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La ligera paloma, en su libre vuelo,

al cortar el aire la resistencia del cual siente,

podría imaginarse poder volar todavía mejor en el vacío.

Immanuel Kant, Crítica de la Razón Pura
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Lista de Abreviaturas y Acrónimos
ACTH: Adrenocorticotropic Hormone, Hormona Adrenocorticotrópica

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas

eNOS: Endothelial Nitric Oxide Synthase, Sintetasa Endotelial del Óxido Nítrico

FEV1: Forced Expiratory Volume 1st second, Volumen Espiratorio Forzado en el primer Segundo

FiO2: Fracción de Oxígeno inspirado

GC: Gasto Cardiaco

GEDI: Global End Diastolic Index, Índice de Volumen Global al Final de la Diástole

IC: Índice Cardiaco

IL: Interleuquina

iNOS: Inducible Nitric Oxide Synthase, Sintetasa Inducible del Óxido Nítrico

MCP: Monocyte Chemoattractant Protein, Proteína Quimiotáctica de Monocitos
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PEEP: Positive End Expiration Pressure, Presión Positiva al Final de la Espiración

PPaw: Presión Pico en la Vía Aérea

PRR: Patern Recognition Receptors
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RNS: Reactive Nitrogen Species, Especies Reactivas de Nitrógeno

ROS: Reactive Oxigen Species, Especies Reactivas de Oxígeno

RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, Reacción en Cadena de la
Polimerasa con Transcriptasa Inversa
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Resumen

Introducción: Durante la cirugía de resección pulmonar se produce una respuesta

fisiológica inflamatoria debido por un lado a la agresión quirúrgica y por otro al daño pulmonar

que se puede producir durante la ventilación unipulmonar. Esta inflamación es crucial, ya que

existe una importante relación entre la intensidad de la respuesta inflamatoria durante la

cirugía y la frecuencia y gravedad de las complicaciones postoperatorias.

La activación del sistema nervioso simpático perioperatoria tiene la capacidad de alterar

la respuesta inflamatoria intra y postoperatoria. La activación de los receptores beta-

adrenérgicos aumenta la expresión de mediadores pro y antiinflamatorios, y el bloqueo de

dichos receptores puede atenuar esta respuesta. Las citoquinas producidas en el daño

pulmonar agudo tienen un papel fundamental en el inicio y la propagación de la respuesta

inflamatoria, produciendo una respuesta inflamatoria sistémica, apoptosis y daño al glicocálix.

El Esmolol es un fármaco que bloquea selectivamente los receptores β-1 adrenérgicos. Se

ha demostrado que disminuye el daño de isquemia-reperfusión, el estrés oxidativo y la

expresión de citoquinas proinflamatorias. Además, diferentes investigaciones han comprobado

su potencial como protector endotelial. Todos estos efectos, no relacionados con su capacidad

para modular la respuesta hemodinámica, podrían ser útiles para atenuar la respuesta

inflamatoria en la cirugía de resección pulmonar con periodos de ventilación unipulmonar,

donde intervienen los mecanismos antes citados.

Hipótesis: El antagonismo farmacológico de los receptores beta-adrenérgicos, mediante la

administración perioperatoria de una perfusión continua de esmolol, podría atenuar la

respuesta inflamatoria asociada al estrés que conlleva la cirugía de resección del parénquima

pulmonar con periodo de ventilación unipulmonar en un modelo experimental porcino.
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Objetivo Principal: Analizar el efecto de una perfusión continua perioperatoria de esmolol

intravenoso sobre la respuesta inflamatoria sistémica en el intra y perioperatorio de un

modelo experimental de cirugía de resección 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 cirugía de

resección pulmonar con ventilación unipulmonar bajo anestesia general. Al grupo Esmolol le es

administrada una perfusión de esmolol durante la intervención. El grupo Sham es sometido a

una toracotomía bajo anestesia general, sin realizarse resección pulmonar o ventilación

unipulmonar. Durante el procedimiento se monitorizan parámetros hemodinámicos y se

obtienen muestras de sangre. 24 horas después se obtienen biopsias hepáticas bajo anestesia

general.

En suero se analizan TNFα, IL-1, Syndecan, NO y catepsina. En biopsias hepáticas se

analizan TNFα, IL-1, IL-10, NF-κB, MCP-1, eNOS, iNOS, Syndecan, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD y BAK.

Se utilizó Western Blotting para medir la expresión de TNFα, IL-1, Syndecan y catepsina en

suero; así como de TNFα, IL-1, IL-10, Nf-KB, MCP1, eNOS, iNOS, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD, BAK y

Syndecan en biopsias hepáticas. Se utilizó ELISA para medir en suero niveles de TNFα e IL-1. Se

utilizó RT-PCR para medir los niveles de ARN mensajero de TNFα, IL-1, IL-10, NF-κB, MCP1,

eNOS e iNOS en biopsias hepáticas.

Resultados: No se observaron diferencias significativas entre los grupos en los parámetros

hemodinámicos más importantes, incluyendo PAM, FC, e IC. Similarmente, no se hallaron

diferencias entre el grupo Control y Esmolol en los parámetros gasométricos y respiratorios,

incluyendo PaO2, PaCO2, pH y PPaw.

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

Sham, que resultan disminuidos mediante el tratamiento con esmolol. NO disminuye con la
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cirugía de resección pulmonar pero el esmolol aminora esta reducción. No hay diferencias en

cuanto a catepsina.

En biopsias hepáticas se observó que el esmolol produce un descenso significativo de las

citoquinas proinflamatorias TNFα, IL-1 y MCP-1, así como de NF-κB 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 hepáticas

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 hepáticas.

Conclusiones: La ventilación unipulmonar y la cirugía de resección pulmonar produce una

respuesta inflamatoria hepática y sistémica, así como una alteración en la función endotelial,

en la integridad del glicocálix y una respuesta apoptótica en el parénquima hepático.

El tratamiento con esmolol reduce la respuesta inflamatoria hepática y sistémica

producida por la ventilación unipulmonar y resección pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenúa la alteración en la función endotelial y el daño al

glicocálix producido en la cirugía de resección pulmonar.

El tratamiento con esmolol atenúa parcialmente la respuesta apoptótica hepática

producida en esa cirugía.

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

punto de vista hemodinámico 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 β-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 TNFα, IL-1, Syndecan, NO and cathepsin are determined. TNFα, IL-1, IL-10,

NF-κB, 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 TNFα, IL-1, Syndecan

and cathepsin; as well as TNFα, IL-1, IL-10, NF-κB, MCP1, eNOS, iNOS, Bcl-2, BAX, PUMA, BAD,

BAK and Syndecan in liver biopsies. ELISA was used to measure serum levels of TNFα and IL-1.

RT-PCR was used to measure ARNm levels of TNFα, IL-1, IL-10, NF-κB, 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 CI. Conversely, no

differences in gasometric and respiratory parameters were found between Control and

Esmolol groups, including PaO2, PaCO2, pH and PPaw.

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

Sham, which were diminished with esmolol treatment. NO decreases with pulmonary
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resection surgery but esmolol lessens this reduction. No differences were found regarding

cathepsin.

In liver biopsies esmolol produced a significant reduction in proinflammatory cytokines

TNFα, IL-1 and MCP-1, as well as NF-κB, 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.
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1. Respuesta inflamatoria

1.1 Generalidades

La respuesta inflamatoria o respuesta al estrés es una reacción fisiológica al daño orgánico,

desarrollada para maximizar el potencial de curación del organismo. Sus signos y síntomas

clásicos fueron descritos por Aulo Cornelio Celso en el siglo primero como calor, tumor, rubor y

dolor, a lo que posteriormente se sumó pérdida de función del órgano afectado. Inicialmente se

consideraba un proceso únicamente deletéreo y localizado en un punto concreto del cuerpo,

como podemos deducir de los síntomas citados.

Desde la antigüedad se han buscado formas de combatir la inflamación, aun cuando sus

mecanismos no habían sido esclarecidos. Quizá la instancia más conocida de esto es la

utilización por parte de Hipócrates y los antiguos griegos el extracto de la corteza de sauce (o

salix) para tratar la fiebre y el dolor. Esto acabaría culminando en la síntesis del ácido acetil

salicílico en el siglo XIX y su posterior comercialización como Aspirina, que se convertiría en uno

de los fármacos más utilizados de la historia.1

Esta lucha constante contra la inflamación, tan antigua como la propia práctica de la

medicina, no es casual, ya que la inflamación forma parte fundamental de la patogénesis de una

plétora de enfermedades diferentes. A nivel cardiovascular la inflamación es parte fundamental

de la ateroesclerosis y la ruptura de las placas de ateroma, contribuyendo por lo tanto al infarto

de miocardio y al ictus, dos de las principales causas de mortalidad a nivel mundial.2

Similarmente, la relación entre la inflamación y la diabetes de tipo 2, otra de las patologías más

importantes en nuestro medio está cada vez más clara.3 No podemos olvidar las patologías

pulmonares, siendo un factor clave en el desarrollo de asma u OCFA (Obstrucción Crónica del

Flujo Aéreo).4
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Esas son sólo algunas de las patologías más relevantes en las que la inflamación juega un

papel importante, pero la lista completa de estas patologías es inabarcable y afecta a

prácticamente todos los órganos y sistemas del cuerpo humano, desde las enfermedades

inflamatorias intestinales, pasando por la pancreatitis y su relación directa con el letal cáncer de

páncreas, hasta la enfermedad de Alzheimer en el cerebro o las enfermedades hepáticas

crónicas.5

A pesar de lo anterior, hoy en día sabemos que es un mecanismo de supervivencia común a

todos los animales vertebrados sin el cual sería imposible la curación de la mayoría de heridas e

infecciones, convirtiéndose en patológico únicamente cuando la respuesta inflamatoria es

insuficiente o excesiva. Es además un proceso sistémico, no meramente local, constando de

diferentes componentes, tanto inmunológicos, como hematológicos, hemodinámicos y

endocrinos.

Desde el punto de vista endocrinológico, se produce la activación hipotalámica del sistema

nervioso simpático y la liberación hipofisaria de hormonas entre las que destacan la hormona

adrenocorticotrópica (ACTH por sus siglas en inglés) y hormona de crecimiento humana. La

ACTH condiciona a su vez liberación de cortisol. Esto produce una disminución en la secreción

de insulina, así como una disminución de sus efectos a nivel periférico, denominado resistencia

a la insulina. Se produce también un descenso en la producción de hormona tiroidea, así como

un aumento en la producción de glucagón. La respuesta endocrina al estrés es por lo tanto una

respuesta catabólica, que permite a otros tejidos efectores de la respuesta inflamatoria tener

los recursos adecuados para desempeñar su función, como por ejemplo la glucosa necesaria

para el metabolismo de los leucocitos o los aminoácidos que sirven de sustrato al hígado para la

síntesis proteica.

A nivel cardiopulmonar, se produce concomitantemente vasodilatación e incremento del

gasto cardiaco, permitiendo movilizar los recursos mencionados anteriormente, así como un



19

incremento en la ventilación para proporcionar el oxígeno necesario y eliminar el dióxido de

carbono producido por este estado hipermetabólico.

Atendiendo a los vasos sanguíneos, observamos un aumento de la permeabilidad vascular,

producido en parte por la separación de las uniones estrechas capilares, permitiendo el paso de

fluido y sustratos, así como de leucocitos, inicialmente neutrófilos y macrófagos, a las zonas

lesionadas. Esto facilita la llegada de estos elementos a zonas peor vascularizadas, o bien que

hayan podido ver comprometida su vascularización por el mecanismo lesional. 6

Estos mecanismos son beneficiosos para la recuperación 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 provocará excesiva

extravasación de líquido y edema. Si el estado de hipercatabolismo se mantiene en el tiempo se

producirá un síndrome 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 más importantes de muerte en el

mundo. 7
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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 inflamación puede estar causada por una plétora de factores etiológicos diferentes.

Pueden ser:

• Infecciosos: bacterias, virus y otros microorganismos.

• Físicos: quemaduras, radiación ionizante, frío o calor intensos, traumatismos.

• Químicos: toxinas, irritantes químicos u otras sustancias nocivas.

• Biológicos: células dañadas 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 patógenos o al

daño (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 más

estudiados los Toll-like receptors, pero también existen otro como los receptores de lectina de

tipo C, receptores similares al gen inducible por ácido retinóico, y receptores similares al

dominio de oligomerización de unión a nucleótidos.8

Estos receptores activan vías de señalización celular, principalmente las vías mediadas por

NF-κB, MAPK, y JAK-STAT, que activan la transcripción de citoquinas proinflamatorias

principalmente en macrófagos y mastocitos, siendo las más importantes de estas citoquinas

TNFα, IL-1 e IL-6, iniciando la cascada inflamatoria.5

La IL-1 y el TNFα inducen a las células endoteliales a expresar moléculas que actúan como

ligandos de las integrinas leucocitarias, favoreciendo la adhesión de los leucocitos al endotelio

vascular. También inducen la secreción de quimiocinas, permitiendo el reclutamiento y

migración de leucocitos al lugar de la inflamación.

Los macrófagos y neutrófilos activados que llegan a los tejidos generan una serie de

moléculas con el objetivo de eliminar microorganismos u otros elementos dañinos que

fagocitan. Generan especies reactivas de oxígeno (ROS), sustancias muy oxidantes y reactivas

que destruyen microorganismos y otras células; especies reactivas del nitrógeno (RNS), como

óxido nítrico, producidas por la enzima Óxido Nítrico Sintetasa Inducible (iNOS); y enzimas

proteolíticas, como elastasa o catepsina G. Todas estas moléculas son también muy tóxicas para

las células y la matriz extracelular del huésped, por lo que pueden producir un daño tisular

importante.9
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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 cirugía de resección pulmonar

2.1 Generalidades

El trauma quirúrgico desencadena una amplia respuesta inflamatoria sistémica mediada por

factores hormonales, inmunes y metabólicos. La reacción inflamatoria se inicia, como hemos

visto anteriormente, por la liberación de DAMPs, que se produce en el contexto quirúrgico se

pueden producir por una amplia variedad de mecanismos. El más evidente es el daño directo

producido a las células por la propia agresión quirúrgica, al realizar las incisiones necesarias,

resecar tejidos, etc. Otro mecanismo es la hipoperfusión, al resecarse o comprimirse vasos

sanguíneos, o por la hipotensión o pérdida sanguínea que puede ocasionar la cirugía,

impidiendo que los tejidos reciban el aporte sanguíneo que necesitan para su mantenimiento

metabólico. Muy ligado a lo anterior se encuentra la lesión por isquemia-reperfusión,

combinando la mentada lesión por hipoperfusión con la subsiguiente recuperación del aporte

sanguíneo y con ello la formación de ROS y el paso de mediadores de isquemia a la circulación

general. También la transfusión de sangre, frecuente tratamiento ante el sangrado quirúrgico
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está fuertemente relacionado con la inflamación perioperatoria. Por último, tenemos que

considerar la ventilación mecánica como mecanismo inflamatorio importante como

describiremos en detalle más adelante.10

Los mecanismos antes citados van a producir la liberación de DAMPs que inician la cascada

inflamatoria como hemos descrito, o incluso pueden producir directamente la liberación de

citoquinas proinflamatorias por parte de las células implicadas.  En cualquier caso, se producirá

leucocitosis en sangre, con migración de monocitos y aumento de su capacidad fagocítica en los

tejidos dañados. En estos tejidos se produce una subsiguiente liberación de citoquinas mediada

por monocitos en la zona de la lesión, incluyendo TNFα, IL-1, IL-6 e IL-8, retroalimentando y

perpetuando así la reacción inflamatoria.11

2.2 Importancia Clínica en Cirugía

Según un estudio analizando los datos de 2005, se realizan aproximadamente 234 millones

de procedimientos de cirugía mayor al año en el mundo. De ellos, alrededor de 1,3 millones de

pacientes sufren complicaciones postoperatorias, y 315.000 pacientes fallecen durante su

estancia hospitalaria.12 Un estudio posterior analizando las cifras de 2012 revela un total

estimado de 312 millones de cirugías mayores al año.13 Teniendo en cuenta el incremento de la

población y la tendencia global, esos elevados números probablemente hayan seguido en

aumento durante los últimos años y sigan aumentando en el futuro. La morbimortalidad

perioperatoria es por lo tanto un problema con importancia global que previsiblemente seguirá

en aumento en los próximos años, y cualquier reducción de la mortalidad puede contribuir a

evitar miles de muertes anualmente.

