precondicionamiento con sevoflurano puede

proteger al tejido cardiaco del dafio IR mediante el aumento en la activacion de ERK

[89].

Estudio

Zheng (2004)
Bickler (2005)

Zuo (2006)

Bickler (2006)

Hasegawa
(2006)
Ding (2009)

Lee (2008)

Hashiguchi
(2005)

Chen (2008)

Tejido estudiado

Neuronas (in vitro)
Neuronas (in vitro)
Neuorblastoma (in
vitro)

Neuronas (in vitro)

Neuronas (in vitro)

Neuronas (in vitro)
Células renales (in
vitro)

Células renales (in
Vvivo)

Células cardiacas (in

vitro)

Halogenado

empleado

Isofluorano

Isofluorano

Isofluorano

Isofluorano

Sewfluorano

Sewfluorano

Sewofluorano

Isofluorano

Sewofluorano
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HIPOTESIS. OBJETIVOS

El dafio por isquemia reperfusion (I/R) esta presente en muchas situaciones clinicas,
aunque la mas facilmente reconocible son los trasplantes de 6rganos sélidos. En el
pulmon se produce un cuadro clinico denominado lesion pulmonar inducida por la
isquemial/reperfusion (LPIR), caracterizado por una lesion alveolar no especifica con
alteracion de la permeabilidad, edema pulmonar e hipoxemia secundaria

Con objeto de intentar atenuar este dafio se han intentado diferentes medidas. Una de
ellas es la aplicacion de un farmaco 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 lesiéon por /R en higado, rifién, corazén, médula
espinal, SNC , y pulmén. Sin embargo los mecanismos moleculares por los que el
PCA con sevoflurano ejerce estos efectos protectores en la /R no estan
completamente aclarados.

La I/R es un proceso asociado con un agudo aumento en la produccion de radicales
libres de oxigeno y un significativo acumulo de calcio intracelular. Ambos fendmenos
son potentes inductores de la apoptosis. Las caspasas juegan un papel central en los
procesos de apoptosis, y se ha observado que su activacion durante la LPIR puede
ser regulada por la actividad de una familia de proteinas denominadas genéricamente
proteinas kinasas activadas por mitdgenos (MAPK). Estas proteinas tienen un papel
determinante en los procesos de sefializacion intracelular en los procesos
inflamatorios y en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Por otro
lado, el NFK-B es un factor inducible de transcripcion esencial para regular la
expresion de muchos genes involucrados en la respuesta inflamatoria y la apoptosis

de la célula en el dafio por isquemia/reperfusion. En un modelo de /R miocardico se
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ha visto que los efectos beneficiosos del PCA con sevoflurane provienen de la

atenuacion de la activacion del NF-kB en la reperfusion

El objetivo general de este trabajo es investigar el posible papel de los mediadores
proinflamatorios en el dafio pulmonar agudo (Acute Lung Injury; ALI) secundario a la
isquemia/reperfusion pulmonar, y si este dafio podria estar mediado, al menos en
parte, por modificaciones en la actividad de kinasas de stress, 0 en la expresion del

factor de transcripciéon pulmonar NFKB, y/o el grado de apoptosis.

Para ello nos planteamos:

1. Determinar posibles modificaciones en la produccion de mediadores
proinflamatorios secundaria a la isquemia-reperfusion pulmonar en un modelo
experimental de cirugia de autotransplante pulmonar en cerdos.

2. Determinar si estos cambios van acompafiados por modificaciones en la activacion
de quinasas (MAPK, JNK, ERK, p38) y/o en la expresion del factor de transcripcién
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

parametros indicados anteriormente.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material

1.1. Material biolégico: animales

Se han utilizado 20 cerdos de raza Large White de ambos sexos. Estos animales
pertenecen a una linea 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
investigacion en trasplante de oOrganos, mediante la seleccion de tres genotipos
homocigotos independientes en relacién con el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC).

Los animales proceden del Complejo Agropecuario de Aranjuez (finca "La Chimenea”),
perteneciente al Instituto Tecnolégico de Desarrollo Agrario (ITDA) de la Consejeria 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 quirdrgico, en una
jaula individual en la que permanece el animal hasta el momento de la intervencion. El
animalario dispone de una ambiente controlado con 20-22 °C y humedad relativa del
55%.

El manejo de los animales se ha realizado siguiendo la normativa legal segun el Real
Decreto 1201/2005. Proteccién de los Animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién) que incorpora
las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los estados miembros
de la CEE respecto a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos, de la Directiva del Consejo 86/609/CEE (Leg. CC.EE. 4390)

aprobada el 24 de Noviembre de 1996.

-31-



La manipulacion de los animales y el procedimiento quirdrgico se realiz6 en la unidad
de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital General Universitario Gregorio
Marafion de Madrid, con n° de registro: EX/017-U. Fue concedida la aprobacién del

comité de experimentacién animal y del comité de investigacion de la institucion.

1.2. Quir6fano e Instalaciones:

Todas las experiencias fueron realizadas en el quiréfano de la unidad de cirugia

experimental del Hospital General Universitario Gregorio Marafion.

llustracion 2. Quiréfano de la Unidad de Cirugia Experimental

del Hospital Universitario Gregorio Marafion

Dicho quiréfano incluye dos mesas quirdrgicas, cuatro lAmparas quirargicas de alta
intensidad y equipo de instrumental quirdrgico estandar asi como material de micro

cirugia y especifico de cirugia toracica.

En cuanto al material anestésico, el quir6fano estda equipado con un respirador
modelo Drager SA 1 (Draguer Medical AG, Libeck, Alemania), Capnégrafo 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).
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llustraciéon 3. Instrumental quirdrgico

Material fungible y sistemas de monitorizacion empleados:

Tubo endotraqueal: Para la intubacion orotraqueal se utilizé un tubo estandar del
n° 5,5 al 7 dependiendo del peso del espécimen modelo Murphy con balén.
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 termodilucién, asi como para medir Presion Capilar pulmonar, Presion
arterial pumonar, Presiébn Venosa Central y Saturacion Venosa mixta de
Oxigeno. En nuestra experiencia usamos un catéter de Swan-Ganz Edwards de
7,5-F para monitorizacion continua del Gasto Cardiaco (Edwards, Irving,

California, USA).
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2. METODOS

2. 1. Monitorizacidn y técnica anestésica

Todos los cerdos permanecieronn en ayunas para alimentos soélidos 24 horas antes de la
intervencién, permitiendo el consumo de agua hasta el momento de la cirugia. Quince
minutos antes del comienzo de la induccion se les administr6 como premedicacion
ketamina (“Ketoral”’, Parker Davis) intramuscular a 10 mg/kg de peso. A continuacién se
canaliz6 una via periférica, preferiblemente la vena marginal del dorso de la oreja, con un
catéter del calibre 20 6 22 G. Se preoxigena a los animales con oxigeno al 100%
administrado mediante mascarilla durante 2 6 3 minutos. La induccion anestésica se llevo
a cabo con fentanilo (“Fentanest”, Kern Pharma) a 3 pg/kg, propofol al 1% (“Diprivan”,
Fresenius K) a 4 mg/kg y atracurio (“Tracrium” Glaxo Smith Kline) a 0,6 mg/kg. La

intubacion se realiza inicialmente por boca con un tubo orotraqueal.

llustracion 4. Momento de la intubacion orotraqueal

A continuacion se inicié la ventilacion mecéanica con un respirador modelo Drager SA 1,
ajustado con los siguientes parametros: ventilacién controlada por volumen con un
volumen corriente de 8 ml/kg, entre 12 y 15 respiraciones por minuto, relacion entre
inspiracion y espiracion de 1:2. Estos parametros se modifican a lo largo de la cirugia 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 consistio en realizar traqueostomia infraistmica e
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introducir un tubo endotraqueal a su través, que posteriormente progresaremos hasta el
bronquio derecho para ventilar selectivamente dicho pulmon.

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). Ademés, 5 animales fueron sometidos a una cirugia simulada
(Sham Group).

En el grupo control (CON) el mantenimiento anestésico se realizé con propofol en
perfusion continua (8-10 mg/kg/h) durante todo el procedimiento, mientras que en el
grupo sevoflurano (SEV) se les administré sevoflurano al 3 % hasta el momento de iniciar
la ventilaciéon unipulmonar, momento en el que se inicid perfusion continua de propofol
hasta el final del experimento a las mismas dosis que en el grupo control. Ademas, en
todos los grupos se emplearon el fentanilo y el atracurio en bolos, segun necesidades. Se
infundié una solucion intravenosa de ringer lactato a 6-8 mi/kg/h y, en los casos en que
fué necesario un mejor relleno vascular, se infundi6 ademas una sustancia coloide,

hidroxietil almidén (“Voluven”, Fresenius K), segln requerimientos.

La monitorizacién consisti6 en ECG de 3 derivaciones, pulsioximetria, capnografia,
presion arterial invasiva y presion venosa central, para lo que se cateterizé la arteria y
vena femorales. Los vasos femorales se canalizaron de modo percutaneo. En los casos
en los que no resulta posible, se diseca el paquete vasculo-nervioso de modo quirdrgico,
aislando a continuacién cada uno de los vasos e introduciendo un catéter vascular por el
meétodo de Seldinger. A través de la vena femoral se introduce, ademas, un catéter de
Swan-Ganz de 4 luces, de tamario 7 French (Edwards Lifesciencies), hasta el tronco de la
arteria pulmonar o hasta la arteria pulmonar derecha, con la finalidad de monitorizar la
presion arterial pulmonar de modo continuo y la presion pulmonar capilar enclavada en
los momentos precisos. La colocacién correcta del catéter de arteria pulmonar se realiza

guidndose por monitorizacion continuada de la curva de presién, asi como por
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comprobaciéon directa por parte de los cirujanos Con estos datos se calculan las
resistencias vasculares sistémicas y pulmonares durante los diferentes estudios

hemodinamicos que tienen lugar a lo largo del experimento.

llustracion 5. Canalizacién quirdrgica de arteriay venas femorales.

Se mide ademas a diuresis horaria. Para ello, el equipo quirdrgico realiza una cistostomia

suprapubica mediante mini-laparotom ia.

2. 2. Procedimiento quirurqgico:

Es idéntico en ambos grupos del estudio. Consiste en la realizacion de un autotrasplante
pulmonar izquierdo en cerdo, realizando secuencialmente una neumonectomia izquierda,
la lobectomia craneal izquierda ex—situ (cirugia de banco) y la reimplantacion del l6bulo
caudal mediante anastomosis broquial, arterial y venosa.

1. Fase de toracotomia: Con el cerdo en posicion de decubito lateral derecho se
procede a toracotomia izquierda a través del cuarto espacio intercostal. Esta fase se
realiza con ventilacién bipulmonar.

2. Fase de apertura bronquial: En este momento se comienza con ventilacion
unipulmonar, progresando para ello el tubo endotraqueal hasta el bronquio derecho,
dejando sin ventilacion el bronquio izquierdo, que es seccionado a continuacion. La

ventilacion unipulmonar protectora que se inici6 en ese momento consistid en
-36 -



administrar un volumen tidal de 6 ml/kg, asi como aumentar la frecuencia cardiaca
entre 14-16 resp/min.

3. Fase de clampaje de vasos: A continuacion se produce el clampaje del paquete
vascular del pulmén izquierdo y su posterior seccion, completando la neumonectomia
izquierda. Para prevenir la trombosis de la arteria pulmonar que se mantiene pinzada
durante la cirugia de banco y el reimplante, se administra un bolo intravenoso de 300
UI/Kg de heparina sédica ( Mayne Pharma Espafia, S.L).

4. Fase de cirugia de banco: Se perfunde el injerto de modo anterégrado y retrogrado
con solucién de Wisconsin a 4 °C. El injerto es ventilado en todo momento con un

ambu ( FiO2 21%). Se lleva a cabo la lobectomia craneal ex situ.

llustracion 6. Cirugia de banco.

5. Fase de reimplantacion del I6bulo caudal izquierdo y reperfusion: Para ello se
realiza anastomosis con sutura continua de bronquio, arteria y vena siguiendo ese
orden. Se reanuda ventilacién bipulmonar y se matiene la reperfusion durante 30
minutos.

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

induccion de cardioplejia con cloruro potasico.
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2. 3. Momentos de medicidon y recogida de muestras:

INICIO PRENEUMONECTOMIA PREREPERF POSTREPERF10° POSTREPEHN 30"
- Apertura Neumonectomia Implante ,
Inicio 30
bronquial I6bulo
EXPERIMENTO

llustracion 7. Momentos de recogidas de las muestras.

Basal: a los 30 minutos de comenzar la toracotomia, estando todavia el animal
con ventilacion bipulmonar.

Preneumonectomia: A los 10 minutos de la ventilacion unipulmonar y en el
caso del grupo de sevoflurano, a los 10 minutos de retirar el sevoflurano.
Pre-reperfusion: 10 minutos antes de reperfundir el Il6bulo pulmonar
implantado.

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

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

Biopsia de Muestra
Gasometria Estudio N
tejido de sangre
arterial hemodinamico
pulmonar venosa

BASAL v v v

PRENEUMONECTOMIA v v v v
PRE-REPERFUSION v v v v
POST-REPERFUSION 30’ v v v v

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

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

pulmonar. Cada una de estas las biopsias pulmonares se conservan en nitrégeno liquido
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a -80°C para posterior medicion de marcadores de estrés oxidativo y mediadores

inflamatorios. Ademas se realizan estudios hemodindmicos.

2. 4. Obtencidén vy preparacion de las muestras

e 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 congelé a -40 °C hasta el

momento de las diferentes determinaciones bioquimicas con posterioridad.

e Tejido pulmonar: las dos primeras muestras, preneumonectomia Yy
prerreperfusion, se extraen del I6bulo craneal del pulmon izquierdo. Las dos
muestras postreperfusion se extraen del I6bulo reimplantado. Todas las
muestras se introdujeron en criotubos y fueron congeladas en el momento en

nitrégeno liquido y guardadas a —80°C hasta el estudio bioquimico.

