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Resumen: El dafio por isquemia reperfusion (IRI) induce respuesta inflamatoria. Varias
investigaciones sefialan que cualquier IRl causa dafo en érganos a distancia como el
higado. El presente estudio fue disefiado para investigar un posible efecto protector
del sevofluorano (SEV) contra la respuesta inflamatoria del higado a la isquemia-
reperfusion del pulmén (LIR). Para el experimento se sometié a un autotrasplante de
pulmodn izquierdo a dos grupos de 8 cerdos large-white. El mantenimiento hipnético se
llevé a cabo con SEV 4% (grupo SEV) o propofol 10 mg/Kg/h (grupo CON) hasta que se
realizé la neumonectomia. Una vez hecha, se utilizd propofol en los dos grupos. Las
muestras de sangre y tejido fueron tomadas en 4 tiempos: pre-neumonectomia, pre-
reperfusion, 10’ post-reperfusion y 30’ post-reperfusion con el fin de medir los niveles
IL-1B, IL-10, TNFa, MCP-1 y caspasa 3. Para la significacidn estadistica se utilizd un test
no-paramétrico. La LIR incrementd notablemente la expresion de TNFa, IL-13, MCP-1,
NFKB y la actividad caspasa 3 en los controles en comparacién con los niveles pre-
neumonectomia. Sin embargo, la expresién hepatica de IL-10 solo cambid tras 30’
post-reperfusiéon. El SEV disminuyd significativamente la expresion hepatica de TNFa,
IL-1B8, MCP-1, vy la actividad caspasa 3 en comparacion con el grupo control. El SEV
también revirtid la disminucidn de la expresion de IL-10 inducida por la LIR. Conclusién,
los presentes resultados indican que la LIR causa dafio en tejidos a distancia como el
higado. El sevofluorano atenua el dafio hepatico producido por la LIR en un modelo de
autotrasplante pulmonar en cerdos.
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INTRODUCCION

La restriccion del aporte sanguineo en un drgano seguida de la subsecuente
restauracion de la perfusion y concomitante reoxigenacién produce una condicién
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patoldgica conocida como dafio por isquemia-reperfusion (IRI). Cuando este fenédmeno
implica directamente al higado, como por ejemplo durante los trasplantes y cirugias
hepaticas, se compromete su viabilidad™?. Pero esto no es todo, sino gue incluso
cuando 6rganos a distancia como el rifién®*, intestino®® y masculos esqueléticos” ®
son sometidos a fendmenos de isquemia y reperfusion (IR), el higado se afecta debido
a su particular sensibilidad a los mediadores inflamatorios circulantes.

La isquemia-reperfusidon de pulmén (LIR) induce una respuesta inflamatoria local
y sistémica que cursa con dafio en érganos a distancia como el higado, como sugiere
un reciente estudio experimental en ratones. Asi, una vez que se produce la LIR y el
higado sufre sus consecuencias, es necesario que el tratamiento se centre tanto en la
respuesta local como en la respuesta a distancia inducida por la LIR. Por ello, se han
desarrollado con relativo éxito diferentes métodos para mitigar el IRI; uno de ellos es
el precondicionamiento anestésico (APC) con anestésicos volatiles.

OBIJETIVO

Investigar la respuesta inflamatoria del higado a la LIR y evaluar un posible efecto
protector del sevofluorano en un modelo de autotrasplante pulmonar en cerdos.

MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar nuestro objetivo hemos disefiado una muestra con 2 grupos
(sevofluorano y control) de 8 cerdos raza large-white que fueron sometidos a un
autotrasplante del pulmén izquierdo. El mantenimiento anestésico se llevé a cabo con
sevofluorano 4% (grupo SEV) o con propofol (grupo CON) hasta que se realizd la
neumonectomia. Una vez hecha, se utilizé propofol en los dos grupos.

Las muestras de sangre y tejido fueron tomadas en cuatro momentos diferentes:
pre-neumonectomia, pre-reperfusion, 10’ post-reperfusion y 30’ post-reperfusién con
el fin de medir mediante técnicas de biologia molecular (PCR y Western-Blot) los
niveles de IL-1B, IL-10, TNF-a, MCP-1 y caspasa 3.

Los datos han sido expresados como la media y error estandar de la media
(SEM). Para la significacion estadistica se han utilizado test no-paramétricos (test
Mann-Whitney U). Ademas, para estudiar la evolucion de los valores intragrupo se ha
utilizado un test Wilconxon para datos pares. Se considera como estadisticamente
significativo una p<0,05. En este estudio se ha utilizado el paquete estadistico SPSS
version 14.0.
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RESULTADOS

La LIR incrementd notablemente la expresion de IL-1 mRNA en los momentos
pre-reperfusién (PRp), 10’ post-reperfusiéon (10’-Rp) y 30’ post-reperfusion (30’-Rp) del
grupo CON pero no en los higados SHAM (p<0,05). También se incrementd la
expresion de IL-1B mRNA en 10’ post-reperfusion y 30’ post-reperfusiéon en el grupo
SEV. La LIR también incrementd notablemente la expresién proteica de IL-1B en grupo
CON en comparacion con los niveles pre-neumonectomia (PNn) en el grupo CON
(p<0,05) y con los niveles SHAM (p<0,05). Este ascenso fue significativamente mayor
(p<0,05) que el observado en grupo SEV en 10’-Rp y 30’-Rp.