Desde hace décadas conocemos la relación entre cirugía e inflamación, sabiendo que la

agresión quirúrgica produce en los pacientes una respuesta inflamatoria que podemos

cuantificar de forma objetiva, midiendo la producción de citoquinas inflamatorias. 14 Esto da

lugar a la realización de múltiples estudios posteriores relacionando la respuesta inflamatoria
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con complicaciones postoperatorias, llevándonos a la conclusión de que la respuesta

inflamatoria perioperatoria es una parte fundamental de muchas de las complicaciones

postoperatorias más importantes, y por lo tanto condiciona enormemente la morbilidad y

mortalidad quirúrgica.

Las infecciones en el medio quirúrgico se encuentran entre las complicaciones más

importantes, siendo culpables de incrementos en la mortalidad perioperatoria, así como

estancia hospitalaria aumentada y aumento de costes totales.15 La respuesta inflamatoria

perioperatoria exacerbada, manifestada como un aumento de la citoquina proinflamatoria IL-6,

ha demostrado relación con el desarrollo de sepsis postoperatoria. 16 Dentro de la propia cirugía

de resección pulmonar se han constatado estos hallazgos, habiéndose relacionado la respuesta

inflamatoria en el periodo intraoperatorio con la aparición de complicaciones infecciosas. 17

Las complicaciones respiratorias tienen una importancia cardinal en la cirugía torácica,

siendo una causa fundamental de morbilidad y mortalidad, con una incidencia muy significativa,

en torno al 16% según un estudio reciente.18 También este tipo de complicaciones se han

relacionado con la respuesta inflamatoria perioperatoria.17

El delirio y la disfunción cognitiva postoperatoria son otras de las complicaciones

postquirúrgicas más importantes, afectando según algunos estudios en torno a un 15% de los

pacientes quirúrgicos por encima de 60 años, mientras que otros lo cifran hasta en un 40%.19

Este grupo demográfico es tremendamente prevalente en nuestro medio y está en continuo

aumento. La aparición de esta complicación ha demostrado estar íntimamente ligada a la

respuesta inflamatoria sistémica, que a su vez produce la neuro-inflamación culpable de este

efecto adverso, que resulta a su vez en un aumento de tiempo de hospitalización e incluso de

mortalidad. También puede persistir el deterioro cognitivo semanas tras la cirugía.20 21
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Ante la importancia clínica 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 inflamación como para

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

trascendencia de esta respuesta inflamatoria perioperatoria.

Un ejemplo evidente de esto es la cirugía laparoscópica, una forma de cirugía menos

invasiva que pretende reducir la intensidad del trauma quirúrgico. La cirugía laparoscópica ha

demostrado producir una elevación menor de citoquinas proinflamatorias en sangre en

comparación con la cirugía abierta, y en consecuencia se asocia a una menor tasa de

complicaciones durante el periodo postoperatorio.22 23

2.3 Importancia Clínica en Cirugía de Resección Pulmonar

La cirugía torácica representa un importante desafío, tanto desde el punto de vista de las

complicaciones como de la respuesta inflamatoria perioperatoria. La cirugía de resección

pulmonar se considera un procedimiento de riesgo intermedio-alto, con una tasa de mortalidad

intrahospitalaria en torno al 2% en el caso de las lobectomías y llegando al 6% en las

neumonectomías.24 Ante esa mortalidad tan significativa quizá no sea de extrañar que esta

cirugía conlleve también una tasa de inflamación superior a otras cirugías de similar

complejidad. En comparación con la cirugía colorrectal y otras cirugías abdominales menos

agresivas, la cirugía torácica no cardiaca, como la cirugía de resección pulmonar o la

esofaguectomía, produce una mayor respuesta inflamatoria sistémica, con mayores niveles de

IL-6 e IL-8 cuantificados en sangre. Estos datos están corregidos por duración de la cirugía y

pérdida sanguínea, por lo que debe existir una causa intrínseca a la propia cirugía que justifique

esta inflamación. Por una parte, puede ser debido al gran lecho vascular del tejido pulmonar

que incluye células responsables de esta respuesta inmune, y por otra la necesidad de realizar

ventilación unipulmonar (VUP).25
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Por esta razón surgen también dentro de la cirugía torácica diferentes técnicas que

disminuyen la respuesta inflamatoria causada por la cirugía. La cirugía torácica video-asistida

(VATS) es una de las que tiene un mayor impacto. Esta forma de cirugía mínimamente invasiva

pretende disminuir al máximo el daño a los tejidos del paciente, limitando con ello la

inflamación producida. De esta forma, ha demostrado una menor liberación de citoquinas

inflamatorias con respecto a la cirugía convencional o abierta.26 Esto repercute directamente en

los resultados clínicos de los pacientes, habiendo demostrado este método una menor

morbilidad.27

El papel del anestesista es también crucial a la hora de reducir la inflamación y por lo tanto

mejorar los resultados clínicos. El propio paradigma de la anestesia ha ido cambiando desde sus

orígenes. En un principio su único objetivo era reducir el dolor asociado a las cirugías, pero

pronto evolucionó a proporcionar un manejo del paciente que redujese la mortalidad. A día de

hoy, ya no basta con esos objetivos tan “sencillos” sino que se busca mantener la homeostasis

del paciente lo más intacta posible, con la intención de que la cirugía tenga el mínimo efecto

posible y que el paciente recupere el estado que tenía previo a la agresión quirúrgica de la

forma más eficaz y rápida posible.28

Con esto en mente, y teniendo en cuenta el potencial inflamatorio de la cirugía de tórax, se

han buscado medidas para reducir la inflamación en estas intervenciones. Una de las más

trascendentales es la ventilación protectora, que discutiremos en mayor detalle más adelante,

pero también tienen gran relevancia las medidas farmacológicas.

Estas medidas pasan en primer lugar por estudiar cuales son los fármacos anestésicos que

tienen un mejor perfil antiinflamatorio entre los que disponemos, siendo por ejemplo en el caso

de esta cirugía el sevoflurano superior al propofol.29 También se han buscado otros fármacos

que puedan ser administrados como coadyuvantes para disminuir la inflamación en esta cirugía,

con el objetivo mencionado de mantener al máximo la homeostasis del paciente, mejorando los
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resultados de la cirugía. Un ejemplo de lo anterior es la lidocaína, que en perfusión continua ha

demostrado disminuir los mediadores inflamatorios en este tipo de intervención. 30

2.4 Respuesta inflamatoria por Ventilación Unipulmonar.

Uno de los factores más importantes que influye en la respuesta inflamatoria en este tipo

de cirugías, como hemos mencionado, es la ventilación mecánica. La ventilación mecánica es

una herramienta fundamental en el soporte vital avanzado y en toda cirugía que conlleve

anestesia general y relajación muscular, aunque desde sus orígenes se conoce que puede tener

efectos dañinos sobre el pulmón.31 Clásicamente la justificación fisiopatológica que se ha

esgrimido siempre para justificar estos daños ha sido fundamentalmente física, en relación a los

volúmenes y las presiones utilizadas, pero desde hace años el paradigma ha ido cambiando,

dándose una mayor importancia al daño producido por la respuesta inflamatoria producida por

los diferentes mediadores liberados como respuesta a la ventilación mecánica, el llamado

“biotrauma”.32

La ventilación mecánica en el caso la cirugía de resección pulmonar tiene la particularidad

de que resulta necesario en la mayoría de los casos realizar ventilación unipulmonar. De esta

forma se evita ventilar el pulmón a intervenir, facilitando la técnica quirúrgica y reduciendo el

sangrado, gracias a la disminución de perfusión que se produce por la ausencia de ventilación,

denominada vasoconstricción pulmonar hipóxica.33 Este tipo de ventilación tiene un efecto

perjudicial sobre el pulmón mayor que el de la ventilación mecánica convencional,

incrementando el riesgo de sufrir complicaciones pulmonares postoperatorias y produciendo

una mayor respuesta inflamatoria. 34 Podemos distinguir diferentes mecanismos de lesión

pulmonar en el pulmón ventilado y el no ventilado.
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Pulmón ventilado

Uno de los mecanismos por los que ocurre el daño pulmonar es la sobredistensión del

pulmón ventilado, al recibir un volumen corriente mayor y mayores presiones, comúnmente

llamado volutrauma y barotrauma respectivamente al daño producido por estos mecanismos.

Es bien conocida la relación entre los volúmenes y presiones elevadas durante la ventilación

mecánica y el daño pulmonar desde hace décadas. En el experimento clásico de Webb se

ventilaba a ratas con elevadas presiones pico, objetivándose después edema perivascular y

alveolar en los pulmones de los animales, que era mitigado con la aplicación de PEEP (Presión

positiva al final de la espiración, por sus siglas en inglés), lo cual reducía la driving pressure,

diferencia entre las presiones pico y PEEP.35 Similarmente, Dreyfuss halló edema pulmonar en

animales ventilados con altos volúmenes, pero no así en los ventilados con volúmenes bajos,

remarcando la importancia del volutrauma.36 Estos volúmenes y presiones mayores han

demostrado en múltiples experimentos estar directamente relacionados con una mayor

expresión de citoquinas inflamatorias, con el incremento de morbilidad que ello supone.37 38 39

En el pulmón ventilado también son frecuentes las áreas de atelectasia, por la propia

ventilación mecánica, las altas concentraciones de oxígeno que se utilizan provocando

atelectasias por reabsorción y la posición quirúrgica en decúbito lateral. Esto se evidencia por el

aumento en oxigenación que se obtiene en la mayoría de pacientes con las maniobras de

reclutamiento.40 Las atelectasias condicionan un aumento en la FiO2 y la presión ventilatoria

para mantener la adecuada oxigenación del paciente. El colapso y apertura cíclica de los

alveolos durante la espiración e inspiración también llamado “reclutamiento tidal” es otro

mecanismo que causa daño pulmonar.41

Es frecuente utilizar concentraciones de oxígeno más altas durante la VUP para prevenir la

desaturación del paciente, al disponer de menos parénquima pulmonar para el intercambio

gaseoso por el colapso del pulmón 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. 42

El pulmón ventilado tiene un mayor flujo sanguíneo durante la ventilación unipulmonar.

Esto se debe en parte por la vasoconstricción hipóxica del pulmón no ventilado, una respuesta

fisiológica a la hipoventilación, y a la posición quirúrgica más habitual, con el pulmón ventilado

más bajo que el no ventilado. Este flujo sanguíneo aumentado resulta en un mayor daño a los

capilares, relacionándose con la lesión pulmonar, y estando ligado a edema, hemorragia,

aumento de resistencias vasculares y descenso en la complianza pulmonar.43 Adicionalmente, la

suma de este hiperaflujo sanguíneo con el aumento de las presiones de ventilación produce un

daño mayor que los dos mecanismos por separado.44

Pulmón no ventilado

Durante la VUP, el pulmón no ventilado está colapsado, quedando completamente

atelectasiado. La atelectasia pulmonar no ha demostrado, a diferencia de los mecanismos

anteriores, producir una mayor liberación de citoquinas. No obstante, en modelos animales se

ha observado que la posterior reexpansión del pulmón colapsado sí produce una significativa

liberación de mediadores inflamatorios, edema pulmonar y reclutamiento de neutrófilos.45

Durante la VUP los pulmones se ven sometidos a fenómenos de isquemia-reperfusión, un

mecanismo lesional que consiste en la interrupción o reducción brusca del flujo sanguíneo a un

tejido, seguido de su posterior recuperación. Ocurre en especial en el pulmón no ventilado a

causa principalmente de la vasoconstricción pulmonar hipóxica, que se produce de forma

fisiológica al no recibir aporte de oxígeno en los alveolos, por la atelectasia completa de este

pulmón. Esta isquemia-reperfusión, sumada a la reexpansión pulmonar, también ha

demostrado en modelos animales un aumento de TNFα, así como disminución de NO y

aumento de la permeabilidad microvascular y edema pulmonar.46
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La propia manipulación quirúrgica a la que se ve sometido el pulmón no ventilado es otra

importante fuente de daño pulmonar. Independientemente del resto de efectos nocivos de la

VUP, la manipulación quirúrgica ha demostrado producir un aumento en la expresión de

mediadores inflamatorios en el pulmón operado, así como marcadores de apoptosis, de daño al

glicocálix y edema pulmonar.47

Fig 3: Causas de inflamación pulmonar durante Ventilación Unipulmonar

Biotrauma

Ya mencionamos previamente el concepto de biotrauma, un mecanismo de daño pulmonar

que se da en ambos pulmones sometidos a ventilación mecánica. La ventilación mecánica

conlleva una liberación de citoquinas por los mecanismos lesionales previamente descritos que

causan daño directo a las células o bien activan vías de señalización inflamatorias.20 Entre las

citoquinas más importantes que se liberan en los pulmones durante la ventilación mecánica se

encuentran TNFα, IL-1 e IL-6. 48 Estos mediadores favorecen la activación y quimiotaxis de

leucocitos, que infiltran el parénquima pulmonar, habiéndose demostrado la relación directa

entre el atelectrauma producido por la ventilación mecánica y el reclutamiento y activación de

neutrófilos en el pulmón.49

Otra característica importante de este mecanismo lesional es inactivación del surfactante

pulmonar resultante, lo cual favorece la aparición de áreas de atelectasia y reclutamiento tidal,
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retroalimentando así el ciclo de daño pulmonar.50 Se ha observado también que ocasiona

lesión en el glicocálix, produciendo daños en el epitelio pulmonar, que es mayor cuanto

mayores son los volúmenes ventilatorios utilizados.34 Este aumento de citoquinas inflamatorias

se produce en ambos pulmones, aunque es más pronunciado en el pulmón ventilado, y,

crucialmente para la cirugía torácica, es mayor en VUP que en ventilación mecánica

convencional.51 La importancia de este aumento de citoquinas inflamatorias es tremendamente

relevante para nuestros pacientes, ya que ha demostrado relación con complicaciones

postoperatorias en cirugía de resección pulmonar. 17

Los experimentos citados previamente demuestran que el biotrauma tiene su origen en el

pulmón, desencadenándose la liberación de citoquinas proinflamatorias por ventilación

mecánica,37-39 pero una de las características más notables del biotrauma, y un factor

diferenciador con los otros mecanismos de lesión pulmonar es su capacidad para influir la

inflamación a nivel sistémico, afectando a órganos distales y a su vez pudiendo ser

retroalimentado por la inflamación en otras partes del organismo.52

El parénquima pulmonar se encuentra en una situación única con respecto a otros órganos

de cara a la inflamación sistémica, ya que recibe la práctica 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 lesión pulmonar puede producir un

incremento de la permeabilidad alveolo-capilar, permitiendo el paso de moléculas desde el

alveolo a la circulación sistémica que de otra forma podrían quedar compartimentalizadas

dentro del pulmón.53 En esta línea, hay estudios que demuestran que la ventilación mecánica no

solo produce mediadores inflamatorios a nivel pulmonar, sino que también pasan a la

circulación sistémica, notablemente TNFα, IL-1 e IL-6.54 55 También ha demostrado favorecer la

activación de neutrófilos y macrófagos circulantes. 56 57



32

Este efecto proinflamatorio a nivel sistémico es una de las principales causas que explican el

efecto nocivo que ha demostrado tener la ventilación mecánica sobre otros órganos diana,

favoreciendo el fracaso renal,58 incrementado la permeabilidad del intestino59 y en definitiva

siendo un importante factor que puede contribuir a sufrir un fracaso multiorgánico.37

Ventilación protectora

Una de las principales herramientas en nuestro arsenal terapéutico para luchar contra estos

mecanismos de daño pulmonar es la ventilación protectora. Ya desde los experimentos de

Webb y Dreyfuss explicados previamente se conoce que determinadas formas de ventilación

mecánica pueden resultar más nocivas que otras, de lo que se deduce que debe existir una

forma óptima de ventilar a los pacientes, minimizando el daño inherente a la ventilación

mecánica.35 36 Esta estrategia se fundamenta en tres pilares principales. Estos son la aplicación

de PEEP, la ventilación con bajo volumen corriente y la realización de maniobras de

reclutamiento pulmonar. La aplicación de estas medidas ha demostrado reducir el impacto

inflamatorio de la ventilación mecánica, acompañándose de una importante reducción de la

morbilidad perioperatoria en cirugía de tórax.60 61

2.5 Marcadores inflamatorios

En la cascada inflamatoria intervienen una plétora de citoquinas y marcadores diferentes

tanto pro como antiinflamatorias. Haremos una breve reseña de las utilizadas en el presente

estudio.

