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La ligera paloma, en su libre vuelo,

al cortar el aire la resistencia del cual siente,

podria imaginarse poder volar todavia mejor en el vacio.

Immanuel Kant, Critica de la Razén Pura
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Resumen

Introduccién: Durante la cirugia de reseccion pulmonar se produce una respuesta
fisiolégica inflamatoria debido por un lado a la agresién quirdrgica y por otro al dafio pulmonar
que se puede producir durante la ventilacion unipulmonar. Esta inflamacién es crucial, ya que
existe una importante relacién entre la intensidad de la respuesta inflamatoria durante la

cirugia y la frecuencia y gravedad de las complicaciones postoperatorias.

La activacion del sistema nervioso simpatico perioperatoria tiene la capacidad de alterar
la respuesta inflamatoria intra y postoperatoria. La activacidn de los receptores beta-
adrenérgicos aumenta la expresién de mediadores pro y antiinflamatorios, y el bloqueo de
dichos receptores puede atenuar esta respuesta. Las citoquinas producidas en el dafio
pulmonar agudo tienen un papel fundamental en el inicio y la propagacién de la respuesta

inflamatoria, produciendo una respuesta inflamatoria sistémica, apoptosis y dafo al glicocalix.

El Esmolol es un farmaco que bloquea selectivamente los receptores -1 adrenérgicos. Se
ha demostrado que disminuye el dafio de isquemia-reperfusidn, el estrés oxidativo y la
expresion de citoquinas proinflamatorias. Ademas, diferentes investigaciones han comprobado
su potencial como protector endotelial. Todos estos efectos, no relacionados con su capacidad
para modular la respuesta hemodinamica, podrian ser Utiles para atenuar la respuesta
inflamatoria en la cirugia de reseccién pulmonar con periodos de ventilacién unipulmonar,

donde intervienen los mecanismos antes citados.

Hipétesis: El antagonismo farmacolégico de los receptores beta-adrenérgicos, mediante la
administracidn perioperatoria de una perfusion continua de esmolol, podria atenuar la
respuesta inflamatoria asociada al estrés que conlleva la cirugia de reseccién del parénquima

pulmonar con periodo de ventilacién unipulmonar en un modelo experimental porcino.



Objetivo Principal: Analizar el efecto de una perfusion continua perioperatoria de esmolol
intravenoso sobre la respuesta inflamatoria sistémica en el intra y perioperatorio de un

modelo experimental de cirugia de reseccién pulmonar.

Material y Métodos: Veinticuatro cerdos de la raza Large White son divididos en tres
grupos de ocho animales. El grupo Control y el grupo Esmolol son sometidos a una cirugia de
reseccion pulmonar con ventilacidon unipulmonar bajo anestesia general. Al grupo Esmolol le es
administrada una perfusién de esmolol durante la intervencién. El grupo Sham es sometido a
una toracotomia bajo anestesia general, sin realizarse reseccion pulmonar o ventilacion
unipulmonar. Durante el procedimiento se monitorizan pardmetros hemodinamicos y se
obtienen muestras de sangre. 24 horas después se obtienen biopsias hepaticas bajo anestesia

general.

En suero se analizan TNFa, IL-1, Syndecan, NO y catepsina. En biopsias hepaticas se
analizan TNFaq, IL-1, IL-10, NF-kB, MCP-1, eNOS, iNOS, Syndecan, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD y BAK.
Se utilizé Western Blotting para medir la expresién de TNFa, IL-1, Syndecan y catepsina en
suero; asi como de TNFa, IL-1, IL-10, Nf-KB, MCP1, eNOS, iNOS, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD, BAK y
Syndecan en biopsias hepaticas. Se utilizd ELISA para medir en suero niveles de TNFa e IL-1. Se
utilizé RT-PCR para medir los niveles de ARN mensajero de TNFa, IL-1, IL-10, NF-kB, MCP1,

eNOS e iNOS en biopsias hepaticas.

Resultados: No se observaron diferencias significativas entre los grupos en los pardmetros
hemodinamicos mas importantes, incluyendo PAM, FC, e IC. Similarmente, no se hallaron
diferencias entre el grupo Control y Esmolol en los pardmetros gasométricos y respiratorios,

incluyendo Pa02, PaCO2, pH y PPaw.

En suero se objetivan aumentos de TNFa, IL-1 y Syndecan en el grupo Control respecto al

Sham, que resultan disminuidos mediante el tratamiento con esmolol. NO disminuye con la



cirugia de reseccién pulmonar pero el esmolol aminora esta reduccion. No hay diferencias en

cuanto a catepsina.

En biopsias hepaticas se observd que el esmolol produce un descenso significativo de las
citoquinas proinflamatorias TNFa, IL-1 y MCP-1, asi como de NF-kB con respecto al grupo

Control; mientras que aumenta los niveles de la citoquina antiinflamatoria IL-10.

El tratamiento con esmolol produce aumento de los niveles de eNOS en biopsias hepaticas

con respecto al Control, mientras que reduce los niveles de iNOS y Syndecan.

Se produce con esmolol un descenso en BAX, BAD y BAK con respecto al grupo Control,
mientras que no se encontraron diferencias significativas entre estos grupos en Bcl-2 y PUMA

en las biopsias hepaticas.

Conclusiones: La ventilacidn unipulmonar y la cirugia de reseccion pulmonar produce una
respuesta inflamatoria hepatica y sistémica, asi como una alteracion en la funcién endotelial,

en la integridad del glicocalix y una respuesta apoptodtica en el parénquima hepatico.

El tratamiento con esmolol reduce la respuesta inflamatoria hepatica y sistémica

producida por la ventilacion unipulmonar y reseccidon pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenua la alteracién en la funcion endotelial y el dafio al

glicocalix producido en la cirugia de reseccién pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenua parcialmente la respuesta apoptética hepatica

producida en esa cirugia.

La perfusion de esmolol a las dosis estudiadas no produce cambios significativos desde el

punto de vista hemodindmico y respiratorio en animales sanos.
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Summary

Introduction: A physiological inflammatory response is produced during lung resection
surgery, partly due to surgical aggression and partly due to pulmonary injury produced during
one lung ventilation. This inflammation is crucial, considering the notable relationship between
the intensity of the inflammatory response during surgery and postoperative complication

frequency and severity.

Perioperative activation of the sympathetic nervous system has the capacity to alter intra
and postoperative inflammatory response. Activation of beta-adrenergic receptors increases
the expression of pro and anti-inflammatory mediators and blocking these receptors can
attenuate this response. Cytokines produced during acute pulmonary damage play a
fundamental role in the initiation and propagation of the inflammatory response, producing a

systemic inflammatory response, apoptosis and damaging the glycocalyx.

Esmolol is a drug that selectively blocks B-1 adrenergic receptors. It has been proven to
diminish ischemia-reperfusion damage, oxidative stress and proinflammatory cytokine
expression. Additionally, different investigations have proven its potential as an endothelial
protector. These effects, unrelated with its capacity to modulate hemodynamic response,
could be useful in attenuating the inflammatory response in lung resection surgery with

periods of one lung ventilation, where the previously cited mechanisms intervene.

Hypothesis: Pharmacologic antagonism of beta-adrenergic receptors, through
perioperative administration of a continuous perfusion of esmolol, could attenuate the stress-
associated inflammatory response elucidated by lung resection surgery with a period of one

lung ventilation in a porcine experimental model.
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Primary Objective: To analyze the effect of a continuous perioperative intravenous
perfusion of esmolol on intra and perioperative systemic inflammation in an experimental lung

resection model.

Material and Methods: Twenty-four Large White pigs are divided in three groups, with
eight animals each. Control and Esmolol groups are subjected to pulmonary resection surgery
with one lung ventilation under general anesthesia. An esmolol perfusion is administered to
Esmolol group during the procedure. Sham group is subjected to thoracotomy under general
anesthesia, without performing pulmonary resection or one lung ventilation. Hemodynamic
parameters are recorded during the procedure and blood samples are extracted. 24 hours

later, hepatic biopsies are obtained under general anesthesia.

Serum levels of TNFa, IL-1, Syndecan, NO and cathepsin are determined. TNFa, IL-1, IL-10,
NF-kB, MCP-1, eNOS, iNOS, Syndecan, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD and BAK are analyzed in liver
biopsies. Western blotting was used to determine serum expression of TNFa, IL-1, Syndecan
and cathepsin; as well as TNFa, IL-1, IL-10, NF-kB, MCP1, eNOS, iNOS, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD,
BAK and Syndecan in liver biopsies. ELISA was used to measure serum levels of TNFa and IL-1.
RT-PCR was used to measure ARNm levels of TNFa, IL-1, IL-10, NF-kB, MCP1, eNOS and iNOS in

liver biopsies.

Results: No statistically significant differences were observed between the groups in the
most important hemodynamic parameters, including MAP, HR and Cl. Conversely, no
differences in gasometric and respiratory parameters were found between Control and

Esmolol groups, including Pa02, PaCO2, pH and PPaw.

Rises in TNFa, IL-1 and Syndecan were observed in Control group in comparison with

Sham, which were diminished with esmolol treatment. NO decreases with pulmonary

12



resection surgery but esmolol lessens this reduction. No differences were found regarding

cathepsin.

In liver biopsies esmolol produced a significant reduction in proinflammatory cytokines
TNFa, IL-1 and MCP-1, as well as NF-kB, when compared to Control group; while increasing

levels of anti-inflammatory cytokine IL-10.

Treatment with esmolol causes an increase in eNOS y liver biopsies relative to Control

group, while reducing iNOS and Syndecan levels.

With esmolol, a reduction in BAX, BAD and BAK is observed in comparison to Control
group, but no statistically significant differences were observed between these groups

regarding Bcl-2 and PUMA in liver biopsies.

Conclusions: One lung ventilation and pulmonary resection surgery produces an hepatic
and systemic inflammatory response, as well as alterations in endothelial function, in

glycocalyx integrity and an apoptotic response in hepatic parenchyma.

Treatment with esmolol reduces hepatic and systemic inflammatory response produced by

one lung ventilation and pulmonary resection.

Treatment with esmolol attenuates the alteration in endothelial function and damage to

the glycocalyx produced in lung resection surgery.

Treatment with esmolol partially attenuates the hepatic apoptotic response produced in

this surgery.

An esmolol infusion at the studied doses does not produce significant changes form the

hemodynamic and respiratory point of view in healthy animals.

13
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1. Respuesta inflamatoria

1.1 Generalidades

La respuesta inflamatoria o respuesta al estrés es una reaccion fisioldgica al dafio organico,
desarrollada para maximizar el potencial de curacién del organismo. Sus signos y sintomas
clasicos fueron descritos por Aulo Cornelio Celso en el siglo primero como calor, tumor, rubory
dolor, a lo que posteriormente se sumo pérdida de funcidn del 6rgano afectado. Inicialmente se
consideraba un proceso Unicamente deletéreo y localizado en un punto concreto del cuerpo,

como podemos deducir de los sintomas citados.

Desde la antigliedad se han buscado formas de combatir la inflamacién, aun cuando sus
mecanismos no habian sido esclarecidos. Quiza la instancia mas conocida de esto es la
utilizacién por parte de Hipdcrates y los antiguos griegos el extracto de la corteza de sauce (o
salix) para tratar la fiebre y el dolor. Esto acabaria culminando en la sintesis del acido acetil
salicilico en el siglo XIX y su posterior comercializacion como Aspirina, que se convertiria en uno

de los farmacos més utilizados de la historia.?

Esta lucha constante contra la inflamacidn, tan antigua como la propia practica de la
medicina, no es casual, ya que la inflamacién forma parte fundamental de la patogénesis de una
plétora de enfermedades diferentes. A nivel cardiovascular la inflamacion es parte fundamental
de la ateroesclerosis y la ruptura de las placas de ateroma, contribuyendo por lo tanto al infarto
de miocardio v al ictus, dos de las principales causas de mortalidad a nivel mundial.?
Similarmente, la relacidon entre la inflamacion y la diabetes de tipo 2, otra de las patologias mas
importantes en nuestro medio estd cada vez mas clara.® No podemos olvidar las patologias
pulmonares, siendo un factor clave en el desarrollo de asma u OCFA (Obstruccion Crénica del

Flujo Aéreo).*
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Esas son sélo algunas de las patologias mas relevantes en las que la inflamacién juega un
papel importante, pero la lista completa de estas patologias es inabarcable y afecta a
practicamente todos los érganos y sistemas del cuerpo humano, desde las enfermedades
inflamatorias intestinales, pasando por la pancreatitis y su relacién directa con el letal cancer de
pancreas, hasta la enfermedad de Alzheimer en el cerebro o las enfermedades hepaticas

crénicas.”

A pesar de lo anterior, hoy en dia sabemos que es un mecanismo de supervivencia comun a
todos los animales vertebrados sin el cual seria imposible la curacion de la mayoria de heridas e
infecciones, convirtiéndose en patoldgico Unicamente cuando la respuesta inflamatoria es
insuficiente o excesiva. Es ademads un proceso sistémico, no meramente local, constando de
diferentes componentes, tanto inmunoldgicos, como hematoldgicos, hemodindmicos y

endocrinos.

Desde el punto de vista endocrinoldgico, se produce la activacidn hipotaldmica del sistema
nervioso simpatico vy la liberacidn hipofisaria de hormonas entre las que destacan la hormona
adrenocorticotrdpica (ACTH por sus siglas en inglés) y hormona de crecimiento humana. La
ACTH condiciona a su vez liberacién de cortisol. Esto produce una disminucién en la secrecién
de insulina, asi como una disminucién de sus efectos a nivel periférico, denominado resistencia
a la insulina. Se produce también un descenso en la producciéon de hormona tiroidea, asi como
un aumento en la produccion de glucagdn. La respuesta endocrina al estrés es por lo tanto una
respuesta catabdlica, que permite a otros tejidos efectores de la respuesta inflamatoria tener
los recursos adecuados para desempefiar su funcién, como por ejemplo la glucosa necesaria
para el metabolismo de los leucocitos o los aminodcidos que sirven de sustrato al higado para la

sintesis proteica.

A nivel cardiopulmonar, se produce concomitantemente vasodilatacién e incremento del
gasto cardiaco, permitiendo movilizar los recursos mencionados anteriormente, asi como un

18



incremento en la ventilacion para proporcionar el oxigeno necesario y eliminar el diéxido de

carbono producido por este estado hipermetabdlico.

Atendiendo a los vasos sanguineos, observamos un aumento de la permeabilidad vascular,
producido en parte por la separacion de las uniones estrechas capilares, permitiendo el paso de
fluido y sustratos, asi como de leucocitos, inicialmente neutrdfilos y macroéfagos, a las zonas
lesionadas. Esto facilita la llegada de estos elementos a zonas peor vascularizadas, o bien que

hayan podido ver comprometida su vascularizacion por el mecanismo lesional. ®

Estos mecanismos son beneficiosos para la recuperacion generalmente, pero si no son
adecuadamente regulados tienen potencial para resultar muy deletéreos. Un aumento excesivo
o demasiado mantenido en el tiempo de la permeabilidad vascular provocara excesiva
extravasacion de liquido y edema. Si el estado de hipercatabolismo se mantiene en el tiempo se
producira un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, llamado sepsis si el agente causal es
infeccioso. Estas complicaciones suponen un aumento significativo de la morbilidad y
mortalidad de los pacientes, suponiendo una de las causas mas importantes de muerte en el

mundo. ’
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Fig 1: Efectos sistémicos de la respuesta inflamatoria. SNC: Sistema Nervioso Central. GC: Gasto cardiaco. VM:

Volumen minuto.

1.2 La cascada inflamatoria
La inflamacién puede estar causada por una plétora de factores etioldgicos diferentes.

Pueden ser:

¢ Infecciosos: bacterias, virus y otros microorganismos.

e Fisicos: quemaduras, radiacion ionizante, frio o calor intensos, traumatismos.

e Quimicos: toxinas, irritantes quimicos u otras sustancias nocivas.

e Bioldgicos: células dafiadas o restos celulares.
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Receptores en la superficie de las membranas celulares, llamados genéricamente PRR
(Patern Recognition Receptors) reconocen patrones moleculares asociados a patégenos o al
dafio (PAMP y DAMP respectivamente, por sus siglas en inglés). Estos receptores se expresan
tanto en células inmunes como no inmunes. Son receptores de diferentes tipos, siendo los mas
estudiados los Toll-like receptors, pero también existen otro como los receptores de lectina de
tipo C, receptores similares al gen inducible por acido retindico, y receptores similares al

dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos.®

Estos receptores activan vias de sefializacién celular, principalmente las vias mediadas por
NF-kB, MAPK, y JAK-STAT, que activan la transcripcion de citoquinas proinflamatorias
principalmente en macrdéfagos y mastocitos, siendo las mds importantes de estas citoquinas

TNFaq, IL-1 e IL-6, iniciando la cascada inflamatoria.®

La IL-1 y el TNFa inducen a las células endoteliales a expresar moléculas que actdan como
ligandos de las integrinas leucocitarias, favoreciendo la adhesidon de los leucocitos al endotelio
vascular. También inducen la secrecion de quimiocinas, permitiendo el reclutamiento y

migracion de leucocitos al lugar de la inflamacion.

Los macréfagos y neutrofilos activados que llegan a los tejidos generan una serie de
moléculas con el objetivo de eliminar microorganismos u otros elementos dafiinos que
fagocitan. Generan especies reactivas de oxigeno (ROS), sustancias muy oxidantes y reactivas
que destruyen microorganismos y otras células; especies reactivas del nitrégeno (RNS), como

éxido nitrico, producidas por la enzima Oxido Nitrico Sintetasa Inducible (iNOS); y enzimas

proteoliticas, como elastasa o catepsina G. Todas estas moléculas son también muy toxicas para
las células y la matriz extracelular del huésped, por lo que pueden producir un dafio tisular

importante.’
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Fig 2: Inicio de la cascada inflamatoria. DAMP/PAMP: Damage/Pathogen Associated Molecular Pattern. PPR:

Pattern Recognition Receptors. ROS/RNS: Reactive Oxigen/Nitrogen Species.

2. Respuesta inflamatoria en cirugia de reseccion pulmonar

2.1 Generalidades

El trauma quirdrgico desencadena una amplia respuesta inflamatoria sistémica mediada por
factores hormonales, inmunes y metabdlicos. La reaccién inflamatoria se inicia, como hemos
visto anteriormente, por la liberacién de DAMPs, que se produce en el contexto quirldrgico se
pueden producir por una amplia variedad de mecanismos. El mas evidente es el dafio directo
producido a las células por la propia agresion quirdrgica, al realizar las incisiones necesarias,
resecar tejidos, etc. Otro mecanismo es la hipoperfusion, al resecarse o comprimirse vasos
sanguineos, o por la hipotensidon o pérdida sanguinea que puede ocasionar la cirugia,
impidiendo que los tejidos reciban el aporte sanguineo que necesitan para su mantenimiento
metabdlico. Muy ligado a lo anterior se encuentra la lesién por isquemia-reperfusion,
combinando la mentada lesién por hipoperfusién con la subsiguiente recuperacién del aporte
sanguineo y con ello la formacion de ROS y el paso de mediadores de isquemia a la circulacién

general. También la transfusion de sangre, frecuente tratamiento ante el sangrado quirdrgico
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esta fuertemente relacionado con la inflamacién perioperatoria. Por Ultimo, tenemos que
considerar la ventilacion mecanica como mecanismo inflamatorio importante como

describiremos en detalle mas adelante.*°

Los mecanismos antes citados van a producir la liberacion de DAMPs que inician la cascada
inflamatoria como hemos descrito, o incluso pueden producir directamente la liberacién de
citoquinas proinflamatorias por parte de las células implicadas. En cualquier caso, se producird
leucocitosis en sangre, con migraciéon de monocitos y aumento de su capacidad fagocitica en los
tejidos dafiados. En estos tejidos se produce una subsiguiente liberacién de citoquinas mediada
por monocitos en la zona de la lesion, incluyendo TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8, retroalimentando y

perpetuando asi la reaccién inflamatoria.!