La expresién de TNF-a mRNA en tejido hepdtico se incrementé en PRp en el
grupo CON pero no en los grupos SHAM o SEV (p<0,05). La LIR también incrementd
notablemente la expresion de TNF-a en grupo CON en comparaciéon con los niveles
PNn (p<0,05) y con los niveles SHAM (p<0,05). Nuevamente, este ascenso fue
significativamente mas alto (p<0,05) que el observado en el grupo SEV en PRp, 10’-Rp y
30’-Rp. Por el contrario, después de la reperfusién pulmonar se observé en el higado
un descenso de la expresion de IL-1B mRNA en el grupo CON pero no en los higados de
los grupos SEV o SHAM (p<0,05). No se observaron diferencias significativas en la
expresion proteica de IL-10.

La LIR también incrementd notablemente la expresién de MCP-1 mRNA en tejido
hepatico en PRp, 10’-Rp y 30’-Rp en comparacién con los niveles PNn (p<0,05). Estos
incrementos no fueron observados en los grupos SEV y SHAM.

Por ultimo, la LIR incrementd notablemente la actividad de la caspasa 3 en el
tejido hepatico del grupo CON en PRp, 10’-Rp y 30-Rp en comparacion con los niveles
PNn (p<0,05). Este aumento no fue observado en los grupos SEV y SHAM.

DISCUSION

Se ha demostrado que el IRl no solo afecta a érganos locales, sino que causa una
respuesta inflamatoria que puede afectar a érganos distantes también. La hipoxia se
asocia con un dafio de la funciéon endotelial y con un aumento de la permeabilidad
vascular acompainadas de un proceso inflamatorio. Ademas, la IR conduce a la
activacion de los programas de muerte celular, incluyendo apoptosis, autofagia

asociada a células muertas y necrosis'”.

En nuestro estudio hemos podido observar un incremento en los niveles de
proteinas y expresion del mRNA de dos citoquinas inflamatorias, IL-18 y TNF-a, en el
grupo CON comparado con el grupo SHAM. Ademas, los niveles proteicos de IL- IL-1B y
TNF- a asi como la expresion de mRNA se incrementaron después de la reperfusion.
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Varios estudios han demostrado que MCP-1 es la principal citoquina responsable
de reclutar monocitos y células epiteliales al foco inflamatorio™®” . Sin embargo,
MCP-1 también interviene en la modulacién de la microcirculacién™; En nuestro
estudio hemos podido observar que la LIR incrementa notablemente la expresién de
MCP-1 mRNA en tejido hepatico en 10’-Rp y 30’-Rp (p<0,05) en comparacion con los
niveles antes de la neumonectomia.

IL-10 es considerada la citoquina inmunosupresora por excelencia al disminuir la
respuesta inflamatoria. Actla sobre los macréfagos suprimiendo la secrecion de
citoquinas proinflamatorias e incrementando la produccién de inhibidores de
citoquinas. En nuestra investigacion, pudimos observar un descenso progresivo de los
niveles de IL-10 mRNA en el grupo CON comparado con el grupo SHAM, reflejando un
creciente desequilibrio entre la produccién de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias.

De acuerdo con trabajos de otros autores (14), estos resultados sugieren que la
LIR no es solo un proceso local, sino que como consecuencia de la entrada de
mediadores inflamatorios en la circulacién sistémica el higado se ve afectado.

Nuestros resultados también confirman la capacidad del APC con sevofluorano
para inhibir la liberacién de TNF-a, incluso en érganos a distancia. Ya que
efectivamente, los niveles hepaticos de proteina y expresion de mRNA de TNF-a del
grupo SEV fueron menores que los del grupo CON. Pero ademas, la actividad del
sevofluorano no se limita exclusivamente al TNF- q, sino que los niveles hepdaticos de
proteina y expresion de IL-1B del grupo SEV fueron menores que los obtenidos en el
grupo CON. De la misma forma, el APC con sevofluorano ha sido capaz de reducir la
expresion del MCP-1 mRNA. Asi, estos resultados muestran que la administracién de
sevofluorano antes del dafio isquémico atenua la respuesta inflamatoria secundaria a
la LIR del higado.

Los niveles de caspasa 3 fueron mayores en el grupo CON a los 30’ y 10’-Rp,
sugiriendo la posibilidad de que la apoptosis hepatica podria ser consecuencia del
dano inflamatorio. En efecto, en el grupo SEV los niveles de caspasa 3 no fueron
significativamente diferentes a los obtenidos en el grupo SHAM, lo que sugiere que el
APC con sevofluorano no solo es capaz de manejar el desequilibrio inflamatorio que
tiene lugar en el higado cuando se lleva a cabo el trasplante de pulmédn, sino que
también podria reducir la apoptosis hepdtica secundaria a la LIR.

CONCLUSIONES

En resumen, los presentes resultados indican que la LIR causa dafio en tejidos a
distancia como el higado. Por ello, el APC con SEV podria ser util para reducir la
respuesta hepdtica a la isquemia-reperfusion del pulmén.
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