1) TNFα

Una citoquina producida por una amplia variedad de células, destacando macrófagos y

monocitos. Es uno de los mediadores más importantes de la respuesta inflamatoria

temprana. Es una proteína soluble que se une a dos receptores distintos, TNFR1 y TNFR2,
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desencadenando una cascada proinflamatoria. Entre sus efectos principales está la

estimulación de producción y activación de macrófagos, promueve la extravasación de

neutrófilos al tejido, aumenta la expresión de moléculas de adhesión endoteliales y

favorece la coagulación de la sangre.62

2) IL-1

Los efectos de la IL-1 se superponen considerablemente con los de TNFα. La familia IL-1

está 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 macrófagos, monocitos,

neutrófilos, linfocitos B y T, linfocitos NK, células dendríticas, queratinocitos, fibroblastos,

células endoteliales y enterocitos. A su vez tiene receptores en diferentes células, mediando

numerosos procesos inflamatorios, induciendo la expresión de genes de mediadores

proinflamatorios y la expresión de moléculas de adhesión en las células mesenquimatosas y

endoteliales, promoviendo la migración de células inmunitarias efectoras a los tejidos. A

nivel del SNS media también la fiebre y la producción de cortisol.63

3) IL-10

Una citoquina antinflamatoria clave en la regulación de la respuesta inflamatoria,

contribuyendo a mantener el equilibrio entre una inflamación eficaz y el daño tisular que

produce una inflamación excesiva. Inicialmente se describió su producción por linfocitos

TH2, aunque ya se ha demostrado su producción por células tanto linfoides como mieloides

y también epiteliales. IL-10 inhibe a los macrófagos, reduce la producción de NO y de ROS,

así como de citoquinas inflamatorias en neutrófilos y linfocitos T CD4. Aumenta por otra

parte la proliferación de linfocitos T CD8, mastocitos y linfocitos B.64
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4) NFκB

Es una familia de factores de transcripción diméricos con una importante función en la

regulación de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa. La vía del NFκB ha sido

considerada clásicamente como un prototipo de vía proinflamatoria. Tiene, no obstante,

efectos complejos, tanto pro como anti-inflamatorios, teniendo respuestas

transcripcionales diferentes, específicas para diferentes señales, contextos y tipos celulares.

Es activado por IL-1 y TNFα, así como otras citoquinas proinflamatorias y PAMP/DAMP. 65 66

5) MCP-1

Es una quimioquina producida principalmente por células epiteliales, endoteliales, músculo

liso, monocitos, macrófagos, fibroblastos, astrocitos y microglía. Tiene un papel importante

en el proceso inflamatorio, dónde favorece el reclutamiento y activación de monocitos.

Tiene un papel también en la producción de especies reactivas de oxígeno y en la

resistencia a la insulina. TNFα induce su producción. 67

2.6 Óxido nítrico y óxido nítrico sintetasas

El NO es la molécula de señalización más pequeña conocida en el cuerpo humano. Está

producida por NO sintetasas, que transforman arginina en citrulina, utilizando como cofactores

O2 y 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 neurogénesis68.
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eNOS (NO sintetasa endotelial) se encuentra en células endoteliales principalmente.

Produce vasodilatación, relajando el músculo liso vascular. Estimula la angiogénesis. Inhibe la

adhesión de leucocitos y la inflamación inhibiendo MCP169 así como las moléculas de adhesión

de leucocitos CD11/18.70 Ha demostrado tener también la capacidad de inhibir la apoptosis.71

iNOS (NO sintetasa inducible) es inducible y no se encuentra de forma constitutiva, pero

puede ser inducida por lipopolisacáridos bacterianos, citoquinas y otros agentes. Su expresión

es mediada también por NFκB.72 Se encuentra principalmente en macrófagos y neutrófilos, y

produce elevadas cantidades de NO que resultan dañinas para patógenos, células tumorales,

etc, pero también pueden dañar los tejidos del huésped.73 Esta producción excesiva de NO

también parece jugar un papel importante en el desarrollo de hipotensión y la situación de

shock distributivo que se produce durante la sepsis.74

3. El Glicocálix

El glicocálix es la capa más luminal de los vasos sanguíneos. Se trata de una compleja matriz

de proteoglicanos, glicoproteínas y proteínas 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 ácido hialurónico, heparán, condroitin, dermatán y

queratán sulfatos, mediante cadenas laterales de polisacáridos cargadas negativamente.75

Entre los papeles del glicocálix están la regulación de la permeabilidad vascular y el

intercambio de fluidos,76 actuar como sensor y transductor de fuerzas mecánicas para el

endotelio,77 regulando la producción de NO en respuesta a estos estímulos mecánicos78 y

regular la interacción de las diferentes células sanguíneas con el endotelio.79
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Fig 4: Estructura del glicocalix

El glicocálix es una estructura relativamente frágil, por lo que existen una multitud de

procesos que han demostrado ocasionar daño directo al mismo. En primer lugar, la inflamación

y la sepsis es bien conocido que producen su degradación mediante diferentes mecanismos. Las

metaloproteasas, proteasas producidas durante la inflamación, degradan el syndecan, mientras

que heparanasas degradan el heparán sulfato e hialuronidasas y catepsinas degradan el ácido

hialurónico.80 El propio TNFα, mediador fundamental en la inflamación, ha demostrado por sí

mismo aumentar su permeabilidad.81

Otro mecanismo relevante que ha demostrado dañar el glicocálix y producir disfunción

endotelial son las lesiones por isquemia-reperfusión. En este caso el daño está producido

principalmente por el resultante estrés oxidativo que conlleva la reperfusión del tejido y la

consiguiente producción de ROS.82

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

producir daño al glicocálix, aunque el mecanismo exacto es aún desconocido.83 En contraste a lo
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anterior, la secreción de péptido auricular natriurético, producido en situaciones de

hipervolemia, también ha demostrado favorecer su degradación.84 Por último, la hiperglucémia

también se ha ligado a alteraciones en el glicocálix, aunque aún no está bien caracterizado el

mecanismo.85

Todos estos sucesos citados anteriormente tienen en común que se dan con frecuencia

durante una intervención quirúrgica, especialmente en intervenciones de mayor complejidad,

como puede ser la cirugía torácica,25 llevando a la conclusión de que estas intervenciones

quirúrgicas conllevan por estos mecanismos la degradación del glicocálix.86

También se ha demostrado que, en los pacientes politraumatizados, que presentan

importantes analogías con el paciente quirúrgico, el daño al glicocálix se asocia a una mayor

inflamación, coagulopatía, e incluso una mayor mortalidad.87

Este daño al glicocálix tiene una importancia trascendental en la cirugía pulmonar. Una de

las principales consecuencias de este daño son las alteraciones en la permeabilidad capilar, que

en el pulmón conlleva la extravasación de líquido al espacio intersticial, desarrollándose edema

pulmonar que en última instancia puede conducir al desarrollo de síndrome de distrés

respiratorio agudo (SDRA).88 Ésta es una complicación de la cirugía torácica que, aunque no es

excesivamente frecuente, puede ser grave y conlleva una significativa mortalidad. Según las

series la incidencia oscila entre el 2 y el 7%, mientras que la mortalidad es aún más variable,

encontrándose series con mortalidad desde 20% hasta 70%.89

El SDRA siempre se había puesto previamente en relación con otros factores relacionados

con la cirugía, como la agresión quirúrgica, la ventilación mecánica o la fluidoterapia,90 pero el

daño al glicocálix y la protección del mismo mediante la técnica anestésica juegan un papel

fundamental.91
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3.1 Syndecan

Los syndecan son una familia de glucosaminoglicanos transmembrana, que constituye uno

de los principales componentes del glicocálix. Existen diferentes tipos de syndecan, pero los que

se han ligado al glicocálix son principalmente 1, 2 y 4.92 Los niveles de syndecan 1 están

validados en diferentes estudios como marcadores de daño al glicocálix y se han ligado a la

aparición de eventos adversos relacionados con procesos inflamatorios como la sepsis, que

conllevan degradación del mismo.93 En el paciente politraumatizado también está bien

establecido como un marcador de gravedad, que a mayores niveles se correlaciona con peores

resultados clínicos, incluyendo una mayor mortalidad.94

4. Apoptosis
La apoptosis es un proceso de muerte celular programada fisiológico que ocurre de forma

normal como respuesta al envejecimiento celular y como mecanismo homeostático 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 dañadas por estímulos

nocivos. Es un mecanismo fundamental a la hora de eliminar células inflamatorias tras la

respuesta inflamatoria inicial. Es un proceso con una delicada regulación que puede dar lugar a

graves patologías si se ve alterado, como alteraciones del desarrollo, enfermedades

autoinmunes y tumores.

Existen múltiples vías para dar lugar a la apoptosis. La vía extrínseca está mediada por la

unión de ligandos a receptores transmembrana, por ejemplo, FasL/FasR o TNFα/TNFR1. Estos

receptores de la familia de receptores TNF comparten un dominio citoplásmico llamado

“dominio de muerte” con un rol crítico a la hora de transmitir la señal de inicio de la apoptosis

desde la membrana celular a sus mecanismos intracelulares.
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La vía de las granzimas o perforinas es utilizada por los linfocitos T citotóxicos CD8 para

eliminar células tumorales o infectadas por virus. Aparte de utilizar la vía extrínseca anterior,

pueden secretar perforinas, que crean poros transmembrana en las células objetivo a través de

los que introducirán las proteasas granzima A y B, iniciando el proceso de apoptosis.

La vía intrínseca está regulada por múltiples factores que pueden tener efectos tanto pro

como antiapoptóticos. La presencia o ausencia de determinadas hormonas, citoquinas o

factores de crecimiento pueden iniciar o inhibir esta vía. También hay factores iniciadores como

radiación, toxinas, radicales libres, hipoxia… Estos estímulos en última instancia producen

cambios en la membrana mitocondrial interna que llevan a un aumento de la permeabilidad de

las membranas mitocondriales, liberando proteínas proapoptóticas, como el citocromo C, del

espacio intermembranal mitocondrial al citosol, dónde iniciaran el proceso de apoptosis.95

4.1 La familia BCL-2

Las proteínas de la familia bcl-2 están involucradas en la vía intrínseca de la apoptosis por su

papel regulador de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Estas proteínas pueden ser

pro o antiapoptóticas, y se encuentran en equilibrio entre sí. Las proteínas de tipo BAX son

proapoptóticas, e incluyen entre otras Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk. Las de tipo BCL-

2 son antiapoptóticas incluyendo Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XS, Bcl-w y BAG. Existe un tercer subgrupo, el

de BH3, que activa las proteínas de tipo BAX, siendo por tanto proapoptótico.

El citocromo C al ser liberado al citosol desde la mitocondria interactúa con la proteína

Apaf-1, reclutando posteriormente la procaspasa 9. Estos tres elementos forman el

apoptosoma, que lleva a la activación de caspasa 9 e induce la apoptosis. Bcl-2 y otras proteínas

de su subgrupo pueden bloquear la liberación de citocromo C al citosol y controlar la activación

de las caspasas.96 Proteínas proapoptóticas 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 heterodímeros con Bcl-2 u otras, inhibiendo su función. 97

PUMA es otro miembro de la familia Bcl-2 que juega un papel importante en la apoptosis.

Su expresión está mediada por p53, y se acompaña de sobreexpresión de Bax, traslocación de

Bax a la mitocondria y liberación de citocromo C. Tiene por lo tanto un efecto proapoptótico.98

99

Fig 5: Vía 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 están involucradas en el proceso de apoptosis como

mediadores. Determinados estímulos, como la activación de TMF-R o el daño oxidativo, pueden

conducir a la permeabilización del lisosoma y la salida de catepsina de su interior, participando

en la activación de caspasas que posteriormente llevará a la apoptosis celular. 100

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

endoteliales, puede ser liberada ante condiciones de estrés y producir daños en el glicocálix. 101

5. El papel del hígado

El hígado es un órgano con una función inmunológica importante. Tiene importantes

poblaciones de células del sistema inmune, tanto innato como adaptativo que mantiene un

estado homeostático en cuanto a la inflamación. Cuenta con linfocitos T reguladores, T

citotóxicos y T helper, así como linfocitos B y células plasmáticas.102 Los linfocitos T reguladores

producen IL-10, una interleuquina con propiedades antiinflamatorias que condiciona un

ambiente inmunológico tolerogénico en el hígado.103

El hígado tiene una gran población de macrófagos residente, llamados células de Kupffer,

que constituyen en torno al 90% de la población fija de macrófagos del cuerpo y

aproximadamente un tercio del parénquima hepático.104 Esto hace que, a pesar del ambiente

tolerogénico mencionado, el hígado sea el órgano más importante a la hora de eliminar

bacterias y toxinas de la circulación sanguínea, aclarando PAMPs y DAMPs circulantes.105

El daño pulmonar, como comentamos previamente, puede propagarse a otro tejidos y

órganos. El hígado recibe una elevada cantidad de flujo sanguíneo y puede verse afectado por

las citoquinas y ROS producidas en el pulmón. El experimento de Esme demostró que la
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isquemia-reperfusión pulmonar provocaba daño hepático en conejos, medido mediante el

aumento de actividad de la mieloperoxidasa (MPO), que refleja el reclutamiento de neutrófilos

por parte del hígado, y el incremento de marcadores de estrés oxidativo tras una hora de

isquemia y posterior reperfusión pulmonar.106 Posteriormente estudios de nuestro grupo de

investigación han demostrado que el daño pulmonar provocado por isquemia-reperfusión

induce una respuesta inflamatoria hepática, aumentando la expresión de citoquinas

proinflamatorias como IL-1, TNFα y MCP-1, así como NF-κB en tejido hepático.107 Múltiples

experimentos más han demostrado que mediadores inflamatorios de origen pulmonar al llegar

al hígado han demostrado ser capaces de producir una respuesta inflamatoria en este

órgano.108 109 El experimento de Walker demostró que parámetros ventilatorios más lesivos

conllevan una mayor liberación de marcadores inflamatorios a la sangre, con mayor afectación

hepática, demostrando que la ventilación mecánica juega un papel fundamental en este

proceso.109

Una de las funciones principales del hígado es la síntesis de gran parte de las proteínas

plasmáticas, incluyendo proteínas clave para la respuesta inmune como el sistema de

complemento. También tiene una función importante respondiendo a la inflamación de otros

puntos del organismo. Las citoquinas producidas en otros tejidos pasan a la circulación y son

detectadas por hepatocitos, que inician la reacción de fase aguda a nivel sistémico,

incrementando la producción de proteínas de fase aguda enormemente.110

El hígado, por lo tanto, es un motor fundamental de la respuesta inflamatoria sistémica. En

lo relativo a la inflamación pulmonar la participación del hígado juega también un papel

importante. Como hemos establecido, la respuesta inflamatoria pulmonar puede elucidar una

respuesta similar en el hígado. Esta respuesta inflamatoria hepática a su vez retroalimenta la

inflamación 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 hígado de la circulación sistémica, no se desarrolla

SDRA ni se produce una elevación significativa de muchas citoquinas, mientras que al incluir el

hígado en la circulación se produce edema pulmonar, hipoxemia y niveles significativamente

aumentados de TNFα, IL-6 y NFκB. 111

Patterson profundiza en este modelo de interacción entre pulmón e hígado, demostrando

que los marcadores inflamatorios producidos en el pulmón por el daño asociado a la ventilación

mecánica pasan a la sangre, incluyendo TNFα, IL-1 e iL-6, llegando al hígado. En el hígado se

produce la propagación de esta respuesta inflamatoria mediada por NFκB, liberando el hígado

mayores cantidades de los mediadores inflamatorios mencionados a la sangre,

retroalimentando así la respuesta inflamatoria pulmonar.112

Fig 6: Relación entre el pulmón y el hígado en respuesta al biotrauma
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6. Sistema Nervioso Simpático.