2.2 Importancia Clinica en Cirugia

Segun un estudio analizando los datos de 2005, se realizan aproximadamente 234 millones
de procedimientos de cirugia mayor al afio en el mundo. De ellos, alrededor de 1,3 millones de
pacientes sufren complicaciones postoperatorias, y 315.000 pacientes fallecen durante su
estancia hospitalaria.’? Un estudio posterior analizando las cifras de 2012 revela un total
estimado de 312 millones de cirugias mayores al aio.!® Teniendo en cuenta el incremento de la
poblacion y la tendencia global, esos elevados nimeros probablemente hayan seguido en
aumento durante los ultimos afios y sigan aumentando en el futuro. La morbimortalidad
perioperatoria es por lo tanto un problema con importancia global que previsiblemente seguira
en aumento en los préximos afios, y cualquier reduccién de la mortalidad puede contribuir a

evitar miles de muertes anualmente.

Desde hace décadas conocemos la relacidn entre cirugia e inflamacién, sabiendo que la
agresion quirdrgica produce en los pacientes una respuesta inflamatoria que podemos
cuantificar de forma objetiva, midiendo la produccidn de citoquinas inflamatorias. ** Esto da

lugar a la realizacién de multiples estudios posteriores relacionando la respuesta inflamatoria
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con complicaciones postoperatorias, llevandonos a la conclusién de que la respuesta
inflamatoria perioperatoria es una parte fundamental de muchas de las complicaciones
postoperatorias mas importantes, y por lo tanto condiciona enormemente la morbilidad y

mortalidad quirurgica.

Las infecciones en el medio quirudrgico se encuentran entre las complicaciones mas
importantes, siendo culpables de incrementos en la mortalidad perioperatoria, asi como
estancia hospitalaria aumentada y aumento de costes totales.'® La respuesta inflamatoria
perioperatoria exacerbada, manifestada como un aumento de la citoquina proinflamatoria IL-6,
ha demostrado relacién con el desarrollo de sepsis postoperatoria. *® Dentro de la propia cirugia
de reseccién pulmonar se han constatado estos hallazgos, habiéndose relacionado la respuesta

inflamatoria en el periodo intraoperatorio con la aparicion de complicaciones infecciosas. Y/

Las complicaciones respiratorias tienen una importancia cardinal en la cirugia toracica,
siendo una causa fundamental de morbilidad y mortalidad, con una incidencia muy significativa,
en torno al 16% seguin un estudio reciente.’® También este tipo de complicaciones se han

relacionado con la respuesta inflamatoria perioperatoria.’

El delirio y la disfuncion cognitiva postoperatoria son otras de las complicaciones
postquirdrgicas mas importantes, afectando segun algunos estudios en torno a un 15% de los
pacientes quirdrgicos por encima de 60 afios, mientras que otros lo cifran hasta en un 40%.%°
Este grupo demografico es tremendamente prevalente en nuestro medio y estd en continuo
aumento. La aparicidon de esta complicacion ha demostrado estar intimamente ligada a la
respuesta inflamatoria sistémica, que a su vez produce la neuro-inflamacién culpable de este
efecto adverso, que resulta a su vez en un aumento de tiempo de hospitalizacién e incluso de

mortalidad. También puede persistir el deterioro cognitivo semanas tras la cirugia.?® %
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Ante la importancia clinica de la respuesta inflamatoria perioperatoria, han ganado cada vez
mayor importancia diferentes intervenciones que se pueden realizar para minimizar esta
respuesta. El éxito de estas medidas tanto para reducir la inflamacién como para

especularmente reducir las complicaciones perioperatorias pone de manifiesto una vez mas la

trascendencia de esta respuesta inflamatoria perioperatoria.

Un ejemplo evidente de esto es la cirugia laparoscépica, una forma de cirugia menos
invasiva que pretende reducir la intensidad del trauma quirudrgico. La cirugia laparoscépica ha
demostrado producir una elevacién menor de citoquinas proinflamatorias en sangre en
comparacion con la cirugia abierta, y en consecuencia se asocia a una menor tasa de

complicaciones durante el periodo postoperatorio.?? 2

2.3 Importancia Clinica en Cirugia de Resecciéon Pulmonar

La cirugfa tordcica representa un importante desafio, tanto desde el punto de vista de las
complicaciones como de la respuesta inflamatoria perioperatoria. La cirugia de reseccién
pulmonar se considera un procedimiento de riesgo intermedio-alto, con una tasa de mortalidad
intrahospitalaria en torno al 2% en el caso de las lobectomias y llegando al 6% en las
neumonectomias.?* Ante esa mortalidad tan significativa quiza no sea de extrafiar que esta
cirugia conlleve también una tasa de inflamacidn superior a otras cirugias de similar
complejidad. En comparacion con la cirugia colorrectal y otras cirugias abdominales menos
agresivas, la cirugia toracica no cardiaca, como la cirugia de reseccion pulmonar o la
esofaguectomia, produce una mayor respuesta inflamatoria sistémica, con mayores niveles de
IL-6 e IL-8 cuantificados en sangre. Estos datos estdn corregidos por duracion de la cirugia y
pérdida sanguinea, por lo que debe existir una causa intrinseca a la propia cirugia que justifique
esta inflamacion. Por una parte, puede ser debido al gran lecho vascular del tejido pulmonar
gue incluye células responsables de esta respuesta inmune, y por otra la necesidad de realizar

ventilacién unipulmonar (VUP).?°
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Por esta razdn surgen también dentro de la cirugia tordcica diferentes técnicas que
disminuyen la respuesta inflamatoria causada por la cirugia. La cirugia toracica video-asistida
(VATS) es una de las que tiene un mayor impacto. Esta forma de cirugia minimamente invasiva
pretende disminuir al maximo el dafio a los tejidos del paciente, limitando con ello la
inflamacién producida. De esta forma, ha demostrado una menor liberacién de citoquinas
inflamatorias con respecto a la cirugia convencional o abierta.?® Esto repercute directamente en
los resultados clinicos de los pacientes, habiendo demostrado este método una menor

morbilidad.?’

El papel del anestesista es también crucial a la hora de reducir la inflamacion y por lo tanto
mejorar los resultados clinicos. El propio paradigma de la anestesia ha ido cambiando desde sus
origenes. En un principio su Unico objetivo era reducir el dolor asociado a las cirugias, pero
pronto evoluciond a proporcionar un manejo del paciente que redujese la mortalidad. A dia de
hoy, ya no basta con esos objetivos tan “sencillos” sino que se busca mantener la homeostasis
del paciente lo mds intacta posible, con la intencion de que la cirugia tenga el minimo efecto
posible y que el paciente recupere el estado que tenia previo a la agresidn quirurgica de la

forma mas eficaz y rdpida posible.?®

Con esto en mente, y teniendo en cuenta el potencial inflamatorio de la cirugia de térax, se
han buscado medidas para reducir la inflamacion en estas intervenciones. Una de las mas
trascendentales es la ventilacion protectora, que discutiremos en mayor detalle mas adelante,

pero también tienen gran relevancia las medidas farmacoldgicas.

Estas medidas pasan en primer lugar por estudiar cuales son los farmacos anestésicos que
tienen un mejor perfil antiinflamatorio entre los que disponemos, siendo por ejemplo en el caso

|.2° También se han buscado otros farmacos

de esta cirugia el sevoflurano superior al propofo
que puedan ser administrados como coadyuvantes para disminuir la inflamacién en esta cirugia,

con el objetivo mencionado de mantener al maximo la homeostasis del paciente, mejorando los
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resultados de la cirugia. Un ejemplo de lo anterior es la lidocaina, que en perfusion continua ha

demostrado disminuir los mediadores inflamatorios en este tipo de intervencion. *

2.4 Respuesta inflamatoria por Ventilacion Unipulmonar.

Uno de los factores mas importantes que influye en la respuesta inflamatoria en este tipo
de cirugias, como hemos mencionado, es la ventilacién mecanica. La ventilacién mecanica es
una herramienta fundamental en el soporte vital avanzado y en toda cirugia que conlleve
anestesia general y relajacién muscular, aunque desde sus origenes se conoce que puede tener
efectos dafiinos sobre el pulmon.®! Clasicamente la justificacidn fisiopatoldgica que se ha
esgrimido siempre para justificar estos dafios ha sido fundamentalmente fisica, en relacion a los
volumenes y las presiones utilizadas, pero desde hace afios el paradigma ha ido cambiando,
dandose una mayor importancia al dafio producido por la respuesta inflamatoria producida por
los diferentes mediadores liberados como respuesta a la ventilacion mecdnica, el llamado

“biotrauma”.??

La ventilacion mecdnica en el caso la cirugia de reseccion pulmonar tiene la particularidad
de que resulta necesario en la mayoria de los casos realizar ventilacion unipulmonar. De esta
forma se evita ventilar el pulmén a intervenir, facilitando la técnica quirdrgica y reduciendo el
sangrado, gracias a la disminucion de perfusidn que se produce por la ausencia de ventilacion,
denominada vasoconstriccion pulmonar hipdxica.® Este tipo de ventilacidn tiene un efecto
perjudicial sobre el pulmén mayor que el de la ventilacién mecanica convencional,
incrementando el riesgo de sufrir complicaciones pulmonares postoperatorias y produciendo
una mayor respuesta inflamatoria. 3 Podemos distinguir diferentes mecanismos de lesion

pulmonar en el pulmdn ventilado y el no ventilado.
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Pulmdn ventilado

Uno de los mecanismos por los que ocurre el dafio pulmonar es la sobredistensién del
pulmén ventilado, al recibir un volumen corriente mayor y mayores presiones, comunmente
llamado volutrauma y barotrauma respectivamente al dafio producido por estos mecanismos.
Es bien conocida la relacién entre los volumenes y presiones elevadas durante la ventilacién
mecanica y el dafio pulmonar desde hace décadas. En el experimento cldsico de Webb se
ventilaba a ratas con elevadas presiones pico, objetivandose después edema perivascular y
alveolar en los pulmones de los animales, que era mitigado con la aplicacion de PEEP (Presion
positiva al final de la espiracion, por sus siglas en inglés), lo cual reducia la driving pressure,
diferencia entre las presiones pico y PEEP.* Similarmente, Dreyfuss hallé edema pulmonar en
animales ventilados con altos volumenes, pero no asi en los ventilados con voliumenes bajos,
remarcando la importancia del volutrauma.®® Estos volimenes y presiones mayores han
demostrado en multiples experimentos estar directamente relacionados con una mayor

expresion de citoquinas inflamatorias, con el incremento de morbilidad que ello supone.®” 8%

En el pulmdn ventilado también son frecuentes las dreas de atelectasia, por la propia
ventilacidon mecanica, las altas concentraciones de oxigeno que se utilizan provocando
atelectasias por reabsorcién y la posicién quirdrgica en decubito lateral. Esto se evidencia por el
aumento en oxigenacion que se obtiene en la mayoria de pacientes con las maniobras de
reclutamiento.*® Las atelectasias condicionan un aumento en la FiO2 vy la presion ventilatoria
para mantener la adecuada oxigenacién del paciente. El colapso y apertura ciclica de los

|II

alveolos durante la espiracién e inspiracién también llamado “reclutamiento tidal” es otro

mecanismo que causa dafio pulmonar.*

Es frecuente utilizar concentraciones de oxigeno mas altas durante la VUP para prevenir la
desaturacion del paciente, al disponer de menos parénquima pulmonar para el intercambio

gaseoso por el colapso del pulmdn contralateral. La hiperoxia resultante a la que se somete a
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los pulmones durante estos procedimientos también ha demostrado producir un mayor estrés

oxidativo y una respuesta inflamatoria aumentada. *?

El pulmdn ventilado tiene un mayor flujo sanguineo durante la ventilacion unipulmonar.
Esto se debe en parte por la vasoconstriccidn hipdxica del pulmdn no ventilado, una respuesta
fisioldgica a la hipoventilacion, y a la posicidn quirdrgica mas habitual, con el pulmén ventilado
mas bajo que el no ventilado. Este flujo sanguineo aumentado resulta en un mayor dafio a los
capilares, relacionandose con la lesion pulmonar, y estando ligado a edema, hemorragia,
aumento de resistencias vasculares y descenso en la complianza pulmonar.*® Adicionalmente, la
suma de este hiperaflujo sanguineo con el aumento de las presiones de ventilacién produce un

dafio mayor que los dos mecanismos por separado.**

Pulmdn no ventilado

Durante la VUP, el pulmdn no ventilado estd colapsado, quedando completamente
atelectasiado. La atelectasia pulmonar no ha demostrado, a diferencia de los mecanismos
anteriores, producir una mayor liberaciéon de citoquinas. No obstante, en modelos animales se
ha observado que la posterior reexpansién del pulmon colapsado si produce una significativa

liberacion de mediadores inflamatorios, edema pulmonar y reclutamiento de neutrdfilos.*

Durante la VUP los pulmones se ven sometidos a fendmenos de isquemia-reperfusion, un
mecanismo lesional que consiste en la interrupcién o reduccién brusca del flujo sanguineo a un
tejido, seguido de su posterior recuperacion. Ocurre en especial en el pulmén no ventilado a
causa principalmente de la vasoconstriccién pulmonar hipdxica, que se produce de forma
fisioldgica al no recibir aporte de oxigeno en los alveolos, por la atelectasia completa de este
pulmon. Esta isquemia-reperfusién, sumada a la reexpansion pulmonar, también ha
demostrado en modelos animales un aumento de TNFa, asi como disminucién de NO y

aumento de la permeabilidad microvascular y edema pulmonar.*®
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La propia manipulacion quirdrgica a la que se ve sometido el pulmodn no ventilado es otra
importante fuente de dafio pulmonar. Independientemente del resto de efectos nocivos de la
VUP, la manipulacion quirdrgica ha demostrado producir un aumento en la expresion de
mediadores inflamatorios en el pulmoén operado, asi como marcadores de apoptosis, de dafio al

glicocalix y edema pulmonar.?’

Atelectasias Volutrauma/Barotrauma

Isquemia/reperfusion Atelectasias
Manipulacion — ) | iperods
quirdrgica Hiperperfusion

Pulmén no Pulmén
BIOTRAUMA ventilado ventilado | gioTRAUMA

Fig 3: Causas de inflamacion pulmonar durante Ventilaciéon Unipulmonar

Biotrauma

Ya mencionamos previamente el concepto de biotrauma, un mecanismo de dafio pulmonar
gue se da en ambos pulmones sometidos a ventilacién mecanica. La ventilacién mecanica
conlleva una liberacion de citoquinas por los mecanismos lesionales previamente descritos que
causan dafio directo a las células o bien activan vias de sefializacion inflamatorias.?® Entre las
citoguinas mas importantes que se liberan en los pulmones durante la ventilacién mecdanica se
encuentran TNFa, IL-1 e IL-6.%® Estos mediadores favorecen la activacion y quimiotaxis de
leucocitos, que infiltran el parénguima pulmonar, habiéndose demostrado la relacion directa
entre el atelectrauma producido por la ventilacién mecdnica y el reclutamiento y activacion de

neutrdfilos en el pulmon.®

Otra caracteristica importante de este mecanismo lesional es inactivacion del surfactante

pulmonar resultante, lo cual favorece la aparicién de areas de atelectasia y reclutamiento tidal,
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retroalimentando asi el ciclo de dafio pulmonar.*® Se ha observado también que ocasiona
lesion en el glicocdlix, produciendo dafios en el epitelio pulmonar, que es mayor cuanto
mayores son los volimenes ventilatorios utilizados.>* Este aumento de citoquinas inflamatorias
se produce en ambos pulmones, aunque es mas pronunciado en el pulmén ventilado, v,
crucialmente para la cirugia tordcica, es mayor en VUP que en ventilacién mecanica
convencional.®? La importancia de este aumento de citoquinas inflamatorias es tremendamente
relevante para nuestros pacientes, ya que ha demostrado relacidon con complicaciones

postoperatorias en cirugia de reseccion pulmonar. ¥’

Los experimentos citados previamente demuestran que el biotrauma tiene su origen en el
pulmon, desencadenandose la liberacidon de citoquinas proinflamatorias por ventilacion

3739pero una de las caracteristicas mas notables del biotrauma, y un factor

mecanica,
diferenciador con los otros mecanismos de lesién pulmonar es su capacidad para influir la

inflamacidn a nivel sistémico, afectando a érganos distales y a su vez pudiendo ser

retroalimentado por la inflamacidn en otras partes del organismo.>?

El parénguima pulmonar se encuentra en una situacion Unica con respecto a otros érganos
de cara a la inflamacidn sistémica, ya que recibe la practica totalidad del gasto cardiaco y por lo
tanto tiene gran capacidad para interactuar con todas las células inflamatorias y citoquinas
circulantes. A esto hay que sumar el hecho de que la lesién pulmonar puede producir un
incremento de la permeabilidad alveolo-capilar, permitiendo el paso de moléculas desde el
alveolo a la circulacion sistémica que de otra forma podrian quedar compartimentalizadas
dentro del pulmdn.>® En esta linea, hay estudios que demuestran que la ventilacion mecanica no
solo produce mediadores inflamatorios a nivel pulmonar, sino que también pasan a la
circulacion sistémica, notablemente TNFa, IL-1 e IL-6.* >> También ha demostrado favorecer la

activacion de neutréfilos y macréfagos circulantes. 6 %7
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Este efecto proinflamatorio a nivel sistémico es una de las principales causas que explican el
efecto nocivo que ha demostrado tener la ventilacion mecdnica sobre otros érganos diana,
favoreciendo el fracaso renal,*® incrementado la permeabilidad del intestino®® y en definitiva

siendo un importante factor que puede contribuir a sufrir un fracaso multiorgénico.*”

Ventilacion protectora

Una de las principales herramientas en nuestro arsenal terapéutico para luchar contra estos
mecanismos de dafio pulmonar es la ventilacidn protectora. Ya desde los experimentos de
Webb y Dreyfuss explicados previamente se conoce que determinadas formas de ventilacidn
mecanica pueden resultar mas nocivas que otras, de lo que se deduce que debe existir una
forma dptima de ventilar a los pacientes, minimizando el dafio inherente a la ventilacion
mecénica.?®%® Esta estrategia se fundamenta en tres pilares principales. Estos son la aplicacién
de PEEP, la ventilacién con bajo volumen corriente y la realizacion de maniobras de
reclutamiento pulmonar. La aplicacion de estas medidas ha demostrado reducir el impacto
inflamatorio de la ventilacion mecanica, acompafiandose de una importante reduccién de la

morbilidad perioperatoria en cirugia de térax.%° ¢

2.5 Marcadores inflamatorios
En la cascada inflamatoria intervienen una plétora de citoquinas y marcadores diferentes
tanto pro como antiinflamatorias. Haremos una breve resefia de las utilizadas en el presente

estudio.

1) TNFa

Una citoquina producida por una amplia variedad de células, destacando macréfagos y
monocitos. Es uno de los mediadores mas importantes de la respuesta inflamatoria

temprana. Es una proteina soluble que se une a dos receptores distintos, TNFR1 y TNFR2,
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desencadenando una cascada proinflamatoria. Entre sus efectos principales esta la
estimulacion de produccién y activacion de macrofagos, promueve la extravasacion de
neutrofilos al tejido, aumenta la expresién de moléculas de adhesion endoteliales y

favorece la coagulacion de la sangre.®?

