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Resumen: Diversas situaciones clinicas obligan a someter al tejido pulmonar a periodos
de isquemia mds o menos prolongados, con el consiguiente riesgo de daifo pulmonar
agudo tras la reperfusion. Estudios recientes han demostrado un efecto protector del
precondicionamiento isquémico (PCl) en el dafio inducido por isquemia-reperfusiéon en
corazon. Objetivo: En este estudio hemos investigado el efecto del PCl sobre la expresion
de mediadores inflamatorios en pulmén. Métodos: El modelo experimental consistid en
la realizacidon de un autotransplante pulmonar izquierdo, practicando secuencialmente
una neumonectomia izquierda, una lobectomia superior ex-situ y la reimplantacién del
I6bulo caudal mediante anastomosis bronquial, arterial y venosa. Los experimentos se
realizaron en cerdos de raza “large-white” (30-50 kg) divididos en dos grupos, control y
PCI. Se tomaron muestras de pulmén a diferentes tiempos: pre-neumonectomia, pre-
implantacién, y 10 minutos post-reperfusion. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta
la determinacion de mieloperoxidasa (colorimetria), MCP-1 (Kit Elisa), lipoperdxidos de
lipidos (colorimetria) y expresion de citoquinas (Western). Resultados: La
neumonectomia indujo un aumento de la actividad mieloperoxidasa, los niveles de MCP-
1y la expresidon de TNF-a e IL-1 (p<0.05). Este incremento fue significativamente mayor
tras la reperfusion (p<0.01). Dichos efectos fueron parcialmente bloqueados por PCI.

Palabras clave: Precondicionamiento isquémico. Isquemia-reperfusion. Mediadores
inflamatorios. Modelo experimental.

INTRODUCCION

El dafo de la isquemia-reperfusion sigue siendo una de las principales causas de
dafio pulmonar, repercutiendo significativamente en la morbimortalidad temprana del
trasplante pulmonar, el cual se caracteriza por un dafio alveolar inespecifico, edema
pulmonar e hipoxemia. Se considera la primera causa de fallo primario del injerto
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pulmonar, provocando un aumento del riesgo de rechazo agudo vy, a largo plazo, de
rechazo crénico. Las lesiones producidas durante la fase de isquemia se relacionan, sobre
todo, con la privacién de oxigeno. La reperfusidon supone, no sélo el paso al torrente
sanguineo de productos téxicos desde el tejido isquémico, sino también la multiplicacion
de mediadores inflamatorios al reaccionar el oxigeno con los metabolitos resultantes de
la isquemia. Todo ello genera una respuesta inflamatoria que no sélo dafia el érgano
sometido a isquemia (respuesta local), sino también organos distantes (respuesta
sistémica).

La mayoria de los estudios para preservar el tejido pulmonar de los efectos de la
isquemia-reperfusion (I/R) se realizan en modelos experimentales o clinicos de trasplante
pulmonar con isquemia fria @, Sin embargo, existen situaciones clinicas en las que no es
posible el enfriamiento progresivo del pulmén, ni perfundirlo con una solucién de
preservacion antes de interrumpir la circulacidn sanguinea. Entre estas situaciones,
destacan las resecciones pulmonares con angioplastia de la arteria pulmonar @ 3) y los
trasplantes de lébulo pulmonar de donante vivo. En estos casos, parte del tejido
pulmonar sufre un periodo mas o menos prolongado de isquemia caliente
(normotérmica) y son frecuentes el edema de reperfusion y la necesidad de ventilacién

prolongada en el postoperatorio @

El precondicionamiento isquémico (PCl) constituye un fendmeno ya descrito en
1986 en el corazon, consistente en la aplicacion de episodios de isquemia-reperfusidn

breves y repetitivos antes de la isquemia-reperfusion prolongada. En este estudio, hemos
investigado el efecto del PCl sobre la expresién de mediadores inflamatorios en pulmén.

OBIJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es investigar el papel del precondicionamiento
quirargico sobre la expresion de citoquinas en un modelo de isquemia-reperfusion como
supone el autotrasplante pulmonar.

Objetivos concretos

Determinar la secuencia de liberacidn de mediadores proinflamatorios tras
diferentes periodos de tiempo de isquemia caliente, y post—reperfusion.

Determinar si el precondicionamiento isquémico modifica la liberacion de
mediadores proinflamatorios.
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METODOS

El modelo experimental consisti6 en la realizacion de un autotrasplante
pulmonar izquierdo, practicando secuencialmente una neumonectomia izquierda, una
lobectomia superior ex-situ y la reimplantacién del lébulo caudal mediante
anastomosis bronquial, arterial y venosa. Los experimentos se realizaron en cerdos de
raza “large-white” (30-50 kg).

Se realizaron 28 experimentos divididos en un grupo control (grupo C; n=17) y en
un grupo de precondicionamiento isquémico (grupo Pl; n=11) en el que la Unica
modificacidon consisti6 en la oclusiéon, previa a la neumonectomia, de la arteria
pulmonar izquierda durante dos periodos de cinco minutos, intercalando cinco
minutos de perfusion normal. Se tomaron muestras de pulmén a diferentes tiempos:
pre-neumonectomia, pre-implantacion, y 10 minutos post-reperfusién. Las muestras
se almacenaron a -80°C hasta la determinacidon de mieloperoxidasa (colorimetria),
MCP-1 (Kit Elisa), lipoperdxidos de lipidos (colorimetria) y expresién de citoquinas
(Western).