6.1 Generalidades

El sistema nervioso simpático (SNS) es una parte del sistema nervioso autónomo que se

caracteriza por ser responsable de la respuesta de “lucha o huida”. Anatómicamente, las

neuronas preganglionares del SNS se encuentran en el asta lateral de la sustancia gris de la

médula espinal, únicamente en la región toracolumbar. Los axones de estas neuronas

preganglionares discurren por la raíz 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 postsinápticas de las cadenas paravertebrales envían sus

axones a la musculatura lisa de vasos y folículos capilares, a glándulas sudoríparas, nasales,

lacrimales y salivales, así como al corazón y los pulmones mediante el ganglio estrellado. Las

neuronas de la cadena prevertebral, por su parte, inervan los órganos y vísceras abdominales. El

neurotransmisor que utilizan estas neuronas postganglionares es principalmente la

noradrenalina, aunque la vasculatura muscular, folículos pilosos y glándulas sudoríparas son

también colinérgicas.

Existe otra opción eferente para las neuronas preganglionares, pudiendo contactar con

células cromafines de la médula adrenal, que serían equivalentes en este caso a las neuronas

postganglionares. Estas células van a secretar adrenalina directamente al torrente sanguíneo.113

Estas catecolaminas, noradrenalina y adrenalina, producidas por el SNS van a actuar sobre

diferentes receptores adrenérgicos. Existen dos grandes subtipos: α, dividido a su vez en α1 y

α2; y β, dividido en β1, β2 y β3. A continuación se incluye una breve reseña de sus funciones

principales.114
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Tabla 1: Funciones principales de los diferentes receptores adrenérgicos. SNS: Sistema Nervioso Simpático.

6.2 SNS e Inflamación

La agresión quirúrgica produce de una respuesta fisiológica que se caracteriza entre otras

cosas por la activación del SNS. La activación por el hipotálamo del sistema nervioso simpático

produce la liberación de catecolaminas por la médula adrenal. El efecto más evidente de estas

catecolaminas consiste en mediar la respuesta hemodinámica de taquicardia e hipertensión,

pero también están relacionadas con la respuesta inflamatoria.

La relación entre el sistema nervioso simpático y la inflamación se conoce desde hace más

de un siglo. En 1903 Meltzer secciona el sistema nervioso de la oreja de conejos tras provocar

inflamación inoculándolos con estafilococos, concluyendo que estos nervios tienen una relación

con la inflamación que va más allá de la vasoconstricción y vasodilatación.115 Todavía no estaba

bien caracterizada esta relación, pero a lo largo de las siguientes décadas se iría precisando.

Receptor Localización Principal Acción

α1

Músculo liso
incluyendo: vascular,

gastrointestinal,
urinario, bronquiolar,

etc. Corazón

Vasoconstricción, retención urinaria, menor motilidad
gastrointestinal, inotropismo cardiaco positivo,
dilatación pupilar, sudoración, glucogenolisis y

gluconeogénesis.

α2

Neuronas simpáticas
presinápticas, islotes

de Langerhans,
plaquetas

Feedback negativo en neuronas del SNS, inhibición de
secreción de insulina y glucagón pancreáticos,

agregación plaquetaria, sedación.

β1 Corazón Cronotropismo e inotropismo positivo.

β2

Músculo liso
incluyendo: vascular,

gastrointestinal,
urinario, bronquiolar,

etc. Hígado

Vasodilatación, broncodilatación, relajación de músculo
liso en útero, vías urinarias, tracto gastrointestinal…

glucogenolisis y gluconeogénesis

β3 Tejido adiposo Lipolisis incrementada
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El SNS se encuentra en estrecha relación con las células del sistema inmune implicadas en

la inflamación, y mantienen una compleja relación entre sí, en la que se establece una

comunicación 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

estímulo inflamatorio resultan en la activación del SNC.116 Esto tiene lugar por dos mecanismos.

En primer lugar, por los mediadores inflamatorios liberados a la circulación, que pueden ejercer

una acción directa sobre núcleos cerebrales; y en segundo lugar por la capacidad de dichos

mediadores de estimular o disminuir el umbral de excitación de fibras nociceptivas y vagales

aferentes a nivel local.117 En esta comunicación con el sistema nervioso intervienen citoquinas

como la IL-1β118 o el TNFα.119

Por el otro lado, el tejido linfoide, en particular el secundario, tiene inervación por parte de

fibras nerviosas simpáticas. En este tejido, las terminaciones de los nervios simpáticos se

encuentran próximas a las células del sistema inmune,120 permitiendo la liberación de

noradrenalina por parte de las neuronas del SNS en las inmediaciones de estas células. En

consecuencia, múltiples células del sistema inmune, incluyendo los neutrófilos, las principales

células efectoras de la respuesta inflamatoria, expresan receptores para neurotransmisores en

su superficie, incluyendo receptores adrenérgicos.121 122

El efecto de estas catecolaminas sobre la respuesta inmune es complejo y continúa siendo

un área de la inmunología en investigación. Clásicamente se pensaba que su efecto era supresor

de la inmunidad adaptativa, inhibiendo la función linfocitaria. No obstante, su función es más

compleja, activando los linfocitos T CD4+ y linfocitos B, por lo que tiene una función reguladora

de esta inmunidad más allá de ser únicamente activador o supresor. 123

Sobre la inmunidad innata también tiene un efecto netamente inhibidor. En un ensayo con

voluntarios sanos se observó que la activación del SNS tras la administración de un estímulo

inflamatorio conducía a una mayor liberación de la citoquina antiinflamatoria IL-10, y menor de
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las citoquinas antiinflamatorias TNFα, IL-6 e IL-8.124 No obstante esta relación es complicada, ya

que existe también evidencia de que la inhibición del SNS puede producir descenso de TNFα en

determinados pacientes.125

Los receptores adrenérgicos expresados por las células inmunes son α1, α2 y,

principalmente, β2. Estos receptores parecen tener efectos contradictorios, siendo α

principalmente promotor de la respuesta inmune mientras que β2 tiene un efecto más

inhibidor. No obstante, en células efectoras de la inmunidad innata, es el efecto β2 el que tiene

mayor peso en condiciones normales.126

Las catecolaminas, y en concreto la activación β2, ha demostrado en diferentes estudios

reducir las citoquinas proinflamatorias. Ha demostrado reducir la producción de TNFα, IL-1 e IL-

6 por parte de diferentes células de la inmunidad innata.127 128 129 También ha demostrado

reducir la quimiotaxis y activación de los neutrófilos, así como su capacidad para producir

ROS.130 131 De similar manera, la estimulación β2 ha demostrado también reducir la activación

de los macrófagos y su secreción de citoquinas proinflamatorias.132 Adicionalmente ha

demostrado tener un efecto apoptótico directo en varias células del sistema inmune en órganos

linfoides como el bazo.133 Por el contrario, la estimulación de estos mismos receptores aumenta

la cantidad de granulocitos y células NK circulantes,134 si bien existe también evidencia de un

efecto inhibidor sobre las células NK.135

La activación de los receptores α2, no obstante, tiene un efecto proinflamatorio,

estimulando la liberación de citoquinas proinflamatorias, como TNFα.136

El papel de los receptores β1 de cara a la inflamación parece ser menos significativo que los

anteriores, no obstante, se ha comprobado experimentalmente que la estimulación de estos

receptores tiene un efecto proinflamatorio en monocitos.137
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Fig 7: Resumen de efectos del SNS sobre la inmunidad innata. SNS: Sistema Nervioso Simpático. NK: Natural

Killer

6.3 Hígado y Sistema Nervioso Simpático

El hígado está inervado por el SNS a través de los ganglios celíaco y mesentérico superior.138

Las terminaciones de estos nervios simpáticos se encuentran cerca de vasos sanguíneos, así

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

sinusoidales.139 A pesar de que pueden existir catecolaminas circulantes, esta inervación parece

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

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

observa en hígados trasplantados que se encuentran denervados.140

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

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

noradrenalina, especialmente en situaciones de elevada actividad inflamatoria como la sepsis,
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produce liberación de citoquinas proinflamatorias por parte de las células de Kupffer,

incluyendo TNFα, IL-1 e IL-6, estando este fenómeno mediado por receptores α2.141

Similarmente, la noradrenalina también produce un aumento en la secreción de citoquinas

inflamatorias por parte de las células estrelladas, mediado por NFκB.142

Este fenómeno se explica, por un lado, por la expresión aumentada de receptores α2 en las

células de Kupffer, con un efecto proinflamatorio como mencionamos previamente. Por otro

lado, situaciones de inflamación descontrolada como la sepsis pueden dar lugar a una

sobreexcitación mantenida del SNS, dando lugar a una mayor producción de noradrenalina, que

pase de tener un efecto local a verterse en la circulación sanguínea. Esto es especialmente

cierto en el intestino, donde la noradrenalina se vierte a la circulación portal y por lo tanto llega

al hígado, a una concentración adecuada para estimular los receptores α de forma selectiva

produciendo la respuesta proinflamatoria. Este fenómeno ha sido denominado por algunos

autores “excitotoxicidad simpática”. 143 144 Este mecanismo mediado por noradrenalina entérica

también tiene un papel importante a la hora de producir disfunción hepática en el contexto de

sepsis.145

Fig 8: Relación entre sistema nervioso simpático e hígado. SNS: Sistema Nervioso Simpático.
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6.4 Sistema Nervioso Parasimpático e Inflamación

En contraste al SNS, el sistema nervioso parasimpático (SNP), tiene un efecto más

inequívoco sobre la inmunidad innata, y por ende la inflamación. La activación del SNP tiene un

efecto claramente antiinflamatorio.146 La acetilcolina liberada por el nervio vago, uno de los

elementos principales del SNP, ha demostrado reducir la producción de TNFα por parte de los

macrófagos en respuesta a endotoxina.147 También tiene un efecto inmunosupresor mediado a

priori por linfocitos T.148 Similarmente, la activación de los receptores de acetilcolina en las

células T produce un descenso en moléculas de adhesión y en la proliferación linfocitaria.149

7. Betabloqueantes y Esmolol

Los betabloqueantes son un grupo heterogéneo de fármacos que tienen en común su

capacidad para antagonizar la activación por parte de las catecolaminas de los receptores β

adrenérgicos de forma competitiva en virtud de sus similaridades estructurales con dichas

catecolaminas. Propranolol fue el primer betabloqueante aprobado para el tratamiento de la

hipertensión arterial y desde entonces se han introducido nuevos fármacos en esta familia

terapéutica y se han ampliado sus indicaciones.150

Entre los factores diferenciadores entre los betabloqueantes disponibles comercialmente

destaca su capacidad para bloquear selectivamente el receptor β1; así como su actividad

simpaticomimética intrínseca, es decir, su capacidad para estimular parcialmente los propios

receptores β. También se diferencian en cuanto a su duración y su metabolismo.

Entre sus indicaciones clínicas principales se encuentran el tratamiento de:

 Hipertensión arterial.

 Arritmias.
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 Eventos isquémicos cardiacos.

 Insuficiencia cardiaca.

 Algunos tipos de temblores.

 Profilaxis de sangrado por varices esofágicas.

Por lo tanto, la mayoría de sus usos clínicos se derivan de su efecto cardiovascular, al

bloquear los efectos inotrópicos y cronotrópicos positivos mediados por los receptores β

mencionados previamente.

Dada la relación entre el sistema nervioso simpático y la inflamación, existen cada vez más

estudios que analizan las propiedades inmunoreguladoras de los betabloqueantes en

situaciones de estrés inflamatorio.

En pacientes con sepsis con tratamiento previo con betabloqueantes se ha demostrado un

descenso en la mortalidad,151 así como otros efectos, incluyendo reducción en la disfunción

respiratoria y neurológica.152 También se ha demostrado una mejora de la supervivencia en

pacientes con traumatismos craneoencefálicos con tratamiento previo con betabloqueantes,

incluso a pesar de la peor situación premórbida y edad más avanzada de estos pacientes,153

habiéndose demostrado posteriormente mediante ensayo clínico.154

Dentro del ámbito quirúrgico está bien establecido el beneficio que supone continuar con

un tratamiento betabloqueante crónico durante el perioperatorio en cuanto al aumento en la

supervivencia que ello conlleva.155 Cabe por lo tanto plantearse la posibilidad de que introducir

un tratamiento betabloqueante pueda ser beneficioso previo a una cirugía. No obstante, la

introducción 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 hipotensión, de ictus, y en última instancia incrementar

la mortalidad.156
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7.1 Esmolol

El esmolol es un fármaco betabloqueante, selectivo para receptores β1 adrenérgicos. No

posee actividad simpaticomimética intrínseca ni efecto estabilizador de membrana a dosis

terapéuticas. Su uso está aprobado para tratamiento de taquicardia supraventricular (excepto

para los síndromes de preexcitación) o taquicardia sinusal no compensada, y para taquicardia e

hipertensión arterial que se producen en la fase perioperatoria.157

El fármaco tiene una semivida de distribución del orden de 2 minutos, con una semivida de

eliminación del orden de 9 minutos, por lo que tiene un efecto rápido y la duración de sus

efectos es muy corta, permitiendo que la dosis se pueda ajustar rápidamente. El esmolol es

metabolizado mediante la hidrólisis del grupo éster por las esterasas presentes en los glóbulos

rojos, produciendo un metabolito ácido (ASL-8123), con una débil acción betabloqueante

(menos del 0,1% de esmolol), y metanol. El esmolol se elimina por vía 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 perfusión de mantenimiento de 50

microgramos/kg/minuto. A partir de ahí se puede aumentar la dosis hasta obtener el efecto

deseado.
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Fig 9: Estructura química del esmolol

Usos no hemodinámicos del Esmolol

A pesar de su indicación para el tratamiento de la taquicardia y la hipertensión

perioperatoria, el esmolol ha demostrado tener utilidad más allá de ese ámbito.

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.158 Son múltiples las razones que se

barajan para explicar este efecto. Por un lado tenemos los efectos cardiovasculares del fármaco,

al reducir el gasto cardiaco podría modificar la farmacocinética de los analgésicos

administrados, aumentando así su duración. No obstante, también su efecto antiinflamatorio

(que exploraremos a continuación) se ha propuesto como explicación, ya que IL-1 y 6 producen

sensibilización al dolor. También tiene la capacidad de producir un efecto inhibitorio sobre las

neuronas de la raíz dorsal en la médula espinal, que conducen estímulos nociceptivos al sistema

nervioso central.159

Otro posible efecto de los betabloqueantes es el de reducir la progresión metastásica de

determinados tumores. Este efecto está siendo investigado a raíz de del conocido efecto que

puede tener la activación del SNS promoviendo la progresión tumoral y su diseminación
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sanguínea.160 Existe evidencia prometedora con otros betabloqueantes administrados en el

periodo perioperatorio, que sugiere que el landiolol puede mejorar el pronóstico oncológico en

cirugía de resección pulmonar y el propranolol en cirugía colorrectal.161 162 Con esmolol no

existe aún evidencia en este aspecto y se necesitan todavía más estudios para esclarecer

verdaderamente esta utilidad del betabloqueo.

Esmolol e inflamación

El bloqueo de receptores β1 por parte de esmolol produce un efecto cronotropo e inotropo

negativo, explicando sus indicaciones terapéuticas. Por ello resulta llamativo que existan

múltiples estudios que administran esmolol en situación de shock cardiogénico y encuentran

mejorías en la función cardiaca o la perfusión distal.163 164 165

Este sorprendente resultado se puede explicar por varios mecanismos. En primer lugar, el

efecto anti-isquémico que ejerce el bloqueo β1 debido precisamente a su efecto crono e

inotrópico negativo, reduciendo el consumo de oxígeno del miocardio y mejorando su perfil

metabólico en un momento en el que la entrega de oxígeno a los tejidos puede estar

comprometido.166 En segundo lugar, puede frenar el ciclo de regulación a la baja y

desensibilización de receptores adrenérgicos producido por la descarga masiva de

catecolaminas en la sepsis, que resulta en depresión de la función cardiaca.163 Por último,

debemos considerar sus efectos como modulador de la respuesta inflamatoria, teniendo en

cuenta la disminución de TNFα que produce en el experimento de Suzuki, una citoquina que a

su vez ha demostrado estar ligada a la depresión miocárdica.167

El Experimento posterior Wei, administraba unas dosis menores de esmolol, sin efecto

cronotropo, a ratas en situación de shock séptico, demostrando tener un efecto beneficioso

sobre la función cardiaca y la vasoreactividad a pesar de no modificar la frecuencia cardiaca de
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los sujetos.168 Esto ciertamente resta potencia a la teoría de que su efecto positivo se deba al

cronotropismo negativo que produce el betabloqueo, y se la añade a su papel como modulador

de la respuesta inflamatoria.