2)I1L-1

Los efectos de la IL-1 se superponen considerablemente con los de TNFa. La familia IL-1
esta formada por 11 ligandos, 7 de ellos agonistas y cuatro antagonistas, y se relacionan
estrechamente con la inmunidad innata. Son sintetizadas por una amplia variedad de
células, tanto inmunitarias como no inmunitarias, incluyendo macrdéfagos, monocitos,
neutrofilos, linfocitos By T, linfocitos NK, células dendriticas, queratinocitos, fibroblastos,
células endoteliales y enterocitos. A su vez tiene receptores en diferentes células, mediando
numerosos procesos inflamatorios, induciendo la expresidn de genes de mediadores
proinflamatorios y la expresién de moléculas de adhesion en las células mesenquimatosas y
endoteliales, promoviendo la migracidn de células inmunitarias efectoras a los tejidos. A

nivel del SNS media también la fiebre y la produccién de cortisol.®

3) IL-10

Una citoquina antinflamatoria clave en la regulacion de la respuesta inflamatoria,
contribuyendo a mantener el equilibrio entre una inflamacion eficaz y el dafio tisular que
produce una inflamacién excesiva. Inicialmente se describid su produccion por linfocitos
TH2, aunque ya se ha demostrado su produccion por células tanto linfoides como mieloides
y también epiteliales. IL-10 inhibe a los macrdéfagos, reduce la produccién de NO y de ROS,
asi como de citoquinas inflamatorias en neutroéfilos y linfocitos T CD4. Aumenta por otra

parte la proliferacién de linfocitos T CD8, mastocitos y linfocitos B.%
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4) NFkB

Es una familia de factores de transcripcion diméricos con una importante funcién en la
regulacion de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa. La via del NFkB ha sido
considerada clasicamente como un prototipo de via proinflamatoria. Tiene, no obstante,
efectos complejos, tanto pro como anti-inflamatorios, teniendo respuestas
transcripcionales diferentes, especificas para diferentes sefiales, contextos y tipos celulares.

Es activado por IL-1 y TNFa, asi como otras citoquinas proinflamatorias y PAMP/DAMP. 65 6

5) MCP-1

Es una quimioquina producida principalmente por células epiteliales, endoteliales, muisculo
liso, monocitos, macrofagos, fibroblastos, astrocitos y microglia. Tiene un papel importante
en el proceso inflamatorio, donde favorece el reclutamiento y activacion de monocitos.
Tiene un papel también en la produccidon de especies reactivas de oxigenoy en la

resistencia a la insulina. TNFa induce su produccion. ¢

2.6 Oxido nitrico y 6xido nitrico sintetasas
EI NO es la molécula de sefializacién mas pequefia conocida en el cuerpo humano. Esta
producida por NO sintetasas, que transforman arginina en citrulina, utilizando como cofactores

Oy la coenzima NDAPH y produciendo NO como resultado de este proceso.

Existen tres subtipos de esta enzima:

nNOS (NO sintetasa neuronal) se encuentra principalmente en neuronas centrales y

periféricas y tiene funciones relacionadas con el aprendizaje, la memoria y la neurogénesis®.
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eNOS (NO sintetasa endotelial) se encuentra en células endoteliales principalmente.
Produce vasodilatacion, relajando el musculo liso vascular. Estimula la angiogénesis. Inhibe la
adhesién de leucocitos v la inflamacién inhibiendo MCP1° asi como las moléculas de adhesion

de leucocitos CD11/18.7° Ha demostrado tener también la capacidad de inhibir la apoptosis.”*

iNOS (NO sintetasa inducible) es inducible y no se encuentra de forma constitutiva, pero
puede ser inducida por lipopolisacaridos bacterianos, citoquinas y otros agentes. Su expresion
es mediada también por NFxB.”? Se encuentra principalmente en macréfagos y neutrdfilos, y
produce elevadas cantidades de NO que resultan dafiinas para patdgenos, células tumorales,
etc, pero también pueden dafiar los tejidos del huésped.” Esta produccion excesiva de NO
también parece jugar un papel importante en el desarrollo de hipotensién y la situacion de

shock distributivo que se produce durante la sepsis.”

3. El Glicocalix

El glicocdlix es la capa mas luminal de los vasos sanguineos. Se trata de una compleja matriz
de proteoglicanos, glicoproteinas y proteinas solubles que recubre el interior del endotelio
vascular y juega un importante papel en el intercambio de fluidos entre los vasos y los tejidos.
Los proteoglicanos, los syndecans y glypicans, forman una superestructura a la que se unen las
cadenas de glucosaminoglicanos, incluyendo acido hialurénico, heparan, condroitin, dermatan y

queratan sulfatos, mediante cadenas laterales de polisacaridos cargadas negativamente.”

Entre los papeles del glicocalix estan la regulacidon de la permeabilidad vascular y el
intercambio de fluidos,”® actuar como sensor y transductor de fuerzas mecanicas para el
endotelio,”” regulando la producciéon de NO en respuesta a estos estimulos mecanicos’® y

regular la interaccién de las diferentes células sanguineas con el endotelio.”
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Fig 4: Estructura del glicocalix

El glicocalix es una estructura relativamente fragil, por lo que existen una multitud de
procesos que han demostrado ocasionar dafio directo al mismo. En primer lugar, la inflamacién
y la sepsis es bien conocido que producen su degradacién mediante diferentes mecanismos. Las
metaloproteasas, proteasas producidas durante la inflamacion, degradan el syndecan, mientras
qgue heparanasas degradan el hepardn sulfato e hialuronidasas y catepsinas degradan el acido
hialurénico.® El propio TNFa, mediador fundamental en la inflamacidn, ha demostrado por si

mismo aumentar su permeabilidad.®

Otro mecanismo relevante que ha demostrado dafiar el glicocdlix y producir disfuncién
endotelial son las lesiones por isquemia-reperfusidn. En este caso el dafio estd producido
principalmente por el resultante estrés oxidativo que conlleva la reperfusion del tejido y la

consiguiente producciéon de ROS.2?

Adicionalmente, el shock hemorragico también ha demostrado, en modelos animales,

producir dafio al glicocalix, aunque el mecanismo exacto es aln desconocido.® En contraste a lo
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anterior, la secrecion de péptido auricular natriurético, producido en situaciones de
hipervolemia, también ha demostrado favorecer su degradacién.®* Por ultimo, la hiperglucémia
también se ha ligado a alteraciones en el glicocalix, aunque aln no estd bien caracterizado el

mecanismo.®

Todos estos sucesos citados anteriormente tienen en comun que se dan con frecuencia
durante una intervencién quirdrgica, especialmente en intervenciones de mayor complejidad,
como puede ser la cirugia toracica,?® llevando a la conclusién de que estas intervenciones

quirurgicas conllevan por estos mecanismos la degradacion del glicocélix.8

También se ha demostrado que, en los pacientes politraumatizados, que presentan
importantes analogias con el paciente quirurgico, el dafio al glicocalix se asocia a una mayor

inflamacion, coagulopatia, e incluso una mayor mortalidad.®’

Este dafio al glicocalix tiene una importancia trascendental en la cirugia pulmonar. Una de
las principales consecuencias de este dafio son las alteraciones en la permeabilidad capilar, que
en el pulmdn conlleva la extravasacién de liquido al espacio intersticial, desarrolldandose edema
pulmonar que en ultima instancia puede conducir al desarrollo de sindrome de distrés
respiratorio agudo (SDRA).% Esta es una complicacién de la cirugia toracica que, aunque no es
excesivamente frecuente, puede ser grave y conlleva una significativa mortalidad. Segun las
series la incidencia oscila entre el 2 y el 7%, mientras que la mortalidad es aun mas variable,

encontrandose series con mortalidad desde 20% hasta 70%.%°

El SDRA siempre se habia puesto previamente en relacion con otros factores relacionados
con la cirugia, como la agresion quirurgica, la ventilacion mecénica o la fluidoterapia,® pero el
dafio al glicocdlix y la proteccion del mismo mediante la técnica anestésica juegan un papel

fundamental.®*
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3.1 Syndecan

Los syndecan son una familia de glucosaminoglicanos transmembrana, que constituye uno
de los principales componentes del glicocalix. Existen diferentes tipos de syndecan, pero los que
se han ligado al glicocdlix son principalmente 1, 2 y 4.°% Los niveles de syndecan 1 estan
validados en diferentes estudios como marcadores de dafio al glicocdlix y se han ligado a la
aparicién de eventos adversos relacionados con procesos inflamatorios como la sepsis, que
conllevan degradacion del mismo.® En el paciente politraumatizado también esta bien
establecido como un marcador de gravedad, que a mayores niveles se correlaciona con peores

resultados clinicos, incluyendo una mayor mortalidad.**

4. Apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada fisioldgico que ocurre de forma
normal como respuesta al envejecimiento celular y como mecanismo homeostatico para
mantener las poblaciones celulares adecuadas en los tejidos. También ocurre como mecanismo
de defensa como parte de la respuesta inmune cuando las células son dafiadas por estimulos
nocivos. Es un mecanismo fundamental a la hora de eliminar células inflamatorias tras la
respuesta inflamatoria inicial. Es un proceso con una delicada regulacion que puede dar lugar a
graves patologias si se ve alterado, como alteraciones del desarrollo, enfermedades

autoinmunes y tumores.

Existen multiples vias para dar lugar a la apoptosis. La via extrinseca estd mediada por la
union de ligandos a receptores transmembrana, por ejemplo, FasL/FasR o TNFo/TNFR1. Estos
receptores de la familia de receptores TNF comparten un dominio citopldsmico llamado
“dominio de muerte” con un rol critico a la hora de transmitir la sefial de inicio de la apoptosis

desde la membrana celular a sus mecanismos intracelulares.
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La via de las granzimas o perforinas es utilizada por los linfocitos T citotdxicos CD8 para
eliminar células tumorales o infectadas por virus. Aparte de utilizar la via extrinseca anterior,
pueden secretar perforinas, que crean poros transmembrana en las células objetivo a través de

los que introduciran las proteasas granzima Ay B, iniciando el proceso de apoptosis.

La via intrinseca estd regulada por multiples factores que pueden tener efectos tanto pro
como antiapoptoticos. La presencia o ausencia de determinadas hormonas, citoquinas o
factores de crecimiento pueden iniciar o inhibir esta via. También hay factores iniciadores como
radiacion, toxinas, radicales libres, hipoxia... Estos estimulos en Ultima instancia producen
cambios en la membrana mitocondrial interna que llevan a un aumento de la permeabilidad de
las membranas mitocondriales, liberando proteinas proapoptdticas, como el citocromo C, del

espacio intermembranal mitocondrial al citosol, dénde iniciaran el proceso de apoptosis.®

4.1 La familia BCL-2

Las proteinas de la familia bcl-2 estan involucradas en la via intrinseca de la apoptosis por su
papel regulador de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Estas proteinas pueden ser
pro o antiapoptadticas, y se encuentran en equilibrio entre si. Las proteinas de tipo BAX son
proapoptoticas, e incluyen entre otras Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y BIk. Las de tipo BCL-
2 son antiapoptadticas incluyendo Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XS, Bcl-w y BAG. Existe un tercer subgrupo, el

de BH3, que activa las proteinas de tipo BAX, siendo por tanto proapoptético.

El citocromo C al ser liberado al citosol desde la mitocondria interactia con la proteina
Apaf-1, reclutando posteriormente la procaspasa 9. Estos tres elementos forman el
apoptosoma, que lleva a la activacién de caspasa 9 e induce la apoptosis. Bcl-2 y otras proteinas
de su subgrupo pueden bloquear la liberacién de citocromo C al citosol y controlar la activacion

de las caspasas.®® Proteinas proapoptoticas como Bax o Bak pueden formar poros en la
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membrana mitocondrial facilitando la salida de citocromo C, mientras que otras como Bad

pueden formar heterodimeros con Bcl-2 u otras, inhibiendo su funcién. ¥’

PUMA es otro miembro de la familia Bcl-2 que juega un papel importante en la apoptosis.
Su expresion estd mediada por p53, y se acompafia de sobreexpresién de Bax, traslocacién de

Bax a la mitocondria y liberacidn de citocromo C. Tiene por lo tanto un efecto proapoptético.®

99
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Fig 5: Via mitocondrial de la apoptosis
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4.2 Catepsinas

Las catepsinas son proteasas que en condiciones normales se encuentran dentro del
lisosoma. Estas enzimas también estan involucradas en el proceso de apoptosis como
mediadores. Determinados estimulos, como la activacién de TMF-R o el dafio oxidativo, pueden
conducir a la permeabilizacidon del lisosoma y la salida de catepsina de su interior, participando

en la activacién de caspasas que posteriormente llevard a la apoptosis celular. 1%

La Catepsina B, encontrada en los lisosomas de diferentes células, especialmente células

endoteliales, puede ser liberada ante condiciones de estrés y producir dafios en el glicocalix. 1%

5. El papel del higado

El higado es un 6rgano con una funcidon inmunoldgica importante. Tiene importantes
poblaciones de células del sistema inmune, tanto innato como adaptativo que mantiene un
estado homeostatico en cuanto a la inflamacidn. Cuenta con linfocitos T reguladores, T
citotoxicos y T helper, asi como linfocitos B y células plasmaticas.'® Los linfocitos T reguladores
producen IL-10, una interleuquina con propiedades antiinflamatorias que condiciona un

ambiente inmunoldgico tolerogénico en el higado.1%

El higado tiene una gran poblacién de macréfagos residente, llamados células de Kupffer,
gue constituyen en torno al 90% de la poblacion fija de macréfagos del cuerpo y
aproximadamente un tercio del parénquima hepético.’® Esto hace que, a pesar del ambiente
tolerogénico mencionado, el higado sea el drgano mas importante a la hora de eliminar

bacterias y toxinas de la circulacién sanguinea, aclarando PAMPs y DAMPs circulantes.?%®

El dafio pulmonar, como comentamos previamente, puede propagarse a otro tejidos y
organos. El higado recibe una elevada cantidad de flujo sanguineo y puede verse afectado por
las citoquinas y ROS producidas en el pulmdn. El experimento de Esme demostrd que la
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isquemia-reperfusién pulmonar provocaba dafio hepatico en conejos, medido mediante el
aumento de actividad de la mieloperoxidasa (MPO), que refleja el reclutamiento de neutroéfilos
por parte del higado, y el incremento de marcadores de estrés oxidativo tras una hora de
isquemia y posterior reperfusion pulmonar.1% Posteriormente estudios de nuestro grupo de
investigacion han demostrado que el dafio pulmonar provocado por isquemia-reperfusion
induce una respuesta inflamatoria hepatica, aumentando la expresion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1, TNFa y MCP-1, asi como NF-kB en tejido hepatico.®” Mdultiples
experimentos mas han demostrado que mediadores inflamatorios de origen pulmonar al llegar
al higado han demostrado ser capaces de producir una respuesta inflamatoria en este
6rgano.% 19 E| experimento de Walker demostrd que pardmetros ventilatorios mas lesivos
conllevan una mayor liberacion de marcadores inflamatorios a la sangre, con mayor afectacion
hepatica, demostrando que la ventilacion mecdnica juega un papel fundamental en este

proceso.1®

Una de las funciones principales del higado es la sintesis de gran parte de las proteinas
plasmaticas, incluyendo proteinas clave para la respuesta inmune como el sistema de
complemento. También tiene una funcién importante respondiendo a la inflamacion de otros
puntos del organismo. Las citoquinas producidas en otros tejidos pasan a la circulacion y son
detectadas por hepatocitos, que inician la reaccidon de fase aguda a nivel sistémico,

incrementando la produccidn de proteinas de fase aguda enormemente.'*®

El higado, por lo tanto, es un motor fundamental de la respuesta inflamatoria sistémica. En
lo relativo a la inflamacién pulmonar la participacién del higado juega también un papel
importante. Como hemos establecido, la respuesta inflamatoria pulmonar puede elucidar una
respuesta similar en el higado. Esta respuesta inflamatoria hepdtica a su vez retroalimenta la
inflamacién pulmonar, pudiendo perpetuarla hasta el punto de producir SDRA. El experimento

de Siore ilustra muy bien esta secuencia. En un modelo porcino de sepsis, administrando
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endotoxina a los pulmones y excluyendo al higado de la circulacion sistémica, no se desarrolla
SDRA ni se produce una elevacion significativa de muchas citoquinas, mientras que al incluir el
higado en la circulacion se produce edema pulmonar, hipoxemia y niveles significativamente

aumentados de TNFa, IL-6 y NFkB. 1!

Patterson profundiza en este modelo de interaccion entre pulmén e higado, demostrando
que los marcadores inflamatorios producidos en el pulmén por el dafio asociado a la ventilacion
mecanica pasan a la sangre, incluyendo TNFa, IL-1 e iL-6, llegando al higado. En el higado se
produce la propagaciéon de esta respuesta inflamatoria mediada por NFxB, liberando el higado
mayores cantidades de los mediadores inflamatorios mencionados a la sangre,

retroalimentando asi la respuesta inflamatoria pulmonar.!?

Biotrauma

Citoquinas
Inflamatorias
(IL-1, IL-6, TNFa)

Propagacién de
la respuesta
inflamatoria

Fig 6: Relacion entre el pulmén y el higado en respuesta al biotrauma
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6. Sistema Nervioso Simpatico.

6.1 Generalidades

El sistema nervioso simpatico (SNS) es una parte del sistema nervioso auténomo que se
caracteriza por ser responsable de la respuesta de “lucha o huida”. Anatdmicamente, las
neuronas preganglionares del SNS se encuentran en el asta lateral de la sustancia gris de la
médula espinal, Unicamente en la regidn toracolumbar. Los axones de estas neuronas
preganglionares discurren por la raiz anterior para contactar con las neuronas postganglionares,

usando como neurotransmisor la acetilcolina.

Las neuronas postganglionares se distribuyen en dos grupos cadenas ganglionares: las
cadenas paravertebrales, situadas a ambos lados de la médula; y la cadena prevertebral,
delante de la médula. Las neuronas postsinapticas de las cadenas paravertebrales envian sus
axones a la musculatura lisa de vasos y foliculos capilares, a glandulas sudoriparas, nasales,
lacrimales y salivales, asi como al corazén y los pulmones mediante el ganglio estrellado. Las
neuronas de la cadena prevertebral, por su parte, inervan los érganos y visceras abdominales. El
neurotransmisor que utilizan estas neuronas postganglionares es principalmente la
noradrenalina, aunque la vasculatura muscular, foliculos pilosos y glandulas sudoriparas son

también colinérgicas.

Existe otra opcién eferente para las neuronas preganglionares, pudiendo contactar con
células cromafines de la médula adrenal, que serian equivalentes en este caso a las neuronas

postganglionares. Estas células van a secretar adrenalina directamente al torrente sanguineo.!

Estas catecolaminas, noradrenalina y adrenalina, producidas por el SNS van a actuar sobre
diferentes receptores adrenérgicos. Existen dos grandes subtipos: a, dividido asuvezenaly
a2;y B, dividido en 81, B2 y B3. A continuacidn se incluye una breve resefia de sus funciones

principales.tt
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Receptor | Localizacién Principal Accién

Musculo liso L ., . .
) Vasoconstriccidon, retencion urinaria, menor motilidad
incluyendo: vascular,
al gastrointestinal,

urinario, bronquiolar,

etc. Corazdn

gastrointestinal, inotropismo cardiaco positivo,
dilatacion pupilar, sudoracién, glucogenolisis y
gluconeogénesis.

Neuronas simpaticas .
L p Feedback negativo en neuronas del SNS, inhibicién de
presinapticas, islotes

a2 de Langerhans, secrecion de ir\lsulina y gluc.agén pan‘clreéticos,
agregacion plaquetaria, sedacion.
plaguetas
B1 Corazén Cronotropismo e inotropismo positivo.
Mdsculo liso
incluyendo: vascular, [ Vasodilataciéon, broncodilatacién, relajacion de musculo
B2 gastrointestinal, liso en Utero, vias urinarias, tracto gastrointestinal...
urinario, bronquiolar, glucogenolisis y gluconeogénesis
etc. Higado
B3 Tejido adiposo Lipolisis incrementada

Tabla 1: Funciones principales de los diferentes receptores adrenérgicos. SNS: Sistema Nervioso Simpatico.