2.5. Variables estudiadas

a) Hemodinamicas: presion arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) y media
(PAM). Mediante el catéter de arteria pulmonar se registran la presion de
arteria pulmonar sistélica (PAPS), diastélica (PAPD) y media (PAPM), la
presion capilar pulmonar (PCP) y la presién venosa central (PVC). Por
termodilucién se registra ademas el indice cardiaco (IC) y el volumen
sistdlico (VS).
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b) Gasomeétricas: PaO, PCO2 y pH en sangre arterial. Ademas se obtienen
gasometrias venosas procedentes de muestras obtenidas del catéter
venoso femoral y directamente de la vena pulmonar del I6bulo reimplantado
puncionando la misma a los 10 y 30 minutos post-reperfusion.

c) Determinaciones bioquimicas:

Aislamiento de RNA y transcripcidon inversa-reaccion 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 medié con electroforesis
en gel 1,5% agarosa, y las concentraciones de RNA fueron determinadas con
espectrofotometria (260nm). La transcripcién inversa de 2ug de RNA se realizé
utilizando el sistema de transcripcion inversa (Promega, Madison, W1, USA) y
una hexdmero pd(N)6 aleatorio. La RT-PCR se realizé usando un aparato
Applied Biosystems 7300 con SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Warrington, UK), y con concentraciones de 300nm de primers
especificos (Tabla 3). La amplificacion RT-PCR fue realizada de la forma
siguiente: 50°C durante2 minutos, 95°C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C durante 15s, 60°C durante 1 minuto, 95° C durante 15s, 60°C
durante 30s y 95° durante 15s. Para la normalizacion de la carga del cDNA en
PCR, se utiliz6 la amplificacion del 18S rRNA por cada muestra. Los cambios
relativos en la expresion genética fueron calculados utilizando el método 2-

AACT [91]
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Prime
18S

TNFa

IL-1B

r Sequencia (5°-37)

Forward GGTGCATGGCCGTTCTT

Reverse A
TCGTTCGTTATCGGAAT
TAACC

Forward ATGAGAAGTTCCCAAAT

Reverse GGC
CTCCACTTGGTGGTTTG
CTA

Forward TGTGATGAAAGACGGC

Reverse ACAC
CTTCTTCTTTGGGTATT
GTTTGG

Tabla 4. RT-PCR

Preparacion de homogeneizados y determinacion 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 contenian buffer de lisis (4°C) en un ratio de 10ml buffer/1 gr de
tejido mojado. El buffer de lisis consistia 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 solucién 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
maxima, y los tubos congelados en nitrégeno liquido. Las muestras fueron
homogeneizadas tres veces para procesamiento optimo. Las muestras fueron
después incubadas en un bafio maria a 37°C y centrifugadas a 119,000 x g (1h
4°C) para separar las organelas celulares. El sobrenadante fue congelado a —
80°C para permitir la formacion de agregados macromoleculares. Después de
descongelar a 4°C, los agregados fueron centrifugados a 3000x g (4°C) y el

homogeneizado final fue medido con una pipeta graduada. Los
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homogeneizados se guardaron a —80°C hasta el momento de la determinacion
de citoquinas (Biosource), caspasas (Sigma Chemical Company) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Expresion de proteinas (TNFa, IL-1B, NFkB e IkB): Se realiz6 por

WesternBblot utilizando anticuerpos especificos (Bio Genesis): TNFa (1:4000),
IL-1B (1:4000),NFkB (1:2000, IkB (1:2000). Las muestras se homogeneizaron en
tampon de lisis (100mmol/L NaCl, 10mmol/L TRIS-CI (pH 7,6) 1mmol/L EDTA
(pH 8), 1_g/ml aprotinina, 100Lg/ml PMSF). Todas las muestras se diluyeron
(2:1) con tampdn 2X (100mmol/L TRIS-HCI (pH 6,8), 4% SDS, 20% glicerol, 0,1
azul de bromofenol, 200mmol/L ditiotreitol) y se hirvieron 10 minutos a 100°C.
Para corregir posibles variaciones en el tamafio de las muestras se determiné la
concentracion de proteinas por el método de Bradford.

Cantidades equivalentes de proteina se sometieron a electroforesis en gel de
SDS poliacrilamida (10%). Una vez separadas las proteinas, eran transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, Ontario) a la que quedan
unidas irreversiblemente y donde son mas accesibles a los anticuerpos
especificos. A continuacion las membranas se incubaron 90 minutos a 37°C en
un buffer (20mmol/L TRIS, 150 mmol/L NaCl, 0,2% Noninet P 40, 5% leche
desnatada) para bloquear la unién inespecifica, y después se incubaron 60
minutos a 20°C en presencia de anticuerpos primarios especificos. Tras un
lavado para eliminar el anticuerpo no unido, las membranas se incubaron de
nuevo durante 60 minutos a 20°C 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 deteccion ECL Plus (Amersham Life Science Inc., Buckinghamshire, UK) y
expuestas a una pelicula de rayos X. Las peliculas fueron escaneadas con un
densitometro (BioRad GS 800) para determinar sus densidades oOpticas 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 realiz6 con
tres replicados. El coeficiente de variaciéon intra-ensayo fue menor de 5%. El

coeficiente de variacion inter-ensayo fue menor de 6%

2. 6. Estadistica:

Los valores de las variables se expresan como la media y su desviacion estandar. El
estudio estadistico se realiz6 mediante pruebas no paramétricas (test U de Mann-
Whitney). Se consider6 estadisticamente significativo valores para P < 0.05. Respecto a
la comparaciéon de la actividad de las caspasas 3 y 9 se utilizd la prueba de Kruskal-
Wallis. Para realizar los andlisis estadisticos se utiliz6é 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 ventilacion unipulmonar, ni en el
tiempo en que permanecié clampada la arteria pulmonar (tiempo de isquemia), ni en

las presiones en la via aérea durante la ventilacion mecanica.

GRUPO VALOR P
PESO CONTROL 34.3+13.9
0,43
(kilogramos) SEVO 37.8+13.4
oLV CONTROL 167.5+73.4
0,1
(minutos) SEVO 183.6 + 86
TIEMPO DE ISQUEMIA CONTROL 96.7 +13.8
. 0,09
(minutos) SEVO 91.8+225
PRESIONES PLATEAU CONTROL 13+7
0,09
(cm de H;0) SEVO 14+ 6
PRESIONES PICO CONTROL 25+9
(cm de H,0) 0,15
SEVO 26 +10

Tabla 5. Variables generales. Los datos son expresados como media + error tipico de la media.

OLV: ventilacion unipulmonar
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2. Citoquinas proinflamatorias

Preneumonecto-

GRUPO . Pre-reperfusion Post 10’ Post 30°
mia
L1 CONTROL 1,2420,01 (+, 1, 1,8340,05 1,82+0,05 1,85+0,02
= . * * *
(pg/meg tejido) SEVO 1,85+0,02 (1,+) 1,16%0,07 (W) 0,986+0,07 1,0640,05
CONTROL 0,7140,01 (+, 1, &) | 0,85+0,03 (, &) 0,96+0,02 (&) 1,240,03
TNFa N N M *
mg tejido
(pg/meg tejido) SEVO 0,78+0,01 (+, 1, &) 0,6%0,02 0,63+0,03 0,64+0,01
LR CONTROL 1 4,9920,25(+, 1) | 9514167 (u, &) 5,86+0,88 5,6810,73
total (ng/mg
i SEVO 5,23+0,34 7,330,46 (1, &) 4,63+0,32 4,72+0,13
MAPK p38 CONTROL 16,52+1,82 (+, 95,1422,61 85,6416,63 104,5+6,83
fosforilada oAl *
i SEVO 17,5%4,66 (+, 1,&) 94,1+16,12 109,73+12,32 79 65411 16
ERK fosforilada CONTROL 4,11+0,38 4,22+0,29 482 +0.65 44940 12
(ng/mg * *
proteina) SEVO 2,6540,39 2,1840,51 () 3,8240,48 3,4210,70
INK fosforilada |~ CONTROL 2,3940,32 2,6210,23 (&) 2,08+1,12 2,0040,11
(ng/mg - *
proteina) SEVO 1,9710,17 1,8440,13 1,6540,86 1,5240,21
MCP-1 ( pg/mg CONTROL 0,34+0,04 (+, &) 0,7+0,08 0,4+0,04 0,56+0,01
* * *
proteina)
SEVO 0,3240,03 0,3#0,01 0,3210,02 0,33£0,01
Tabla 4. Mediadores inflamatorios, MAP Kinasas y Quemoquinas atrayentes de monocitos. Datos

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

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

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

prerreperfusion. (1) p< 0.05 respecto al valor post-reperfusion 10". (&) p < 0.05 respecto al valor

post-reperfusion 30°.

2. 1.

Interleuquina 1 (IL-1):
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En el grupo control, se objetivd un aumento estadisticamente significativo en los
valores de Interleuquina 1 con respecto a la medicién preneumonectomia tanto en el
momento prerreperfusion como a los 10 y 30 minutos post-reperfusion. En el grupo
SEVO encontramos, por el contrario, un descenso significativo de IL-1, comparado
con el momento preneumonectomia, tanto en la prerreperfusion como a los 10 minutos

post- reperfusion (tabla 5).

I N N R
_ 1,24+0,01 1,23+0,04
_ 1,83+0,05 1,16+0,07 <0,05
_ 1,8240,05 0,98£0,07 <0,05
_ 1,85+0,02 1,06+0,05 <0,05

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

B CONTROL

" B SEVO

Grafico 2. Valores de TNFa 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 prerreperfusion hasta el final del estudio, los
valores de IL1 son menores en el grupo SEVO con una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05) (gréfico 1).

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

0,71+0,01 0,78+0,01 <0,05
0,85£0,03 0,6+0,02 <0,05
0,96+0,02 0,63+0,03 <0,05
1,240,03 0,64+0,01 <0,05

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

Dentro del grupo control, en la fase de pre-reperfusion, asi como a los 10 y 30 minutos
de la reperfusion, existe un incremento de TNFa en comparacion a la fase pre-
pneumonectomia, siendo en todas estas fases, dicho incremento estadisticamente
significativo (p<0.05). Este ascenso en los niveles de TNF también es significativo
(p<0,05) al comparar la fase de prerreperfusién con ambas fases de postreperfusion y
al hacerlo comparando los 2 momentos posteriores al desclampaje del injerto (tabla 6).
En el grupo SEVO, se produce un descenso estadisticamente significativo (p<0,05) de
los niveles de TNF en todos los momentos del experimento con respecto a la fase de
preneumonectomia.

Al comparar ambos grupos entre si, se observa que los valores de TNFa en el grupo
SEVO son menores en todas las fases del estudio con una p<0,05 (grafico 2), salvo en
la fase de reperfusion en la que los valores de TNF son significativamente mayores en

el grupo expuesto a Sevofluorano.
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B CONTROL
H SEVO

Grafico 2. Valores de TNFa en ambos grupos a lo largo del experimento (pg/mg tejido).

3. Quinasas activadas por mitogenos (MAPK)

3. 1. MAPK p38 total:

+ +
4,99+0,25 5,23+0,34 50,05
9,51+1,67 7,3310,46 >0,05
5,8610,88 4,63+0,32 >0,05
5,6810,73 4,72+0,13 >0,05

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

Con respecto a la preneumonectomia, en ambos grupos se produjo un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de MAPK p38 total en la fase de
Prerreperfusion (tabla 7). En todas las fases posteriores, sin embargo, estos niveles
decrecen de un modo significativo (p<0,05), siendo este descenso mas marcado en el
grupo SEVO, aunque no se alcance la significacion estadistica al comparar ambos

grupos (gréfico 3).
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B SEVO
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PRENUMO PRERREPERF POSTREPERF POSTREPERF
10 30

Grafico 3. Valores de MAPK p38 total en ambos grupos alo largo del experimento (ng/mg

proteina).

3. 2. MAPK p38 fosforilada:

En la fase de pre-reperfusion, asi como a los 10 y 30 minutos de la reperfusion, existe
un incremento de MAPK-38-fosforilada (MAPK-38-P) en comparacion a la fase pre-
neumonectomia, siendo en todas estas fases, dicho incremento estadisticamente
significativo (p<0.01) en el grupo CON. También se muestra un incremento en el grupo
SEVO en la fase de pre-reperfusion y a los 10 y 30 minutos de la reperfusion (grafico
5). A los 30 minutos de la reperfusion, existe una disminucion significativa de MAPK

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

16,52+1,82 17,5+4,66

95,1+22,61 94,1+16,12

85,6+16,63 109,73+12,32

104,516,83 72,65+11,16 <0,05

Tabla 9. Valores de MAPK p38 fosforilada (ng/mg proteina)
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Grafico 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
preneumonectomia hasta los 10 minutos post-reperfusién, aunque sin alcanzar la
significacion estadistica (gréfico 5).

En el grupo SEVO por el contrario, si encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) al comparar los momentos pre-reperfusion y post-reperfusion

10".

B CONTROL

O R N W &~ WU

B SEVO

Gréfico 5.Valores de ERK fosforilada en ambos grupos a lo largo del experimento.
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En los dos momentos de medicion iniciales del estudio (Preneumonectomia y Pre-
reperfusion) los niveles de ERK son menores en el grupo de animales
precondicionados con Sevofluorano que en el grupo CONTROL, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05). En el resto de mediciones también son
menores los valores en el grupo SEVO aunque no se alcanza la significacion

estadistica (tabla 9).

+ +
+ +
Tabla 10. Valores de ERK (ng/mg proteina)
3. 4. JNK fosforilada:
B CONTROL
H SEVO

Grafico 6.Valores de JNK en ambos grupos alo largo del experimento (ng/mg
proteina).
En el grafico 6 se muestra como, los niveles de JNK en el grupo CONTROL tienen

tendencia a aumentar desde el inicio hasta la prerreperfusion. 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 prerreperfusion con la medicién a los 30 minutos de la reperfusion. Por el
contrario, en el grupo SEVO la tendencia es descendente desde el incio a la
reperfusion tardia.

Los niveles de JNK fosforilada son menores en el grupo SEVO con respecto al grupo
CONTROL en todos los momentos del estudio, aunque solo existe una diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05) durante la prerreperfusion (tabla 10).