Diferentes ensayos con esmolol han demostrado efectos positivos que pueden estar en

relación con este efecto inmunomodulador. Ha demostrado disminuir el daño de isquemia-

reperfusión en modelos animales.169 En humanos ha demostrado también reducir el estrés

oxidativo, en situaciones en las que éste se ve exacerbado, como el infarto agudo de

miocardio.170 En situación de shock séptico ha demostrado disminuir la expresión de citoquinas

proinflamatorias,171 así como tener un efecto como protector de la función endotelial.164

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 β1 adrenérgicos resulte en una estimulación preferente de los

receptores β2 por parte de las catecolaminas circulantes,171 un receptor que como observamos

previamente tiene la capacidad de inhibir la producción de citoquinas proinflamatorias, y por lo

tanto un efecto netamente antiinflamatorio. También hay que considerar el efecto

proinflamatorio que ejercen los propios receptores β1 en monocitos, y que se evitaría con su

bloqueo, aunque estos receptores sean menos prevalentes que los β2.137

Estos efectos podrían ser útiles para atenuar la respuesta inflamatoria en cirugía, dónde

intervienen los mecanismos antes citados. Se han realizado ensayos en gastrectomías

laparoscópicas, demostrando una reducción en la producción de citoquinas proinflamatorias.172

173

La cirugía de resección pulmonar con VUP presenta un desafío mayor, al producir una

respuesta inflamatoria superior, como ya hemos establecido. Otro problema que plantea la

cirugía pulmonar en relación con la utilización del esmolol es que buena parte de los pacientes
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sometidos a estas cirugías sufren patología pulmonar, tanto restrictiva como obstructiva.

Clásicamente la administración de betabloqueantes ha estado siempre relativamente

contraindicada en pacientes con patología pulmonar obstructiva, especialmente asma.150 El

esmolol es, no obstante, un fármaco cardioselectivo que carece de efectos sobre la resistencia

de la vía aérea, por lo que puede ser un betabloqueante de elección para estos pacientes.174 De

hecho, una revisión sistemática de la Cochrane en 2005 no encontró un aumento de riesgo en

pacientes EPOC a la hora de administrarse betabloqueantes cardioselectivos.175 En la ficha

técnica del fármaco se recoge la contraindicación de administrarlo durante una crisis asmática

aguda, pero no en pacientes con asma u otras enfermedades obstructivas del flujo aéreo.157
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Tabla 2: Resumen de estudios clínicos y experimentales realizados con esmolol en relación a la respuesta

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

Autor Año Resumen Referencia

Roth, E 1991
La infusión de esmolol reduce el daño causado por radicales libres durante la

reperfusión en un modelo de isquemia cardiaca en perros.
176

Daga, M 2003
El tratamiento con esmolol reduce el estrés oxidativo en pacientes con infarto agudo de

miocardio.
170

Suzuki, T 2005 La infusión de esmolol atenúa la disfunción miocárdica en un modelo de sepsis en ratas. 163

Gore, D 2006
El tratamiento con esmolol reduce el gasto cardiaco en pacientes sépticos, sin afectar la

utilización de oxígeno.
177

Fannelop, T 2008
La infusión de esmolol atenúa la disfunción sistólica tras bypass cardiaco en un modelo

de cirugía cardiaca en cerdos.
178

Mori, K 2011
La infusión de esmolol preserva la función de barrera intestinal en un modelo de sepsis

en ratas.
179

Morelli, A 2013
El tratamiento con esmolol en pacientes sépticos reduce la mortalidad y la necesidad de

férmacos vasoactivos.
180

Ibrahim-zada, I 2013
Dosis de esmolol sin efecto cronotropo disminuyen la mortalidad en un modelo murino

de sepsis.
181

Kim, Y 2013
La infusión de esmolol mitiga la respuesta inflamatoria postoperatoria en pacientes

sometidos a gastrectomía laparoscópica.
172

Kim, Y 2015
El esmolol mitiga la respuesta inflamatoria postoperatoria en pacientes sometidos a

gastrectomía laparoscópica de forma dosis-dependiente.
173

Kimmoun, A 2015
La infusión de esmolol mejora la contractilidad cardiaca y respuesta a las catecolaminas

en un modelo de shock séptico en ratas.
164

Hernández, G 2016
La infusión de esmolol mejora el aclaramiento de lactato en un modelo de shock séptico

en ovejas.
165

Wei, C 2016
Dosis de esmolol sin efecto cronotropo mejoran la función cardiaca y vasorreactividad en

un modelo de shock séptico en ratas.
168

Shang, X 2016
La infusión de esmolol reduce el tiempo de ventilación mecánica en pacientes con sepsis

grave, sin efectos adversos hemodinámicos.
182

Du, W 2016
El tratamiento con esmolol aumente el volumen sistólico pero disminuye el gasto

cardiaco en pacientes con sepsis, sin alterar el consumo de oxígeno.
183

Zhang, L 2016 El esmolol disminuye la lesión pulmonar e inflamación en ratas con pancreatitis aguda. 184

Lu, Y 2017
La infusión de esmolol disminuye la inflamación y apoptosis en ratas sépticas con

infección abdominal.
185

Guo, CA 2020 El esmolol inhibe la inflamación y la apoptosis en tejido intestinal en ratas sépticas. 186

Cocchi, M 2022
El tratamiento con esmolol no reduce las necesidades de vasopresores ni el tiempo

hasta la resolución del shock en pacientes sépticos.
187
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Hipótesis y Objetivos
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Hipótesis

El antagonismo farmacológico de los receptores betaadrenérgicos, mediante la

administración perioperatoria de una perfusión continua de esmolol, podría atenuar la

respuesta inflamatoria asociada al estrés que conlleva la cirugía de resección del parénquima

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

Objetivo principal
Analizar el efecto de una perfusión continua perioperatoria de esmolol intravenoso sobre la

respuesta inflamatoria sistémica en el intra y perioperatorio de un modelo experimental de

cirugía de resección pulmonar.

Objetivos secundarios
Investigar el efecto de este tratamiento sobre el daño producido al glicocálix y la disfunción

endotelial, con la hipótesis de que se atenuará el daño producido por la cirugía y la VUP.

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

la cirugía.

Investigar los cambios hemodinámicos y respiratorios ocasionados por el tratamiento.
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Material y Métodos
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El estudio se realizó con la autorización de los Comités de Investigación y de Ética en

Experimentación Animal del Hospital General Universitario Gregorio Marañón. Todos los

procedimientos se realizaron respetando la normativa legal vigente, tanto española como

europea, sobre el manejo de animales de experimentación, en especial lo estipulado por la Ley

32/2007, del 7 de noviembre, para el cuidado de los animales en su explotación, transporte,

experimentación y sacrificio, y por el Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero, por el que se

establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en

experimentación y otros fines científicos, incluida la docencia.

Los experimentos con animales fueron realizados en la Unidad de Medicina y Cirugía

Experimental del Hospital General Universitario Gregorio Marañón y las muestras fueron

analizadas en el Laboratorio de Biología Molecular III de la Facultad de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid.

Fig 10: Quirófano de la Unidad de Medicina y Cirugía Experimental del Hospital General Universitario

Gregorio Marañón
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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

Madrileño de Investigación 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 investigación del Hospital General Universitario Gregorio Marañón se realiza 24 horas

antes del procedimiento quirúrgico, en una jaula individual, donde permanece el animal hasta el

momento de la intervención. El animalario dispone de un ambiente controlado con 20-22ºC y

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

asignación aleatoria se realizó usando en programa informático Excel (Microsoft Corp, Seattle,

EEUU).

El grupo ESMOLOL recibió la administración inmediatamente a continuación de la inducción

anestésica de un bolo de esmolol (Brevibloc, Baxter S.L., Ribarroja del Turia, Valencia, España)

de 0,5 mg/kg, seguido de una perfusión continua de esmolol durante todo el procedimiento

quirúrgico de 0,05 mg/kg/min. Fue sometido a una cirugía de resección pulmonar, resecándose

lóbulo caudal izquierdo con ventilación unipulmonar bajo anestesia general.

Al grupo CONTROL le fue administrado tras la inducción anestésica un bolo de suero salino

0,9%, seguido de una perfusión continua de suero de forma que resulte en el mismo volumen

que la dosis de esmolol correspondiente para el grupo ESMOLOL. Se realizó una cirugía de

resección del lóbulo caudal izquierdo con ventilación unipulmonar bajo anestesia general, de la

misma forma que el grupo ESMOLOL.
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La administración de esmolol y suero salino se realizó 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 toracotomía bajo anestesia general, con ventilación mecánica bipulmonar, sin realizarse

resección pulmonar o ventilación unipulmonar.

Fig 11: Distribución de los grupos experimentales. VBP: Ventilación bipulmonar. VUP: Ventilación

unipulmonar.

2. Procedimiento anestésico

Antes de la intervención se administró ketamina (Ketolar, Parke Davis, Pfizer, Dublin,

Ireland) por vía intramuscular a los sujetos como premedicación, a dosis de 10 mg/kg de peso.

Los animales pudieron beber agua libremente hasta el momento de la intervención, pero no se

permitió la ingesta de comida sólida en las 18 horas anteriores al inicio de la cirugía. Se colocó a

los animales en decúbito supino sobre la mesa de operaciones, se les monitorizó mediante

pulsioximetría y electrocardiografía y se canalizó una vía venosa periférica en la oreja izquierda.

Se preoxigenó a los animales administrando oxígeno con mascarilla facial con una fracción

inspirada de oxígeno (FiO2) de 1 durante 2 minutos antes de la inducción anestésica.
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Como inducción anestésica se administró de forma secuencial por vía 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 realizó

con una perfusión continua de propofol a dosis de 10mg/kg/h durante todo el proceso

quirúrgico. Se administraron bolos adicionales de fentanilo y atracurio durante el

procedimiento, según el criterio del anestesiólogo guiado por datos clínicos y hemodinámicos,

de forma que se garantice la correcta analgesia del animal durante el procedimiento, así como

su relajación neuromuscular, facilitando la intervención quirúrgica. Se administró fluidoterapia

de mantenimiento con una solución intravenosa de Plasmalyte (Baxter AG, Luxemburgo) a dosis

de 5 ml/kg/h.

Tras realizar la inducción anestésica se procedió a la intubación endotraqueal de los sujetos

mediante laringoscopia directa con un laringoscopio de tipo Miller y un tubo endotraqueal con

balón de pneumotaponamiento del número 6-7 según el tamaño 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 vía aérea. Arriba izquierda: Tubo endotraqueal con balón. Arriba

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

Se inició la ventilación mecánica bipulmonar mediante un respirador modelo Drager SA 1

(Dräger Medical Hispania, Madrid, España). Se comprobó el correcto posicionamiento del tubo

endotraqueal mediante auscultación torácica bilateral y objetivándose medición de capnografía

correcta. Se utilizó una estrategia de ventilación de protección pulmonar controlada por

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

inspiración y espiración de 1:2 y una presión positiva al final de la inspiración (PEEP por sus

siglas en inglés) de 5 cmH2O. La FiO2 administrada fue de 0,6 durante todo el transcurso de la

cirugía. Durante la ventilación unipulmonar se continuó la estrategia de ventilación protectora

utilizando un volumen corriente de 6 ml/kg.
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La monitorización durante la cirugía consistió en electrocardiografía de 6 derivaciones,

pulsioximetría, capnografía, presión arterial invasiva y presión venosa central. Para estas últimas

dos mediciones se cateterizaron la arteria y vena femorales, mediante disección quirúrgica de la

ingle derecha de los animales de experimentación hasta aislar los vasos e introducir sendos

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

Fig 13: Izquierda: Colocación en la mesa quirúrgica para canalización de vías. Derecha: Ingle disecada con

vasos canalizados.

Se utilizó el monitor PiCCO (Pulse Contour Cardiac Output) (PULSION Medical Systems AG,

Munich, Alemania) para medir y registrar los datos hemodinámicos. El sistema PiCCO es un

sistema de monitorización hemodinámica por termodilución transpulmonar (TDTP). La TDTP es

un método de dilución empleado para medir el gasto cardiaco mediante la administración de un

indicador, en este caso suero salino a una temperatura próxima a la congelación. 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 circulación derecha y el corazón

izquierdo. Se basa en la premisa de que el gasto cardiaco es inversamente proporcional al

cambio de concentración del indicador en un período de tiempo determinado. De este modo, y

tras la administración del indicador, se genera una curva temperatura-tiempo donde el área

bajo la curva es inversamente proporcional al gasto cardiaco.188

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

de sangre arterial a pie de cama, monitorizándose de esta forma la adecuada ventilación y
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oxigenación de los animales durante todo el procedimiento, pudiéndose analizar pH, presión

arterial de oxígeno (paO2) y presión arterial de CO2 (paCO2).

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

La profilaxis antibiótica se realizó con una dosis intramuscular de penicilina benzatina

(600.000 UI IM) antes de la intervención quirúrgica.

Tras la apertura de la pleura, en todos los grupos salvo el SHAM, se inició la ventilación

unipulmonar progresando el tubo endotraqueal al bronquio principal derecho bajo la guía con

visión directa de un fibrobroncoscopio (fibrobroncoscopio flexible Olympus), manteniendo los

mismos parámetros de ventilación protectora descritos anteriormente, durante 120 minutos.

Posteriormente se recolocó el tubo endotraqueal en tráquea restableciendo la ventilación

bipulmonar durante 60 minutos.

Al finalizar la cirugía se realizó la educción anestésica, interrumpiendo la administración de

propofol. Tras constatar la adecuada mecánica respiratoria espontánea se procedió a extubar al

animal y se transportó a una jaula adecuada. Durante las siguientes 24 horas se administró

ketorolaco (Droal, Vita S.A., La Paz, Bolivia.) intramuscular para el control del dolor y se permitió

acceso libre al agua.
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Pasado este tiempo se realizó una nueva anestesia general con idéntico protocolo de

inducción y mantenimiento que la anterior, siendo igual para los tres grupos experimentales. Se

tomaron biopsias de tejido hepático mediante la realización de laparotomía media subxifoidea a

los sujetos de estudio, y posteriormente se procedió al sacrificio del animal, profundizando su

hipnosis con un bolo de 2mg/kg de propofol, y posteriormente administrándose en bolo 40mEq

de cloruro potásico por vía intravenosa para producir la parada cardiaca.

3. Procedimiento quirúrgico

El procedimiento es realizado por un Especialista en Cirugía Torácica.

Tras la inducción anestésica los cerdos fueron colocados en posición de decúbito lateral

derecho. Se desinfectó el campo quirúrgico con povidona yodada. Se delimitó el campo

quirúrgico mediante sábanas quirúrgicas estériles. Mediante técnica quirúrgica aséptica se

realizó una incisión de toracotomía izquierda, colocándose un separador costal para exponer el

campo quirúrgico.

En los grupos CONTROL y ESMOLOL se realizó disección del parénquima pulmonar por

debajo de la cisura interlobar, ligando arteria, vena y bronquio lobar caudal. Se resecó el lóbulo

caudal izquierdo, extrayéndose la pieza quirúrgica. Se realizó hemostasia y aerostasia

cuidadosas, comprobándose la ausencia de fugas. Se dejó en la cavidad torácica un tubo de

drenaje intrapleural, suturado a la piel. Se conectó el tubo a un sistema de flujo unidireccional

(válvula de Heimlich). Finalmente se realizó el cierre quirúrgico por planos, cerrándose la pleura,

la capa muscular y la piel con suturas quirúrgicas.
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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 resección pulmonar se realizó ventilación unipulmonar en los

grupos ESMOLOL y CONTROL.