6.2 SNS e Inflamacién

La agresidon quirdrgica produce de una respuesta fisioldgica que se caracteriza entre otras
cosas por la activacion del SNS. La activacion por el hipotdlamo del sistema nervioso simpatico
produce la liberacién de catecolaminas por la médula adrenal. El efecto mas evidente de estas
catecolaminas consiste en mediar la respuesta hemodindmica de taquicardia e hipertensién,

pero también estan relacionadas con la respuesta inflamatoria.

La relacion entre el sistema nervioso simpatico y la inflamacidn se conoce desde hace mas
de un siglo. En 1903 Meltzer secciona el sistema nervioso de la oreja de conejos tras provocar
inflamacién inoculdndolos con estafilococos, concluyendo que estos nervios tienen una relacion
con la inflamacién que va mas alld de la vasoconstriccion y vasodilatacion.!'® Todavia no estaba

bien caracterizada esta relacién, pero a lo largo de las siguientes décadas se irfa precisando.
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El SNS se encuentra en estrecha relacién con las células del sistema inmune implicadas en
la inflamacion, y mantienen una compleja relacion entre si, en la que se establece una
comunicacion bidireccional entre el sistema inmune y el sistema nervioso central (SNC). Por un
lado, los mediadores proinflamatorios liberados por las células del sistema inmune tras un
estimulo inflamatorio resultan en la activacion del SNC.* Esto tiene lugar por dos mecanismos.
En primer lugar, por los mediadores inflamatorios liberados a la circulacién, que pueden ejercer
una accién directa sobre nucleos cerebrales; y en segundo lugar por la capacidad de dichos
mediadores de estimular o disminuir el umbral de excitacién de fibras nociceptivas y vagales
aferentes a nivel local.'¥” En esta comunicacion con el sistema nervioso intervienen citoquinas

como la IL-1p*8 0 el TNFo. ¥

Por el otro lado, el tejido linfoide, en particular el secundario, tiene inervacion por parte de
fibras nerviosas simpaticas. En este tejido, las terminaciones de los nervios simpaticos se
encuentran préximas a las células del sistema inmune,*?° permitiendo la liberacién de
noradrenalina por parte de las neuronas del SNS en las inmediaciones de estas células. En
consecuencia, multiples células del sistema inmune, incluyendo los neutrdéfilos, las principales
células efectoras de la respuesta inflamatoria, expresan receptores para neurotransmisores en

su superficie, incluyendo receptores adrenérgicos.?! 122

El efecto de estas catecolaminas sobre la respuesta inmune es complejo y continda siendo
un area de la inmunologia en investigacion. Clasicamente se pensaba que su efecto era supresor
de la inmunidad adaptativa, inhibiendo la funcién linfocitaria. No obstante, su funcién es mas
compleja, activando los linfocitos T CD4+ vy linfocitos B, por lo que tiene una funcién reguladora

de esta inmunidad mds alld de ser Unicamente activador o supresor. 123

Sobre la inmunidad innata también tiene un efecto netamente inhibidor. En un ensayo con
voluntarios sanos se observd que la activacidn del SNS tras la administracion de un estimulo
inflamatorio conducia a una mayor liberacién de la citoquina antiinflamatoria IL-10, y menor de
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las citoquinas antiinflamatorias TNFa, IL-6 e IL-8.12* No obstante esta relacion es complicada, ya
que existe también evidencia de que la inhibicién del SNS puede producir descenso de TNFa en

determinados pacientes.!®

Los receptores adrenérgicos expresados por las células inmunes son al, a2y,
principalmente, B2. Estos receptores parecen tener efectos contradictorios, siendo a
principalmente promotor de la respuesta inmune mientras que B2 tiene un efecto mas
inhibidor. No obstante, en células efectoras de la inmunidad innata, es el efecto B2 el que tiene

mayor peso en condiciones normales.?

Las catecolaminas, y en concreto la activacion B2, ha demostrado en diferentes estudios
reducir las citoquinas proinflamatorias. Ha demostrado reducir la produccion de TNFa, IL-1 e IL-
6 por parte de diferentes células de la inmunidad innata.?” 128 12° También ha demostrado
reducir la quimiotaxis y activacién de los neutroéfilos, asi como su capacidad para producir
ROS.130131 De similar manera, la estimulacién B2 ha demostrado también reducir la activacién
de los macrdfagos y su secrecion de citoquinas proinflamatorias.'*? Adicionalmente ha
demostrado tener un efecto apoptdtico directo en varias células del sistema inmune en érganos
linfoides como el bazo. Por el contrario, la estimulacion de estos mismos receptores aumenta

134

la cantidad de granulocitos y células NK circulantes,**" si bien existe también evidencia de un

efecto inhibidor sobre las células NK.13°

La activacion de los receptores a2, no obstante, tiene un efecto proinflamatorio,

estimulando la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como TNFa.*3¢

El papel de los receptores B1 de cara a la inflamacidn parece ser menos significativo que los
anteriores, no obstante, se ha comprobado experimentalmente que la estimulacion de estos

receptores tiene un efecto proinflamatorio en monocitos.*’
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Fig 7: Resumen de efectos del SNS sobre la inmunidad innata. SNS: Sistema Nervioso Simpatico. NK: Natural

Killer

6.3 Higado y Sistema Nervioso Simpatico

El higado estd inervado por el SNS a través de los ganglios celfaco y mesentérico superior.®

Las terminaciones de estos nervios simpaticos se encuentran cerca de vasos sanguineos, asi

como en contacto directos con hepatocitos, células estrelladas y células endoteliales

sinusoidales.’®® A pesar de que pueden existir catecolaminas circulantes, esta inervacién parece

ser la principal fuente de noradrenalina y adrenalina en el tejido hepatico en condiciones

fisioldgicas, como se demuestra por el descenso en las concentraciones de las mismas que se

observa en higados trasplantados que se encuentran denervados.

El efecto netamente inhibidor de la inmunidad innata del SNS que hemos discutido

previamente contrasta con lo observado en el higado. Se ha observado que la presencia de

noradrenalina, especialmente en situaciones de elevada actividad inflamatoria como la sepsis,
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produce liberacion de citoquinas proinflamatorias por parte de las células de Kupffer,
incluyendo TNFa, IL-1 e IL-6, estando este fendmeno mediado por receptores 2.4
Similarmente, la noradrenalina también produce un aumento en la secrecion de citoquinas

inflamatorias por parte de las células estrelladas, mediado por NFkB.1#?

Este fendmeno se explica, por un lado, por la expresidon aumentada de receptores a2 en las
células de Kupffer, con un efecto proinflamatorio como mencionamos previamente. Por otro
lado, situaciones de inflamacion descontrolada como la sepsis pueden dar lugar a una
sobreexcitaciéon mantenida del SNS, dando lugar a una mayor produccién de noradrenalina, que
pase de tener un efecto local a verterse en la circulacién sanguinea. Esto es especialmente
cierto en el intestino, donde la noradrenalina se vierte a la circulacion portal y por lo tanto llega
al higado, a una concentracién adecuada para estimular los receptores a de forma selectiva
produciendo la respuesta proinflamatoria. Este fenémeno ha sido denominado por algunos
autores “excitotoxicidad simpatica”. ** 144 Este mecanismo mediado por noradrenalina entérica
también tiene un papel importante a la hora de producir disfuncién hepatica en el contexto de

sepsis.}®

R

Neurona
postganglionar
SNS

Célula de

Kupffer

Fig 8: Relacion entre sistema nervioso simpatico e higado. SNS: Sistema Nervioso Simpatico.
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6.4 Sistema Nervioso Parasimpatico e Inflamacion

En contraste al SNS, el sistema nervioso parasimpatico (SNP), tiene un efecto mas
inequivoco sobre la inmunidad innata, y por ende la inflamacion. La activacién del SNP tiene un
efecto claramente antiinflamatorio.* La acetilcolina liberada por el nervio vago, uno de los
elementos principales del SNP, ha demostrado reducir la produccion de TNFa por parte de los
macrdfagos en respuesta a endotoxina.**” También tiene un efecto inmunosupresor mediado a
priori por linfocitos T.1* Similarmente, la activacion de los receptores de acetilcolina en las

células T produce un descenso en moléculas de adhesién y en la proliferacién linfocitaria.**

7. Betabloqueantes y Esmolol

Los betabloqueantes son un grupo heterogéneo de farmacos que tienen en comun su
capacidad para antagonizar la activacién por parte de las catecolaminas de los receptores B
adrenérgicos de forma competitiva en virtud de sus similaridades estructurales con dichas
catecolaminas. Propranolol fue el primer betablogueante aprobado para el tratamiento de la
hipertensién arterial y desde entonces se han introducido nuevos farmacos en esta familia

terapéutica y se han ampliado sus indicaciones.**°

Entre los factores diferenciadores entre los betabloqueantes disponibles comercialmente
destaca su capacidad para bloquear selectivamente el receptor B1; asi como su actividad
simpaticomimética intrinseca, es decir, su capacidad para estimular parcialmente los propios

receptores B. También se diferencian en cuanto a su duracién y su metabolismo.

Entre sus indicaciones clinicas principales se encuentran el tratamiento de:

e Hipertension arterial.

e Arritmias.

50



e Eventos isquémicos cardiacos.
e Insuficiencia cardiaca.
e Algunos tipos de temblores.

e Profilaxis de sangrado por varices esofagicas.

Por lo tanto, la mayoria de sus usos clinicos se derivan de su efecto cardiovascular, al
bloguear los efectos inotropicos y cronotrdpicos positivos mediados por los receptores B

mencionados previamente.

Dada la relacidn entre el sistema nervioso simpatico y la inflamacion, existen cada vez mas
estudios que analizan las propiedades inmunoreguladoras de los betablogueantes en

situaciones de estrés inflamatorio.

En pacientes con sepsis con tratamiento previo con betablogueantes se ha demostrado un
descenso en la mortalidad,*>* asi como otros efectos, incluyendo reduccién en la disfuncion
respiratoria y neuroldgica.*>> También se ha demostrado una mejora de la supervivencia en
pacientes con traumatismos craneoencefalicos con tratamiento previo con betablogueantes,

incluso a pesar de la peor situacion premdrbida y edad mas avanzada de estos pacientes,*>3

habiéndose demostrado posteriormente mediante ensayo clinico.*>*

Dentro del ambito quirurgico esta bien establecido el beneficio que supone continuar con
un tratamiento betabloqueante cronico durante el perioperatorio en cuanto al aumento en la
supervivencia que ello conlleva.’®® Cabe por lo tanto plantearse la posibilidad de que introducir
un tratamiento betabloqueante pueda ser beneficioso previo a una cirugia. No obstante, la
introduccién de betabloqueantes durante el periodo perioperatorio en pacientes sin este
tratamiento previamente ha demostrado, a pesar de reducir los eventos isquémicos cardiacos,
aumentar la incidencia de bradicardia e hipotensidn, de ictus, y en ultima instancia incrementar

la mortalidad.**®
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7.1 Esmolol

El esmolol es un fdrmaco betabloqueante, selectivo para receptores B1 adrenérgicos. No
posee actividad simpaticomimética intrinseca ni efecto estabilizador de membrana a dosis
terapéuticas. Su uso esta aprobado para tratamiento de taquicardia supraventricular (excepto
para los sindromes de preexcitacion) o taquicardia sinusal no compensada, y para taquicardia e

hipertensién arterial que se producen en la fase perioperatoria.’®’

El farmaco tiene una semivida de distribucién del orden de 2 minutos, con una semivida de
eliminacion del orden de 9 minutos, por lo que tiene un efecto rdpido y la duracién de sus
efectos es muy corta, permitiendo que la dosis se pueda ajustar rapidamente. El esmolol es
metabolizado mediante la hidrélisis del grupo éster por las esterasas presentes en los glébulos
rojos, produciendo un metabolito dcido (ASL-8123), con una débil accion betabloqueante
(menos del 0,1% de esmolol), y metanol. El esmolol se elimina por via renal, en parte sin

modificar (menos del 2% de la dosis administrada) y en parte en forma de ASL-8123.

La dosis terapéutica inicial del esmolol incluye una dosis de carga de 500
microgramos/kg/minuto durante 1 minuto, seguida de una perfusién de mantenimiento de 50
microgramos/kg/minuto. A partir de ahi se puede aumentar la dosis hasta obtener el efecto

deseado.
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Fig 9: Estructura quimica del esmolol

Usos no hemodinamicos del Esmolol

A pesar de su indicacién para el tratamiento de la taquicardia y la hipertension

perioperatoria, el esmolol ha demostrado tener utilidad mas alla de ese ambito.

Uno de los usos posibles de esmolol es como coadyuvante analgésico durante el periodo
postoperatorio. En este sentido ha demostrado reducir las necesidades de opioides en el
periodo postoperatorio sin obtenerse una peor analgesia.’>® Son multiples las razones que se
barajan para explicar este efecto. Por un lado tenemos los efectos cardiovasculares del fdrmaco,
al reducir el gasto cardiaco podria modificar la farmacocinética de los analgésicos
administrados, aumentando asi su duracién. No obstante, también su efecto antiinflamatorio
(que exploraremos a continuacion) se ha propuesto como explicacién, ya que IL-1y 6 producen
sensibilizacién al dolor. También tiene la capacidad de producir un efecto inhibitorio sobre las
neuronas de la raiz dorsal en la médula espinal, que conducen estimulos nociceptivos al sistema

nervioso central.’>®

Otro posible efecto de los betabloqueantes es el de reducir |la progresion metastdsica de
determinados tumores. Este efecto estd siendo investigado a raiz de del conocido efecto que

puede tener la activacion del SNS promoviendo la progresién tumoral y su diseminacién
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sanguinea.'® Existe evidencia prometedora con otros betabloqueantes administrados en el
periodo perioperatorio, que sugiere que el landiolol puede mejorar el prondstico oncolégico en
cirugia de reseccion pulmonar y el propranolol en cirugia colorrectal.'®* 262 Con esmolol no
existe aln evidencia en este aspecto y se necesitan todavia mas estudios para esclarecer

verdaderamente esta utilidad del betabloqueo.

Esmolol e inflamacion

El bloqueo de receptores B1 por parte de esmolol produce un efecto cronotropo e inotropo
negativo, explicando sus indicaciones terapéuticas. Por ello resulta llamativo que existan
multiples estudios que administran esmolol en situacién de shock cardiogénico y encuentran

mejorias en la funcion cardiaca o la perfusidn distal.163 164 165

Este sorprendente resultado se puede explicar por varios mecanismos. En primer lugar, el
efecto anti-isquémico que ejerce el bloqueo B1 debido precisamente a su efecto crono e
inotropico negativo, reduciendo el consumo de oxigeno del miocardio y mejorando su perfil
metabdlico en un momento en el que la entrega de oxigeno a los tejidos puede estar
comprometido.'®® En segundo lugar, puede frenar el ciclo de regulacién a la bajay
desensibilizacién de receptores adrenérgicos producido por la descarga masiva de
catecolaminas en la sepsis, que resulta en depresion de la funcion cardiaca.®® Por ultimo,
debemos considerar sus efectos como modulador de la respuesta inflamatoria, teniendo en
cuenta la disminucion de TNFa que produce en el experimento de Suzuki, una citoquina que a

su vez ha demostrado estar ligada a la depresidon miocardica.®’

El Experimento posterior Wei, administraba unas dosis menores de esmolol, sin efecto
cronotropo, a ratas en situacion de shock séptico, demostrando tener un efecto beneficioso

sobre la funcion cardiaca y la vasoreactividad a pesar de no modificar la frecuencia cardiaca de
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los sujetos.'®® Esto ciertamente resta potencia a la teorfa de que su efecto positivo se deba al
cronotropismo negativo que produce el betablogueo, y se la afiade a su papel como modulador

de la respuesta inflamatoria.

Diferentes ensayos con esmolol han demostrado efectos positivos que pueden estar en
relacion con este efecto inmunomodulador. Ha demostrado disminuir el dafio de isquemia-
reperfusion en modelos animales.'®® En humanos ha demostrado también reducir el estrés
oxidativo, en situaciones en las que éste se ve exacerbado, como el infarto agudo de
miocardio.”? En situacion de shock séptico ha demostrado disminuir la expresién de citoquinas

proinflamatorias,*’* asi como tener un efecto como protector de la funcion endotelial.*®*

El mecanismo exacto por el cual el esmolol produce este efecto inmunorregulador es
controvertido. Uno de los principales mecanismos que se postulan es que su bloqueo altamente
selectivo de los receptores B1 adrenérgicos resulte en una estimulacion preferente de los
receptores B2 por parte de las catecolaminas circulantes,'’* un receptor que como observamos
previamente tiene la capacidad de inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias, y por lo
tanto un efecto netamente antiinflamatorio. También hay que considerar el efecto
proinflamatorio que ejercen los propios receptores f1 en monocitos, y que se evitaria con su

blogueo, aunque estos receptores sean menos prevalentes que los B2.%%7

Estos efectos podrian ser Utiles para atenuar la respuesta inflamatoria en cirugia, dénde
intervienen los mecanismos antes citados. Se han realizado ensayos en gastrectomias

laparoscopicas, demostrando una reduccion en la produccién de citoquinas proinflamatorias.t’?

173

La cirugia de reseccion pulmonar con VUP presenta un desafio mayor, al producir una
respuesta inflamatoria superior, como ya hemos establecido. Otro problema que plantea la

cirugia pulmonar en relacion con la utilizacion del esmolol es que buena parte de los pacientes
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sometidos a estas cirugias sufren patologia pulmonar, tanto restrictiva como obstructiva.
Clasicamente la administracion de betabloqueantes ha estado siempre relativamente
contraindicada en pacientes con patologia pulmonar obstructiva, especialmente asma.*>° El
esmolol es, no obstante, un farmaco cardioselectivo que carece de efectos sobre la resistencia
de la via aérea, por lo que puede ser un betabloqueante de eleccién para estos pacientes.’* De
hecho, una revisién sistematica de la Cochrane en 2005 no encontrd un aumento de riesgo en
pacientes EPOC a la hora de administrarse betablogqueantes cardioselectivos.'’® En la ficha
técnica del fdrmaco se recoge la contraindicacion de administrarlo durante una crisis asmatica

aguda, pero no en pacientes con asma u otras enfermedades obstructivas del flujo aéreo.*’
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Autor Aiio Resumen Referencia
La infusion de esmolol reduce el dafio causado por radicales libres durante la
Roth, E 1991 b A i ) 176
reperfusién en un modelo de isquemia cardiaca en perros.
El tratamiento con esmolol reduce el estrés oxidativo en pacientes con infarto agudo de
Daga, M 2003 K ) 170
miocardio.
Suzuki, T 2005 La infusién de esmolol atenda la disfuncién miocardica en un modelo de sepsis en ratas. 163
El tratamiento con esmolol reduce el gasto cardiaco en pacientes sépticos, sin afectar la
Gore, D 2006 S . 177
utilizacion de oxigeno.
La infusion de esmolol atenua la disfuncidn sistdlica tras bypass cardiaco en un modelo
Fannelop, T 2008 L, . 178
de cirugia cardiaca en cerdos.
. La infusion de esmolol preserva la funcidn de barrera intestinal en un modelo de sepsis
Mori, K 2011 179
en ratas.
. El tratamiento con esmolol en pacientes sépticos reduce la mortalidad y la necesidad de
Morelli, A 2013 , X 180
férmacos vasoactivos.
. Dosis de esmolol sin efecto cronotropo disminuyen la mortalidad en un modelo murino
Ibrahim-zada, | 2013 X 181
de sepsis.
. La infusion de esmolol mitiga la respuesta inflamatoria postoperatoria en pacientes
Kim, Y 2013 . , L, 172
sometidos a gastrectomia laparoscépica.
. El esmolol mitiga la respuesta inflamatoria postoperatoria en pacientes sometidos a
Kim, Y 2015 , L, . . . 173
gastrectomia laparoscdpica de forma dosis-dependiente.
. La infusion de esmolol mejora la contractilidad cardiaca y respuesta a las catecolaminas
Kimmoun, A 2015 Lo 164
en un modelo de shock séptico en ratas.
, La infusion de esmolol mejora el aclaramiento de lactato en un modelo de shock séptico
Herndndez, G 2016 ) 165
en ovejas.
. Dosis de esmolol sin efecto cronotropo mejoran la funcidn cardiaca y vasorreactividad en
Wei, C 2016 , L. 168
un modelo de shock séptico en ratas.
La infusion de esmolol reduce el tiempo de ventilacion mecanica en pacientes con sepsis
Shang, X 2016 . L. 182
grave, sin efectos adversos hemodinamicos.
El tratamiento con esmolol aumente el volumen sistélico pero disminuye el gasto
Du, W 2016 . . o . 183
cardiaco en pacientes con sepsis, sin alterar el consumo de oxigeno.
Zhang, L 2016 El esmolol disminuye la lesién pulmonar e inflamacién en ratas con pancreatitis aguda. 184
La infusién de esmolol disminuye la inflamacién y apoptosis en ratas sépticas con
Lu, Y 2017 . » X 185
infeccion abdominal.
Guo, CA 2020 El esmolol inhibe la inflamacién y la apoptosis en tejido intestinal en ratas sépticas. 186
. El tratamiento con esmolol no reduce las necesidades de vasopresores ni el tiempo
Cocchi, M 2022 187

hasta la resolucion del shock en pacientes sépticos.