2,39:0,32 1,97+0,17
+ +

2,6240,23 1,84+0,13 .

2,08+1,12 1,65£0,86

2,00£0,11 1,5240,21

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

4. Proteina Quimiotactica de Monocitos (MCP-1)

0,34+0,04 0,32+0,03

0,7+0,08 0,31+0,01 <0,05
0,4+0,04 0,32+0,02 <0,05
0,56+0,01 0,33+0,01 <0,05

Tabla 11. Valores de MCP-1(pg/mg proteina)
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Grafico 7. Valores de MCP-1 en ambos grupos alo 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 significacion estadistica (p<0,05) durante la pre-reperfusion y las dos
mediciones post-reperfusion.

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

gue no sucede en el grupo precondicionado con Sevofluorano.

5. Factor Nuclear-Kappa B (NFK B)

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 nicleo. Tras la reperfusion
observamos un incremento del NF-kB p50 y p65 ndclear en ambos grupos.
Unicamente el grupo CON mostré un aumento de NF-kB p52 respecto a los valores
basales. También al comparar los valores de antes y después de la reperfusion
observamos Unicamente 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 comparacion entre
ambos grupos se comprobd 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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SEVO

CON

SEVO

CON

SEVO

CON

SEVO

CON

SEVO

CON

SEVO

CON

SEVO

Tabla 12. Valores expresado en DO/mm

0.843 +0.10

0.849 +0.10

0.898 +0.05

0.884 +0.02

0.627 +0.06

0.563 +0.13

0.483 +0.04

0.473 +£0.04

0.652 +0.03

0.568 +0.06

0.387 +0.02

0.379 +0.03

0.893 +0.05

0.845 +0.07

1.209 +0.10 §

0.934 +0.11%

1.569 +0.11%
1.073 +0.06%+
0.643 +0.08
0.590 +0.08
0.577 +0.09
0.498 +0.06
0.808 +0.08+
0.738 +0.10+
0.387 +0.03
0.397 +0.02

0.925 +0.08

0.917 +0.07

0.926 +0.11%

0.887 +0.10

1.479 +0.10%
1.123 +0.05*+
0.666 +0.08
0.523 +0.07
0.616 +0.06+
0.545 +0.12
0.777 +0.08
0.650 +0.07
0.483 +0.03+}
0.463 +0.03+

0.888 +0.10

0.904 +0.10

0.921 +0.10%

0.820 +0.12

1.503 +0.03}
1.206 +0.06*+
0.630 +0.05
0.525 +0.06
0.577 +0.061
0.535 +0.09
0.773 +0.06
0.635 +0.07
0.460 +0.031%
0.372 +0.03

0.806 +0.09%

0.854 +£0.05

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

prerreperfusion, 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 disminucion es de menor intensidad, manteniéndose,

por tanto, elevados con respecto a la medicion basal (gréafico 8).
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4.39+0.7 7.83 +0.71 4.46 +0.7% 3.9+0.3%

SEVO 3.57+0.6 5.42 +0.61* 3.61 +0.6 3.73 +0.3%
2745 *
CON 14.33+0.5 29.48 + 21 3412+ 2.7F
2.51%
SEVO ! 126+1  1617x11* 1632+12"t 16.34+0.8"t

SEVI LGrupo sevoriorano. *~ p<u.Uo SEVU VS CUN . T P<U.UD VSFreNeumo,; I p<u.Ud vskFrereperrtusion .#

p<0.05 vs Post-reperfusion-10’.

Al comparar los valores de la caspasa 3 observamos que fueron inferiores en el grupo
SEVO, de una forma estadisticamente significativa, con el grupo CON (p<0.05),
Unicamente en la medicién de las muestras obtenidas antes de la reperfusion (tabla

13).

B CONTROL

u SEVO

Grafico 8. Valores de Caspasa 3 medidos en ambos grupos (Uls/microg proteina).

La caspasa 9 tiene un patron de comportamiento similar a la efectora. En ambos
grupos se produce un incremento significativo en la fase de reperfusion, aunque, en
este caso, dicho aumento perdura durante el primer periodo post-reperfusion, para
acabar descenciendo a los 30 min de la reperfusién, todo ello de modo significativo

(gréfico 9). Ademas, los valores obtenidos en el grupo SEVO fueron significativamente
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inferiores a los obtenidos en el grupo control tanto antes como después de reperfundir

el autoinjerto pulmonar. (tabla 13).

B CONTROL
H SEVO

Gréafico 9. Valores de Caspasa 9 medidos en ambos grupos (Uls/microg proteina).
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DISCUSION

En 1976 Bland y Lowestein  describen un menor ascenso en el registro
electrocardiogréfico del ST en un modelo de isquemia miocéardica en perros a los que
se les sometia a periodos de oclusion coronaria [92]. Surge asi 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 tamafio del infarto de miocardio. A partir de ese momento
comienza un interés creciente, no solo por el precondicionamiento isquémico, sino
también por el precondicionamiento farmacolégico. Es precisamente este mismo grupo
el que posteriormente demostrd que, en un grupo de perros expuestos a halotano, el
tamafio del infarto era menor que en animales que no habian sido pretratados
farmacologicamente [94]. Este trabajo, que fue el pionero a nivel del estudio del
precondicionamiento in vivo, equiparé de alguna manera la proteccion de los
anestésicos volatiles a la del precondicionamiento isquémico.

Nuestro estudio sigue la misma linea de los anteriores y demuestra que el grupo de
cerdos anestesiados con sevoflurano tiene un menor dafio tras la IR que el sometido a
mantenimiento anestésico con propofol. Aunque el tiempo de reperfusion es escaso
(30 minutos), es el suficiente para mostrar diferencias entre ambos grupos respecto a
diversos parametros que otros grupos utilizan para medir el dafio tras la IR como son
mediadores de la inflamacién (IL-1, TNF ), MAPK y marcadores de migracion

leucocitaria (MCP 1).
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1. EFECTO CITOPROTECTOR DEL PRECONDICIONAMIENTO
CON SEVOFLUORANO EN UN MODELO DE ISQUEMIA
REPERFUSION PULMONAR. EFECTO DE LA VENTILACION

UNIPULMONAR.

Numerosos estudios ya apuntaban con anterioridad a que los gases halogenados
podrian proteger contra el dafio postreperfusion en el corazén [67-71], cerebro [72] e
higado [73]. En pulmén existen menos investigaciones que en otros organos, y los
efectos de los anestesicos inhalatorios sobre el sindrome de IR aun no son muy
conocidos. En un modelo de disfuncion multiorganica en ratén, el isoflurano disminuyé
el dafio pulmonar, probablemente modulando la respuesta inflamatoria [81]. Liu et al.
demostraron en pulmoén de conejo que, al administrar isoflurano o sevoflurano antes
de la isquemia, se atenuaba el aumento de la permeabilidad vascular, disminuia la
relacion peso humedo/seco asi como los niveles de TNF-alfa en el pulmén
reperfundido después de la isquemia [82]. Nosotros hemos obtenido estudios
similares a los de Liu en términos de TNF a. Demostramos también el descenso de
otro mediador proinflamatorio, la IL-1. No sélo eso, nuestro objetivo es ir un paso mas
alld y valorar el efecto que la inhalacién de dicho gas tiene sobre las cascadas de
protein kinasas gque posteriormente desencadenaran el resto de la cadena inflamatoria.
Ademas, consideramos que el dafio por Isquemia-Reperfusion es un fenbmeno mas
complejo, que no es posible reducir a sus efectos sobre las citoquinas
proinflamatorias. Por este motivo, valoramos también el efecto que ejerce sobre la
activacion leucocitaria. Ademas, 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 exposicion a halogenados durante la

ventilacion mecanica 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
reaccion inflamatoria al comparar los anestésicos volatiles y los intravenosos [98] y
con el nuestro propio. Estas discrepancias podrian deberse a diferencias en los
modelos experimentales analizados.

Algo que diferencia a nuestro modelo de otros es, que ademas de ser un modelo in
vivo, se trata de un modelo de ventilacion unipulmonar (OLV). Por si misma la OLV
conlleva un fenédmeno de IR intrinseco, causado fundamentalmente por los efectos de
la vasconstriccién pulmonar hipoxica. Esta vasoconstriccion promueve la circulacion
sanguinea hacia las zonas bien oxigenadas del pulmon, dejando las zonas hipoxicas
practicamente sin flujo. Cuando el pulmén vuelve a ser reexpandido y ventilado, se
produce una reperfusion del mismo. Esto ha sido demostrado en cerdos sometidos a
60 minutos de OLV y una posterior reperfusion, en los que se objetivd una marcada
congestion postreperfusion a nivel de los vasos pulmonares del pulmon que se
mantuvo hipoxico [101]. Ademas, se ha observado que existe un dafio en células
epiteliales alveolares in vitro asociado a la hipoxia del pulmén no ventilado durante la
OLV [99]. Esto fue confirmado en un modelo experimental de pulmones aislados de
conejo, en los que la formacion y re-expansion de atelectasias elevaban la produccién
de citoquinas [100]. Por tanto, son diversos los efectos que la OLV tiene sobre el
pulmon y la respuesta inflamatoria. Jordan et al describieron la patogénesis del edema
pulmonar postneumonectomia y su origen multifactorial: alteracion vascular pulmonar,
balance hidrico, duracion de la ventilacion unipulmonar, respuesta inflamatoria y estrés
oxidativo entre otros [101]. En nuestro trabajo no existen diferencias en cuanto a la
duracion de la OLV, por lo que uno de las variables mas importantes para encontrar
diferencias entre los grupos es eliminada. Tampoco encontramos diferencias en
cuanto a la presion en la via aérea, que es otro de los factores que podrian influir en el

desarrollo del dafio pulmonar.
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De Conno et al [102] realizaron lavados broncoalveolares en pacientes sometidos a
cirugia toracica antes y después de la OLV en el pulmén que va a ser excluido de la
ventilacion o no dependiente, encontrando un importante aumento de TNF- a, IL 6, IL
8 y de la proteina 1 de quimiotaxis de monocitos. Se observé ademas una reducciéon
significativa de dichos mediadores inflamatorios en el grupo que fue tratado con
sevofluorano con respecto al que se traté con propofol. Los resultados son similares a
los hallados por nosotros. De Conno no encontré 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 nimero de complicaciones y por tanto un mejor
pronostico [102]. Schilling et al por su parte encontraron que la administracién de
desflurano disminuia la respuesta inflamatoria, TNF- a, IL 8, IL 10 y polimorfonucleares
en el lavado broncoalveolar del pulmén 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 disminucion de la respuesta inflamatoria en el pulmoén ventilado bajo
anestesia inhalatoria, tanto sevoflurano como desflurano. Ademas no encuentra
diferencias a nivel sistémico en cuanto a aumento de mediadores tales como TNF- a o
interleuquinas. Sin embargo, en contrapartida a esto, existe un trabajo de ventilacion
unipulmonar para cirugias de esofaguectomia en el que se produce un aumento de
los mediadores proinflamatorios sistémicos [104]. Probablemente, el hecho de que la
esofaguectomia sea una cirugia de mayor agresividad, hace que este estudio no sea
comparable a los previos, puesto que cabe esperar que dicha cirugia 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 reperfusion. En
el grupo SEVO, por el contrario, los valores de IL-1 decrecen ya en el momento de la
Prerreperfusion y contintan descendiendo de un modo significativo hasta diez minutos
después de la reperfusion. 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 administracion y se mantiene hasta después
de finalizada su administracion. Seria necesario prolongar la duracion del estudio para
conocer la duracién exacta de esta proteccion. 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 inhibicion reversible de la expresion génica de las citoquinas. Esta
hipétesis ya quedd demostrada en un estudio que media la expresion génica de TNFa
e IL-1B en tejido pulmonar en cerdos a los que se les administré tiopental versus otros
a los que se les administré sevofluorano, siendo menor dicha expresion en el segundo
grupo [109].

Con respecto a TNFa, en nuestro trabajo objetivamos un aumento progresivo a lo
largo del estudio, lo que respaldaria los resultados de otros autores que sefialan a esta
citoguina como un mediador inflamatorio crucial tanto en la fase inicial como tardia de
la IR [105]. Se observa ademas que, en la primera de las mediciones que realizamos
(Preneumonectomia), los niveles son mayores en el grupo SEVO. A partir de ese
momento, los resultados se invierten y los niveles de TNFa pasan a ser
significativamente mayores en el grupo CONTROL en el resto de mediciones del

estudio. Ademas, mientras que en el grupo CONTROL los niveles de dicha citoquina
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continlan aumentando todo el estudio, en el grupo SEVO sufren una marcada caida
en la prerreperfusion y se mantienen en esos valores bajos hasta el final del estudio. A
medida que se manifiesta el dafio que causa la OLV y posteriormente la IR, se hace
patente el efecto protector del sevoflurano en cuanto a la expresion de TNF- a. Esto
sigue la linea del estudio de Liu [80], y concuerda también con los resultados de un
estudio realizado in vitro sobre células neutrdfilas aisladas, que sugieren que los
anestésicos volatiles podrian inhibir significativamente la produccién de TNF y asi

proteger contra el dafio IR pulmonar [106].

1.2 Efecto del Sevofluorano sobre las MAP- Kinasas

Ya hemos visto que diversos estudios postulan que la expresion de dichas citoquinas
proinflamatorias podria estar mediada por una cadena de transduccion de sefiales en
la que participan las MAPK [25, 107]. Aun 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-Reperfusion [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 sefiales de las MAPK en un modelo animal in vivo y sus resultados
parecen mas acordes con la primera hipétesis.