En el grupo SHAM tras la incisión de toracotomía se mantuvo ventilación bipulmonar, no

realizándose por tanto en ningún momento VUP ni resección del parénquima pulmonar,

suturándose la herida de toracotomía al finalizar el procedimiento.

Fig 15 Detalle de la cirugía de resección pulmonar. Izquierda: Tórax abierto con exposición del hilio pulmonar.

Derecha: Cierre por planos de la incisión de toracotomía.

4. Recogida de datos y obtención de muestras.

4.1 Gasometrías arteriales.

Durante el procedimiento se extrajeron muestras para gasometría arterial utilizando una

jeringa heparinizada para gasometría del catéter arterial femoral en 5 momentos diferentes:

Tras la inducción anestésica, a los 30 minutos de VUP, a los 120 minutos de VUP, tras 60

minutos de VBP y tras la segunda inducción anestésica 24 horas tras la primera cirugía. Estas

muestras de sangre arterial se analizaron a pie de cama utilizando el mencionado analizador de

gases GEM Premiere 5000. Se registraron los siguientes parámetros: pH, presión arterial de

oxígeno (paO2), presión arterial de CO2 (paCO2) y SpO2.
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4.2 Parámetros hemodinámicos y respiratorios.

Se registraron las mediciones de diferentes parámetros hemodinámicos 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 frío por la vía venosa central. Se registraron los parámetros hemodinámicos

correspondientes a la media de las tres mediciones. Los parámetros hemodinámicos que se

registraron son frecuencia cardiaca (FC); presión arterial media (PAM); presión venosa central

(PVC); índice cardiaco (IC); índice de volumen global al final de la diástole (GEDI); índice de

contractilidad del ventrículo izquierdo (DPmax); y variación de volumen sistólico (VVS).

Desde el punto de vista respiratorio, además de las variables gasométricas, se registraron la

presión pico en las vías aéreas (PPaw) medido por el respirador y la saturación periférica de

oxígeno (SpO2).

4.3 Muestras de suero

Se extrajeron muestras sanguíneas de 5ml de la vía venosa central en cuatro momentos

diferentes: Tras la inducción anestésica, a los 120 minutos de VUP, tras 60 minutos de VBP y

tras la segunda inducción anestésica a las 24 horas. Estas muestras fueron centrifugadas y

posteriormente se pipeteó el suero sobrenadante, conservándolo en un recipiente a -40ºC. En

estas muestras de suero se determinaron niveles de TNF-α, IL-1, Syndecan, óxido nitroso y

catepsina.

4.4 Biopsias hepáticas.

24 horas tras la finalización de la cirugía se obtuvo una biopsia hepática de cada animal

bajo anestesia general. Estas muestras se introdujeron en un criotubo y se congelaron mediante
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nitrógeno líquido a -80ºC. Se determinaron los niveles de marcadores de inflamación, apoptosis

y daño al glicocálix. Los marcadores analizados son MCP-1, NFκB, IL-1, IL-10, TNF-α, eNOS, iNOS,

Bcl2, BAX, PUMA, BAD y BAK.

Fig 16: Toma de muestras. AG: Anestesia general. VM: Ventilación mecánica. VUP: Ventilación unipulmonar.

VBP: Ventilación bipulmonar. * Solo se realiza lobectomía en grupos ESMOLOL y CONTROL.

5. Análisis bioquímico:
Niveles de TNF e IL-1 en suero: Se utilizó ELISA (Enzyme-linked Inmuno Sorbent Assay) para

su medición, utilizando Kits de ELISA comerciales específicos para cerdos (Cusabio Biotech Co

Ltd, China).

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

monoclonal específico para la citoquina a cuantificar. Posteriormente se realizó un lavado,

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

Seguidamente se añadió un segundo anticuerpo específico para el primero conjugado con

biotina y se realizó una segunda incubación. Se realizó un nuevo lavado, eliminando el segundo

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

peroxidasa, que se unió a su vez a la biotina del segundo anticuerpo. Nuevamente se realizó un

lavado, eliminando la enzima no unida, y se añadió una solución sustrato que produce un
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cambio de color mediante una reacción enzimática. El proceso se detuvo tras 1 min, midiéndose

el cambio de color mediante un espectrofotómetro.

Expresión de proteínas: Se utilizó la técnica de Western Blotting para medir la expresión de

TNF, IL-1, Syndecan y catepsina en suero; así como la expresión de TNF, IL-1, IL-10, Nf-KB,

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

Las muestras se homogeneizaron en tampón 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 μg/ml PMSF). Posteriormente se diluyó

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

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

Se determinó la concentración de proteínas utilizando la prueba del ácido bicinconínico o

ensayo de Smith.189 Utilizando electroforesis en gel con sodio dodecil sulfato-poliacrilamida

(acrilamida 20%), se separaron cantidades equivalentes de proteínas (25 µg) de cada muestra,

transfiriéndose a una membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) usando un sistema

semiseco. Esta membrana se incubó 60 minutos a 37ºC en un tampón bloqueante (20 mmol/L

TRIS, 150 mmol/L NaCl, 0,2% Noninet P 40, 5% leche desnatada), para evitar la unión

inespecífica. A continuación, se incubó con anticuerpos de conejo específicos para las proteínas

a cuantificar. Tras realizar un lavado eliminando el anticuerpo no unido se incubó nuevamente

la membrana en presencia de un anticuerpo secundario para inmunoglobulinas de conejo

conjugado con peroxidasa de rábano (horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit

IgG secondary antibody, Transduction Lab, Lexington, KY). Se realizó un nuevo lavado y se

incubó la membrana con reactivos ECL Plus (Amersham Life Science Inc., Buckinghamshire, UK).

Se expuso la membrana a rayos-x. Con un densitómetro (BioRad GS 800) se escaneó la placa, se

digitalizó y se determinaron las densidades ópticas relativas. Los pesos moleculares se
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determinaron utilizando marcadores proteicos preteñidos y se analizaron las bandas de

proteínas.

Expresión de ARN mensajero: Se utilizó la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa

con transcriptasa inversa (RT-PCR) para medir la expresión de ARNm de TNF, IL-1, IL-10, Nf-KB,

MCP1, eNOS e iNOS en biopsias hepáticas. Esta técnica consiste en la retrotranscripción del

ARNm a ADN y la posterior amplificación de dicho ADN para su cuantificación.

Se aisló el ARNm de las muestras de hígado utilizando el kit TRI reactivo (Molecular

Research Centre, Inc, Cincinnati, OH, USA), utilizando el método descrito por Chomczynski y

Sacchi.190 Se midió la pureza del ARNm mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5%,

determinándose las concentraciones de éste con espectrofotometría.

La transcripción inversa se realizó con un kit comercial (Promega, Madison, WI, USA) y una

mezcla de primers o cebadores pd(N)6, utilizándose 2μg de ARNm por cada muestra. Los

primers o cebadores son dos secuencias cortas de nucleótidos 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 reacción. Se utilizó un termociclador para PCR en tiempo real (Applied

Biosystems 7300). Se utilizó el método inespecífico de fluorescencia SYBR Green PCR Master

Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los primers se utilizaron a 300nM de concentración.

En la tabla inferior se muestra la secuencia de primers utilizados. Se utilizó el gen 18S como

control interno. Los cambios en la expresión del mRNA se analizaron con un método de

cuantificación relativa, comparando los cambios de la expresión del gen a analizar con el

mencionado control, según el método de 2-ΔΔCT.191 El cADN obtenido se conservó a -20 ºC

hasta su utilización.
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Tabla 3: Primers para PCR.

Nivel de óxido nítrico en suero: Para determinar la concentración de óxido nítrico en suero

se usó la reacción de Griess. Para ello se hizo reaccionar a la muestra con el reactivo de Griess,

una solución ácida conteniendo un derivado de la anilina, sulfanilamida, y un agente de

acoplamiento, N-(1-naftil) etilendiamina.

Al añadir el reactivo, el ion nitrito reaccionó con la sulfanilamida formando una sal de

diazonio. Ésta reaccionó posteriormente con N-(1-naftil) etilendiamina dando lugar a un tinte

rojizo. Posteriormente, se analizó utilizando un espectrofotómetro para cuantificar la

concentración.

6. Estudio estadístico:
Se comparan los parámetros hemodinámicos y respiratorios, así como los marcadores de

inflamación, de daño endotelial y de apoptosis entre los tres grupos, CONTROL, ESMOLOL y

SHAM.

Los análisis post-hoc se realizaron con la corrección de Bonferroni. Se realizó análisis

covariante para analizar los efectos entre grupos a las 24h de la cirugía en las muestras de

Primer Sentido Antisentido

18S GGTGCATGGCCGTTCTTA TCGTTCGTTATCGGAATTAACC

TNF α ATGAGAAGTTCCCAAATGGC CTCCACTTGGTGGTTTGCTA

IL-1 TGTGATGAAAGACGGCACAC CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG

IL-10 ACTGCACCCACTTCCCAGT TTGTCCAGCTGGTCCTTTGT

NFκB CAGCTCTTCTCAAAGCAGCA TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA

MCP-1 AGCATCCACGTGCTGTCTC GATCATCTTGCCAGTGAATGAGT

eNOS CCAGTGCCCTGCTTCATC GCAGGGCAAGTTAGGATCAG

iNOS CTTTGCCACGGACGAGAC TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC
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biopsia hepática, así como en las muestras de suero cuando se ajustaba por valores basales.

Para detectar diferencias en datos hemodinámicos y ventilatorios, se usó 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 pertenecían 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 cirugía). La evolución de estos parámetros y su

interacción 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 análisis de resultados se realizó con el paquete estadístico SPSS para Windows (versión

22.0; IBM Corp, Armonk, NY). Todos los test utilizados eran pruebas de dos colas y una p < 0.05

se consideró estadísticamente significativa.

.
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Resultados
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1. Parámetros Hemodinámicos y Gasométricos

La FC aumentó ligeramente en los momentos iniciales de la cirugía en los tres grupos para

estabilizarse posteriormente.  La PAM se modificó mínimamente durante el procedimiento en

los tres grupos. Comparativamente entre los grupos, estas variaciones hemodinámicas en FC y

PAM no fueron estadísticamente significativas. (Gráficas 1 y 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 únicamente en

una de las mediciones, la realizada tras 30 minutos de ventilación bipulmonar, hacia el final de

la intervención. (Gráfica 3 y Tabla 4)

En cuanto al IC, se observa que el grupo de Esmolol parte desde un índice menor previo a la

intervención. Sin embargo, durante el procedimiento los valores se mantienen dentro de la

normalidad y constantes. No se aprecian diferencias estadísticamente significativas entre los

grupos. (Gráfica 4 y Tabla 4)

El GEDI experimenta un cierto aumento en los grupos Control y Esmolol durante la cirugía

de resección pulmonar, manteniéndose estable durante el procedimiento en el grupo Sham. Las

diferencias, no obstante, no fueron significativas entre los grupos. (Gráfica 5 y 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

estadísticamente significativas entre ellos. (Gráfica 6 y Tabla 4)

En la VVS el grupo Control se encuentra con valores en el límite alto de la normalidad desde

el inicio de la cirugía, manteniéndose estables durante su trascurso. Los grupos Esmolol y Sham

partieron de valores menores que también ascendieron hacia el límite alto de la normalidad.

Los valores del grupo Control fueron significativamente mayores en las primeras dos

mediciones, posteriormente no se existieron diferencias significativas. (Gráfica 7 y Tabla 4)
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Tabla 4: Valores hemodinámicos. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP: Ventilación
unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar. FC: Frecuencia cardíaca; PAM: Presión arterial media; PVC:
Presión venosa central; IC: Índice cardíaco; GEDI: volumen global al final de la diástole; Dpmax: índice de
contractilidad del ventrículo izquierdo; VVS: Variación de volumen sistólico.

a: p < 0.05 Sham vs Control
b: p < 0.05 Sham vs Esmolol
c: p < 0.05 Control vs Esmolol

Basal VUP 30min VUP 120min VBP 60min 24h PO
FC (lpm) 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 8,3 (5) 9,3 (4,1) 9,1 (5,1) 8,1 (4,9) 8,8 (4,3)
Esmolol 10,9 (3,9) 12,1 (3,1) 12 (3,8) 12,1 (3,2) 11 (3,3)

Sham 12 (3,5) 12,8 (2,8) 12,2 (2,6) 12,4 (3,6) 10,3 (2,8)

IC Control 3,7 (0,8) 4,1 (1,5) 3,6 (0,9) 4,4 (1,5) 2,9 (0,8)
(l/min/m2) Esmolol 2,7 (1) c 3 (1,6) 3,3 (2) 3,4 (1,6) 2,9 (0,7)

Sham 3,1 (1,1) 2,7 (0,7) 2,9 (0,8) 3,5 (1,5) 4,6 (2,5)

GEDI Control 591 (236) 643 (280) 641 (302) 711 (228) 480 (197)
(ml/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) a, c 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)
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Gráfica 1: Frecuencia cardiaca. FC: Frecuencia cardiaca. Lpm: Latidos por minuto. VUP: Ventilación

unipulmonar. VBP: Ventilación bipulmonar. PO: Postoperatorio.

Gráfica 2: Presión arterial media. PAM: Presión arterial media. VUP: Ventilación unipulmonar. VBP: Ventilación

bipulmonar. PO: Postoperatorio.
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Gráfica 3: Presión venosa central. PVC: Presión venosa central. VUP: Ventilación unipulmonar. VBP:

Ventilación bipulmonar. PO: Postoperatorio.

Gráfica 4: Índice cardiaco. IC: Índice cardiaco. VUP: Ventilación unipulmonar. VBP: Ventilación bipulmonar. PO:

Postoperatorio.
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Gráfica 5: GEDI. GEDI: Global End Diastolic Index (índice de volumen global al final de la diástole). VUP:

Ventilación unipulmonar. VBP: Ventilación bipulmonar. PO: Postoperatorio.

Gráfica 6: Dpmax. Dpmax: Índice de contractilidad del ventrículo izquierdo. VUP: Ventilación unipulmonar.

VBP: Ventilación bipulmonar. PO: Postoperatorio.
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Gráfica 7: VVS. VVS: Variación de Volumen Sistólico. VUP: Ventilación unipulmonar. VBP: Ventilación

bipulmonar. PO: Postoperatorio.

La oxigenación arterial descendió durante la VUP tanto en el grupo Control como en el

grupo de Esmolol para recuperar valores basales al final de la cirugía, durante la ventilación

bipulmonar y en la medición 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 medición postoperatoria a valores iniciales. (Tabla 5)

La PPaw aumentó 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 ventilación unipulmonar, aunque sin diferencias estadísticamente significativas.

La variación del pH tendente a la acidosis es algo más acentuada en el grupo Sham, si bien no

resulta estadísticamente significativo. La diferencia en la PPaw fue significativa estadísticamente

en el periodo de VUP entre el grupo Sham y los otros dos. El resto de las variables gasométricas

no registraron diferencias significativas entre los grupos en ningún punto del procedimiento ni

en el postoperatorio. (Tabla 5)
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Tabla 5: Valores gasométricos. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP: Ventilación
unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar. SpO2: Saturación periférica de oxígeno; PaO2: Presión arterial de
oxígeno; paCO2: Presión arterial de dióxido de carbono; PPaw: Presión pico en la vía aérea.

a: p < 0.05 Sham vs Control
b: p < 0.05 Sham vs Esmolol
c: p < 0.05 Control vs Esmolol

Basal VUP 30' VUP 120' VBP 60' 24h PO
SpO2 (%) 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)

PaO2 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) a,b 257 (59) a,b 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) 35,1 (7,1) 35,2 (6,8) 31,6 (7,2) 32,7 (7,3)
(cmH2O) Esmolol 28,2 (3,6) 35,3 (6,6) 34,9 (7,4) 31,8 (6,8) 32,4 (6,7)

Sham 28,6 (3,3) 28,9 (2,8) a,b 29,2 (4,4) a,b 31,1 (5,1) 31,3 (5,3)
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2. Biomarcadores en Suero

TNFα

Gráfica 8: TNF en suero medido por Western Blot. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP:
Ventilación unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar.

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

Basal VUP120' 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 #, &, *
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Gráfica 9: TNF en suero medido por ELISA. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP:
Ventilación unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar.