Tabla 2: Resumen de estudios clinicos y experimentales realizados con esmolol en relacion a la respuesta

inflamatoria. 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187
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Hipotesis y Objetivos
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Hipotesis

El antagonismo farmacoldgico de los receptores betaadrenérgicos, mediante la
administracion perioperatoria de una perfusién continua de esmolol, podria atenuar la
respuesta inflamatoria asociada al estrés que conlleva la cirugia de reseccién del parénquima

pulmonar con periodo de ventilacion unipulmonar en un modelo experimental porcino.

Objetivo principal

Analizar el efecto de una perfusion continua perioperatoria de esmolol intravenoso sobre la
respuesta inflamatoria sistémica en el intra y perioperatorio de un modelo experimental de

cirugia de reseccién pulmonar.

Objetivos secundarios

Investigar el efecto de este tratamiento sobre el dafio producido al glicocalix y la disfuncion

endotelial, con la hipotesis de que se atenuard el dafio producido por la cirugia y la VUP.

Investigar el efecto del esmolol sobre la apoptosis hepatica que pueda estar ocasionada por

la cirugia.

Investigar los cambios hemodinamicos y respiratorios ocasionados por el tratamiento.
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Material y Métodos
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El estudio se realizé con la autorizacion de los Comités de Investigacion y de Etica en
Experimentacién Animal del Hospital General Universitario Gregorio Marafién. Todos los
procedimientos se realizaron respetando la normativa legal vigente, tanto espafiola como
europea, sobre el manejo de animales de experimentacion, en especial lo estipulado por la Ley
32/2007, del 7 de noviembre, para el cuidado de los animales en su explotacién, transporte,
experimentacién y sacrificio, y por el Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en

experimentacién y otros fines cientificos, incluida la docencia.

Los experimentos con animales fueron realizados en la Unidad de Medicina y Cirugia
Experimental del Hospital General Universitario Gregorio Marafion y las muestras fueron
analizadas en el Laboratorio de Biologia Molecular lll de la Facultad de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid.

Fig 10: Quiréfano de la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental del Hospital General Universitario

Gregorio Maraiion
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1. Sujetos Experimentales

Se utilizaron como sujetos del estudio cerdos adultos de la raza Large-White. Fueron 24
animales con peso medio de 40 +/- 5 kg. Los animales fueron proporcionados por el Instituto
Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (iMiDRA), a través de la
Finca Experimental La Chimenea, en Aranjuez. El traslado de los animales desde la finca hasta el
centro de investigacion del Hospital General Universitario Gregorio Marafidon se realiza 24 horas
antes del procedimiento quirurgico, en una jaula individual, donde permanece el animal hasta el
momento de la intervencidn. El animalario dispone de un ambiente controlado con 20-222Cy

una humedad del 55%.

Los sujetos fueron asignados de forma aleatoria a uno de tres grupos experimentales:
CONTROL, ESMOLOL y SHAM. Cada grupo experimental se compone de 8 animales. La
asignacién aleatoria se realizd usando en programa informatico Excel (Microsoft Corp, Seattle,

EEUU).

El grupo ESMOLOL recibid la administracién inmediatamente a continuacién de la induccién
anestésica de un bolo de esmolol (Brevibloc, Baxter S.L., Ribarroja del Turia, Valencia, Espafia)
de 0,5 mg/kg, seguido de una perfusion continua de esmolol durante todo el procedimiento
quirurgico de 0,05 mg/kg/min. Fue sometido a una cirugia de reseccién pulmonar, resecandose

I6bulo caudal izquierdo con ventilacién unipulmonar bajo anestesia general.

Al grupo CONTROL le fue administrado tras la induccidén anestésica un bolo de suero salino
0,9%, seguido de una perfusion continua de suero de forma que resulte en el mismo volumen
gue la dosis de esmolol correspondiente para el grupo ESMOLOL. Se realizd una cirugia de
reseccion del I6bulo caudal izquierdo con ventilacién unipulmonar bajo anestesia general, de la

misma forma que el grupo ESMOLOL.
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La administracion de esmolol y suero salino se realizd de forma cegada con jeringas

preparadas previamente sin marcar.

El grupo SHAM fue anestesiado de la misma forma que los grupos anteriores sometido a
una toracotomia bajo anestesia general, con ventilacion mecanica bipulmonar, sin realizarse

reseccion pulmonar o ventilacién unipulmonar.

Muestra Total n=24

N N )

/Grupo ESMOLOL

Grupo CONTROL Grupo SHAM
n=8 n=8 n=8
Anestesia general Anestesia general Anestesia general
VBP VBP VBP
Toracotomia Toracotomia Toracotomia

VUP VUP

Reseccion pulmonar Reseccion pulmonar
N o\ 2N /

Fig 11: Distribucion de los grupos experimentales. VBP: Ventilacion bipulmonar. VUP: Ventilacidn

unipulmonar.

2. Procedimiento anestésico

Antes de la intervencion se administré ketamina (Ketolar, Parke Davis, Pfizer, Dublin,
Ireland) por via intramuscular a los sujetos como premedicacion, a dosis de 10 mg/kg de peso.
Los animales pudieron beber agua libremente hasta el momento de la intervencién, pero no se
permitié la ingesta de comida sdlida en las 18 horas anteriores al inicio de la cirugia. Se colocé a
los animales en decubito supino sobre la mesa de operaciones, se les monitorizé mediante
pulsioximetria y electrocardiografia y se canalizdé una via venosa periférica en la oreja izquierda.
Se preoxigend a los animales administrando oxigeno con mascarilla facial con una fraccion
inspirada de oxigeno (FiO2) de 1 durante 2 minutos antes de la induccidén anestésica.
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Como induccién anestésica se administrd de forma secuencial por via intravenosa fentanilo
(Fentanest, Kern Pharmaceuticals, Houston, TX) a dosis de 3 mcg/kg, propofol (Diprivan,
AstraZeneca, Macclesfield, Cheshire, UK) a dosis de 3mg/kg, y atracurio (Tracrium,
GlaxoSmithKline, Brentford, UK) a dosis de 0,6mg/kg. El mantenimiento anestésico se realizd
con una perfusiéon continua de propofol a dosis de 10mg/kg/h durante todo el proceso
quirurgico. Se administraron bolos adicionales de fentanilo y atracurio durante el
procedimiento, segun el criterio del anestesidlogo guiado por datos clinicos y hemodinamicos,
de forma que se garantice la correcta analgesia del animal durante el procedimiento, asi como
su relajacién neuromuscular, facilitando la intervencién quirdrgica. Se administré fluidoterapia
de mantenimiento con una solucién intravenosa de Plasmalyte (Baxter AG, Luxemburgo) a dosis

de 5 ml/kg/h.

Tras realizar la induccién anestésica se procedio a la intubacion endotraqueal de los sujetos
mediante laringoscopia directa con un laringoscopio de tipo Miller y un tubo endotraqueal con
baldn de pneumotaponamiento del nimero 6-7 segin el tamafio del animal. Se utilizaron pinzas

de Magill para dirigir el tubo endotraqueal a la glotis.
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Fig 12: Material para el manejo de la via aérea. Arriba izquierda: Tubo endotraqueal con baldn. Arriba

derecha: Laringoscopio de pala recta tipo Miller. Abajo: Pinzas de Magill.

Se inicid la ventilacién mecanica bipulmonar mediante un respirador modelo Drager SA 1
(Drager Medical Hispania, Madrid, Espafia). Se comprobé el correcto posicionamiento del tubo
endotraqueal mediante auscultacion tordcica bilateral y objetivandose medicion de capnografia
correcta. Se utilizé una estrategia de ventilacién de proteccion pulmonar controlada por
volumen, con un volumen corriente de 8 ml/kgy 12 respiraciones por minuto, relacién entre
inspiracion y espiraciéon de 1:2 y una presién positiva al final de la inspiracion (PEEP por sus
siglas en inglés) de 5 cmH20. La FiO2 administrada fue de 0,6 durante todo el transcurso de la
cirugia. Durante la ventilacion unipulmonar se continud la estrategia de ventilacion protectora

utilizando un volumen corriente de 6 ml/kg.
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La monitorizacién durante la cirugia consistié en electrocardiografia de 6 derivaciones,
pulsioximetria, capnografia, presién arterial invasiva y presién venosa central. Para estas Ultimas
dos mediciones se cateterizaron la arteria y vena femorales, mediante diseccion quirdrgica de la
ingle derecha de los animales de experimentacidon hasta aislar los vasos e introducir sendos

catéteres vasculares de 7 Fr (Arrow-Howes) por el método de Seldinger.

Fig 13: Izquierda: Colocacion en la mesa quirtrgica para canalizacidn de vias. Derecha: Ingle disecada con

vasos canalizados.

Se utilizé el monitor PiCCO (Pulse Contour Cardiac Output) (PULSION Medical Systems AG,
Munich, Alemania) para medir y registrar los datos hemodindmicos. El sistema PiCCO es un
sistema de monitorizacion hemodindmica por termodilucién transpulmonar (TDTP). La TDTP es
un método de dilucion empleado para medir el gasto cardiaco mediante la administracién de un
indicador, en este caso suero salino a una temperatura proxima a la congelacion. Se administra
el suero por la vena femoral y se mide el cambio de temperatura ocasionado en la sangre a
nivel de la arteria femoral, tras el paso del indicador por la circulacién derechay el corazon
izquierdo. Se basa en la premisa de que el gasto cardiaco es inversamente proporcional al
cambio de concentracién del indicador en un periodo de tiempo determinado. De este modo, y
tras la administraciéon del indicador, se genera una curva temperatura-tiempo donde el area

bajo la curva es inversamente proporcional al gasto cardiaco.®®

Adicionalmente se usé un analizador de gases GEM Premiere 5000 para analizar muestras

de sangre arterial a pie de cama, monitorizandose de esta forma la adecuada ventilacion y
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oxigenacion de los animales durante todo el procedimiento, pudiéndose analizar pH, presién

arterial de oxigeno (pa02) y presién arterial de CO2 (paCO2).

PICCO plus # PULSION

Fig 14: I1zquierda: Monitor PiCCO. Derecha: Analizador de gases GEM Premiere 5000

La profilaxis antibidtica se realizd con una dosis intramuscular de penicilina benzatina

(600.000 Ul IM) antes de la intervencion quirdrgica.

Tras la apertura de la pleura, en todos los grupos salvo el SHAM, se inicié la ventilacion
unipulmonar progresando el tubo endotraqueal al bronquio principal derecho bajo la guia con
vision directa de un fibrobroncoscopio (fibrobroncoscopio flexible Olympus), manteniendo los
mismos parametros de ventilacién protectora descritos anteriormente, durante 120 minutos.
Posteriormente se recoloco el tubo endotraqueal en traquea restableciendo la ventilacién

bipulmonar durante 60 minutos.

Al finalizar la cirugia se realizo la educcion anestésica, interrumpiendo la administracion de
propofol. Tras constatar la adecuada mecdnica respiratoria espontanea se procedié a extubar al
animal y se transportd a una jaula adecuada. Durante las siguientes 24 horas se administro
ketorolaco (Droal, Vita S.A., La Paz, Bolivia.) intramuscular para el control del dolor y se permitio

acceso libre al agua.
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Pasado este tiempo se realizd una nueva anestesia general con idéntico protocolo de
induccién y mantenimiento que la anterior, siendo igual para los tres grupos experimentales. Se
tomaron biopsias de tejido hepatico mediante la realizacién de laparotomia media subxifoidea a
los sujetos de estudio, y posteriormente se procedio al sacrificio del animal, profundizando su
hipnosis con un bolo de 2mg/kg de propofol, y posteriormente administrandose en bolo 40mEq

de cloruro potasico por via intravenosa para producir la parada cardiaca.

3. Procedimiento quirurgico

El procedimiento es realizado por un Especialista en Cirugia Tordcica.

Tras la induccion anestésica los cerdos fueron colocados en posicion de decubito lateral
derecho. Se desinfectd el campo quirdrgico con povidona yodada. Se delimité el campo
quirurgico mediante sdbanas quirurgicas estériles. Mediante técnica quirdrgica aséptica se
realizd una incision de toracotomia izquierda, colocandose un separador costal para exponer el

campo quirurgico.

En los grupos CONTROL y ESMOLOL se realizé diseccion del parénquima pulmonar por
debajo de la cisura interlobar, ligando arteria, vena y bronquio lobar caudal. Se resecé el [6bulo
caudal izquierdo, extrayéndose la pieza quirurgica. Se realizd hemostasia y aerostasia
cuidadosas, comprobandose la ausencia de fugas. Se dejo en la cavidad tordcica un tubo de
drenaje intrapleural, suturado a la piel. Se conectd el tubo a un sistema de flujo unidireccional
(valvula de Heimlich). Finalmente se realizd el cierre quirdrgico por planos, cerrandose la pleura,

la capa muscular y la piel con suturas quirurgicas.
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Desde el momento inmediatamente anterior a la apertura de la pleura pulmonar por parte
del cirujano hasta el fin de la reseccion pulmonar se realizé ventilacion unipulmonar en los

grupos ESMOLOL y CONTROL.

En el grupo SHAM tras la incision de toracotomia se mantuvo ventilacién bipulmonar, no
realizdndose por tanto en ningdin momento VUP ni reseccion del parénquima pulmonar,

suturandose la herida de toracotomia al finalizar el procedimiento.

Fig 15 Detalle de la cirugia de reseccién pulmonar. Izquierda: Térax abierto con exposicion del hilio pulmonar.

Derecha: Cierre por planos de la incisién de toracotomia.

4. Recogida de datos y obtencion de muestras.

4.1 Gasometrias arteriales.

Durante el procedimiento se extrajeron muestras para gasometria arterial utilizando una
jeringa heparinizada para gasometria del catéter arterial femoral en 5 momentos diferentes:
Tras la induccidn anestésica, a los 30 minutos de VUP, a los 120 minutos de VUP, tras 60
minutos de VBP y tras la segunda induccién anestésica 24 horas tras la primera cirugia. Estas
muestras de sangre arterial se analizaron a pie de cama utilizando el mencionado analizador de
gases GEM Premiere 5000. Se registraron los siguientes parametros: pH, presion arterial de

oxigeno (pa02), presién arterial de CO2 (paC0O2) y SpO2.
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4.2 Parametros hemodindmicos y respiratorios.

Se registraron las mediciones de diferentes pardmetros hemodindmicos y respiratorios en
el mismo momento en que se obtuvieron las muestras de sangre a analizar. Utilizando el
dispositivo PiCCO se realizaron tres termodiluciones transpulmonares administrando suero
salino frio por la via venosa central. Se registraron los parametros hemodinamicos
correspondientes a la media de las tres mediciones. Los pardmetros hemodinamicos que se
registraron son frecuencia cardiaca (FC); presién arterial media (PAM); presion venosa central
(PVC); indice cardiaco (IC); indice de volumen global al final de la didstole (GEDI); indice de

contractilidad del ventriculo izquierdo (DPmax); y variacion de volumen sistélico (VVS).

Desde el punto de vista respiratorio, ademas de las variables gasométricas, se registraron la
presién pico en las vias aéreas (PPaw) medido por el respirador y la saturacién periférica de

oxigeno (Sp02).

4.3 Muestras de suero

Se extrajeron muestras sanguineas de 5ml de la via venosa central en cuatro momentos
diferentes: Tras la induccién anestésica, a los 120 minutos de VUP, tras 60 minutos de VBP y
tras la segunda induccién anestésica a las 24 horas. Estas muestras fueron centrifugadas y
posteriormente se pipeted el suero sobrenadante, conservandolo en un recipiente a -409C. En
estas muestras de suero se determinaron niveles de TNF-a, IL-1, Syndecan, éxido nitroso y

catepsina.

4.4 Biopsias hepaticas.
24 horas tras la finalizacion de la cirugia se obtuvo una biopsia hepatica de cada animal

bajo anestesia general. Estas muestras se introdujeron en un criotubo y se congelaron mediante
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nitrogeno liquido a -802C. Se determinaron los niveles de marcadores de inflamacion, apoptosis

y dafio al glicocdlix. Los marcadores analizados son MCP-1, NFkB, IL-1, IL-10, TNF-a, eNOS, iNOS,

Bcl2, BAX, PUMA, BAD y BAK.

GA GA GA GA GA
Suero Suero Suero Suero
Biopsia hepatica
\ b y 4 A
AG +VM | Toracotomia Lobectomia* Despertar >
Basal 30’ VUP 120’ VUP 60’ VBP 24 horas
(VBPen (VBPen (180’ vBP
SHAM) SHAM) en SHAM)

Fig 16: Toma de muestras. AG: Anestesia general. VM: Ventilacidn mecanica. VUP: Ventilacion unipulmonar.

VBP: Ventilacién bipulmonar. * Solo se realiza lobectomia en grupos ESMOLOL y CONTROL.

5. Analisis bioquimico:

Niveles de TNF e IL-1 en suero: Se utilizod ELISA (Enzyme-linked Inmuno Sorbent Assay) para

su medicion, utilizando Kits de ELISA comerciales especificos para cerdos (Cusabio Biotech Co

Ltd, China).

Brevemente, las muestras se pipetearon en pocillos revestidos con un anticuerpo

monoclonal especifico para la citoquina a cuantificar. Posteriormente se realizé un lavado,

eliminando las sustancias no unidas a los anticuerpos que pudiesen interferir con la medicion.

Seguidamente se afiadid un segundo anticuerpo especifico para el primero conjugado con

biotina y se realizd una segunda incubacién. Se realizd un nuevo lavado, eliminando el segundo

anticuerpo no unido. Se incubaron nuevamente en presencia de un complejo estreptavidina-

peroxidasa, que se unid a su vez a la biotina del segundo anticuerpo. Nuevamente se realizé un

lavado, eliminando la enzima no unida, y se afiadid una solucion sustrato que produce un
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cambio de color mediante una reaccién enzimatica. El proceso se detuvo tras 1 min, midiéndose

el cambio de color mediante un espectrofotometro.

Expresidn de proteinas: Se utilizd la técnica de Western Blotting para medir la expresion de

TNF, IL-1, Syndecan y catepsina en suero; asi como la expresion de TNF, I1L-1, IL-10, Nf-KB,

MCP1, eNOS, iNOS, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD, BAK y Syndecan en biopsias hepaticas.

Las muestras se homogeneizaron en tampdn de lisis (100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L TRIS-Cl
(pH 7,6) 1 mmol/L EDTA (pH 8), 1 mg/ml aprotinina, 100 pg/ml PMSF). Posteriormente se diluyd
la muestra en un ratio 1:1 con tampoén 2X (100 mmol/L TRIS-HCI (pH 6,8), 4% SDS, 20% glicerol,

0.1 azul de bromofenol, 200 mmol/L ditiotreitol) y se hiervidé durante 10 minutos a 1002C.