La posible interaccién entre el Sevoflurano y la via de las MAPKs ya habia sido
propuesta con anterioridad, si bien los resultados alcanzados fueron poco
concluyentes [91], y fuera del contexto del dafio pulmonar por Isquemia-Reperfusion.
En un reciente estudio en un modelo in vitro en tejido pulmonar de rata, se observo la
capacidad del sevoflurano para disminuir el incremento de la permeabilidad mediado
por TNF-a de células endoteliales pulmonares, asi como para suprimir la activacion de

p38 [112].
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El perfil temporal de la expresion de MAPK-p38 encontrado en nuestro trabajo nos
lleva a pensar que, efectivamente, desempefia un papel proinflamatorio, puesto que la
agresion producida por la neumonectomia indujo un importante aumento de esta
proteina en los dos grupos. La explicacion mas plausible a dicho comportamiento es
gue, ya desde el momento incial, la isquemia induce la produccién de MAPK p38. El
hecho de que, desde la Prerreperfusion, exista una tendencia en el grupo SEVO a
presentar niveles mas bajos de esta proteina sugiere el Sevofluorano podria proteger
frente la Isquemia-Reperfusion por medio de la inhibicion de la expresion de estas
proteinas. Haria falta un tamafio muestral mayor para estudiar esto. Del mismo modo,
es posible que un mayor tiempo de reperfusion acabase demostrando una diferencia
significativa a favor del grupo SEVO. Nuestro tiempo de reperfusion maximo estudiado
de 30 minutos puede ser insuficiente para abarcar los procesos desencadenantes de
la inflamacion en el tejido pulmonar asi como su amplificacion mediante la activacion
de las MAPKSs y la modulacién de la expresion génica asociada.

De hecho, un estudio de isquemia caliente en gatos de mayor duracion, mostré que los
niveles de p38 fosoforilada contindan elevandose durante las primeras 27 horas
postreperfusion. Se objetivd ademas que el edema, la inflamacion y la apoptosis que,
en el periodo de reperfusion inmediato se dan en el pulmén que ha sido sometido a
isquemia, al cabo de 27 horas se da también en el otro pulmén [54]. Surge asi la
hipétesis de que Isquemia-Reperfusion sea un proceso sistémico. Esto iria en contra
del trabajo de Schiling [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 sefiales de activacion de los
mismos a nivel local, sin comprobar que ocurre a nivel plasmatico. Futuras

investigaciones deben ir encaminadas en ese sentido.
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Dado que es la forma fosforilada de esta enzima la que es activa, es la MAPK p38
fosforilada la que puede darnos una mayor informacion sobre el efecto que el
precondicionamiento anestésico ejerce sobre esta cascada de sefializacion.

La neumonectomia produjo un incremento significativo de la forma activa fosforilada,
MAPK-p38-P, en los dos grupos de animales. Sin embargo, tras la reperfusion la
evolucion de este marcador fue diferente en los dos grupos. A los 30 minutos de la
reperfusion, en el grupo SEVO se observa una disminucion de esta marcador mientras
gue en el grupo CONTROL se produjo un aumento. Este patrén temporal sugiere que
el Sevofluorano no solo induce la expresion de la MAPK p38, sino que también
induciria su activacion por medio de la fosforilacion.

En investigaciones posteriores, queda pendiente determinar si la posible activacion
diferencial de las distintas isoformas de la MAPK-p38 ( p38a y p38pB ) a nivel pulmonar
ejerce efectos diferentes sobre la Isquemia-Reperfusion, como ya se ha hecho a nivel
cardiaco, en donde ya se ha demostrado su papel proapoptético y antiapoptotico,
respectivamente [108].

Otra MAPK, la JNK, también ha sido puesta en relacion con el dafio por Isquemia-
Reperfusion [38, 39]. Si bien es cierto que en nuestro estudio las diferencias entre
ambos grupos en los valores de esta proteina sdlo son significativos durante la
Prerreperfusion, no es menos cierto que, en todos los momentos de medicién, en el
grupo SEVO estos valores son menores, aunque no se alcance la significacion.
Ilgualmente, el pico maximo que se alcanza en el grupo CONTROL durante la
Prerreperfusion es inexistente en el grupo de animales precondicionados
farmacoldgicamente. Esto parece concordar con la teoria 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 linea. Una vez
mas, vemos como desde fases precoces del estudio, donde todavia sélo se ha

producido la isquemia y no se ha iniciado aun el dafio ocasionado por la reperfusion, el
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Sevofluorano, comienza a inhibir la expresion de ERK. Postulamos que, de este modo,
en fases posteriores, podria disminuir la respuesta inflamatoria local.

Esto resulta compatible con las investigaciones que demuestran que el efecto
amplificador de la inflamacion de las MAPKs en el sindrome de IR ocurre desde los
primeros minutos de la reperfusiéon [109]. En conclusién, el efecto protector del
sevoflurano sobre la lesion pulmonar por isquemia-reperfusion, parece asociado a una
disminucion en la activacion de las MAPK, aunque son necesarios mas estudios que lo

demuestren.

1.3. Efecto del Sevofluorano sobre la activacion de los leucocitos

Existe mucha controversia sobre el papel de los leucocitos en el sindrome de IR y
sobre si su actuacion sobre el mismo se da en una fase precoz o tardia [12] [13]. Uno
de los objetivos de nuestro estudio es valorar los efectos que el precondicionamiento
anestésico provoca sobre esta activacion leucocitaria. Escogimos la MCP-1 como
marcador de la migracion de las células polimorfonucleares porque ya ha demostrado
jugar un papel primordial en el reclutamiento de neutréfilos en modelos de pulmones
de ratas expuestos a hiperoxia [110].

El papel de esta quemoquina dentro del sindrome de Isquemia-Reperfusion ain no ha
sido bien definida [17] [16], aunque el hecho de que su expresion esté regulada
positivamente por citoquinas proinflamatorias, tales como TNFa e IL-1 [111, 112], nos
lleva a pensar que puede jugar un papel deleteréo dentro del dafio por IR.

A nivel pulmonar, existen modelos de dafio agudo que demuestran que MCP1 esta
involucrada en la acumulacion de neutrdfilos [116], asi como otros que objetivan un
incremento en los niveles de MRNA de MIP-1, proteina localizada en monocitos y
macrofagos [117], durante un dafio pulmonar hipoxico. Ademas se ha demostrado

gue, en células pulmonares aisladas, en el dafio causado por el sindrome de
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Isquemia-Reperfusion existe un aumento de la expresion de MCP-1 [113]. En un
modelo similar, Naidu et al. probaron que la inhibicion de esta quemoquina disminuia
la expresion de mMRNA de multiples citoquinas asi como la secrecion de TNFa [114].
Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que este incremento en la concentracion de
MCP-1 se da también in vivo, en un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdos
[115].

En contraposicién a esto, otros estudios sugieren que la MCP-1 no juega un papel
fundamental en el dafio pulmonar agudo [116] o bien que, aunque esta proteina 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 dafio pulmonar agudo) en un modelo in vivo en ratas, la
antagonizacion de su funcion no tiene efecto en disminuir la respuesta inflamatoria o
en reducir varios indicadores de dafio pulmonar agudo [117]. Otro estudio, que emplea
un modelo similar de dafio pulmonar agudo por IR en ratas, sugiere que el bloqueo de
la proteina MCP-1 es protector a los 30 minutos de la reperfusion, pero no a las 4
horas [12]. Este efecto protector de los anti-MCP-1 en una fase tan precoz de la
reperfusion es dificil de explicar dado que la proteina MCP-1 todavia no es detectable
por Western blot en ese momento.

En el afio 2007, Suter et al. ya demuestran una disminucion en la expresion de MCP-1
en células sometidas a tratamiento con Sevofluorano [118]. Para ello expusieron a
células epiteliales alveolares a lipopolisacaridos. Con anterioridad ya se habia descrito
gue estas endotoxinas aumentaban la expresion y produccion de muchas
guemoquinas, entre ellas de MCP1. Las células expuestas a sevofluorano tuvieron una
disminucion del 50% en la expresion de la proteina 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 reperfusion y en las dos mediciones posteriores.
Esto iria en contra del estudio de Eppinger que no encuentra dicha proteina mediante
Western Blot en la reperfusion inmediata e iria acorde con todos los estudios que
hablan de una posible proteccion multimodal del Sevofluorano frente al dafio por IR,
siendo la inhibicion de la migracion de los leucocitos una de las maneras de lograrlo.
En contraposicién nuestra, Krishnadasan et al, en un modelo de Isquemia-Reperfusion
in vivo en ratas a las que someten a 90 minutos de isquemia caliente, tampoco
detectaron la MCP-1 hasta 4 horas de reperfusion pulmonar [119]. Estas discrepancias
podrian deberse a las diferencias en el modelo experimental o a lasensibilidad de la

técnica de medicion.

2. CONCLUSIONES

- En el sindrome de Isquemia-reperfusion, originado por el cese de flujo sanguineo a
un érgano y su posterior reinstauracion, se desencadenan varias respuestas a nivel
molecular, que van a ser las causantes Ultimas de la clinica que se da en dicho
sindrome. Estas respuestas son fundamentalmente la formacion de radicales libres, la
migracion y activacion de neutréfilos y la induccién de mediadores proinflamatorios,
entre los que se encuentran las citoquinas, que desencadenan a su vez diversas
sefales de transduccion, entre ellas las mediadas por MAPK.

- Este sindrome puede ser estudiado en un modelo experimental de Isquemia-
Reperfusion pulmonar en cerdos.

- El precondicionamiento con Sevofluorano provoca una disminucion de la liberacion
de TNF-a y de IL-1, citoquinas proinflamatorias cuyo papel en el dafio por IR ya esta

sobradamente demostrado.
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- Empiezan a surgir evidencias de que dicho gas inhibe la fosforilacién, y por tanto la
activacion de las MAPK implicadas en la sefializacién del dafio pulmonar agudo.
Nuestro estudio sugiere que esto sucede ya durante la reperfusion inmediata con la
MAPK-p38, ERK y IJNK.

- Por otra parte, el Sevofluorano parece disminuir los niveles de MCP-1 en tejido
pulmonar de animales sometidos a isquemia y posterior reperfusion. Esta quemoquina
esta implicada en la migracion hacia los tejidos afectos y posterior activacion de las
células polimorfonucleares.

- Todos estos hallazgos sugieren el papel protector del Sevofluorano frente a la
Isquemia-Reperfusion. Sin embargo, son necesarios mas estudios, de mayor tiempo
de reperfusion y con un tamafio muestral mayor para evidenciar esta capacidad de

modulacion por parte del Sevofluorano.
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ANEXOS

The Effects of Anesthetic Preconditioning with
Sevoflurane in an Experimental Lung Autotransplant

Model in Pigs

Javier Casanova, MD,* Ignacio Garutti, PhD, MD,* Carlos Simon, PhD, MD,t Ana Giraldez, MD,*
Beatriz Martin, MD,* Guillermo Gonzalez, MD, Leire Azcarate, MD,T Cruz Garcia, PhD, MD, ¥

and Elena Vara, PhD, MD¥

BACKGROUND: Ischemia-reperfusion lung injury is doubly important in thoracic surgery because
of the associated ventilation damage to 1 lung. In this study we evaluated the cytoprotective
effects of sevoflurane in a pulmonary autotransplant model in pigs.

METHODS: Twenty Large White pigs undergoing pneumonectomy plus lung autotransplant were
divided into 2 10-member groups on the basis of the anesthetic received (propofol or
sevoflurane). Proinflammatory mediators, oxidative stress, nitric oxide metabolism, and hemo-
dynamic and blood variables were measured at 5 different time points.

RESULTS: There was an increase of oxidative stress markers and proinflammatory mediators in
the propofol group, whereas the hemodynamic variables were similar in both groups.
CONCLUSIONS: We demonstrated that sevoflurane decreased the inflammatory response and
oxidative stress in a live ischemia-reperfusion lung model. (Anesth Analg 2011;113:742-8)

tant in thoracic surgery because of the associated ven-

tilation damage to 1 lung. The aim of this study was to
evaluate the cytoprotective effects of sevoflurane in a
pulmonary autotransplant model in pigs.

Acute inflammatory responses are seen with all forms of
lung surgery, and many factors are involved in this process
apart from the surgical procedure itself. These factors
include changes in the cytokine balance, oxidative stress,
the use of one-lung ventilation (OLV), and IR injury.’
IR-induced lung injury during lung transplantation is a
consequence of endothelial and epithelial dysfunction after
reperfusion and is characterized by postoperative nonspe-
cific alveolar damage, lung edema, and hypoxemia. This
injury could lead to primary graft failure and is considered
a significant cause of morbidity and mortality after lung
transplantation.

There are several pulmonary surgical procedures during
which it is necessary to make complete lung ischemia for a
given period of time with the consequent increased risk of
IR injury (lung transplantation, arterial sleeve lung resec-
tions, pulmonary arterioplasties, living donor lobar lung

Ischemia—reperfusion (IR) lung injury is doubly impor-

From the *Department of Anesthesiology and tDepartment of Thoracic
Surgery, Gregorio Maranon University General Hospital, Madrid, Spain;
and jDepartment of Biochemistry and Molecular Biology IlI, Faculty of
Medicine, Complutense University of Madrid, Madrid, Spain.

Accepted for publication May 31, 2011.

Funding: Research was supported by grants P1070840 and P1070481 from the
Spanish Government and grant 06/121 from the Spanish Society of Pneu-
mology and Thoracic Surgery (SEPAR).

The authors declare no conflict of interest.

Reprints will not be available from the authors.

Supplemental digital content is available for this article. Direct URL citations
appear in the printed text and are provided in the HTML and PDF versions
of this article on the journal’s Web site (www.anesthesia-analgesia.org).
Address correspondence to Javier Casanova, MD, Department of Anesthe-
siology, Gregorio Maranon University General Hospital, ¢/querol 5,3°c,
Madrid, 28033, Spain. Address e-mail to Kassssl@yahoo.es.

Copyright © 2011 International Anesthesia Research Society

DOI: 10.1213/ ANE.0Ob013¢3182288¢01

742 www.anesthesia-analgesia.org

transplantation, and those cases that require ex situ
surgery).”?

Several mediators have been implicated in the patho-
genesis of IR lung injury, and their identification deter-
mines the magnitude of the damage produced. Several
authors have shown that the increase in lung biomarkers is
related to postoperative pulmonary complications and
poor postoperative outcome.**

Different methods have been developed to mitigate IR
injury with relative success. One of them is anesthetic
preconditioning (APC) with volatile anesthetics (sevoflu-
rane, halothane, and isoflurane, among others). It has been
shown that sevoflurane reduces IR damage in the myocar-
dium, either through improved coronary flow or ventricle
function or by reduced infarct size.® The efficacy of APC
with volatile anesthetics has also been shown in other
organs, including kidney, liver, spinal cord, and brain.”"'’
In the case of the lung, APC with isoflurane and sevoflu-
rane has been shown to attenuate IR damage in isolated rat
and rabbit lungs,'''? although as far as we know, no in
vivo studies have been published.