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

El TNFα 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 más marcado al final de la

cirugía 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 así en las medidas basal y tras 120’ de

VUP, ni en la medida tras 60’ de VBP en Western Blot. (Gráficas 8 y 9)

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 #, &, *
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IL-1

Gráfica 10: IL-1 en suero medido por Western Blot. Datos expresados como media (desviación estándar).
VUP: Ventilación unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar.

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

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 #,&, *
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Gráfica 11: IL-1 en suero medido por ELISA. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP:
Ventilación unipulmonar; VBP: Ventilación bipulmonar.

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

Paralelamente a lo observado con TNFα, 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 estadísticamente 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. (Gráficas 10

y 11)

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 #, &, *
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Syndecan

Gráfica 12: Syndecan en suero. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP: Ventilación
unipulmonar; VBP: Ventilación 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. (Gráfica 12)

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 #, &, *
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NO

Gráfica 13: NO en suero. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP: Ventilación unipulmonar;
VBP: Ventilación bipulmonar.

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

El NO en suero desciende claramente en el grupo Control a lo largo del experimento,

mientras que en el grupo Sham experimenta una bajada más sutil. En el grupo Esmolol baja

durante la cirugía, 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

cirugía no hay diferencia significativa estadísticamente entre el Control y el Esmolol. (Gráfica 13)

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 #, *
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Catepsina

Gráfica 14: Catepsina en suero. Datos expresados como media (desviación estándar). VUP: Ventilación
unipulmonar; VBP: Ventilación 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 ventilación

unipulmonar, descendiendo en el grupo Esmolol, igualándose 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 estadísticamente significativa en este

marcador. (Gráfica 14)

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
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3. Biomarcadores en Biopsias hepáticas

TNFα

Gráfica 15: TNFα en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación
estándar).

Gráfica 16: TNFα en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación estándar).

Se encontraron diferencias significativas en expresión proteica y de ARNm de TNFα en las

biopsias hepáticas en todos los grupos, siendo significativamente mayor en el grupo Control,

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

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
TNF WB 1,53 (0,06) 0,97 (0,19) 0,51 (0,14) <0,001 #, &, *

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

Gráfica 17: IL-1 en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación

estándar).

Gráfica 18: IL-1 en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación estándar).

IL-1 fue mayor en el grupo Control, seguido de Esmolol y por último Sham en expresión

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. (Gráficas 17 y

18)

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

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-1 PCR 0,89 (0,16) 0,78 (0,08) 0,35 (0,04) 0,001 #, &
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IL-10

Gráfica 19: IL-10 en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación

estándar).

Gráfica 20: IL-10 en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación estándar).

En las biopsias hepáticas se observó una expresión proteica y de ARNm de IL-10 más

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

esmolol esa reducción 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.

(Gráficas 19 y 20)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-10 WB 0,24 (0,06) 0,3 (0,04) 0,33 (0,03) 0,007 #, *

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
IL-10 PCR 0,87 (0,09) 1,05 (0,11) 1,67 (0,12) <0,001 #, &, *
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NF-κB

Gráfica 21: NF-κB en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación
estándar).

Gráfica 22: NF-κB en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación
estándar).

La expresión proteica y de ARnm de NF-κB se encuentra en mayor cuantía en las biopsias

hepáticas del grupo Control, seguidos del Esmolol y por último el Sham. Todas las diferencias

entre los grupos fueron estadísticamente significativas en ambas mediciones. (Gráficas 21 y 22)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
NFkB WB 3,18 (0,04) 2,62 (0,31) 1,07 (0,19) <0,001 #, &, *

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
NFkB PCR 2,89 (0,37) 2,08 (0,12) 1,24 (0,2) 0,001 #, &, *
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MCP-1

Gráfica 23: MCP-1 en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación

estándar).

Gráfica 24: MCP-1 en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación
estándar).

En las biopsias hepáticas se objetivó mayor expresión proteica y de ARNm de MCP-1 en el

grupo Control, a continuación 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. (Gráficas 23 y 24)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
MCP1 WB 0,17 (0,01) 0,09 (0,03) 0,07 (0,01) 0,001 &, *

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
MCP1 PCR 2,61 (1,16) 1,93 (0,57) 0,42 (0,08) 0,001 #, &
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eNOS

Gráfica 25: eNOS en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación
estándar).

Gráfica 26: eNOS en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación estándar).

La expresión proteica y de ARNm de eNOS en las biopsias hepáticas fueron similares en los

grupos Sham y Esmolol, siendo menores en el grupo control. La diferencia en expresión proteica

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

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

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

Gráfica 27: iNOS en biopsias hepáticas medido por Western blot. Datos expresados como media (desviación

estándar).

Gráfica 28: iNOS en biopsias hepáticas medido por PCR. Datos expresados como media (desviación estándar).

La expresión 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 estadísticamente significativa medido por Western blot, pero sí por PCR.

(Gráficas 27 y 28)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
iNOS WB 1,6 (0,1) 1,38 (0,21) 1,09 (0,1) 0,064 #, &

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
iNOS PCR 3,47 (0,87) 2,33 (0,39) 0,78 (0,21) 0,018 #, &, *
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Syndecan

Gráfica 29: Syndecan en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

La expresión proteica de syndecan fue más alta en el grupo Sham, seguido del grupo

Esmolol, y por último en el grupo Control. La diferencia entre los grupos Esmolol y Sham no fue

significativa, mientras que el resto de las diferencias sí lo fueron. (Gráfica 29)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
Syndecan 4,46 (0,56) 6,26 (0,56) 6,97 (1,02) 0,018 #, *
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Bcl-2

Gráfica 30: Bcl-2 en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

La expresión proteica de Bcl-2 en hígado fue menor en los grupos Control y Esmolol que en

el Sham. No hubo diferencias significativas estadísticamente entre Control y Esmolol, mientras

que la medida en Sham fue superior significativamente que ambas. (Gráfica 30)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
Bcl2 0,821 (0,058) 0,83 (0,077) 1,118 (0,114) 0,001 #, &
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BAX

Gráfica 31: BAX en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

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

estadísticamente diferentes entre sí. (Gráfica 31)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
BAX 1,571 (0,167) 1,232 (0,206) 1,217 (0,142) 0,011 #, *
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PUMA

Gráfica 32: PUMA en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

En las biopsias hepáticas la expresión proteica de PUMA fue similar entre los grupos Control

y Esmolol, siendo superiores a la expresión del grupo Sham. El grupo Sham obtuvo una medida

significativamente inferior a los otros dos, entre los que no hubo diferencias estadísticamente

significativas. (Gráfica 32)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
PUMA 1,038 (0,156) 1,011 (0,134) 0,748 (0,042) 0,003 #, &
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BAD

Gráfica 33: BAD en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

La expresión de BAD en las biopsias fue superior en el grupo Control, seguido del Esmolol y

por último el Sham. Hubo diferencia estadísticamente significativa entre Control y los otros dos

grupos, pero no así entre los grupos Esmolol y Sham. (Gráfica 33)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
BAD 1,137 (0,158) 1,024 (0,074) 0,933 (0,053) 0,01 #, *
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BAK

Gráfica 34: BAK en biopsias hepáticas. Datos expresados como media (desviación estándar).

BAK medido en biopsia hepática fue también superior en el grupo Control con respecto a

Sham y Esmolol, que obtuvieron resultados similares. Entre Sham y Esmolol no existieron

diferencias estadísticamente significativas, mientras que la medida en el grupo Control fue

significativamente mayor. (Gráfica 34)

CONTROL ESMOLOL SHAM ANOVA
BAK 1,078 (0,079) 0,713 (0,073) 0,709 (0,044) 0,001 #, *
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En nuestro estudio experimental queda demostrado, tal y como habíamos propuesto en la

hipótesis, que la administración intravenosa de esmolol durante la cirugía de resección

pulmonar atenúa la respuesta inflamatoria sistémica y hepática, así como el daño al glicocálix y

la apoptosis en el parénquima hepático. Estos efectos del tratamiento con esmolol son

independientes de sus efectos hemodinámicos.

1. Efecto hemodinámico

Una de las razones que se ha esgrimido clásicamente para la conocida atenuación que

producen los betabloqueantes en la respuesta inflamatoria son sus efectos hemodinámicos.

Esto se observa en diferentes experimentos realizados con esmolol a dosis más altas,

10mg/kg/h o superior, en los que los efectos hemodinámicos parecen proporcionales a los

efectos de inmunomodulación.163 179

En el estudio de Suzuki, demostrando la capacidad del esmolol de reducir el fallo miocárdico

asociado a la sepsis en ratas, se utilizan dosis de esmolol que reducen significativamente la

frecuencia cardiaca de los animales, alimentado la hipótesis de que el menor consumo de

oxígeno y mejor perfil metabólico de los miocitos puede justificar la mejora de la función

cardiaca y la disminución en mediadores inflamatorios.163 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 reducción de la respuesta inflamatoria a nivel intestinal.179

Uno de los estudios más influyentes es el de Morelli, en el que demuestra una reducción de

la mortalidad y de las necesidades de fármacos vasoactivos tratando a pacientes en estado de

shock séptico con dosis de esmolol tituladas para mantener su frecuencia cardiaca entre 80 y

94lpm.180

En el contexto de la cirugía torácica y la ventilación mecánica tiene también especial

relevancia el efecto hemodinámico del esmolol, potencialmente reduciendo el gasto cardiaco,
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ya que el flujo sanguíneo pulmonar aumentado, como comentamos previamente, contribuye al

daño producido por la ventilación mecánica, y reducir este hiperaflujo puede ser beneficioso a

la hora de reducir el daño pulmonar.43

En vistas a lo anterior, en nuestro experimento nos fijamos el objetivo de utilizar una dosis

que tuviera un efecto mínimo sobre la frecuencia cardiaca, manteniendo los efectos

hemodinámicos lo más bajos posible, con objetivo de discernir la causa fundamental de los

hallazgos del mismo.

Los efectos hemodinámicos de administrar esmolol a nuestros animales fueron muy poco

relevantes, lo cual nos sugiere que estas mínimas modificaciones hemodinámicas no fueron las

principales responsables del comportamiento de los biomarcadores inflamatorios

perioperatorios en este modelo experimental.

El experimento de Wei se realizó con dosis de esmolol de 5 mg/kg/h, al igual que el nuestro,

en su caso en ratas. Con esta dosis no se objetivó disminución de la frecuencia cardiaca de los

animales, pero sí demostró mejora en la función miocárdica y vasorreactividad en los sujetos en

el contexto de sepsis, pudiéndose atribuir por lo tanto este resultado al efecto

inmunomodulador del fármaco.168 A nivel hepático existen también ensayos realizados con

betabloqueantes que muestran reducción de citoquinas proinflamatorias circulantes,

considerando también que al menos parte de estos efectos son independientes de los efectos

hemodinámicos.192

En el ámbito quirúrgico destacan los experimentos de Kim, utilizando dosis de esmolol tanto

con efecto cronotrópico negativo como sin él para mitigar la liberación 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 estadísticamente significativo de las citoquinas

proinflamatorias, a diferencia de nuestro estudio, aunque sí lo fue a dosis mayores.172, 173
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Esta ausencia de efectos hemodinámicos incrementa también la potencial utilidad de esos

resultados. Recordando el estudio POISE, la introducción de betabloqueantes en el

preoperatorio no se recomienda, ya que aumenta el riesgo de hipotensión y bradicardia, de

ictus, y en última instancia la mortalidad.156 Este estudio se centra en metoprolol oral a dosis

terapéuticas. Sabemos que en muchos pacientes en el contexto quirúrgico puede resultar

nocivo el reducir su gasto cardiaco, tensión arterial y frecuencia cardiacas, de cara a potenciales

complicaciones postoperatorias como lesión miocárdica, insuficiencia renal, ictus, etc.193 194 No

obstante, la utilización de esmolol, un fármaco con una vida media mucho más corta, aplicado a

dosis con mínimo efecto hemodinámico, presenta un perfil de seguridad más favorable.

Respaldando lo anterior, el ensayo clínico de Zhang en el contexto de cirugía abdominal en

pacientes añosos contribuye a avalar la seguridad de esmolol en el perioperatorio. En este

estudio, 60 pacientes con edad superior a 60 años son sometidos a una cirugía de gastrectomía

laparoscópica, administrándose a la mitad de ellos una perfusión 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.195

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

como mínimo, parcialmente independiente de los efectos hemodinámicos del fármaco.

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 práctica clínica, son los potenciales efectos pulmonares de los

betabloqueantes. Clásicamente los betabloqueantes han estado contraindicados en pacientes

con hiperreactividad bronquial, como por ejemplo los pacientes con OCFA (Obstrucción Crónica
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al Flujo Aéreo), condición muy prevalente en pacientes que se someten a cirugías de resección

pulmonar.196 El esmolol es un betabloqueante cardioselectivo, antagonista β1 puro, sin

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

tenga un efecto negativo sobre la reactividad bronquial.197

No obstante, en estudios más recientes se ha descrito que betabloqueantes

cardioselectivos como el esmolol no disminuyen significativamente la FEV1, o exacerban

significativamente los síntomas respiratorios, ni alteran de forma significativa la respuesta de la

FEV1 a los agonistas β2 en comparación con placebo.198 También se ha comprobado la

seguridad de la administración de esmolol en el ámbito perioperatorio en pacientes con

hiperreactividad bronquial con estudios experimentales con dosis de esmolol superiores a la

usada en este estudio.199

No solo existe evidencia acerca de la seguridad de estos fármacos en pacientes con

hiperreactividad bronquial, sino que disponemos también de creciente evidencia que sugiere

que los betabloqueantes cardioselectivos pueden tener efectos beneficiosos en este tipo de

pacientes. En ratones asmáticos en tratamiento con betabloqueantes se ha observado una

menor expresión de mediadores proinflamatorios en lavados bronquioalveolares.200 En

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

de su enfermedad,201 y pueden mejorar su calidad de vida e incluso reducir la mortalidad.202

Esto puede ser consecuencia de sus efectos cardioprotectores, pero no se puede descartar que

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

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en cuanto a los parámetros

gasométricos ni en cuanto a las presiones en la vía 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 medición. Tampoco se
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observó ninguna complicación respiratoria en ninguno de los animales estudiados, favoreciendo

la hipótesis de que la utilización de esmolol es segura a nivel respiratorio en esta cirugía.

La principal limitación con respecto a este resultado es el hecho de que los animales del

estudio eran previamente sanos, sin ninguna patología pulmonar, lo cual contrasta con los

pacientes habituales en cirugías de este tipo.

3. Respuesta inflamatoria sistémica

Como hemos establecido, la severidad del trauma quirúrgico es proporcional a la cantidad

de citoquinas proinflamatorias que se liberan durante el mismo, y éstas se relacionan

negativamente con los resultados clínicos. Es bien conocido también que la respuesta

catecolaminérgica es directamente proporcional a la severidad del trauma quirúrgico. Estas

catecolaminas a su vez tienen un efecto complejo sobre el sistema inmune, si bien este efecto

es netamente contrario a la reacción inflamatoria. Por otra parte, se relacionan con la

inmunodepresión postoperatoria, deprimiendo la capacidad de fagocitosis de los neutrófilos y

alterando su capacidad de liberar especies reactivas de oxígeno.131

Al comparar en nuestro estudio los marcadores en sangre del grupo Sham con los del

grupo Control podemos observar el efecto que tiene la lobectomía y la ventilación mecánica

unipulmonar sobre la respuesta inflamatoria sistémica. El aumento de TNF e IL-1 atribuible

únicamente a la VUP y la lobectomía resulta significativo en todas las fases de la cirugía,

concordando con lo establecido previamente del gran impacto inflamatorio que suponen las

cirugías torácicas y la VUP.25

Están bien establecidos los efectos antiinflamatorios del esmolol en situaciones de

sepsis.165, 177, 179, 180 El carvedilol, otro betabloqueante cardioselectivo, ha demostrado también

reducir los niveles de TNF en otro estado proinflamatorio, el síndrome de ovario poliquístico.203
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Dentro del ámbito de la cirugía 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.172, 173 En este ámbito

disponemos también del reciente estudio de Tan, demostrando también los efectos

antiinflamatorios de otro betabloqueante selectivo para β1, en este caso metoprolol, un

fármaco con mayor vida media. En este estudio administra el fármaco a ratas sometidas a

cirugía abdominal abierta, demostrándose un descenso significativo en la producción de TNFα e

IL-6, aunque no de IL-1.204

Estos hallazgos concuerdan con los nuestros, en los que observamos una disminución

significativa en las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNFα en el grupo tratado con esmolol.