Se determind la concentracion de proteinas utilizando la prueba del dcido bicinconinico o
ensayo de Smith.'® Utilizando electroforesis en gel con sodio dodecil sulfato-poliacrilamida
(acrilamida 20%), se separaron cantidades equivalentes de proteinas (25 pg) de cada muestra,
transfiriéndose a una membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) usando un sistema
semiseco. Esta membrana se incubd 60 minutos a 372C en un tampdn bloqueante (20 mmol/L
TRIS, 150 mmol/L NaCl, 0,2% Noninet P 40, 5% leche desnatada), para evitar la unién
inespecifica. A continuacidn, se incubd con anticuerpos de conejo especificos para las proteinas
a cuantificar. Tras realizar un lavado eliminando el anticuerpo no unido se incubd nuevamente
la membrana en presencia de un anticuerpo secundario para inmunoglobulinas de conejo
conjugado con peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit
lgG secondary antibody, Transduction Lab, Lexington, KY). Se realizé un nuevo lavado y se
incubd la membrana con reactivos ECL Plus (Amersham Life Science Inc., Buckinghamshire, UK).
Se expuso la membrana a rayos-x. Con un densitdémetro (BioRad GS 800) se escaned la placa, se

digitalizd y se determinaron las densidades dpticas relativas. Los pesos moleculares se
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determinaron utilizando marcadores proteicos pretefiidos y se analizaron las bandas de

proteinas.

Expresién de ARN mensajero: Se utilizé la técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa

con transcriptasa inversa (RT-PCR) para medir la expresién de ARNm de TNF, IL-1, IL-10, Nf-KB,
MCP1, eNOS e iNOS en biopsias hepaticas. Esta técnica consiste en la retrotranscripcion del

ARNm a ADN y la posterior amplificacion de dicho ADN para su cuantificacion.

Se aislé el ARNm de las muestras de higado utilizando el kit TRI reactivo (Molecular
Research Centre, Inc, Cincinnati, OH, USA), utilizando el método descrito por Chomczynski y
Sacchi.’®® Se midi¢ la pureza del ARNm mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5%,

determinandose las concentraciones de éste con espectrofotometria.

La transcripcidn inversa se realizd con un kit comercial (Promega, Madison, WI, USA) y una
mezcla de primers o cebadores pd(N)6, utilizdndose 2ug de ARNm por cada muestra. Los
primers o cebadores son dos secuencias cortas de nucledtidos complementarias cada una a una
de las dos hebras de ADN que delimitan las zonas de la hebra a amplificar y permiten que la
polimerasa inicie la reaccidn. Se utilizé un termociclador para PCR en tiempo real (Applied
Biosystems 7300). Se utilizd el método inespecifico de fluorescencia SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los primers se utilizaron a 300nM de concentracion.
En la tabla inferior se muestra la secuencia de primers utilizados. Se utilizé el gen 185 como
control interno. Los cambios en la expresién del mRNA se analizaron con un método de
cuantificacion relativa, comparando los cambios de la expresion del gen a analizar con el
mencionado control, segtin el método de 2-AACT.** El cADN obtenido se conservé a -20 2C

hasta su utilizacion.
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Primer Sentido Antisentido
18S GGTGCATGGCCGTTCTTA TCGTTCGTTATCGGAATTAACC
TNF ¢ ATGAGAAGTTCCCAAATGGC CTCCACTTGGTGGTTTGCTA
IL-1 TGTGATGAAAGACGGCACAC CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG
IL-10 ACTGCACCCACTTCCCAGT TTGTCCAGCTGGTCCTTTGT
NF«B CAGCTCTTCTCAAAGCAGCA TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA
MCP-1 AGCATCCACGTGCTGTCTC GATCATCTTGCCAGTGAATGAGT
eNOS CCAGTGCCCTGCTTCATC GCAGGGCAAGTTAGGATCAG
iNOS CTTTGCCACGGACGAGAC TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC

Tabla 3: Primers para PCR.

Nivel de éxido nitrico en suero: Para determinar la concentracién de oxido nitrico en suero

se uso la reaccion de Griess. Para ello se hizo reaccionar a la muestra con el reactivo de Griess,
una solucion acida conteniendo un derivado de la anilina, sulfanilamida, y un agente de

acoplamiento, N-(1-naftil) etilendiamina.

Al afiadir el reactivo, el ion nitrito reacciond con la sulfanilamida formando una sal de
diazonio. Esta reacciond posteriormente con N-(1-naftil) etilendiamina dando lugar a un tinte
rojizo. Posteriormente, se analizé utilizando un espectrofotémetro para cuantificar la

concentracion.

6. Estudio estadistico:

Se comparan los pardmetros hemodindmicos y respiratorios, asi como los marcadores de
inflamacién, de dafio endotelial y de apoptosis entre los tres grupos, CONTROL, ESMOLOL y

SHAM.

Los analisis post-hoc se realizaron con la correccion de Bonferroni. Se realizd analisis
covariante para analizar los efectos entre grupos a las 24h de la cirugia en las muestras de
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biopsia hepatica, asi como en las muestras de suero cuando se ajustaba por valores basales.
Para detectar diferencias en datos hemodindmicos y ventilatorios, se uso el test ANOVA
multifactorial de medidas repetidas para comparar los efectos del esmolol a lo largo del estudio.
El factor era el grupo al que pertenecian los animales (CONTROL, ESMOLOL o SHAM) y las
medidas repetidas se realizaban en cada fase del estudio (basal, 30 minutos de VUP, 120
minutos de VUP, 60 minutos de VBP y 24h tras cirugia). La evolucién de estos pardmetros y su
interaccién con él también se analizaron con un ANOVA multifactorial de medidas repetidas.
Por lo tanto, los valores p se ajustaron en comparaciones transversales y longitudinales con el

método Bonferroni.

El andlisis de resultados se realizé con el paquete estadistico SPSS para Windows (versién
22.0; IBM Corp, Armonk, NY). Todos los test utilizados eran pruebas de dos colas y una p < 0.05

se considerd estadisticamente significativa.
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Resultados
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1. Parametros Hemodinamicos y Gasométricos

La FC aumentd ligeramente en los momentos iniciales de la cirugia en los tres grupos para
estabilizarse posteriormente. La PAM se modificd minimamente durante el procedimiento en
los tres grupos. Comparativamente entre los grupos, estas variaciones hemodinamicas en FCy

PAM no fueron estadisticamente significativas. (Graficas 1y 2 y Tabla 4)

La PVC también se mantuvo constante a lo largo del procedimiento en los tres grupos. En el
grupo Control observamos valores menores si bien la diferencia fue significativa Unicamente en
una de las mediciones, la realizada tras 30 minutos de ventilacién bipulmonar, hacia el final de

la intervencidn. (Gréfica 3 y Tabla 4)

En cuanto al IC, se observa que el grupo de Esmolol parte desde un indice menor previo a la
intervencion. Sin embargo, durante el procedimiento los valores se mantienen dentro de la
normalidad y constantes. No se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos. (Grafica 4 y Tabla 4)

El GEDI experimenta un cierto aumento en los grupos Control y Esmolol durante la cirugia
de reseccién pulmonar, manteniéndose estable durante el procedimiento en el grupo Sham. Las

diferencias, no obstante, no fueron significativas entre los grupos. (Grafica 5y Tabla 4)

El Dpmax fue discretamente menor en el grupo Esmolol al inicio. Los tres grupos
experimentaron un ligero ascenso a lo largo de la prueba, sin encontrarse diferencias

estadisticamente significativas entre ellos. (Grafica 6 y Tabla 4)

En la VVS el grupo Control se encuentra con valores en el limite alto de la normalidad desde
el inicio de la cirugia, manteniéndose estables durante su trascurso. Los grupos Esmolol y Sham
partieron de valores menores que también ascendieron hacia el limite alto de la normalidad.
Los valores del grupo Control fueron significativamente mayores en las primeras dos

mediciones, posteriormente no se existieron diferencias significativas. (Grafica 7 y Tabla 4)
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Basal VUP 30min VUP 120min VBP 60min

24h PO

FC (Ipm) Control  89(17) 101(19)  89(13) 96 (9) 78 (19)
Esmolol  79(17) 90 (15) 85 (20) 92 (21) 90(13)
Sham 85 (28) 91 (20) 100(21)  101(20) 96 (20)
PAM (mmHg)| Control  100(27)  105(21)  105(17)  124(14)  100(14)
Esmolol 94 (15) 105(12)  110(19)  138(21) 117 (34)
Sham 112(14)  102(24)  117(17) 129(7) 121(7)
PVC (mmHg) | Control  83(5)  93(41) 91(51) 8149  88(43)
Esmolol  10,9(3,9) 121(31)  12(3,8) 121(32)  11(3,3)
Sham 12(35) 12,8(2,8) 12,2(2,6) 124(3,6) 10,3(2,8)
IC Control  3,7(08)  41(15  3,6(09  44(15  29(08)
(/min/m2) | Esmolol  2,7(1)c 3(1,6) 3,3(2) 3,4(1,6)  29(0,7)
Sham 31(1,1)  27(07)  29(08  35(L5  4,6(2,5)
GEDI Control 591 (236) 643 (280) 641(302) 711(228) 480 (197)
(mi/m2) | Esmolol 560(332) 591(409) 635(461) 716(334) 677 (337)
Sham 463 (140) 446 (123) 417 (101) 438(197) 434 (329)
Dpmax Control 723 (207) 684 (208) 834 (219) 909(295) 764 (228)
(mmHg/s) | Esmolol 573 (60) 709 (163) 780 (213) 711(153) 756 (278)
Sham 705 (446) 1087 (643) 943 (564) 876 (442) 928 (287)
VVS (%) Control 16 (5,5)a,c 15(6,5)ac 14(3,5)  15(5,3) 17 (7)
Esmolol 9(4,1) 7 (3,4) 9 (4,3) 19(10,3) 14 (4,7)
Sham 12 (4,6) 6(2,9) 11 (3,5) 15(7,9) 9(1,9)

Tabla 4: Valores hemodinamicos. Datos expresados como media (desviacidn estandar). VUP: Ventilacion
unipulmonar; VBP: Ventilacion bipulmonar. FC: Frecuencia cardiaca; PAM: Presion arterial media; PVC:
Presién venosa central; IC: indice cardiaco; GEDI: volumen global al final de la diastole; Dpmax: indice de

contractilidad del ventriculo izquierdo; VVS: Variacion de volumen sistélico.

a: p <0.05 Sham vs Control

b: p <0.05 Sham vs Esmolol
¢: p <0.05 Control vs Esmolol
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Grafica 1: Frecuencia cardiaca. FC: Frecuencia cardiaca. Lpm: Latidos por minuto.
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Grafica 2: Presién arterial media. PAM: Presidn arterial media. VUP: Ventilacién unipulmonar. VBP: Ventilacién

bipulmonar. PO: Postoperatorio.
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Grafica 3: Presién venosa central. PVC: Presidn venosa central. VUP: Ventilacién unipulmonar. VBP:

Ventilacion bipulmonar. PO: Postoperatorio.

S N &
© © ©

s
[=)

— Control

\ s Esmolol

IC (I/min/m2)
K
o

_..-—--"""-—-
3,0 msssss Sham
2,0
Sham vs Control (#) p<.05
1,0
Sham vs Esmolol (&) p<.05
0,0 Control vs Esmolol (*) p<.05

Basal VUP 30min  VUP 120min VBP 60min 24h PO

Gréfica 4: indice cardiaco. IC: indice cardiaco. VUP: Ventilacién unipulmonar. VBP: Ventilacién bipulmonar. PO:

Postoperatorio.
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Grafica 5: GEDI. GEDI: Global End Diastolic Index (indice de volumen global al final de la diastole). VUP:

Ventilacion unipulmonar. VBP: Ventilacién bipulmonar. PO: Postoperatorio.
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Grafica 6: Dpmax. Dpmax: indice de contractilidad del ventriculo izquierdo. VUP: Ventilacidn unipulmonar.

VBP: Ventilacion bipulmonar. PO: Postoperatorio.
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Grafica 7: VVS. VVS: Variacion de Volumen Sistdlico. VUP: Ventilacion unipulmonar. VBP: Ventilacion

bipulmonar. PO: Postoperatorio.

La oxigenacidn arterial descendié durante la VUP tanto en el grupo Control como en el
grupo de Esmolol para recuperar valores basales al final de la cirugia, durante la ventilacién
bipulmonar y en la medicidén postoperatoria. En el grupo Sham no se registraron variaciones a lo

largo de todo el procedimiento ni en el postoperatorio. (Tabla 5)

El pH tiende a acidificarse durante el procedimiento en los tres grupos para recuperarse en

la medicion postoperatoria a valores iniciales. (Tabla 5)

La PPaw aumentd en los grupos Control y Esmolol durante la VUP, manteniéndose estable

en el grupo Sham, que no fue sometido a VUP. (Tabla 5)

La SpO2 fue discretamente menor en los grupos Control y Esmolol que en el Sham, que no
fue sometido a ventilacién unipulmonar, aunque sin diferencias estadisticamente significativas.
La variacion del pH tendente a la acidosis es algo mas acentuada en el grupo Sham, si bien no
resulta estadisticamente significativo. La diferencia en la PPaw fue significativa estadisticamente
en el periodo de VUP entre el grupo Sham vy los otros dos. El resto de las variables gasométricas
no registraron diferencias significativas entre los grupos en ningun punto del procedimiento ni

en el postoperatorio. (Tabla 5)
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Basal VUP30' VUP120' VBP60' 24h PO
Sp02 (%) | Control 100 (0) 98 (2) 99 (1) 97 (5) 100 (0)
Esmolol 100 (0) 97 (3) 99 (1) 99 (1) 100 (0)
Sham 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0) 100 (0)
Pa02 Control 258 (60) 131(29)  162(31)  199(93)  251(81)
(mmHg) | Esmolol  241(120)  117(53)  167(70)  195(114) 263 (134)
Sham 260(115) 280(71)ab 257(59)ab  275(81)  257(44)
PaCO2 Control 40 (8) 41,2 (8) 43,4 (7) 48 (10) 46,3 (7)
(mmHg) | Esmolol  42,8(9) 48,6 (7) 49,3 (7) 51,1(7) 46,3 (7)
Sham 36,7 (4) 43 (9) 52,3(7) 53,6 (6) 48 (10)
pH Control  7,48(0,07) 7,45(0,06) 7,43(0,08) 7,37(0,1) 7,53(0,07)
Esmolol  7,43(0,13) 7,42(0,06) 7,41(0,07) 7,39(0,07) 7,49(0,13)
Sham  7,41(0,11) 7,35(0,15) 7,32(0,13) 7,35(0,03) 7,45 (0,06)
PPaw Control  27,3(3,1) 351(71) 352(68 316(72) 32,7(73)
(cmH20) | Esmolol  282(3,6) 353(66) 349(74) 31,8(68) 324(67)
Sham 28,6(3,3) 28,9(2,8)ab 29,2(4,4)ab 31,1(51) 31,3(53)

Tabla 5: Valores gasométricos. Datos expresados como media (desviacidn estandar). VUP: Ventilacidn
unipulmonar; VBP: Ventilacion bipulmonar. SpO2: Saturacion periférica de oxigeno; PaO2: Presidn arterial de
oxigeno; paCO2: Presidn arterial de dioxido de carbono; PPaw: Presion pico en la via aérea.

a: p <0.05 Sham vs Control
b: p < 0.05 Sham vs Esmolol
c: p <0.05 Control vs Esmolol
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2. Biomarcadores en Suero

TNFa
12
I Control
10 Esmolol
8 memmss Sham
~N
&
g 6 Sham vs Control (#) p<.05
O 4 Sham vs Esmolol (&) p<.05
Control vs Esmolol (*) p<.05
2
0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VuUP120' VBP60' 24h
TNF WB Control 1,43(0,23) 4,18 (0,9) 5,25 (0,75) 8,68 (1,37)
(OD/mm2) Esmolol 1,33(0,28) 1,33(0,34) 1,61(0,35) 3,32(0,39)
Sham 1,33(0,17) 1,22(0,21) 1,32(0,44) 1,32(0,21)
ANOVA 0,676 0,011 #, * 0,008 #, * 0,003 #, &, *

Grafica 8: TNF en suero medido por Western Blot. Datos expresados como media (desviacion estandar). VUP:
Ventilacion unipulmonar; VBP: Ventilacidn bipulmonar.
Sham vs Control (#) p<.05
Sham vs Esmolol (&) p<.05
Control vs Esmolol (*) p<.05

90




400

e CO ntrol
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Esmolol
300
s Sham
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E 200 Sham vs Control (#) p<.05
O
2 150 Sham vs Esmolol (&) p<.05
100 Control vs Esmolol (*) p<.05
50
0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
TNF ELISA Control 39,6(22,8) 81,8 (26,6) 106,4 (33,5) 144,1 (43,8)
(pg/ml) Esmolol 38(3,7) 40,5 (1,1) 57,6 (6,4) 84,5(8,9)
Sham 38,7(8,3) 40,7 (2,3) 39,1(3,8) 40,1(12,1)
ANOVA 0,7 0,003 #, * 0,001# & 0,001 4#, &, *

Grafica 9: TNF en suero medido por ELISA. Datos expresados como media (desviacion estandar). VUP:
Ventilacion unipulmonar; VBP: Ventilacidén bipulmonar.
Sham vs Control (#) p<.05
Sham vs Esmolol (&) p<.05
Control vs Esmolol (*) p<.05

El TNFa en suero aumenta progresivamente en los grupos Esmolol y Control a lo largo del

procedimiento, manteniéndose estable en el grupo Sham. En grupo Esmolol presenta

inicialmente resultados similares al Sham, sufriendo un aumento mas marcado al final de la

cirugia y tras 24h. El aumento experimentado por el grupo Control fue significativamente

superior al Esmolol. También hubo diferencias significativas entre el grupo Esmolol y el Sham

en las medidas tras 60’ de VBP y tras 24h en ELISA, no asi en las medidas basal y tras 120’ de

VUP, ni en la medida tras 60’ de VBP en Western Blot. (Graficas 8 y 9)
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iL-1

#
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Esmolol
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= - s Sham
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€ 8 b mm— I
g S - Sham vs Control (#) p<.05
~
8 6 Sham vs Esmolol (&) p<.05
4 Control vs Esmolol (*) p<.05
2
0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
IL-1 WB Control 7,7(1,1) 9,3(0,6) 9,8(0,8) 13,3(1,7)
(OD/mm2) Esmolol 8,1(0,5) 8,8(1,6) 9,2(0,5) 10,2 (0,4)
Sham 7,9(1,1) 8,3(0,4) 7,8(1,5) 7,6(1,8)
ANOVA 0,763 0,09 # 0,085 # 0,002 #,&, *

Grafica 10: IL-1 en suero medido por Western Blot. Datos expresados como media (desviacidn estandar).
VUP: Ventilacién unipulmonar; VBP: Ventilacion bipulmonar.