Therefore, we hypothesized that the inflammatory re-
sponse of alveolar epithelial cells to IR lung injury may also
be altered by pretreatment with volatile anesthetics. The
present lung autotransplant model was designed to evaluate
the in vivo effects of sevoflurane in IR lung injury, including
hemodynamic, gasometric, and biochemical markers.

METHODS

This study was approved by the institution’s Research and
Animal Experimentation Committee. All experiments were
performed according to European and Spanish law regard-
ing the handling and care of experimental animals.

Animal Model and Study Groups

Twenty Large White pigs weighing 30 to 50 kg each were
subjected to an orthotopic left lung autotransplantation (left
pneumonectomy, ex situ cranial lobectomy, and left caudal
lobe reimplantation) with a subsequent 30-minute graft
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reperfusion. Animals were block randomized by random
numbers (Microsoft Excel 2003) to receive either propofol in
continuous perfusion as anesthetic maintenance through-
out the procedure (control group, CON; n = 10) or APC
with sevoflurane from the anesthetic induction to the
beginning of the OLV stage followed by propofol perfusion
(sevoflurane group, SEV; n = 10).

Anesthesia

Drinking water was allowed ad libitum, but solid food was
withheld for 18 hours before each experiment. Premedica-
tion was performed with IM ketamine (10 mg/kg; Ketolar,
Parke Davis, Pfizer, Dublin, Ireland). Once in the operating
room, the animals were placed in a supine position and
pulse oxymetry and electrocardiographic monitoring were
performed. Anesthesia induction was conducted with propo-
fol (4 mg/kg; Diprivan, AstraZeneca, Macclesfield, Cheshire,
UK), fentanyl (3 pg/kg; Fentanest, Kern Pharmaceuticals,
Houston, TX), and atracurium (0.6 mg/kg; Tracrium, Glaxo
Smith Kline, Brentford, UK). Orotracheal intubation was
performed with a 6- to 7-mm cuffed endotracheal tube.
Mechanical ventilation with volume-controlled ventilation
was used with 5 cm H,O positive end expiratory pressure and
peak pressure <30 em H,O throughout the study. A tidal
volume approximately 8 mL/kg, a respiratory rate of 12 to 15
respirations per minute (rpm), and an inspiratory:expiratory
ratio of 1:2 were chosen to maintain Paco, in the range of 35
to 40 mm Hg. FiO, was maintained at 1 throughout the
procedure. Intraoperative crystalloid infusion was maintained
at 5 to 6 mL kg ' h™'. Anesthesia was maintained with
propofol in continuous infusion (8 to 10 mg kg~ " h™") (CON
group) or 3% sevoflurane from the anesthetic induction to the
beginning of OLV followed by propofol perfusion (8 to 10 mg
kg™' h™") (SEV group). Supplemental doses of fentanyl and
atracurium were used when required.

Surgical Protocol
The surgical technique included preliminary procedures,
thoracotomy, left pneumonectomy, back-table cranial lo-
bectomy, caudal lobe reimplantation, and reperfusion.
The animals were scrubbed with betaiodine solution,
and all subsequent invasive procedures were performed
under aseptic conditions. A surgical tracheotomy was
performed, the orotracheal tube was removed, and a 6-mm
cuffed tube was inserted into the trachea through the
tracheotomy that facilitated the insertion and withdrawal
of the tube into and out of the right bronchus during the
procedure. A 7F sterile pulmonary artery catheter (Ed-
wards Lifesciences, Irvine, CA) was introduced through the
femoral vein, and final position into the right pulmonary
artery was confirmed intraoperatively. A 7F sterile femoral
artery catheter was used to enable arterial blood pressure
monitoring and blood sampling. A suprapubic cystostomy
was performed to monitor urine output. After these proce-
dures, a left thoracotomy was performed as described
elsewhere.'® Just before the completion of the pneumonec-
tomy, a bolus of IV heparin (300 IU/kg; Mayne Pharma,
Madrid, Spain) was administered to prevent thrombosis in
the clamped pulmonary artery. Next, on the back table, the
left lung was perfused through the pulmonary artery and
veins with University of Wisconsin solution, and a cranial
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lobectomy was performed to ensure that a thrombus did
not form in the graft. The caudal left lobe was then
implanted back into the swine, and reperfusion was per-
formed initially in a retrograde direction by unclamping
the left atrium. The endobronchial tube was then pulled
back into the trachea, which enabled 2-lung ventilation. The
left pulmonary artery was then unclamped, and bloodflow
was maintained for 30 minutes. At the end of the experi-
ment, the animal was euthanized by a potassium chloride
injection while under deep anesthesia.

Measurement and Sampling Time Points

Baseline (B) hemodynamic and arterial blood gas measure-
ments were performed 30 minutes after the thoracotomy
with the animal under 2-lung ventilation, but not lung
biopsies or blood samples. Hemodynamic arterial gas mea-
surements, blood samples, and lung biopsies were collected
at the following time points: prepneumonectomy (PPn) before
completing the pneumonectomy and with the animal under
OLV; prereperfusion (PRp) before reperfusion and ventilation
of the reimplanted left caudal lobe; 10 minutes postreperfu-
sion (Rp10’) of the reimplanted lobe; and 30 minutes postre-
perfusion (Rp30') of the reimplanted lobe.

Hemodynamic Measurements

A femoral artery catheter was used to record the systolic,
diastolic, and mean arterial blood pressure. We inserted a
pulmonary artery catheter via the femoral vein and recorded
the pulmonary artery systolic, diastolic, and mean pressures,
pulmonary capillary pressure, and central venous pressure. In
addition, the cardiac output monitor (Edwards Lifesciences)
and thermodilution technique were used at the time points
indicated previously (B, PPn, PRp, Rp10’, Rp30’) to record the
cardiac index and systolic volume.

Blood Gas Measurements

Arterial blood gas analyses were performed at the previ-
ously mentioned time points. In addition, blood gas
samples were taken from the femoral arterial catheter and
by puncturing the pulmonary vein of the reimplanted lobe
at 10 and 30 minutes after reperfusion (Rp10” and Rp30’).

Blood Biochemical Measurements

Femoral venous blood samples were collected for biochemical
determinations at the following time points: PPn, PRp, Rp10’,
and Rp30'. The serum nitric oxide (NO) concentration was
measured by the Griess reaction'* (see Appendix, Supple-
mental Digital Content 1, http://]inks.]ww.com/AA/AZ%).

Biochemical Studies in Lung Tissue

Lung tissue biopsies were performed for biochemical studies
and quantification of lung edema. The first 2 samples of lung
tissue (PPn and PRp) were obtained from the cranial lobe
(PRp lung sample was taken from the cranial lobe that
remained on the back table just before reperfusion of the
reimplanted caudal lobe), and the last 2 samples (Rp10" and
Rp30) from the reimplanted caudal lobe. Every lung sample
was divided into 2 parts: one part was stored in polypropyl-
ene tubes at —40°C until the quantification of lung edema, and
the other part was placed in a cryotube, flash frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C until biochemical analysis.
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Assessment of lung edema: lung tissue samples were
blotted and weighed. After baking in a vacuum oven for 24
hours at 60°C, the tissues were weighed to obtain dry
weights. The tissues were again weighed after another 24
hours to verify that complete dehydration had occurred.
The data were calculated as the wet weight minus the dry
weight divided by the dry weight and used as an indicator
of lung edema (as illustrated by an increase in the wet-to-
dry weight ratio; mg/mg).

After preparation of tissue homogenates'” (see Ap-
pendix, Supplemental Digital Content 1, http://links.
lww.com/AA/A296), oxidative stress, and the levels of
tumor necrosis factor (TNF)-e, interleukin (IL)-13, endothelial
NO synthase (eNOS), neuronal NO synthase (nNOS), and
inducible NO synthase (iNOS) were evaluated.

Evaluation of oxidative stress. Lipid hydroperoxides
(LPO) indicate the degree of membrane lipid oxidation and
were detected using a specific kit for use in lung tissue
(K-assay LPO-CC, Kamiya Biochemical Company, Seattle,
WA). Malondialdehyde (MDA), an end compound of lipid
peroxidation, is a cell damage marker that was detected
through the formation of thiobarbituric acid derivatives'®
in lung tissue. The myeloperoxidase (MPO) assay was used
to quantitate lung tissue neutrophil accumulation, and it
was detected by the modified Bradley method of Bradley et
al.'” (see Appendix, Supplemental Digital Content 1,
http:/ /links.lww.com/AA /A296).

Western blot analysis. Western blot analysis was used to
measure TNF-, IL-1B levels, and the expression of nitric
oxide synthase (NOS), eNOS, nNOS, and iNOS forms (see
Appendix, Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.

Table 1. General Variables

Variable Group Value
Weight (kg), P = 0.43 CON 34.3 + 139
SEV 37.8 £13.4
Duration of OLV (minutes), P = 0.1 CON 167.5 + 73.4
SEV 183.6 = 86
Ischemia length (minutes), CON 96.7 = 13.8
P =0.09 SEV 91.8 + 22,5
Peak pressures in OLV (cm H,0), CON 25+9
P=0.15 SEV 26 = 10
Plateau pressures in OLV (cm H,0), CON 1327
P = 0.09 SEV 14+ 6

Data are expressed as the mean =+ standard deviation. OLV = one-ung
ventilation; SEV = sevoflurane.

Table 2. Hemodynamics

Hemodynamics Group B
MBP (mm Hg) CON 99 + 4
SEV 76 £ 4%
PAMP (mm Hg) CON 26 +3
SEV 20 * 1%
HR (bpm) CON 99 =6
SEV 107 = 7
SV (mL/beat) CON 68 =5
SEV 50 = 4
Cl(Il X min"*x m3? CON 5:2 0.4
SEV 6.6 0.8

com/AA/A296). Cytokine (TNF-a and IL-1B) levels were
semiquantitatively measured by densitometric analysis.

Reproducibility within the assays was evaluated in 3
independent experiments, and each assay was performed
with 3 replicates. The overall intra-assay coefficient of varia-
tion was calculated to be <5%. Assay-to-assay reproducibility
was evaluated in 3 independent experiments; the overall
interassay coefficient of variation was calculated to be <6%.
Statistical analysis. The data were expressed as the mean and
the SEM (SE). Nonparametric tests were used; the Mann—
Whitney U test was applied to establish differences between
the analyzed groups, and the Wilcoxon test for paired data
was used to study the evolution of the intragroup values and
to make multiple comparisons between them to avoid type I
errors. Statistical significance was considered for P < 0.05. The
SPSS version 14.0 statistical package (SPSS Inc., Chicago, IL)
was used in the statistical analysis.

RESULTS

There were no differences between the CON and SEV
groups in terms of animal weight, lung ischemia time, OLV
time, pressure airways during mechanical ventilation, or
duration of the entire procedure (Table 1).

Hemodynamics

The hemodynamic variables showed great stability in both
groups, the differences between them being limited to heart
rate, which increased significantly after reperfusion in the
CON group but not in the SEV group. The recorded
postreperfusion heart rate was more rapid in the CON
group than in the SEV group (Table 2).

Blood Gas Analysis

Arterial oxygenation was similar in both groups during the
entire procedure, except for the Rp10’ sample. Also, Pao,
measured in the pulmonary vein after reperfusion was
significantly higher in the SEV group than in the CON
group at both 10 and 30 minutes after reperfusion. No other
significant differences were observed while comparing
systemic arterial and pulmonary arterial Pco, and pH
throughout the procedure (Table 3).

Pulmonary Edema
Formation of lung edema, as assessed by the wet-to-dry
weight ratio of the lung, was decreased only in SEV group

PPn PRp Rp10’ Rp30’
101+ 4 90 =4 86 4 81:35
856 83 x4 74 = 4 735
28 &3 212 293 29 =2
24+ 2 24 +2 202 267222
94 +8 103 .9 957 93 =8
110 £5 106 = 7 102 £ 6 105 = 8
638 46 * 4 54 + 4 54 + 6
59 £i6* 46 £ 5 527 49 + 6
5.2£10.5 44 =04 48 £ 0.6 5.5t
.8t 3 5.6 +0.6 6= 5,9=10.8

Data are expressed as the mean + standard error of the mean. MBP = mean arterial blood pressure; PAMP = pulmonary artery mean pressure; HR = heart rate;
bpm = beats per minute; SV = systolic volume; CI = cardiac index; CON = control group; SEV = sevofiurane group; B = basal; PPn = prepneumonectomy; PRp =
prereperfusion; Rp10’ = 10 minutes postreperfusion; Rp30’ = 30 minutes postreperfusion.