Hasta donde hemos podido comprobar, este es el primer experimento que demuestra estos

efectos en cirugía torácica, y el primero que demuestra una reducción sistémica de mediadores

inflamatorios tan significativa sin modificar notablemente los parámetros hemodinámicos.

Excluyendo por lo tanto las justificaciones hemodinámicas esgrimidas en otros estudios

para explicar estos efectos, debemos considerar otras vías antiinflamatorias. En primer lugar, el

bloqueo directo del propio receptor β1. En el experimento de Grisanti se demuestra que la

estimulación de receptores β1 en monocitos produce una respuesta proinflamatoria. En su

estudio aísla monocitos humanos y los expone a un lipopolisacárido bacteriano junto con un

agonista β1, demostrándose un aumento en la liberación de TNFα e IL-1 por parte de los

monocitos, comparado con el grupo control sin dicho agonista.137 El bloqueo de los receptores

β1 por parte del esmolol, por lo tanto, tendría un efecto contrario, reduciendo la producción de

estas citoquinas por parte de los monocitos.

El segundo mecanismo a valorar es que al bloquear los receptores β1 se produzca una

estimulación preferente de los receptores β2, un receptor que, como hemos establecido, es

más prevalente en las células del sistema inmune y tiene un efecto claramente contrario a la
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liberación de citoquinas proinflamatorias.127, 128, 129 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 administró metoprolol tanto por vía intravenosa como

intraventricular (en los ventrículos cerebrales) para dilucidar si el efecto beneficioso provenía

del SNC, observando únicamente disminución de los marcadores inflamatorios en el grupo

tratado por vía intravenosa, reforzando que el efecto protector viene dado por el bloqueo de

receptores periféricos, no del SNC.171

El tercer mecanismo que podemos tener en cuenta incluye el SNP. Sabemos que la

activación del SNP tiene un efecto antiinflamatorio.146 El bloqueo de receptores adrenérgicos

podría desplazar el equilibrio entre el SNS y SNP hacia este último, favoreciendo por lo tanto su

efecto antiinflamatorio. Esta teoría fue propuesta por Xu, en su estudio administrando el

betabloqueante no selectivo propranolol a ratas en las que posteriormente provocaría sepsis,

objetivando un descenso de TNFα e IL-6 en las ratas con este pretratamiento.205 No obstante,

esta teoría no está comprobada experimentalmente, siendo necesarios más estudios.

Por otra parte, se sabe que estos mismos receptores β1 también están fuertemente

ligados con la inmunosupresión que se da en estados de inflamación descontrolada como la

sepsis.206 El bloqueo de los receptores β1 mantiene inalterada la función de los neutrófilos y su

capacidad para producir ROS, a diferencia del bloqueo β2, que tendería a reducirla.207 Por ello,

el bloqueo producido por el esmolol no solo reduciría la respuesta inflamatoria inicial, sino que

también podría tener un efecto beneficioso adicional, evitando la inmunosupresión posterior.

Esto, no obstante, escapa de los parámetros de nuestro estudio.
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4. Daño Endotelial

Los niveles de catecolaminas circulantes no solo han demostrado relación con la

inflamación, sino que también está descrita su relación con el daño al glicocálix endotelial.87 En

otras cirugías mayores, como la cirugía vascular, está comprobado el importante deterioro del

glicocálix que asocian.208 El endotelio vascular carece de receptores β1 adrenérgicos, pero

paradójicamente existe cada vez una mayor evidencia de los betabloqueantes β1 selectivos

tienen la capacidad de mejorar la reactividad vascular en situaciones relacionadas con la

vasoplejia y el daño endotelial. El tratamiento con esmolol ha demostrado reducir las

necesidades de vasoconstrictores para mantener la PAM164 además de beneficios para la

microcirculación en modelos de sepsis.209

El efecto deletéreo que tiene la VUP y la resección pulmonar sobre el glicocálix 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 glicocálix y su presencia en sangre un dato ampliamente

utilizado como marcador de daño al mismo, como comentamos previamente. A su vez queda

patente el efecto protector del glicocálix 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 atenuación de la respuesta inflamatoria observada puede proteger frente al

daño endotelial. Schmidt demostró que TNFα es un factor fundamental en la degradación del

glicocálix observada en la sepsis, comprobando que al inyectarlo en ratones produce la

degradación del glicocálix mediado por la activación de heparanasa.210 La disminución de TNFα

mediada por esmolol por lo tanto evitaría la degradación mediada por esta citocina.

En segundo lugar, tenemos el estrés oxidativo. La inflamación 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 degradación del glicocálix.211 El esmolol ha demostrado tener un efecto

antioxidante, reduciendo marcadores de oxidación y favoreciendo la acción de moléculas

scavenger, moléculas capaces de reducir las ROS, neutralizando su capacidad lesiva.170 Esta

capacidad antioxidante, por lo tanto, puede permitir al esmolol ejercer como protector del

glicocálix.

En la misma línea de que lo anterior tenemos la reducción de iNOS producida por esmolol.

Las especies reactivas de nitrógeno (RNS) tienen también gran potencial oxidativo y por lo tanto

potencial para dañar el glicocálix. El iNOS es una fuente importante de estas RNS, y la reducción

de sus niveles por lo tanto puede contribuir a la protección del glicocálix.73

El último mecanismo a tener en cuenta es la reducción del daño mecánico producido por

cambios hemodinámicos asociados a la administración del esmolol. El daño mecánico puede

producir redistribución y degradación de ciertas partes del glicocálix.212 El los efectos

hemodinámicos del esmolol han demostrado tener la capacidad de reducir este estrés

mecánico,213 pero como indicábamos previamente esta hipótesis es menos probable por los

escasos cambios hemodinámicos observados en nuestro experimento.

Los efectos protectores del endotelio del esmolol continúan con el aumento de eNOS,

llegando a niveles similares al grupo Sham y el descenso en iNOS. Esta expresión aumentada de

eNOS inhibe la adhesión leucocitaria al endotelio vascular, resultando en conocidos efectos

protectores vasculares.69 iNOS, por otra parte tiene una fuerte asociación con la disfunción

endotelial, comprobada en modelos experimentales de sepsis.214

Este cambio beneficioso en el perfil de expresión de eNOS e iNOS puede a su vez explicar la

mayor disponibilidad de NO observada en el grupo Esmolol. La reducción de biodisponibilidad

de NO está relacionada con disfunción vascular,215 y su presencia tiene conocidos efectos

beneficiosos a nivel vascular, como la inhibición de la adhesión de leucocitos al endotelio o la

agregación plaquetaria.216
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Nuestros resultados concuerdan con el estudio previamente realizado por Hillebrand con

betabloqueantes β1 selectivos, en este caso nevibolol, en los que se observa una mejoría en la

función endotelial mediante mecanismos dependientes de NO.217

Los resultados obtenidos en nuestro estudio pueden ser explicados mediante diferentes

mecanismos. En primer lugar, la perfusión de esmolol redujo los niveles de NFκB medidos en las

biopsias, como ya demostró Wei en el contexto de shock séptico.168 Este factor de transcripción,

entre otras cosas, induce la expresión de iNOS por lo que su reducción dará lugar al descenso de

iNOS.72

En segundo lugar, TNF-α e IL-1 han demostrado tener la capacidad de reducir la expresión

de eNOS y la producción de NO.218 Por lo tanto la disminución de estas citoquinas observada en

nuestro estudio podría favorecer la expresión 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 permitiría evitar la oxidación de NO a ONOO-, de esta manera aumentando la

biodisponibilidad del NO.219 220

5. Respuesta inflamatoria hepática

En pacientes con hígados sanos, es frecuente una ligera la afectación de la función

hepática durante el periodo intra o postoperatorio, manifestada por leves aumentos pasajeros

en transaminasas, bilirrubina y fosfatasa alcalina, pero en muy pocas ocasiones se hace

clínicamente relevante.221 En cirugía torácica, los cambios hemodinámicos, la hipoxemia y el

sangrado excesivo son los principales factores que predicen daño hepático postoperatorio,
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aunque el riesgo de daño hepático significativo es comparativamente menor que en cirugía

mayor abdominal.222

La ventilación unipulmonar ha demostrado causar daño a órganos remotos, especialmente

el hígado, como ilustramos en la introducción. Estos mecanismos de lesión hepática se pueden

producir mediante la producción de ROS, especialmente importante en el caso de isquemia-

reperfusión,107 así como de mediadores inflamatorios que pasan a la circulación sistémica y en

última instancia llegan al hígado.108, 109 Yulug demostró que este daño hepático es directamente

proporcional al tiempo de VUP.223

La importancia de la respuesta inflamatoria a nivel hepático en nuestro estudio, no

obstante, no reside únicamente en el posible daño al parénquima hepático, sino en la capacidad

del hígado para magnificar la respuesta inflamatoria pulmonar, como hemos observado

previamente, produciendo una respuesta inflamatoria sistémica que a su vez aumenta el daño

pulmonar. 111, 112

Los hallazgos de nuestro estudio vienen a confirmar, por un lado, que el efecto

proinflamatorio producido por la VUP así como la resección pulmonar se va a traducir en una

respuesta inflamatoria a nivel del hígado, amplificando la inflamación a nivel sistémico, como

observamos por el aumento de las citoquinas inflamatorias así como de NFκB producido en el

grupo Control respecto al Sham. Por otra parte, el tratamiento con esmolol demuestra reducir

esta respuesta inflamatoria a nivel hepático, no solo observándose una atenuación de las vías

proinflamatorias, sino también un menor deterioro comparativamente de las vías

antiinflamatorias, representadas en este caso por IL-10, una citoquina antiinflamatoria con un

importante papel a la hora de mantener la homeostasis inflamatoria en el hígado,102, 103 por lo

que 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 reducción de los mediadores
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inflamatorios circulantes, ya que estos mediadores, como hemos observado, van a ser

amplificados a nivel del hígado, por lo que menos mediadores circulantes conlleva una menor

inflamación hepática.

En segundo lugar, Patterson estableció que la amplificación de la respuesta inflamatoria a

nivel hepático está mediada por NFκB. Existen estudios previos demostrando que los

betabloqueantes reducen la inflamación mediante la inhibición de NFκB, siendo este efecto

debido a diferentes factores, incluyendo la supresión de la unión del NFκB a sus sitios de unión y

al potencial antioxidante de este fármaco.224 Nuestros hallazgos, demostrando la reducción de

este NFκB con la administración de esmolol van a favor de esta teoría. La reducción en este

factor de transcripción es una de las causas contribuye a explicar la mejora en la situación

hemodinámica que produce el esmolol en situaciones de inflamación exacerbada como el shock

séptico, ya que se ha demostrado que la inhibición de NFκB previene la regulación a la baja que

se produce sobre los receptores α1 adrenérgicos, receptores con efecto vasoconstrictor.225

Evitando la disfunción de estos receptores se puede mejorar la reactividad vascular y explica la

mejor respuesta a catecolaminas en sepsis que produce el tratamiento con esmolol,164 ya que

ejercen su efecto sobre estos mismos receptores.

Existe un tercer factor a considerar, aunque en este caso la evidencia que lo respalda es

menos robusta. Atendiendo al artículo de Miksa que introduce el concepto de la excitotoxicidad

simpática a nivel del hígado, sabemos que la noradrenalina que llega al hígado por la circulación

portal procedente del intestino puede jugar un papel importante a la hora de promover la

respuesta inflamatoria a nivel hepático.144 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 inhibición de NFκB.179 Este efecto del

esmolol por lo tanto podría jugar un papel en esta relación intestino-hígado, reduciendo la

influencia proinflamatoria del primero sobre el segundo.
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Este efecto antiinflamatorio a nivel hepático del bloqueo β1 fue comprobado por Ackland

en su estudio con metoprolol en sepsis severa en ratas, ya mencionado previamente.171 Hasta

donde hemos podido comprobar no existen estudios previos evaluando el efecto de los

betabloqueantes sobre la respuesta inflamatoria perioperatoria a nivel hepático. Este efecto

puede tener una importante trascendencia clínica ya que puede no solo disminuir el daño a

distancia que produce en otros órganos el biotrauma pulmonar, sino a su vez contribuir a

disminuir el círculo de retroalimentación inflamatoria que se establece entre hígado y pulmón,

que exacerba la inflamación pulmonar.

6. Apoptosis

Diversos estudios han relacionado los betabloqueantes con la apoptosis. Betabloqueantes

no selectivos como propranolol parecen tener un efecto proapotótico en diversos estudios, si

bien están en relación a células cancerosas.226 227 André comprobó experimentalmente que la

estimulación β2 tiene un efecto antiapoptótico a nivel hepático. En su estudió comprueba que

el clembuterol, un agonista β2, inhibe la apoptosis en hepatocitos murinos, pero este efecto se

pierde al administrarse concomitantemente propranolol, que bloquearía estos receptores.228

Los betabloqueantes β1 selectivos, a diferencia de los no selectivos, parecen tener un efecto

antiapoptótico, aunque esto se ha comprobado principalmente en cardiomiocitos, dónde el

perfil cardioprotector de esta medicación y su efecto hemodinámico pueden resultar

fundamentales.229 230

En nuestro estudio se determinaron marcadores de la vía intrínseca o mitocondrial de la

apoptosis en las muestras hepáticas, componentes de la familia Bcl-2, siendo Bcl-2 una proteína

antiapoptótica y el resto proapoptóticas. Observamos según nuestros resultados que la VUP y la

cirugía de resección pulmonar producen un aumento de la actividad apoptótica en el hígado de

la cual el tratamiento con esmolol protege parcialmente.
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Los hallazgos de nuestro estudio, pese a concordar con el efecto antiapoptótico

previamente objetivado, no se pueden explicar una vez más por los efectos cardiovasculares del

fármaco, por lo que debemos explorar otras posibles vías de actuación.

Uno de los motivos que pueden explicar este efecto es la reducción en TNFα producida por

el tratamiento con esmolol, ya que esta citoquina es uno de los factores extrínsecos más

importantes a la hora de provocar apoptosis y ha demostrado inducir la apoptosis en los

hepatocitos.231 232

El segundo mecanismo que puede explicar este efecto es la inhibición de iNOS, ya sea a

través de la reducción en NFκB o por otro mecanismo, ya que la activación de iNOS y la

producción de NO aumentada que ello conlleva son uno de los mecanismos que median el inicio

de la apoptosis por la vía mitocondrial.233

Nuevamente debemos mencionar el papel antioxidante del fármaco como potencial

contribuidor a este resultado ya que las ROS han demostrado tener un papel provocando la

apoptosis por vía mitocondrial por su capacidad para inhibir la proteína antiapoptótica Bcl-2,234

por lo que la capacidad del esmolol de reducir los ROS a través del estímulo de la acción de

moléculas scaveger puede motivar en parte este efecto antiapoptótico.

Tanto la inflamación como la apoptosis a nivel hepático están íntimamente ligados al fallo

hepático y son una parte fundamental de la mayoría, si no todas, las patologías hepáticas. Con

esto en mente, los fármacos con un efecto hepatoprotector, como el que hemos demostrado

que posee el esmolol, pueden jugar un papel clave en la prevención e incluso tratamiento del

fracaso hepático.235
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Conclusiones
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1. La ventilación unipulmonar y la cirugía de resección pulmonar indujeron una respuesta

inflamatoria hepática y sistémica, así como una alteración en la función endotelial, en

la integridad del glicocálix y una respuesta apoptótica en el parénquima hepático.

2. El tratamiento con esmolol redujo la respuesta inflamatoria hepática y sistémica

producida por la ventilación unipulmonar y resección pulmonar.

3. El tratamiento con esmolol atenuó la alteración en la función endotelial y el daño al

glicocálix producido en la cirugía de resección pulmonar.

4. El tratamiento con esmolol atenuó parcialmente la respuesta apoptótica hepática

producida en esa cirugía.

5. La perfusión de esmolol a las dosis estudiadas no produjo cambios significativos desde

el punto de vista hemodinámico y respiratorio en animales sanos.
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