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

Control vs Esmolol (*) p<.05
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300 Esmolol
250 mmmmmm Sham
S 200
s Sham vs Control (#) p<.05
Q
150 Sham vs Esmolol (&) p<.05
100 Control vs Esmolol (*) p<.05
50
0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
IL-1 ELISA Control 139(16) 183 (9) 240 (34) 335(28)
(pg/ml) Esmolol 138(13) 138(13) 207 (32) 227 (29)
Sham 134(20) 139(8) 137 (6) 136 (12)
ANOVA 0,459 0,003 #, * 0,002 #, & 0,001 4, &, *

Grafica 11: IL-1 en suero medido por ELISA. Datos expresados como media (desviacion estandar). VUP:
Ventilacion unipulmonar; VBP: Ventilacidn bipulmonar.
Sham vs Control (#) p<.05
Sham vs Esmolol (&) p<.05
Control vs Esmolol (*) p<.05

Paralelamente a lo observado con TNFa, IL-1 va en aumento en los grupos Esmolol y

Control a lo largo del experimento, siendo mayor el aumento en el grupo control y

manteniéndose en el grupo Sham en niveles similares al basal. El nivel medido en ambos grupos

intervenidos fue estadisticamente superior al Sham, y el grupo Esmolol tuvo niveles inferiores al

Control de forma significativa tras 24h en ambas mediciones y tras la VUP en ELISA. (Graficas 10

y 11)
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Syndecan
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1,4 #
1'2 * e Control
Esmolol
1
messes Sham

~ 0,8
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§ 0,6 Sham vs Control (#) p<.05
Q Sham vs Esmolol (&) p<.05

0,4

Control vs Esmolol (*) p<.05
0,2
0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
Syndecan Control 0,101 (0,021) 0,18(0,017) 0,503 (0,123) 0,916 (0,311)
(OD/mm2) Esmolol 0,105 (0,013) 0,088 (0,056) 0,406 (0,139) 0,506 (0,195)
Sham 0,088 (0,013) 0,115 (0,056) 0,107 (0,056) 0,1(0,046)
ANOVA 0,179 0,004 * 0,008 #, & 0,004 4, &, *

Grafica 12: Syndecan en suero. Datos expresados como media (desviacién estandar). VUP: Ventilacién
unipulmonar; VBP: Ventilacién bipulmonar.

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

Control vs Esmolol (*) p<.05

El syndecan medido en suero se mantiene similar al basal para el grupo Sham, mientras que
aumenta progresivamente para en grupo Control durante todo el procedimiento. El grupo
Esmolol mantiene cifras similares a la basal durante la VUP y aumenta posteriormente. Las

diferencias entre Esmolol y Control son significativas tras la VUP y pasadas 24h. (Grafica 12)
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9 0 Sham vs Control (#) p<.05
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< 15 Sham vs Esmolol (&) p<.05
10 Control vs Esmolol (*) p<.05
5
0
BAS VUP 120 VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
NO Control 41,6 (6,2) 35(3,4) 28,1(9,4) 23,4(7,9)
(nmol/ml) Esmolol 40,9(1,1) 36,1(2,6) 32,5(1) 37,5(1,5)
Sham 41,1(9,5) 40,2 (5,2) 38,8 (6,2) 38,2(2,5)
ANOVA 0,899 0,25 0,05 # 0,003 #, *

Grafica 13: NO en suero. Datos expresados como media (desviacidn estandar). VUP: Ventilacién unipulmonar;
VBP: Ventilacién bipulmonar.

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

Control vs Esmolol (*) p<.05

EI NO en suero desciende claramente en el grupo Control a lo largo del experimento,
mientras que en el grupo Sham experimenta una bajada mas sutil. En el grupo Esmolol baja
durante la cirugia, pero posteriormente asciende nuevamente hasta cifras similares al Sham tras
24h. La diferencia a las 24h entre Control y el resto es significativa, mientras que durante la

cirugia no hay diferencia significativa estadisticamente entre el Control y el Esmolol. (Grafica 13)
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0
BAS VUP 120’ VBP 60’ 24h
Basal VUP120' VBP60' 24h
Catepsina Control 15,7 (3,7) 17,1 (3,8) 16,2 (2,1) 16,4 (2,5)
(OD/mm2) Esmolol 15,6 (4,1) 14,6 (2,5) 16,2 (3,9) 17(6,1)
Sham 15,2 (7,9) 13,9 (4,2) 13 (6,5) 13,9(9,7)
ANOVA 0,907 0,112 0,763 0,887

Grafica 14: Catepsina en suero. Datos expresados como media (desviacion estandar). VUP: Ventilacion
unipulmonar; VBP: Ventilacién bipulmonar.

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

Control vs Esmolol (*) p<.05

La catepsina medida en suero aumenta ligeramente en el grupo Control tras la ventilacidon

unipulmonar, descendiendo en el grupo Esmolol, igualandose posteriormente ambos grupos

en un nivel similar al basal. En el grupo Sham las cifras descienden ligeramente a lo largo de la

prueba. No obstante, ninguna de las diferencias fue estadisticamente significativa en este

marcador. (Grafica 14)
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3. Biomarcadores en Biopsias hepaticas

TNFa

TNF WB

18

1,4

1,2

OoD/mm2

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
TNF WB 1,53 (0,06) 0,97 (0,19) 0,51(0,14) |<0,0014#, &, *

Grafica 15: TNFa en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidén

estandar).
TNF PCR
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1 Sham vs Control (#) p<.05
0,5
Sham vs Esmolol (&) p<.05
0
CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
TNF PCR 3,62 (0,57) 1,33(0,12) 0,92 (0,25) |<0,001#, &, *

Grafica 16: TNFa en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacion estandar).

Se encontraron diferencias significativas en expresion proteica y de ARNm de TNFa en las
biopsias hepaticas en todos los grupos, siendo significativamente mayor en el grupo Control,

seguido por el Esmolol, y siendo el menor el Sham. (Graficas 15y 16)

97



iL-1

IL-1 WB
#
1,2
&
1
*
0,8
o
£
£ 06
(=)
S)
0,4 T
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0,2
Sham vs Esmolol (&) p<.05
0
CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-1 WB 0,95 (0,08) 0,4 (0,05) 0,26 (0,02) |<0,001#, &, *

Grafica 17: IL-1 en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacion

estandar).
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0,2
Sham vs Esmolol (&) p<.05
0
CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-1 PCR 0,89(0,16) 0,78(0,08) 0,35(0,04) 0,0014, &

Grafica 18: IL-1 en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacion estandar).

IL-1 fue mayor en el grupo Control, seguido de Esmolol y por Ultimo Sham en expresion
proteica y de ARNm. Medido por Western Blot se encontraron diferencias significativas entre
los tres grupos. No obstante, la diferencia no fue significativa medido por RT-PCR. (Graficas 17 y

18)
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CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-1I0WB | 0,24(0,06) 0,3(0,04) 0,33(0,03) | 0,007#,*

Grafica 19: IL-10 en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidn

estandar).
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0
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CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-10 PCR 0,87 (0,09) 1,05(0,11) 1,67(0,12) |[<0,0014#, &, *

Grafica 20: IL-10 en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacidn estandar).

En las biopsias hepaticas se observd una expresion proteica y de ARNm de IL-10 mas

elevada en el grupo Sham, seguido del Esmolol y por ultimo del Control. En el grupo tratado con

esmolol esa reduccion fue significativamente menor que en Control. IL-10 en Sham fue mayor

significativamente que Control con ambos métodos, pero que Esmolol solo medido por RT-PCR.

(Gréficas 19y 20)
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CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
NFkBWB | 318(0,04) 2,62(0,31)  1,07(0,19) |<0,001#, &, *

Grafica 21: NF-kB en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidn

estandar).
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Grafica 22: NF-kB en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacidn
estandar).

La expresién proteicay de ARnm de NF-kB se encuentra en mayor cuantia en las biopsias
hepaticas del grupo Control, seguidos del Esmolol y por dltimo el Sham. Todas las diferencias

entre los grupos fueron estadisticamente significativas en ambas mediciones. (Graficas 21y 22)
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MCP-1

MCP-1 WB

Sham vs Control (#) p<.05

Sham vs Esmolol (&) p<.05

ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
MCP1WB | 0,17(0,01) 0,09 (0,03) 0,07 (0,01) 0,001 &, *

Grafica 23: MCP-1 en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidn

estandar).
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Grafica 24: MCP-1 en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacién
estandar).

En las biopsias hepaticas se objetivé mayor expresion proteica y de ARNm de MCP-1 en el
grupo Control, a continuacién el Esmolol, y para finalizar el grupo Sham, con los menores cifras
de MCP-1. La diferencia entre Control y Esmolol fue significativa medida por Western Blot, pero
no por RT-PCR, mientras que la diferencia entre Esmolol y Sham fue significativa medida por RT-

PCR pero no por Western Blot. (Graficas 23 y 24)
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eNOS WB
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Sham vs Esmolol (&) p<.05

CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
eNOS WB 0,26 (0,08) 0,35(0,09) 0,35(0,03) 0,013 #, *

Grafica 25: eNOS en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidén

estandar).
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CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
eNOS PCR 1,22 (0,14) 1,27 (0,08) 1,25 (0,06) 0,406

Grafica 26: eNOS en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacidén estandar).

La expresién proteica y de ARNm de eNOS en las biopsias hepaticas fueron similares en los
grupos Sham y Esmolol, siendo menores en el grupo control. La diferencia en expresion proteica

fue significativa, mientras que en la RT-PCR no hubo diferencias significativas. (Graficas 25y 26)

102



iNOS

iNOS WB "
2
1,8 &
1,6
14 I
o~ 1,2
£
£ 1
o 0,8
0,6
oA Sham vs Control (#) p<.05
0,2 Sham vs Esmolol (&) p<.05
0
CON ESM SHAM Control vs Esmolol (*) p<.05
CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
iNOS WB 1,6(0,1) 1,38(0,21) 1,09(0,1) 0,064 #, &

Grafica 27: iNOS en biopsias hepaticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviacidén

Sham vs Control (#) p<.05
Sham vs Esmolol (&) p<.05

Control vs Esmolol (*) p<.05

estandar).
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Grafica 28: iNOS en biopsias hepaticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviacion estandar).

La expresién proteica y de ARNm de iNOS fue menor en las biopsias del grupo Sham,

seguido del grupo Esmolol y mayor en el grupo Control. Entre los grupos Control y Esmolol la

diferencia no fue estadisticamente significativa medido por Western blot, pero si por PCR.

(Gréficas 27 y 28)
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Grafica 29: Syndecan en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacion estandar).

La expresion proteica de syndecan fue mas alta en el grupo Sham, seguido del grupo
Esmolol, y por ultimo en el grupo Control. La diferencia entre los grupos Esmolol y Sham no fue

significativa, mientras que el resto de las diferencias si lo fueron. (Grafica 29)
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CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
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Grafica 30: Bcl-2 en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacion estandar).

La expresidn proteica de Bcl-2 en higado fue menor en los grupos Control y Esmolol que en
el Sham. No hubo diferencias significativas estadisticamente entre Control y Esmolol, mientras

que la medida en Sham fue superior significativamente que ambas. (Grafica 30)
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Grafica 31: BAX en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacidn estandar).

BAX fue mayor en el grupo Control que en los otros dos grupos, que entregaron medidas
similares. La diferencia fue significativa entre Control y los otros grupos, que no fueron

estadisticamente diferentes entre si. (Grafica 31)
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Grafica 32: PUMA en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacion estandar).

En las biopsias hepaticas la expresion proteica de PUMA fue similar entre los grupos Control
y Esmolol, siendo superiores a la expresion del grupo Sham. El grupo Sham obtuvo una medida
significativamente inferior a los otros dos, entre los que no hubo diferencias estadisticamente

significativas. (Grafica 32)
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BAD 1,137(0,158) 1,024 (0,074) 0,933 (0,053) 0,014 *

Grafica 33: BAD en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacidn estandar).

La expresién de BAD en las biopsias fue superior en el grupo Control, seguido del Esmolol y
por ultimo el Sham. Hubo diferencia estadisticamente significativa entre Control y los otros dos

grupos, pero no asi entre los grupos Esmolol y Sham. (Gréfica 33)
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Grafica 34: BAK en biopsias hepaticas. Datos expresados como media (desviacidn estandar).

BAK medido en biopsia hepatica fue también superior en el grupo Control con respecto a
Sham y Esmolol, que obtuvieron resultados similares. Entre Sham y Esmolol no existieron
diferencias estadisticamente significativas, mientras que la medida en el grupo Control fue

significativamente mayor. (Gréfica 34)

109



110



Discusion

111



112



En nuestro estudio experimental queda demostrado, tal y como habiamos propuesto en la
hipdtesis, que la administracién intravenosa de esmolol durante la cirugia de reseccion
pulmonar atenua la respuesta inflamatoria sistémica y hepatica, asi como el dafio al glicocalix y
la apoptosis en el parénguima hepatico. Estos efectos del tratamiento con esmolol son

independientes de sus efectos hemodindmicos.

1. Efecto hemodinamico

Una de las razones que se ha esgrimido clasicamente para la conocida atenuacién que
producen los betablogueantes en la respuesta inflamatoria son sus efectos hemodinamicos.
Esto se observa en diferentes experimentos realizados con esmolol a dosis mas altas,
10mg/kg/h o superior, en los que los efectos hemodindmicos parecen proporcionales a los

efectos de inmunomodulacién.*®**7?

En el estudio de Suzuki, demostrando la capacidad del esmolol de reducir el fallo miocardico
asociado a la sepsis en ratas, se utilizan dosis de esmolol que reducen significativamente la
frecuencia cardiaca de los animales, alimentado la hipétesis de que el menor consumo de
oxigeno y mejor perfil metabdlico de los miocitos puede justificar la mejora de la funcion
cardiaca y la disminucidon en mediadores inflamatorios.®® Mori en su estudio parte con el
objetivo de una dosis de esmolol que reduzca la FC un 20%, 15mg/kg/h, observando con ello

una reduccion de la respuesta inflamatoria a nivel intestinal.*”®

Uno de los estudios mas influyentes es el de Morelli, en el que demuestra una reduccion de
la mortalidad y de las necesidades de farmacos vasoactivos tratando a pacientes en estado de
shock séptico con dosis de esmolol tituladas para mantener su frecuencia cardiaca entre 80 y

94lpm. &

En el contexto de la cirugia tordcica y la ventilacién mecdnica tiene también especial

relevancia el efecto hemodindmico del esmolol, potencialmente reduciendo el gasto cardiaco,
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ya que el flujo sanguineo pulmonar aumentado, como comentamos previamente, contribuye al
dafio producido por la ventilacién mecanica, y reducir este hiperaflujo puede ser beneficioso a

la hora de reducir el dafio pulmonar.*?

En vistas a lo anterior, en nuestro experimento nos fijamos el objetivo de utilizar una dosis
que tuviera un efecto minimo sobre la frecuencia cardiaca, manteniendo los efectos
hemodinamicos lo mas bajos posible, con objetivo de discernir la causa fundamental de los

hallazgos del mismo.

Los efectos hemodinamicos de administrar esmolol a nuestros animales fueron muy poco
relevantes, lo cual nos sugiere que estas minimas modificaciones hemodindmicas no fueron las
principales responsables del comportamiento de los biomarcadores inflamatorios

perioperatorios en este modelo experimental.

El experimento de Wei se realizé con dosis de esmolol de 5 mg/kg/h, al igual que el nuestro,
en su caso en ratas. Con esta dosis no se objetivd disminucién de la frecuencia cardiaca de los
animales, pero si demostrd mejora en la funcién miocardica y vasorreactividad en los sujetos en
el contexto de sepsis, pudiéndose atribuir por lo tanto este resultado al efecto
inmunomodulador del farmaco.'®® A nivel hepatico existen también ensayos realizados con
betabloqueantes que muestran reduccion de citoquinas proinflamatorias circulantes,
considerando también que al menos parte de estos efectos son independientes de los efectos

hemodinamicos.'®?

En el ambito quirdrgico destacan los experimentos de Kim, utilizando dosis de esmolol tanto
con efecto cronotrdpico negativo como sin él para mitigar la liberacion de mediadores
inflamatorios. En este caso, en el grupo tratado con dosis de esmolol sin efecto cronotropo, 4
mg/kg/h no objetivo un descenso estadisticamente significativo de las citoquinas

proinflamatorias, a diferencia de nuestro estudio, aunque s lo fue a dosis mayores.'’> 173
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Esta ausencia de efectos hemodindmicos incrementa también la potencial utilidad de esos
resultados. Recordando el estudio POISE, la introduccién de betablogueantes en el
preoperatorio no se recomienda, ya que aumenta el riesgo de hipotension y bradicardia, de
ictus, y en Ultima instancia la mortalidad.*® Este estudio se centra en metoprolol oral a dosis
terapéuticas. Sabemos que en muchos pacientes en el contexto quirurgico puede resultar
nocivo el reducir su gasto cardiaco, tension arterial y frecuencia cardiacas, de cara a potenciales
complicaciones postoperatorias como lesiéon miocardica, insuficiencia renal, ictus, etc.?® ** No
obstante, la utilizacién de esmolol, un fdrmaco con una vida media mucho mas corta, aplicado a

dosis con minimo efecto hemodindamico, presenta un perfil de seguridad mas favorable.

Respaldando lo anterior, el ensayo clinico de Zhang en el contexto de cirugia abdominal en
pacientes aflosos contribuye a avalar la seguridad de esmolol en el perioperatorio. En este
estudio, 60 pacientes con edad superior a 60 afios son sometidos a una cirugia de gastrectomia
laparoscépica, administrandose a la mitad de ellos una perfusién de esmolol intravenoso. A
pesar de encontrarse diferencias significativas en FC y PAM entre ambos grupos, no existieron
diferencias en los marcadores de isquemia que analizaron ni en la incidencia de eventos

cerebrovasculares, que fue nula en ambos grupos.'*®

Nuestros hallazgos confirman que la atenuacion de la respuesta inflamatoria observada es,

como minimo, parcialmente independiente de los efectos hemodinamicos del farmaco.

2. Efecto respiratorio

Otro de los motivos por el que usamos estas dosis de esmolol en el estudio, con objetivo
de facilitar su traslado a la practica clinica, son los potenciales efectos pulmonares de los
betabloqueantes. Clasicamente los betabloqueantes han estado contraindicados en pacientes

con hiperreactividad bronquial, como por ejemplo los pacientes con OCFA (Obstruccién Crénica
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al Flujo Aéreo), condicidon muy prevalente en pacientes que se someten a cirugias de reseccién
196 ; ; ; ;

pulmonar.*” El esmolol es un betabloqueante cardioselectivo, antagonista B1 puro, sin

embargo puede existir preocupacion de que a dosis elevadas pierda selectividad y por lo tanto

tenga un efecto negativo sobre la reactividad bronquial.*®’

No obstante, en estudios mas recientes se ha descrito que betabloqueantes
cardioselectivos como el esmolol no disminuyen significativamente la FEV1, o exacerban
significativamente los sintomas respiratorios, ni alteran de forma significativa la respuesta de la
FEV1 a los agonistas B2 en comparacion con placebo.’®® También se ha comprobado la
seguridad de la administracion de esmolol en el ambito perioperatorio en pacientes con
hiperreactividad bronquial con estudios experimentales con dosis de esmolol superiores a la

usada en este estudio.'®

No solo existe evidencia acerca de la seguridad de estos farmacos en pacientes con
hiperreactividad bronquial, sino que disponemos también de creciente evidencia que sugiere
gue los betabloqueantes cardioselectivos pueden tener efectos beneficiosos en este tipo de
pacientes. En ratones asmaticos en tratamiento con betablogueantes se ha observado una
menor expresion de mediadores proinflamatorios en lavados bronquioalveolares.?®° En

pacientes con OCFA, el tratamiento con betabloqueantes parece disminuir las reagudizaciones

d,201 d'ZOZ

de su enfermeda y pueden mejorar su calidad de vida e incluso reducir la mortalida
Esto puede ser consecuencia de sus efectos cardioprotectores, pero no se puede descartar que

influyan otros efectos beneficiosos a nivel pulmonar, como la inmunomodulacién.

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en cuanto a los pardmetros
gasométricos ni en cuanto a las presiones en la via aérea entre los grupos estudiados,
excluyendo el hecho de que el grupo Sham mantuvo presiones menores durante la fase de VUP

ya que dicho grupo no se encontraba sometido a VUP sino a VBP en esa medicion. Tampoco se
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observd ninguna complicacion respiratoria en ninguno de los animales estudiados, favoreciendo

la hipotesis de que la utilizacidn de esmolol es segura a nivel respiratorio en esta cirugia.

La principal limitacidn con respecto a este resultado es el hecho de que los animales del
estudio eran previamente sanos, sin ninguna patologia pulmonar, lo cual contrasta con los

pacientes habituales en cirugias de este tipo.