* P < 0.05 SEV vs CON group.
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Table 3. Blood Gas Variables

Blood source and variable Group B PPn PRp Rp10’ Rp30’
Femoral artery
PO, (mm Hg) CON 330 + 55 206 = 37 302 + 48 250 + 48 297 * 49
SEV 305 + 37 169 + 23 315 + 42 329 * 44% 333 + 49
PCO, (mm Hg) CON 37+2 44 £ 3 42+ 3 44 = 4 44 =5
SEV 33+1 49 + 11 40 = 2 422 402
pH CON 7.52 = 0.02 7.45 = 0.03 7.45 + 0.02 7.44 = 0.02 7.45 = 0.03
SEV 7.56 + 0.02 7.5+ 0.03 7.48 + 0.03 7.44 = 0.03 7.45 = 0.03
Pulmonary vein (reimplanted
caudal left lobe)
PO, (mm Hg) CON — - — 278 = 52 262 + 41
SEV — — — 418 * 29* 391 = 44+*
PCO, (mm Hg) CON — — — B4 365
SEV — — — 33=x3 325
pH CON — — — 7.54 = 0.04 7.55 = 0.05
SEV — — — 7.52 + 0.04 7.52 * 0.06

Data are expressed as the mean = standard error of the mean.
sevoflurane group; B = basal; PPn

SEV
postreperfusion.
* P < 0.05 vs CON group.

prepneumonectomy; PRp = prereperfusion; Rpl10Q’ =

PO, = partial pressure of oxygen; PCO, = partial pressure of carbon dioxide; CON = control group;
10 minutes postreperfusion; Rp30’ = 30 minutes

Table 4. Lung Edema, Oxidative Stress Metabolites, Myeloperoxidase Activity, and Cytokines

Biochemical and group PPn PRp Rp10’ Rp30’

Lung edema
CON 4.82 + 0.21 (4.1-5.6) 4.91 + 0.48 (4.3-8.0) 4.82 + 0.35 (3.5-6.5) 4.87 = 0.01 (4.75-4.9)
SEV vs CON NS NS NS P = 0.001
SEV 4.29 + 0.22 (3.8-5.7) 4.28 + 0.28 (4.1-5.0) 4.55 = 0.29 (3.3-5.4) 3.33 £ 0.2 (2.7-4.5)*tF

LPO mmol/mg protein
CON
SEV vs CON
SEV

MDA (pmol/mg protein)
CON

2.61 = 0.07 (2.1-3.8)
NS
2.65 + 0.11 (2.1-2.9)

3.21 + 0.13 (2.4-3.8)

3.61 = 0.05 (3.2-4.0)
P = 0.047
3.06 + 0.09 (2.7-3.5)*

3.87 £ 0.079 (3.25-4.8)*

3.64 = 0.09 (3.2-4.1)
P = 0.049
2.87 = 0.14 (2.3-3.3)

4.99 = 0.088 (4.7-5.4)*f

3.88 = 0.06 (3.5-4.1)
P =0.02
3.17 + 0.11 (2.5-3.8)

5.35 + 0.093 (5.0-5.7)*

SEV vs CON NS NS P = 0.044 P =0.04

SEV 3.12 + 0.182 (2.4-3.7) 3.52 + 0.159 (3.3-4.7)* 3.64 * 0.149 (3.3-4.6)*1 4,47 + 0.159 (3.6-4.97)* 1
MPO (IU/mg protein)

CON 0.07 £ 0.004 (0.04-0.09) 0.1 = 0.003 (0.08-0.13) 0.18 = 0.004 (0.14-0.2)} 0.23 + 0.005% (0.21-0.28)

SEV vs CON NS NS P=0.04 P=0.02

SEV 0.04 = 0.003 (0.02-0.06) 0.07 = 0.007 (0.05-0.1) 0.09 = 0.006 (0.04-0.12) 0.1 = 0.007 (0.03-0.12)
IL-1 (arbitrary units)

CON 1.23 + 0.00 (1.17-1.26) 1.82 * 0.04 (1.69-1.93) 1.81 = 0.05 (1.43-1.98)* 1.85 + 0.02 (1.74-1.94)*

SEV vs CON NS P=0.01 P = 0.049 P =0.038

SEV 1.23 = 0.04 (0.99-1.3) 1.16 = 0.06 (0.8-1.6) 0.98 = 0.06 (0.68-1.15)*t 1.06 = 0.04 (0.92-1.07)
TNF-a (arbitrary units)

CON 0.70 * 0.01 (0.64-0.78) 0.84 * 0.02 (0.7-0.97)* 0.96 = 0.02 (0.94-1.07)*t 1.19 + 0.02 (1.12-1.34)*+

SEV vs CON P = 0.046 P =0.04 P =0.04 P =0.015

SEV 0.77 = 0.01 (0.7-0.81) 0.60 £ 0.01(0.52-0.71)* 0.63 = 0.02 (0.51-0.67)* 0.63 = 0.00 (0.61-0.68)*
Data are expressed as the mean = standard error of the mean and range of values. LPO = lipid hydroperoxides; MDA = malondialdehyde; MPO =

myeloperoxidase; IL-1 = interleukine-1; TNF-a = tumor necrosis factor-a; CON = control group; SEV = sevoflurane group; PPn = prepneumonectomy; PRp =
prereperfusion; Rp10’ = 10 minutes postreperfusion; Rp30’ = 30 minutes postreperfusion; NS = nonsignificant.

* P < 0.05 in intragroup comparison respect PPn. 1 P < 0.05 in intragroup comparison respect PRp. ¥ P < 0.05 in intragroup comparison respect Rp10'.
The Appendix (Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.com/AA/A296) contains significant P values for this table.

swines. When we used APC with sevoflurane, lung edema
was reduced significantly after 30 minutes of reperfusion in
comparison with the CON group (Table 4).

Oxidative Stress in Lung Tissue

MDA was increased progressively in both groups at each time
point. The LPO levels were increased in the CON group
continuously throughout the experiment, although they de-
creased after reperfusion and then again increased in the SEV
group. However, when animals were submitted to APC, LPO
and MDA levels in reperfused lung tissue were significantly
lower than were those in the CON group (Table 4).
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Lung Tissue Myeloperoxidase

Tissue MPO activity in biopsy specimens from reimplanted
lungs increased significantly after reperfusion in the CON
group, although this sharp increase was not observed when
sevoflurane was administered. Moreover, recorded Rp10’
and Rp30" MPO activity was higher in the CON group than
in the SEV group (Table 4).

Western Blot Analysis of TNF-« and IL_13

The proinflammatory cytokines IL-1 and TNF-a were sig-
nificantly higher after IR in control lungs, although this
increase was not recorded when APC with sevoflurane
took place (Table 4).
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Table 5. Nitric Oxide Metabolism

Biochemical and group PPn PRp
NO (nmol/mL)
CON 43.2 £ 3.4 (20-52) 20 = 1.7 (15.9-32.6)*
SEV vs CON NS P =0.035
SEV 38.4 = 2.3 (29.6-46) 37.9 = 4.7 (19.2-48.9)
eNOS (nmol/mL)
CON 1.66 + 0.01 (1.53-1.75)  1.32 * 0.01 (1.24-1.4)*
SEV vs CON NS P = 0.01
SEV 1.55 = 0.04 (1.2-1.68) 1.56 = 0.03 (1.44-1.69)*
nNOS (nmol/mL)
CON 1.39 = 0.04 (1.2-1.7) 1.04 = 0.05 (0.98-1.4)*
SEV vs CON NS P=0.017
SEV 1.47 = 0.03 (1.3-1.6) 1.49 + 0.04 (1.2-1.6)
iNOS (nmol/mL)
CON 1.73 £ 0.02 (1.59-1.87) 1.81 + 0.06 (1.56-2.23)
SEV vs CON NS P = 0.045
SEV 1.89 + 0.03 (1.97-2.2) 1.77 + 0.02 (1.63-1.86)

Rp10’

26 + 2.8 (18.3-44.3)*
P = 0.00122
37 + 3(23.2-54.5)

1.39 * 0.02 (1.28-1.48)*
P = 0.02
1.60 * 0.00 (1.56-1.63)*

1.24 + 0.04 (1.04-1.51)*+
P =0.038
1.43 + 0.06 (0.98-1.7)

1.97 + 0.03 (1.89-2.28)*f
P=0.01
1.55 + 0.05 (1.46-1.9)*F

Rp30’

24.5 + 2.2 (16-38.7)*
P = 0.0016
41 = 3.1 (26.8-57)

1.34 + 0,01 (1.31-1.39)*
P =001
1.65 = 0.01 (1.64-1.7)*

1.19 = 0.04 (1.04-1.36)*
P =0.02
1.44 = 0.01 (1.34-1.49)

2.04 = 0.03 (1.97-2.2)*t
P=0.01
1.65 =+ 0.02 (1.56-1.76)*T

Data are expressed as the mean =+ standard error of the mean. NO = nitric oxide; eNOS = endothelial nitric oxide synthase; nNOS = neuronal nitric oxide
synthase; iNOS = inducible nitric oxide synthase: CON = control group; SEV = sevoflurane group; PPn = prepneumonectomy; PRp = prereperfusion; Rp10' =
10 minutes postreperfusion; Rp30" = 30 minutes postreperfusion; NS= nonsignificant.

* P < 0.05 in intragroup comparison respect PPn. ¥ P < 0.05 in intragroup comparison respect PRp.

The Appendix (Supplemental Digital Content 1, http://links.lww.com/AA/A296) contains significant P values for this table.

Serum NO and NOS Expression in Lung Tissue

A striking decrease in serum NO and NOS expression in
lung tissue was found pre- and postreperfusion of the
implanted lobe in control animal lungs. This decrease was
not detected in the SEV group (Table 5).

DISCUSSION

These results show that the administration of sevoflurane
before ischemic damage attenuates the deleterious effect of IR
on the lung in a pulmonary autotransplant model in pigs. In
addition, this approach reduces oxidative stress and the
inflammatory response generated during IR. To our knowl-
edge, this is the first study that demonstrates the use of APC
with sevoflurane to decrease the inflammatory response and
oxidative stress in an in vivo lung transplantation model.

Despite broad experience with volatile anesthetics during
mechanic ventilation, its effects on pulmonary inflammation
are controversial. In some experimental studies, this approach
has been shown to increase the inflammatory lung response
during mechanical ventilation,'"® ™ although other studies
have reported a decrease in the inflammatory response when
volatile anesthetics were compared with IV anesthesia.”' This
discrepancy could be based on differences in the experimental
models analyzed. Also, it has been demonstrated that the use
of volatile anesthetics before lipopolysaccharide-induced lung
injury is related to attenuation of the lung inflammatory
response and an improved outcome.*

The ability of volatile anesthetics to protect against
induced acute lung injury has been studied only in an
experimental setting. Liu et al. confirmed the protective
effects of APC with sevoflurane in isolated rat and rabbit
lungs that underwent IR."""'> We obtained similar results to
Liu et al. in terms of TNF-« and NO metabolism using APC
in the lungs of live animals as opposed to the experimental
isolated lung model that the previous authors used. How-
ever, IR damage is a more complex phenomenon, and as
such, it is not possible to rely on its effect on TNF-« as the
sole determinant of lung damage. In our study, we mea-
sured the effects of sevoflurane on IR damage not only on
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TNF-a in vivo (not in an isolated lung model) but also on
oxidative stress, as reflected by MDA, LPO, and MPO. The
proposed mechanism underlying volatile anesthetics” pro-
tection of the lung after reperfusion is not yet completely
known. There are 2 ways to explain this protection. First,
this protection appears to involve a decrease in Na,
K-ATPase, and sodium channel activities similar to those
found in myocardium.® The second is related to hypoxia
and microvascular permeability; in a recent study, we
observed the ability of sevoflurane to decrease TNF-a-
induced microvascular endothelial permeability.”® During
OLV, alveolar hypoxia occurs in the nonventilated lung,
which leads to the enhanced expression of adhesion mol-
ecules on alveolar epithelial cells with increased neutrophil
adherence that enhance endothelial permeability and there-
fore lung damage, demonstrating that the lower respiratory
epithelial compartment might play an important role in
inflammatory mechanisms during hypoxia-induced lung in-
jury** and altered surface phospholipids and apoprotein
biosynthesis by type Il alveolar epithelial cells. The effect of
OLV hypoxia vasoconstriction reduces ventilation/perfusion
mismatch, but it also results in tissue hypoxia. Yin et al.
showed congested lung vasculature in an experimental model
in pigs after 1 hour of OLV.* Therefore, the alveolar altera-
tions and the vasculature findings by Yin et al. support the
idea of compartmentalized lung inflammatory reactions.

Oxidative Stress and the Inflammatory Response
OLV has been correlated with oxidative stress, and both in
turn have been related to acute lung injury. In our study,
there were no differences in the duration of OLV or in
airway pressures between the 2 groups; as a result, we
eliminated this factor as a source of bias when we com-
pared oxidative stress between the groups. In our study,
the only difference between the groups was the adminis-
tration of sevoflurane for 90 minutes before ischemia.

We recorded an increase in LPO, MDA, and MPO in
both groups after reperfusion, although there was evident
attenuation of the increase in LPO and therefore of MDA in
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the sevoflurane group versus the control group that is
attributable only to the cytoprotective effect of sevoflurane.

A lower rate of tissue leukocyte infiltration was ob-
served in the SEV group. Volatile anesthetics inhibit the
endothelial adhesion and migration of neutrophils, reduc-
ing their activity both in vitro and in vivo,”*?” and the
lower tissue MPO levels in the SEV group probably oc-
curred through this mechanism.

Cytokines are crucial mediators in the bidirectional inter-
action between leukocytes and endothelial cells. As other
authors have found, we observed a reduced inflammatory
response in the SEV group, as determined by the progres-
sively lower and descending levels of TL-1 and TNF-o.**

Nitric Oxide Metabolism

NO exerts both beneficial effects (eNOS or NOS III and
nNOS or NOS I) and harmful effects (iNOS). Our results
show that NO in the control group decreased drastically
after ischemia, whereas the levels remained unchanged
throughout the process in the preconditioned group. This
may have been due to the decrease in the constitutive forms
of NOS observed in the control group after ischemia. A
number of studies have reported a reduction in endoge-
nous NO after pulmonary IR in both humans and animals.
This discovery could be associated with an increase in
iNOS expression that would cause endogenous NO to be
rapidly destroyed by reactive oxygen species after reperfu-
sion.*” Our findings are similar to those reported by other
authors who describe increased NO release after precondi-
tioning with sevoflurane in isolated hearts.” This observa-
tion could represent a cell-protective method based on the
maintenance of NO metabolic homeostasis versus other
methods such as the administration of exogenous NO in
lung transplantation.™

Hemodynamics and Oxygenation

Both anesthetic techniques afforded great hemodynamic
stability, the differences only being observed in terms of
heart rate after reperfusion, with higher values in the CON
group. This could be due to the tachycardia generated by
an increased amount of toxic metabolites that would recir-
culate after reperfusion in the CON animals in comparison
with the SEV group. Arterial oxygenation was similar
between the groups before reperfusion. However, after
reperfusion, greater venous oxygenation was observed in
swine that received sevoflurane before starting OLV than in
the CON group. Oxygenation of reimplanted lobar lung
was greater when APC with sevoflurane was used, perhaps
indicating better lung function as a consequence of a
reduction in the inflammatory response and a decrease in
oxidative stress after IR occurred; therefore, there is less
interstitial edema that would reduce gas exchange.