RESULTADOS

La neumonectomia indujo un aumento de la actividad mieloperoxidasa (p<0.05),
y este incremento fue significativamente mayor tras la reperfusién (p<0.01), indicando
un aumento de la infiltracion tisular por neutréfilos. El PCI bloqued este efecto post-
reperfusion.

La neumonectomia también indujo un aumento de los niveles de MCP-1 (p<0.05)
y, de nuevo, este incremento fue mayor post-reperfusion. Como en el caso de la MPO,
estos efectos fueron bloqueados por PCl. Un efecto similar se observé cuando se
determinaron los niveles de LPO.

Cuando estudiamos la expresiéon de TNF-a, se observé un aumento de la
expresion de esta citoquina (p<0.05) tanto post-neumonectomia como post-
reperfusion, y un efecto similar fue observado en el caso de la IL-1. EI PCI disminuyd
significativamente la expresién de ambas citoquinas, tanto pre-implantacién como
post-reperfusion.

DISCUSION

Numerosos estudios sefalan la produccidn de radicales libres de oxigeno (RLO), la
activacion de leucocitos polimorfonucleares y la produccidn de citoquinas
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proinflamatorias como importantes mediadores de la respuesta inflamatoria.

La I/R se asocia generalmente con la infiltracion de neutrdfilos y, durante la
reperfusidn, su numero se incrementa. La MPO es un enzima que forma parte de los
granulos azurofilicos de los neutrdéfilos de los mamiferos. Cataliza la formacion del
altamente tdxico acido hipocloroso (HOCI), un componente importante del dafio
oxidativo inducido por los neutroéfilos. En este trabajo, hemos elegido la determinacién
de la actividad mieloperoxidasa como método para cuantificar la respuesta
leucocitaria a la isquemia-reperfusion, ya que constituye uno de los primeros estadios
en la respuesta inflamatoria.

El reclutamiento de neutréfilos en el lugar de la inflamacién depende de la
producciéon y/o liberacidn local de factores quimiotacticos. La proteina quimiotactica
de monocitos (MCP-1) parece jugar un papel importante reclutando y activando
células proinflamatorias en los tejidos lesionados. En este trabajo, hemos determinado
los niveles de MCP-1 que, como vemos, son semejantes a los de la MPO, lo que apoya
la hipdtesis de un aumento de la infiltracion por neutréfilos tras la isquemia. Durante
la I/R, se generan RLO que provocan lisis celular por lipoperoxidacion de los acidos
grasos libres de las membranas ©) El grado de lipoperoxidacién e, indirectamente, la
existencia de RLO, pueden medirse por la presencia de lipoperdxidos (LPO) y de MDA.
De acuerdo con esto, en este trabajo hemos observado un aumento de los niveles de
LPO, lo que indica claramente un aumento del estrés oxidativo tisular como
consecuencia de la I/R. Resultados similares tras isquemia normotérmica se han
observado en pulmdn aislado de rata y mediante oclusién in-situ de la arteria

pulmonar en perros (®),

Existe una estrecha relaciéon entre estrés oxidativo e inflamacidn, ya que un
aumento de la produccién de radicales libres es capaz de activar los procesos
inflamatorios y, por su parte, los radicales libres son también efectores de la
inflamacion. Como consecuencia del estrés oxidativo, se desencadenaran cascadas de
transduccion de sefales, que pueden estimular la produccién de citoquinas
proinflamatorias. Se ha descrito que los RLO estimulan la sintesis y liberacion de
diferentes citoquinas y quimioquinas por parte de los macréfagos tisulares. Esta
activacion de los macréfagos se ha relacionado con la fase precoz de la respuesta
inflamatoria a la I/R ® 7. La IL-1 y el TNF-a son citoquinas proinflamatorias cuya
implicacion en las primeras etapas de la respuesta inflamatoria a la I/R es bien
conocida, pero recientemente se ha atribuido un papel crucial en este proceso a la
MCP-1, una quimioquina que regula la migracion y activacion de monocitos 7.8 En
nuestro trabajo, estas tres moléculas se elevan significativamente en el tejido
pulmonar durante la isquemia, manteniéndose niveles elevados tras 10 minutos de
reperfusion.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que la I/R pulmonar va asociada a la activacién y
acumulacién de neutréfilos en los tejidos, asi como a un aumento de la expresidn de
mediadores proinflamatorios. Por otro lado, el incremento observado de los niveles
de MCP-1 sugiere que esta quimioquina podria jugar un papel mediador en estos
efectos, apoyando la hipdtesis de que el MCP-1 participa en el dafio tisular secundario
alal/R.

El PCI redujo el estrés oxidativo y la produccién de mediadores proinflamatorios
en tejido pulmonar, sugiriendo un posible papel modulador sobre el sindrome de
isquemia-reperfusion en el pulmadn.
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