3. Respuesta inflamatoria sistémica

Como hemos establecido, la severidad del trauma quirdrgico es proporcional a la cantidad
de citoquinas proinflamatorias que se liberan durante el mismo, y éstas se relacionan
negativamente con los resultados clinicos. Es bien conocido también que la respuesta
catecolaminérgica es directamente proporcional a la severidad del trauma quirurgico. Estas
catecolaminas a su vez tienen un efecto complejo sobre el sistema inmune, si bien este efecto
es netamente contrario a la reaccion inflamatoria. Por otra parte, se relacionan con la
inmunodepresion postoperatoria, deprimiendo la capacidad de fagocitosis de los neutrofilos y

alterando su capacidad de liberar especies reactivas de oxigeno.*3!

Al comparar en nuestro estudio los marcadores en sangre del grupo Sham con los del
grupo Control podemos observar el efecto que tiene la lobectomia y la ventilacion mecanica
unipulmonar sobre la respuesta inflamatoria sistémica. El aumento de TNF e IL-1 atribuible
Unicamente a la VUP y la lobectomia resulta significativo en todas las fases de la cirugia,
concordando con lo establecido previamente del gran impacto inflamatorio que suponen las

cirugfas torécicas y la VUP.?

Estan bien establecidos los efectos antiinflamatorios del esmolol en situaciones de
sepsis. 185 177,175,180 F| carvedilol, otro betabloqueante cardioselectivo, ha demostrado también

reducir los niveles de TNF en otro estado proinflamatorio, el sindrome de ovario poliquistico.?%
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Dentro del dmbito de la cirugia también ha demostrado disminuir la respuesta inflamatoria en
el contexto de la laparoscopia abdominal, concretamente de IL-6 e IL-4, aunque ligados a un
descenso de la frecuencia cardiaca, como comentamos previamente.*’> 173 En este dmbito
disponemos también del reciente estudio de Tan, demostrando también los efectos
antiinflamatorios de otro betabloqueante selectivo para 1, en este caso metoprolol, un
farmaco con mayor vida media. En este estudio administra el farmaco a ratas sometidas a
cirugia abdominal abierta, demostrandose un descenso significativo en la produccién de TNFa e

IL-6, aunque no de [L-1.204

Estos hallazgos concuerdan con los nuestros, en los que observamos una disminucién
significativa en las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNFa en el grupo tratado con esmolol.
Hasta donde hemos podido comprobar, este es el primer experimento que demuestra estos
efectos en cirugia tordcica, y el primero que demuestra una reduccion sistémica de mediadores

inflamatorios tan significativa sin modificar notablemente los pardmetros hemodinamicos.

Excluyendo por lo tanto las justificaciones hemodinamicas esgrimidas en otros estudios
para explicar estos efectos, debemos considerar otras vias antiinflamatorias. En primer lugar, el
bloqueo directo del propio receptor B1. En el experimento de Grisanti se demuestra que la
estimulacion de receptores B1 en monocitos produce una respuesta proinflamatoria. En su
estudio aisla monocitos humanos y los expone a un lipopolisacarido bacteriano junto con un
agonista B1, demostrandose un aumento en la liberacién de TNFa e IL-1 por parte de los
monocitos, comparado con el grupo control sin dicho agonista.**” El bloqueo de los receptores
B1 por parte del esmolol, por lo tanto, tendria un efecto contrario, reduciendo la produccién de

estas citoquinas por parte de los monocitos.

El segundo mecanismo a valorar es que al bloguear los receptores 31 se produzca una
estimulacion preferente de los receptores B2, un receptor que, como hemos establecido, es

mas prevalente en las células del sistema inmune y tiene un efecto claramente contrario a la
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liberacién de citoquinas proinflamatorias.*?” 128 12 Este mecanismo ha sido postulado
previamente por Ackland en su estudio, en el que demostraba mejora en la supervivencia y
menor respuesta inflamatoria en ratas sépticas tratadas con metoprolol, otro betabloqueante
cardioselectivo. En su caso administréd metoprolol tanto por via intravenosa como
intraventricular (en los ventriculos cerebrales) para dilucidar si el efecto beneficioso provenia
del SNC, observando Unicamente disminucidn de los marcadores inflamatorios en el grupo
tratado por via intravenosa, reforzando que el efecto protector viene dado por el bloqueo de

receptores periféricos, no del SNC.*"*

El tercer mecanismo que podemos tener en cuenta incluye el SNP. Sabemos que la
activacion del SNP tiene un efecto antiinflamatorio.**® El bloqueo de receptores adrenérgicos
podria desplazar el equilibrio entre el SNS y SNP hacia este ultimo, favoreciendo por lo tanto su
efecto antiinflamatorio. Esta teoria fue propuesta por Xu, en su estudio administrando el
betabloqueante no selectivo propranolol a ratas en las que posteriormente provocaria sepsis,
objetivando un descenso de TNFa e IL-6 en las ratas con este pretratamiento.?® No obstante,

esta teoria no estd comprobada experimentalmente, siendo necesarios mas estudios.

Por otra parte, se sabe que estos mismos receptores B1 también estan fuertemente
ligados con la inmunosupresion que se da en estados de inflamacién descontrolada como la
sepsis.?% El bloqueo de los receptores B1 mantiene inalterada la funcion de los neutréfilos y su
capacidad para producir ROS, a diferencia del bloqueo B2, que tenderia a reducirla.?’ Por ello,
el bloqueo producido por el esmolol no solo reduciria la respuesta inflamatoria inicial, sino que
también podria tener un efecto beneficioso adicional, evitando la inmunosupresidn posterior.

Esto, no obstante, escapa de los parametros de nuestro estudio.
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4. Daifo Endotelial

Los niveles de catecolaminas circulantes no solo han demostrado relacién con la
inflamacion, sino que también esta descrita su relacion con el dafio al glicocdlix endotelial.®” En
otras cirugias mayores, como la cirugia vascular, estd comprobado el importante deterioro del
glicocdlix que asocian.?® El endotelio vascular carece de receptores B1 adrenérgicos, pero
paraddjicamente existe cada vez una mayor evidencia de los betablogueantes B1 selectivos
tienen la capacidad de mejorar la reactividad vascular en situaciones relacionadas con la
vasoplejia y el dafio endotelial. El tratamiento con esmolol ha demostrado reducir las
necesidades de vasoconstrictores para mantener la PAM!® ademas de beneficios para la

microcirculacién en modelos de sepsis.?*

El efecto deletéreo que tiene la VUP y la reseccidn pulmonar sobre el glicocalix queda
demostrado en nuestro estudio, atendiendo a los mayores niveles de syndecan-1 observados en
el grupo Control con respecto al Sham, siendo el syndecan-1 uno de los principales
componentes estructurales del glicocdlix y su presencia en sangre un dato ampliamente
utilizado como marcador de dafio al mismo, como comentamos previamente. A su vez queda
patente el efecto protector del glicocalix que ejerce el esmolol, reduciendo notablemente los

niveles de syndecan-1.

Existen tres mecanismos comprobados en nuestro estudio que pueden explicar este efecto.
En primer lugar, la atenuacion de la respuesta inflamatoria observada puede proteger frente al
dafio endotelial. Schmidt demostré que TNFa es un factor fundamental en la degradacion del
glicocalix observada en la sepsis, comprobando que al inyectarlo en ratones produce la
degradacién del glicocdlix mediado por la activacidn de heparanasa.?* La disminucién de TNFa

mediada por esmolol por lo tanto evitaria la degradacion mediada por esta citocina.

En segundo lugar, tenemos el estrés oxidativo. La inflamacion es una fuente importante de

ROS y otras moléculas con potencial oxidativo, y este estrés oxidativo es uno de los factores que
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puede precipitar la degradacion del glicocalix.?!! El esmolol ha demostrado tener un efecto
antioxidante, reduciendo marcadores de oxidacién y favoreciendo la accion de moléculas

scavenger, moléculas capaces de reducir las ROS, neutralizando su capacidad lesiva.’? Esta
capacidad antioxidante, por lo tanto, puede permitir al esmolol ejercer como protector del

glicocalix.

En la misma linea de que lo anterior tenemos la reduccién de iNOS producida por esmolol.
Las especies reactivas de nitrégeno (RNS) tienen también gran potencial oxidativo y por lo tanto
potencial para dafiar el glicocdlix. EI iINOS es una fuente importante de estas RNS, y la reduccion

de sus niveles por lo tanto puede contribuir a la proteccién del glicocélix.”

El Ultimo mecanismo a tener en cuenta es la reduccién del dafio mecanico producido por
cambios hemodinamicos asociados a la administracion del esmolol. El dafio mecdanico puede
producir redistribucion y degradacion de ciertas partes del glicocalix.?*2 El los efectos
hemodinamicos del esmolol han demostrado tener la capacidad de reducir este estrés

213

mecanico,*** pero como indicdbamos previamente esta hipdtesis es menos probable por los

escasos cambios hemodindamicos observados en nuestro experimento.

Los efectos protectores del endotelio del esmolol contindan con el aumento de eNOS,
llegando a niveles similares al grupo Sham y el descenso en iNOS. Esta expresion aumentada de
eNOS inhibe la adhesién leucocitaria al endotelio vascular, resultando en conocidos efectos
protectores vasculares.®®iNOS, por otra parte tiene una fuerte asociacion con la disfuncién

endotelial, comprobada en modelos experimentales de sepsis.?**

Este cambio beneficioso en el perfil de expresion de eNOS e iNOS puede a su vez explicar la
mayor disponibilidad de NO observada en el grupo Esmolol. La reduccién de biodisponibilidad
de NO estd relacionada con disfuncion vascular,?* y su presencia tiene conocidos efectos
beneficiosos a nivel vascular, como la inhibicion de la adhesion de leucocitos al endotelio o la

agregacion plaquetaria.?®
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Nuestros resultados concuerdan con el estudio previamente realizado por Hillebrand con
betabloqueantes B1 selectivos, en este caso nevibolol, en los que se observa una mejoria en la

funcién endotelial mediante mecanismos dependientes de NO.?Y’

Los resultados obtenidos en nuestro estudio pueden ser explicados mediante diferentes
mecanismos. En primer lugar, la perfusién de esmolol redujo los niveles de NFkB medidos en las
biopsias, como ya demostré Wei en el contexto de shock séptico.' Este factor de transcripcion,
entre otras cosas, induce la expresion de iNOS por lo que su reduccién dara lugar al descenso de

iNOS."”?

En segundo lugar, TNF-a e IL-1 han demostrado tener la capacidad de reducir la expresion
de eNOS vy la produccidn de NO.28 Por lo tanto la disminucién de estas citoquinas observada en

nuestro estudio podria favorecer la expresién de eNOS.

Un posible tercer factor para explicar los resultados puede ser un efecto antioxidante del
esmolol, que como comentamos previamente comparte con otros betabloqueantes. Este efecto
le permitiria evitar la oxidacion de NO a ONOO, de esta manera aumentando la

biodisponibilidad del NO.19220

5. Respuesta inflamatoria hepatica

En pacientes con higados sanos, es frecuente una ligera la afectacion de la funcién
hepatica durante el periodo intra o postoperatorio, manifestada por leves aumentos pasajeros
en transaminasas, bilirrubina y fosfatasa alcalina, pero en muy pocas ocasiones se hace
clinicamente relevante.??! En cirugia torécica, los cambios hemodindamicos, la hipoxemia y el

sangrado excesivo son los principales factores que predicen dafio hepdtico postoperatorio,
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aunque el riesgo de dafio hepatico significativo es comparativamente menor que en cirugia

mayor abdominal.??

La ventilacion unipulmonar ha demostrado causar dafio a érganos remotos, especialmente
el higado, como ilustramos en la introduccién. Estos mecanismos de lesion hepatica se pueden
producir mediante la produccién de ROS, especialmente importante en el caso de isquemia-
reperfusion,'®” asi como de mediadores inflamatorios que pasan a la circulacién sistémicay en
Ultima instancia llegan al higado.'%® 1% Yylug demostré que este dafio hepético es directamente

proporcional al tiempo de VUP.?%3

La importancia de la respuesta inflamatoria a nivel hepatico en nuestro estudio, no
obstante, no reside Unicamente en el posible dafio al parénquima hepatico, sino en la capacidad
del higado para magpnificar la respuesta inflamatoria pulmonar, como hemos observado
previamente, produciendo una respuesta inflamatoria sistémica que a su vez aumenta el dafio

pulmonar. 111112

Los hallazgos de nuestro estudio vienen a confirmar, por un lado, que el efecto
proinflamatorio producido por la VUP asi como la reseccién pulmonar se va a traducir en una
respuesta inflamatoria a nivel del higado, amplificando la inflamacién a nivel sistémico, como
observamos por el aumento de las citoquinas inflamatorias asi como de NFkB producido en el
grupo Control respecto al Sham. Por otra parte, el tratamiento con esmolol demuestra reducir
esta respuesta inflamatoria a nivel hepatico, no solo observdandose una atenuacion de las vias
proinflamatorias, sino también un menor deterioro comparativamente de las vias
antiinflamatorias, representadas en este caso por IL-10, una citoquina antiinflamatoria con un

102, 103

importante papel a la hora de mantener la homeostasis inflamatoria en el higado, por lo

gue se mantiene un mejor balance pro/antiinflamatorio.

Existen varios mecanismos que pueden justificar este efecto. En primer lugar, tenemos que

considerar los mecanismos antes citados que justifican la reduccion de los mediadores
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inflamatorios circulantes, ya que estos mediadores, como hemos observado, van a ser
amplificados a nivel del higado, por lo que menos mediadores circulantes conlleva una menor

inflamacién hepatica.

En segundo lugar, Patterson establecié que la amplificacidn de la respuesta inflamatoria a
nivel hepatico estd mediada por NFkB. Existen estudios previos demostrando que los
betabloqueantes reducen la inflamacién mediante la inhibicién de NFkB, siendo este efecto
debido a diferentes factores, incluyendo la supresién de la union del NFkB a sus sitios de uniony
al potencial antioxidante de este farmaco.??* Nuestros hallazgos, demostrando la reduccién de
este NFkB con la administracion de esmolol van a favor de esta teoria. La reduccion en este
factor de transcripcion es una de las causas contribuye a explicar la mejora en la situacion
hemodinamica que produce el esmolol en situaciones de inflamacion exacerbada como el shock
séptico, ya que se ha demostrado que la inhibicién de NFkB previene la regulacién a la baja que
se produce sobre los receptores al adrenérgicos, receptores con efecto vasoconstrictor.??
Evitando la disfuncidn de estos receptores se puede mejorar la reactividad vascular y explica la

mejor respuesta a catecolaminas en sepsis que produce el tratamiento con esmolol,*** ya que

ejercen su efecto sobre estos mismos receptores.

Existe un tercer factor a considerar, aungue en este caso la evidencia que lo respalda es
menos robusta. Atendiendo al articulo de Miksa que introduce el concepto de la excitotoxicidad
simpatica a nivel del higado, sabemos que la noradrenalina que llega al higado por la circulacién
portal procedente del intestino puede jugar un papel importante a la hora de promover la
respuesta inflamatoria a nivel hepatico.** También sabemos por el ensayo de Mori que el
tratamiento con esmolol tiene un efecto protector sobre la barrera intestinal en un modelo de
sepsis, un efecto aparentemente mediado también por la inhibicion de NFkB.?”® Este efecto del
esmolol por lo tanto podria jugar un papel en esta relacion intestino-higado, reduciendo la

influencia proinflamatoria del primero sobre el segundo.
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Este efecto antiinflamatorio a nivel hepatico del bloqueo B1 fue comprobado por Ackland
en su estudio con metoprolol en sepsis severa en ratas, ya mencionado previamente.'’* Hasta
donde hemos podido comprobar no existen estudios previos evaluando el efecto de los
betabloqueantes sobre la respuesta inflamatoria perioperatoria a nivel hepatico. Este efecto
puede tener una importante trascendencia clinica ya que puede no solo disminuir el dafio a
distancia que produce en otros érganos el biotrauma pulmonar, sino a su vez contribuir a
disminuir el circulo de retroalimentacién inflamatoria que se establece entre higado y pulmén,

gue exacerba la inflamacién pulmonar.

6. Apoptosis

Diversos estudios han relacionado los betablogueantes con la apoptosis. Betabloqueantes
no selectivos como propranolol parecen tener un efecto proapotético en diversos estudios, si
bien estan en relacion a células cancerosas.??® 227 André comprobd experimentalmente que la
estimulacion B2 tiene un efecto antiapoptdtico a nivel hepatico. En su estudié comprueba que
el clembuterol, un agonista B2, inhibe la apoptosis en hepatocitos murinos, pero este efecto se
pierde al administrarse concomitantemente propranolol, que bloquearia estos receptores.??®
Los betabloqueantes B1 selectivos, a diferencia de los no selectivos, parecen tener un efecto
antiapoptodtico, aunque esto se ha comprobado principalmente en cardiomiocitos, donde el
perfil cardioprotector de esta medicacidn y su efecto hemodindmico pueden resultar

fundamentales.??® %3¢

En nuestro estudio se determinaron marcadores de la via intrinseca o mitocondrial de la
apoptosis en las muestras hepaticas, componentes de la familia Bcl-2, siendo Bcl-2 una proteina
antiapoptotica y el resto proapoptédticas. Observamos segiin nuestros resultados que la VUP y la
cirugia de reseccién pulmonar producen un aumento de la actividad apoptodtica en el higado de

la cual el tratamiento con esmolol protege parcialmente.
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Los hallazgos de nuestro estudio, pese a concordar con el efecto antiapoptodtico
previamente objetivado, no se pueden explicar una vez mas por los efectos cardiovasculares del

farmaco, por lo que debemos explorar otras posibles vias de actuacion.

Uno de los motivos que pueden explicar este efecto es la reduccién en TNFa producida por
el tratamiento con esmolol, ya que esta citoquina es uno de los factores extrinsecos mas
importantes a la hora de provocar apoptosis y ha demostrado inducir la apoptosis en los

hepatocitos.?3? 232

El segundo mecanismo que puede explicar este efecto es la inhibicion de iNOS, ya sea a
través de la reduccion en NFkB o por otro mecanismo, ya que la activacion de iNOS y la
produccion de NO aumentada que ello conlleva son uno de los mecanismos que median el inicio

de la apoptosis por la via mitocondrial.?*

Nuevamente debemos mencionar el papel antioxidante del farmaco como potencial
contribuidor a este resultado ya que las ROS han demostrado tener un papel provocando la
apoptosis por via mitocondrial por su capacidad para inhibir la proteina antiapoptética Bcl-2,2%*

por lo que la capacidad del esmolol de reducir los ROS a través del estimulo de la accion de

moléculas scaveger puede motivar en parte este efecto antiapoptotico.

Tanto la inflamacion como la apoptosis a nivel hepatico estdn intimamente ligados al fallo
hepatico y son una parte fundamental de la mayoria, si no todas, las patologias hepaticas. Con
esto en mente, los farmacos con un efecto hepatoprotector, como el que hemos demostrado
gue posee el esmolol, pueden jugar un papel clave en la prevencion e incluso tratamiento del

fracaso hepatico.?®
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Conclusiones
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La ventilacion unipulmonar y la cirugia de reseccién pulmonar indujeron una respuesta

inflamatoria hepdatica y sistémica, asi como una alteracidn en la funcidn endotelial, en

la integridad del glicocalix y una respuesta apoptdtica en el parénquima hepatico.
El tratamiento con esmolol redujo la respuesta inflamatoria hepdtica y sistémica
producida por la ventilacion unipulmonar y reseccidon pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenud la alteracidn en la funcién endotelial y el dafo al
glicocalix producido en la cirugia de reseccidon pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenud parcialmente la respuesta apoptdtica hepatica
producida en esa cirugia.

La perfusion de esmolol a las dosis estudiadas no produjo cambios significativos desde

el punto de vista hemodinamico y respiratorio en animales sanos.
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