Clinical Applicability of the Experimental Model

The experimental model of IR considered in our study was
oriented towards clinical usefulness, because there are
many published case series on lung tumor resections with
cuff bronchoangioplasty.”* This technique has emerged
as a valid alternative to pneumonectomy in patients with
central tumors and scant respiratory reserve, and also in
live donor lobar transplantation,® which are characterized
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by IR damage. Lastly, there are cases of complicated tumors
in which the patient does not functionally tolerate pneumo-
nectomy. In such situations, pneumonectomy is followed by
ex situ lobectomy and posterior reimplantation of the remain-
ing lobe,™ with the subsequent lobar reperfusion process.
Also, one could surmise that attenuation of lung injury by
administering sevoflurane in donor lung cadavers during
organ extraction or when ex situ lung surgery is required
could be a promising option for clinical application to de-
crease IR injury in lung recipients. However, clinical studies
evaluating the efficacy of this promising pathway are re-
quired to improve lung transplantation outcomes.

In conclusion, the results of the present study indicate
that sevoflurane exerts an early cell-protective effect against
pulmonary IR damage, as evidenced by the decrease in
oxidative stress and in the intensity of the inflammatory
response. In addition, sevoflurane affords adequate homeo-
stasis of NO metabolism. &
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Introduccion: Eldafio pulmonar agudo porisquemia reperfusion (IR) hasido estudiado fundamentalmente
en modelos experimentales y clinicos con IR fria. Son limitados los estudios que profundizan en las
alteraciones bioquimicas durante la IR normotérmica (caliente). El objetivo del este trabajo es presentar
un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdo para el estudio de las fases mas precoces del sindrome
de IR normotérmica pulmonar.
Animales y métodos: Seis cerdos de la raza Large-White fueron sometidos a neumonectomia izquierda,
lobectomia craneal ex situ, reimplantacion del 16bulo caudal y reperfusién del mismo durante 30 min.
Durante el procedimiento se analizaron diferentes parametros para identificar cambios hemodinamicos,
gasométricos y bioquimicos en el modelo. El estudio estadistico se realizé con pruebas no paramétricas.
Resultados: Tras la isquemia, se observé en tejido pulmonar un aumento significativo (p <0,05) de meta-
bolitos de peroxidacién lipidica, de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 y MCP-1),
de actividad leucocitaria (mieloperoxidasa o MPO), de actividad 6xido nitrico sintasa inducible y de la
proteina quinasa MAPK p38, mientras que se observé un descenso deactividad tisular de las formas consti-
tutivas de NOS y de monéxido de carbono sérico. Estas alteraciones se mantuvieron o acentuaron durante
la reperfusién, donde se observé también una mayor actividad tisular hemo-oxigenasa constitutiva.
Conclusiones: Se presenta un procedimiento experimental de IR normotérmica pulmonar describiendo en
profundidad cambios hemodindmicos, gasométricos y bioquimicos. Tanto el modelo como los parametros
analizados podrian ser ttiles en el estudio de nuevas terapias moduladoras del dafo pulmonar agudo en
situaciones clinicas de IR normotérmica.

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

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

ABSTRACT

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

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

Animals y methods: Six Large-White pigs underwent a lung autotransplant which entailed left pneumo-
nectomy, ex situ cranial lobectomy, caudal lobe reimplantation and its reperfusion for 30 min. Throughout
the procedure, several parameters were measured in order to identify hemodynamic, gasometric and
biochemical changes. Non-parametric statistical analyses were used to compare differences between
periods.
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Results: Afterischemia, a significant increase (P<0.05)in lipid peroxidation metabolites, proinflammatory
cytokines and chemokines (TNF-q, IL-1f3 y MCP-1), neutrophil activation, inducible nitric oxide synthase
activity and protein-kinase MAPK p38 levels were observed in lung tissue. However, constitutive nitric
oxide synthase activity in lung tissue and carbon monoxide plasma levels were decrease. The same held
true throughout the reperfusion period, when an increase in the constitutive heme-oxygenase activity

was also shown.

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

IR induced lung injury.

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

Introduccion

Diversas situaciones clinicas obligan a someter al tejido pul-
monar a periodos de isquemia mas o menos prolongados, con el
consiguiente riesgo de dafio pulmonar agudo tras la reperfusion.
La mayoria de los estudios para preservar el tejido pulmonar de
los efectos de la isquemia reperfusion (IR) se realizan en mode-
los experimentales o clinicos de trasplante pulmonar con isquemia
frial. Sin embargo, existen situaciones clinicas en las que no es
posible el enfriamiento progresivo del pulmén, ni perfundirlo con
una solucién de preservacion antes de interrumpir la circulaciéon
sanguinea. Entre estas situaciones destacan las resecciones pulmo-
nares con angioplastia de la arteria pulmonar2-4 y los trasplantes
de l6bulo pulmonar de donante vivo. Situaciones menos frecuentes,
casi anecdoticas, son las resecciones pulmonares ex situ de tumo-
res centrales con reimplantacion del I6bulo o I6bulos pulmonares
viables®. En estos casos, parte del tejido pulmonar sufre un periodo
mads o menos prolongado de isquemia caliente (normotérmica) y
son frecuentes el edema de reperfusién y la necesidad de ventila-
cion prolongada en el postoperatorioS.

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

Animales y métodos

El estudio se realizé con la aprobacion del Comité de Inves-
tigacion y Experimentacion Animal de la institucion, siguiéndose
en todo momento la normativa europea y espaiiola respecto a la
manipulacion y cuidado de animales de experimentacion.

En seis cerdos de la raza Large-White se realizé un procedi-
miento de autotrasplante pulmonar ortotépico. El peso medio de
los animales fue 42,8 kg. La intervencién consistié en una neumo-
nectomia izquierda con lobectomia craneal ex situ, reimplantacion
del 16bulo caudal y reperfusion del mismo durante 30 min. El
tiempo medio del procedimiento fue de 289 min (rango: 232-
325min) y el tiempo medio de isquemia pulmonar fue de 90 min
(rango: 84-97 min). Al principio del procedimiento y durante los
periodos de isquemia y reperfusion, se analizaron diferentes para-
metros para identificar cambios hemodinamicos, gasométricos y
bioquimicos en el modelo.

Procedimiento quirtirgico

Se mantuvo a los animales en ayunas para alimentos soli-
dos durante 18 h antes del procedimiento, disponiendo de agua
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ad libitum. La premedicacion se realiz6 con ketamina intramuscular
a 10 mg/kg de peso. Una vez en quiréfano, se canalizé una via peri-
férica, se instaurd una oxigenacion previa 100% y se estableci6 una
monitorizacion con electrocardiograma (ECG) y pulsioximetria. La
induccién anestésica se realizé con propofol (4 mg/kg; Diprivan®,
Fresenius K), fentanilo (3 p.g/kg; Fentanest®, Kern Pharma) y atra-
curio (0,6 mg/kg; Tracrium®, Glaxo Smith Kline) a través de una
vena dorsal de la oreja. La intubacion se realiz6 con un tubo oro-
traqueal de 6-7 mm de diametro interno. La asistencia respiratoria
se llevo a cabo con un ventilador modelo Drager SA1. La ven-
tilacién se controlé por volumen (volumen corriente de 8 ml/kg,
12-15respiraciones/min, relacién entre inspiracion y espiracion de
1:2) y se ajusté durante la cirugia para mantener en sangre arterial
entre 35 y 40 mmHg de anhidrido carbdnico; la fraccién inspirada
de oxigeno (FiO,) se mantuvo en 1 durante todo el procedimiento.
Se realiz6 una traqueotomia quirdrgicay, tras retirar el tubo orotra-
queal, se introdujo un tubo anillado de 6 mm, lo que permitié con
mas facilidad la intubacién selectiva del bronquio derecho durante
la cirugia. La anestesia se mantuvo con propofol en perfusién con-
tinua (8-10mg/kg/h), con fentanilo y el atracurio en bolos, segiin
necesidades. Se mantuvo una perfusion intravenosa de ringer lac-
tato a 5-6 ml/kg/h, y de una sustancia coloide, hidroxietil almidon,
seglin requerimientos. Durante la intervencion, la monitorizacion
se realiz6 con ECG de 3 derivaciones, pulsioximetria, capnografia,
presion arterial invasiva y presién venosa central, para lo que se
cateterizaron laarteriay vena femorales. A través de la vena femoral
se introdujo un catéter de arteria pulmonar (catéter de termodilu-
cion 7,5-F, Edwards, Irving, California, EE.UU.). Para controlar la
diuresis se realiz6 una cistostomia suprapubica.

Tras estos procedimientos preliminares, el animal fue situado
endecubito lateral derecho y se practicé una toracotomia izquierda
con reseccion del cuarto o quinto arco costal. Para realizar la neu-
monectomia se disecaron sucesivamente la arteria pulmonar, la
vena pulmonar craneal, la vena pulmonar caudal y el bronquio
izquierdo. Entonces, se seccioné el bronquio izquierdo y se pro-
greso, bajo vision directa, el tubo orotraqueal hacia el bronquio
derecho, iniciando el periodo de ventilaciéon unipulmonar. La arte-
ria pulmonar izquierda se ocluyé con una pinza protegida cerca de
la bifurcacién de la arteria pulmonar principal y se seccioné dis-
talmente dejando un margen de 5 a 10 mm para poder realizar la
anastomosis arterial en el reimplante. La vena pulmonar craneal
fue ligada cerca de la auricula y seccionada. Para completar la neu-
monectomia, la vena pulmonar del 16bulo caudal se pinz6 cerca de
la desembocadura de la vena del 16bulo mediastinico, se seccioné a
1 02 mm de la pinza y fue suturada con punto continuo de prolene
6/0. Con esta maniobra se pudo conservar una longitud suficiente de
vena del I6bulo caudal para la anastomosis venoauricular del reim-
plante. Para prevenir una trombosis de la arteria pulmonar, que se
mantenia pinzada durante la cirugia de banco y el reimplante, se
procedi6, en el momento de su oclusion, a la heparinizaciéon con
300 Ul/kg en bolo.

Se prosigui6 con la cirugia de banco, realizando una lobectomia
craneal. El pulmén izquierdo fue perfundido de forma anterégrada



y retrograda con solucion de la Universidad de Wisconsin a 10-
15 °C, mientras se ventilaba con ambui (FiO3: 0,21), hasta conseguir
un efluente claro por la arteria y venas pulmonares. Se disecé el
pediculo del l6bulo caudal que iba a ser reimplantado: la arteria
pulmonar izquierda (tras ligadura y seccion de las ramas cranea-
les), la vena pulmonar caudal (liberada de adherencias pleurales
hasta las ramas segmentarias) y el bronquio principal izquierdo
(tras seccion y sutura del bronquio craneal).

Finalmente, el lobulo caudal se reimplanté mediante anastomo-
sis bronquial con sutura continua de prolene 4/0, sutura arterial
continua con prolene5/0 y sutura venoauricular continua con
prolene 6/0. Entonces, el tubo anillado se retird hacia la traquea
permitiendo la ventilacién del implante. La reperfusion se realizé
primero de forma retrograda, despinzando la auricula izquierda, y
después anterdgrada, despinzando la arteria pulmonar. La perfu-
sién del 16bulo reimplantado se mantuvo durante 30 min, tras los
cuales se procedié a la eutanasia del animal con profundizaciéon
anestésica e induccion de cardioplejia con cloruro potasico.

Pardmetros de estudio

Se registraron: el peso del animal, los tiempos de isquemia y la
duracion total del procedimiento y el tiempo de ventilacion uni-
pulmonar durante la intervencion.

Momentos de la medicién de variables y recogida de muestras

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

Estudios hemodindmicos

La frecuencia cardiaca fue monitorizada mediante ECG. Se utilizé
el catéter arterial para medir la presion arterial media. El catéter de
arteria pulmonar permitio la medicion y el calculo de los siguientes
parametros: presién arterial pulmonar media, presién capilar pul-
monar, presién venosa central, indice cardiaco y volumen sistolico.

Estudios gasométricos

En los momentos mencionados, en sangre arterial sistémica se
midio la presidn parcial de oxigeno (PO;) y de didxido de carbono
(PCO,),y el pH. Ademas, alos 10y alos 30 min de la reperfusién del
lébulo reimplantado se extrajo por puncion una muestra de sangre
de la vena pulmonar para estudiar la capacidad de intercambio de
gases del injerto, midiéndose en dichas muestras PO, PCO, v pH.
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Determinaciones bioquimicas en plasma

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

* Mondxido de carbono (CO): para cuantificar la cantidad de CO for-
mado, se aiiadid a todas las muestras hemoglobinay se determiné
la proporcién de carboxi-hemoglobina (CO-Hb) espectrofotomé-
tricamente segiin el método de Omura y Sato®,

Cuantificacion del edema pulmonar

Se expresa mediante la relacion peso hiimedo/seco. Se cal-
cula mediante la formula peso hiimedo-peso seco/peso hiimedo,
midiendo el peso seco tras incubar las muestras durante 24h a
60°C.

Estudio del estrés oxidativo y activacién leucocitaria en tejido
pulmonar

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

Mediadores inflamatorios en tejido pulmonar: Expresion de
citoquinas (TNF-a, IL-18), 6xido nitrico sintasas (endotelial-NOSe,
neuronal-NOSn e inducible-NOSi) y hemoxigenasas (HO-1, HO-2)

Se realizan por Western blot utilizando anticuerpos especificos
anti TNF-a (Endogen), anti-IL-13 (Bio Génesis), anti-nitric oxide
Synthasel, anti-nitric oxide Synthasell y anti-nitric oxide Synt-
haselll (Chemicon International, Inc.), anti-Heme Oxigenasel y
anti-Heme Oxigenase Il (Chemicon International, Inc.). Se expresan
como unidades arbitrarias.

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

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

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

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

Andlisis estadistico

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

Resultados
Hemodinamicos

La mayoria de las constantes hemodindmicas medidas se man-
tuvieron estables a lo largo del procedimiento. Sin embargo, se
registré un significativo incremento de la presion capilar pulmonar
durante la reperfusién del I6bulo reimplantado (tabla 1).
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Tabla 1

Parametros hemodindmicos
Parametro B PreN PreR Rep-10" Rep-30"
PAM (mmHg) 99 £ 6 102 £5 90 £ 6 88 +5 87 £5
PAPM (mmHg) 28 £2 27 £5 26+3 31 +4 31+3
FC (latido/min) 107 + 8 94 £ 10 101 £ 10 99+ 9 95+ 10
PVC (mmHg) 13+1 12+1 12+1 13 51 3=
PCP (mmHg) 151 16 + 1 17 £ 1 20 + 2% 2035
IRVS (dinas. seg/cm®.m?) 1.287 + 138 1.500 + 111 1.476 + 219 1.368 + 246 1.280 + 256
IRVP (dinas. seg/cm®.m?) 178 £ 11 205 + 54 196 + 48 179 + 37 139 + 23
IVS (ml/latido/m?) 51+6 56 +£8 45 + 4 51 +6 69 + 22
IC (I/min/m?) 56 +06 48 =04 45+0,6 5+09 62+18

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

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

Gasometrias

Los resultados de los estudios gasométricos en sangre arterial
sistémica y en sangre venosa pulmonar procedente del I6bulo reim-
plantado se muestran en la tabla 2. Se observé un descenso de
la PO, arterial (p<0,05) en las muestras extraidas antes de com-
pletar la neumonectomia y a los 10 min de reperfundir el pulmoén
implantado. La capacidad de oxigenaciéon pulmonar mejoré signi-
ficativamente tras 30 min de reperfusion.

Estudio del estrés oxidativo

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

Activacién leucocitaria

La actividad de la enzima MPO medida en el tejido pulmonar
se increment6 durante el procedimiento, observandose aumentos
significativos durante la reperfusion del implante (tabla 3).

Sistema hemo-oxigenasa/monoxido de carbono (HO/CO)

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

Citoquinas proinflamatorias

Los estudios con técnicas Western blot mostraron un incre-
mento progresivo de las citoquinas TNF-« e IL-1p3 en el tejido
pulmonar durante la isquemia y la reperfusion del mismo, como
se refleja en la tabla 3.

Proteina quimiotdctica de monocitos-1

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

Metabolismo del 6xido nitrico

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

Via de sefializacion intracelular de las MAPK

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

Discusion

Los modelos experimentales habituales que estudian la IR pul-
monar suelen asociarse a enfriamiento progresivo del 6rgano,
perfusion con soluciones de preservacion o a circulacion extracor-
porea, por lo que no son idéneos para el estudio de situaciones como
la reconstruccion de la arteria pulmonar o el trasplante lobular de
donante vivo, en las que el 6rgano es sometido repentinamente a
isquemia normotérmica o caliente. Es necesario el desarrolloy estu-
dio de modelos experimentales que permitan el estudio de terapias
que reduzcan el riesgo de lesiéon pulmonar aguda en estos pacien-
tes. La mayoria de las investigaciones sobre isquemia caliente
pulmonar se realiza en pequeiios roedores mediante técnicas de
oclusién vascular''2, siendo menos frecuentes procedimientos

Tabla 2
Parametros gasométricos
B PreN PreR Rep-10" Rep-30°
. - PO, (mmHg) 359 + 74 231 + 56° 315 + 65 243 + 64*; 302 + 66iF
angre arterid PCO, (mmHg) 39+3 46 +2* 45+ 4 48+ 4 50 + 6

sisieniod pH 7.48 + 0,02 7.42 +0,02* 7,41 + 0,02 7.4 +0,03" 7.41 + 0,04
Vena pulmonar (l6bulo PO, (mmHg) - - - 260 £ 55 295 + 46
caudal izquierdo PCO; (mmHg) - - - 37+6 42 +8
reimplantado) pH - - - 7.56 + 0,05 7,51 £ 0,07

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

B: basal; PO,: presion parcial de oxigeno; PCO;: presién parcial de diéxido de carbono; PreN: preneumonectomia; PreR: pre-reperfusion; Rep-10": 10 min postreperfusion;

Rep-30': 30 min postreperfusion.
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Tabla 3
Determinaciones bioquimicas

PreN PreR Rep-10' Rep-30’
Edema pulmonar 4,96 + 0,22 5,25 + 0,59 525 + 0,28 49 + 0,1
LPO mmol/mg proteina 2,51+ 023 3,65+ 044 | 376 £ 0,1 ¢ 388 +0,13 ¢
MDA (pmol/mg proteina) 325+0,1 3,95+ 0,03 § 491 + 0,11 i} 538 + 0,1 {f
MPO (Ul/mg proteina) 0,06 + 0,006 0,1 + 0,006 0,19 + 0,005 0,23 + 0,008 ¢
CO (pmol/ml) 2,513 £ 0,11 2,34 £ 0,057 247 £0,12 % 2,46 + 0,08
HO-1 (unidades arbitrarias) 0,67 + 0,03 0,647 + 0,07 0,76 + 0,07 0,79 + 0,04
HO-2 (unidades arbitrarias) 0,667 + 0,2 0,819 + 0,22 0,908 + 0,21 { 0,872 + 0,04 ¢
IL-1B (unidades arbitrarias) 1,25 + 0,01 1,87 £ 0,05 { 1,83 +£ 0,05 { 1,87 £ 0,03 §
TNF-« (unidades arbitrarias) 0,71 £ 0,02 0,89 £ 0,03 § 0,95 + 0,03 it 1,27 £ 0,03 11F
MCP-1 (pg/mg proteina) 0,339 + 0,2 0,67 + 0,141 0,43 + 0,1 0,565 =+ 0,02
NO (nmol/ml) 40,04 + 7.2 244 + 337 2538 £ 6,01 26,09 + 4,5 1
NOSe (unidades arbitrarias) 1,66 + 0,01 1,29 £ 0,02 ¢ 1,41 £ 0,04 ¢ 1,344+ 002+
NOSn (unidades arbitrarias) 1,48 + 0,01 0,97 + 0,04 § 1,2 £ 0,05 it 1,24 +£ 0,04 ¢
NOSi (unidades arbitrarias) 1,76 + 0,01 1,81 £ 0,05 § 1,96 + 0,02 i} 2,06 + 0,04 i
MAPK p38 (ng/mg proteina) 4985 + 0,3 951 +167 586+ 091 557 +1,01¢
JNK (ng/mg proteina) 2,381 +03 262 +0.2 2,08 £0,1 197 £ 021
ERK (ng/mg proteina) 411+ 04 423 +03 4,823 + 0,6 4,02 + 04

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

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

1p <0,05 vs PreN; ip <0,05 vs PreR; T p<0,05 vs Rep-10'.

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

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

Enestudios experimentales de IR normotérmica, el dafio pulmo-
nar agudo se manifiesta clinicamente con aumento de la resistencia
vascular pulmonar, edema pulmonary deterioro de la capacidad de
intercambio gaseoso. En la mayoria de estos estudios la isquemia se
mantiene entre 2 y 3 h y estas alteraciones son patentes tras varias
horas de reperfusion'>2324, En nuestro modelo, disefiado para el
estudio de la respuesta inflamatoria precoz, las diferentes varia-
bles hemodindmicas se mantuvieron relativamente estables a lo
largo del procedimiento. Observamos un incremento significativo
de la presion capilar pulmonar durante la reperfusién y alteracio-
nes gasomeétricas tras el inicio de la ventilacién unipulmonary a los
10 min del inicio de la reperfusion. Consideramos que esta estabi-
lidad clinica confiere mayor fiabilidad a los hallazgos bioquimicos
observados.

En cuanto a los mecanismos bioquimicos implicados en el dano
porIRde cualquier 6rgano, numerosos estudios sefialanala produc-
cion de radicales libres de oxigeno (RLO), la activacion de leucocitos
polimorfonucleares y la produccion de citoquinas proinflamatorias,
como importantes mediadores de la respuesta inflamatoria.

Durante la IR se generan RLO que provocan lisis celular por lipo-
peroxidacién de los acidos grasos libres de las membranas?>. El
grado de lipoperoxidacién, e indirectamente la presencia de RLO,
puede medirse por la presencia de lipoperéxidos (LPO) y de MDA
tisular. En el presente modelo se observa un aumento progresivo de
MDA y LPO en tejido pulmonar, desde la fase final de la isquemia
hasta 30 min después de la reperfusion, lo que indica claramente
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que el aumento del estrés oxidativo tisular es una consecuencia
precoz de la IR. Resultados similares, tras isquemia normotérmica,
se han observado en pulmén aislado de rata® y mediante oclusién
in situ de la arteria pulmonar en perros?’,

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

Una de las consecuencias del incremento tisular de RLO es la
activacion del sistema HO/CO. La HO es una enzima microsomal
que cataliza el paso limitante de la degradacion del grupo hemo,
convirtiéndolo en biliverdina, CO y Fe™**. Existe una creciente evi-
dencia del papel protector de esta enzima y sus metabolitos frente
a la lesion por IR?9. La isoforma constitutiva, HO-2, se expresa en
condiciones basales en numerosos tejidos, mientras que laisoforma
inducible, HO-1, también llamada proteina de choque térmico 32,
se eleva ante situaciones de estrés como la IR. Por otra parte, el CO
se presenta como una potente molécula antiinflamatoria y antia-
poptética, y su efecto parece mediado por la activacion de la via de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK)3. En linea
con estos trabajos, en nuestro estudio observamos un aumento de
actividad tisular de HO durante la reperfusion, lo que indirecta-
mente implica un aumento local de CO, mientras que el descenso
de niveles de CO en sangre podria deberse a su consumo periférico
alreaccionar con RLO y NO. Algunos autores han descrito resultados
semejantes en ratas durante IR caliente hepatica®! y pulmonar3°.

Ademas de la activacion del sistema HO/CO, se ha descrito que
los RLO estimulan la sintesis y liberacion de diferentes citoquinas
y quemoquinas por parte de los macréfagos tisulares. Esta activa-
cién de los macroéfagos se ha relacionado con la fase precoz de la
respuesta inflamatoria a la IR?532, La IL-1B y el TNF-a son citoqui-
nas proinflamatorias cuya implicacién en las primeras etapas de la
respuesta inflamatoria a la IR es bien conocida, pero recientemente
se ha atribuido un papel crucial en este proceso a la MCP-1, una
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quemoquina que regula la migracién y activacion de monocitos y
macréfagos, aunque su funcién protectora o deletérea atin no ha
sido bien definida®233, En nuestro experimento, estas tres molé-
culas se elevan significativamente en el tejido pulmonar durante
la isquemia, manteniéndose niveles elevados tras 10 y 30 min de
reperfusion. Destaca el aumento progresivo del TNF-a, lo que res-
paldaria los resultados de otros autores que sefialan a esta citoquina
como un mediador inflamatorio crucial tanto en la fase inicial como
tardia de la IR**. Nuestros datos podrian relacionarse con un estu-
dio de Krishnadasan et al, realizado en ratones, en el que se observa
un aumento de IL-13 y el TNF-a en tejido pulmonar a los 60 min de
su reperfusion, tras un periodo de 90 min de isquemia caliente!!.
Sin embargo, en el mismo modelo experimental, la MCP-1 sélo
es detectada tras 4 h de reperfusiéon pulmonar3, discrepancia que
podria deberse a las diferencias en el modelo experimental o a la
sensibilidad de la técnica de medicion.

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

Para profundizar en el perfil biomolecular de la respuesta infla-
matoria de este modelo, estudiamos la activacion de las MAPK.
Recientes estudios implican a las MAPK como mediadores intra-
celulares de la respuesta inflamatoria a la IR, de forma que los
componentes finales de esta via de sefializacion se trasladan al
nicleo y activan factores de transcripcion y la expresion de deter-
minados genes. Las MAPK incluyen diferentes familias de enzimasy
rutas de activacion, destacando las de la MAPK p38, la JNK y la ERK,
pero el papel especifico de cada una de ellas es atn discutido®”.
Las dos primeras son activadas por citoquinas proinflamatorias
como la IL-18 y el TNF-a, y también por los RLO%8. También se
ha observado que la MCP-1 es capaz de activar las tres rutas de
sefializacion9. Ademas, estudios in vitro (con células de endotelio
pulmonar) e in vivo (IR caliente pulmonar en ratas) demuestra que
el CO tiene un efecto anti-apoptotico durante la IR y que este efecto
es mediado por la MAPK p38°3C, El aumento significativo de activi-
dad MAPK p38 que detectamos en el pulmén isquémico sugieren
la activacion de esta via de sefalizacion intracelular en respuesta
a diferentes mediadores como la IL-13, TNF-o,, MCP-1 0 el CO que
también encontramos elevados al final del periodo de isquemia.
Igualmente, la generacién de RLO, evidente por los productos de
peroxidacion lipidica, podria estar implicada en esta activacion de
la via de las MAPK. Futuras investigaciones deberan esclarecer en
qué grado esta via amplifica y perpetia la respuesta inflamatoria o,
por el contrario, desempefia un papel protector frente a la IR.

En resumen, se presenta un procedimiento experimental de
autotrasplante pulmonar en cerdo como modelo de estudio del
sindrome de IR pulmonar en grandes mamiferos, y por ende en
humanos. Se describen en profundidad cambios hemodindmicos,
gasométricos y bioquimicos que pueden servir de pardmetros de
control en el estudio de nuevas terapias moduladoras del dano
pulmonaragudo por IR. El modelo, ademas de presentar gran simili-
tud con procedimientos quirtrgicos como la angioplastia pulmonar
o el trasplante lobular de donante vivo, podria servir como paso
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previo al desarrollo de técnicas de autotrasplante pulmonar que,
en un futuro, ofrezcan una esperanza real de tratamiento quirar-
gico a pacientes con cdncer de pulmdn y baja reserva funcional
respiratoria. La asociacion de novedosos procedimientos como la
perfusién pulmonar ex vivo?® podria ampliar atin mas el campo de
investigacion de este modelo.
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