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INTRODUCCION GENERAL

A pesar de los avances en la anestesiologia de las ultimas décadas y de los
cuidados postoperatorios, los resultados perioperatorios no han cambiado en la misma
medida, y la mortalidad postoperatoria permanece mas alta de lo que cabria esperar (1).
En EEUU, Semel et al (2) investigaron el riesgo de complicaciones postoperatorias entre
1996 y 2006. En los diez afios de duracién del estudio, la mortalidad a 30 dias de
cualquier causa habia disminuido, pero todavia existia una tasa de 1.32%, lo que suponia
la tercera causa de muerte en dicho pais, por detrds de las enfermedades

cardiovasculares y el cancer.

La causa subyacente de mortalidad, independientemente del tipo de cirugia es el
sindrome de fallo multiorgdnico, que es responsable del 47-53% de muertes en los
pacientes criticos (3). A diferencia de lo que sucede en las unidades de cuidados
intensivos, donde la sepsis es la causa principal del fallo multiorganico, en los pacientes
quirurgicos, la respuesta inflamatoria sistémica esta en la base de la disfuncién primaria

del érgano (4).

La prevencion del dafo tisular asociado a la cirugia se ha intentado realizar
mediante  diferentes intervenciones farmacoldgicas e instrumentales. El
preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion es un método basado en
mecanismos fisiologicos, inocuo y econdmico que ha demostrado en estudios previos en
el ambito experimental y clinico que confiere proteccion a diferentes érganos frente a un

ulterior insulto por isquemia-reperfusion.

El trabajo que aqui se expone, nace del afan de mejorar el pronéstico de los
pacientes con neoplasia pulmonar sometidos a una cirugia de reseccién lobar.
Intentando una mejor evolucién postquirdrgica desde el momento en que el paciente
recibe la induccién anestésica. Se trata de una empresa apasionante, que da otra

dimensién al trabajo del anestesidlogo y trasciende las paredes del quiréfano.
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INTRODUCCION GENERAL

Cuando se disefid esta proyecto, no habia ningin estudio publicado que hubiese
estudiado el efecto de preacondicionamiento remoto por isquemia reperfusién en
pacientes sometidos a lobectomia pulmonar por una neoplasia del pulmén. Muy
recientemente, se ha publicado un estudio que valora pardmetros inflamatorios y de
estrés oxidativo (5). Sin embargo, a diferencia de esta tesis, el Unico marcador de estrés
oxidativo que se estudia es el malondialdehido y ademds solamente en plasma. La
originalidad de nuestro trabajo consiste en demostrar que el colapso pulmonar vy la
posterior reexpansion pulmonar tras la lobectomia pulmonar, produce un aumento de
los niveles de estrés oxidativo en el pulmdén operado. Para ello hemos utilizado una
metodologia no invasiva, obteniendo el condensado del aire exhalado, procedente
directamente de la via aérea, y determinando los niveles de varios marcadores de estrés
oxidativo. Y simultaneamente medir también estos mismos niveles de marcadores en la
sangre. Pero ademds, correlacionarlo con la duracién del colapso pulmonar durante la

cirugia.

1. MARCO TEORICO

1.1 Conceptos de Radical Libre y Estrés oxidativo

El oxigeno molecular se encuentra normalmente en el organismo en su forma
mas estable que es la molécula diatdmica O,. Sin embargo en determinadas condiciones,
por accién enzimatica o por radiaciones ionizantes se pueden producir una serie de
especies quimicas altamente reactivas con otras moléculas del organismo y como
consecuencia se provoca un dafio oxidativo celular. Estas especies se conocen como
radicales libres. Los radicales libres se estan generando continuamente en aquellas
células expuestas a un ambiente aerobio. La formacidn de cierta tasa de radicales libres

en las células es un proceso normal e inevitable (6).

13



INTRODUCCION GENERAL

Un radical libre de oxigeno (RLO) es una molécula o fragmento molecular que
contiene uno o mas electrones desapareados en su orbital externo. Los RLO son especies
altamente reactivas por la tendencia del radical a conseguir un estado energético mas
favorable, emparejandose el electrén desapareado con otro de sentido de rotacidn
opuesto. El tiempo de reaccidn radical-radical o radical-molécula es muy alta y depende
de la constante de la reaccidén y la concentracidn de especies que reaccionan. Esta alta
reactividad condiciona que la vida de los radicales libres sea breve, del orden de
milisegundos. Cuando un RLO reacciona con un no radical, este pierde un electrén y se
convierte en otro radical. Se crea una reaccién en cadena que puede perpetuar la

existencia de radicales libres que producen dano celular.

Las especies reactivas de oxigeno estan bajo control de una serie de
antioxidantes de tipo enzimatico como la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa. También existen antioxidantes no enzimaticos e inespecificos como las
vitaminas E y C, el acido urico, la taurina, los beta-carotenos y el alfa-tocoferol que son
productos naturales capaces de inactivar los RLO sin generar otros, son los llamados
scavengers. Esto condiciona una situaciéon conocida como estrés oxidativo. El estrés
oxidativo se caracteriza por un desequilibrio del balance prooxidantes y antioxidantes a

favor de los primeros (7).

14



INTRODUCCION GENERAL

FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Oxigeno singlete

|
Radical Superoxido I

Peroxido de hidrogeno

2

Radical Hidroxilo

Agua

Figura 1. Generacidon de especies radicales de oxigeno. Reduccidn tetravalente del

oxigeno a agua Modificado de Cytokine bulletin. R&D System, 1996.

1.1.1 RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Las principales sustancias oxidantes en los sistemas bioldgicos son los radicales
libres. Entre los radicales de oxigeno encontramos el radical superdxido (0,7), el

perdxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH’).

La reaccion habitual de la molécula de oxigeno (O,) es su reduccién, por el aporte

de 4 electrones por parte de un reductor, en una reaccion tipo:

0, + 4de- + 4H" T > 2H,0

Los RLO son metabolitos téxicos que representan estados intermedios de la

reduccion electroquimica del oxigeno a agua.

15



INTRODUCCION GENERAL

Si la molécula de oxigeno recibe un solo electrén se forma inicialmente el radical

perhidroxilo (HO,), que se ioniza para formar el radical superéxido (O, ):

02 + e- + H+ ___________ > H02 """"""" > 02~-+ H+

El radical superdxido tiene una vida media de algunos milisegundos y es
relativamente inestable. Puede producir reacciones de dismutacion, estas consisten en

la reaccidén entre dos radicales superodxido para dar perdxido de hidrégeno y oxigeno.

Cuando una molécula de oxigeno recibe 2 electrones el producto que se forma es

el agua oxigenada (peréxido de hidrégeno).

La adicion directa de 3 electrones a una molécula de oxigeno no es posible. Pero

puede generarse a partir de otras reacciones:

0, + H,0, + HY ’ O0,+ H,0 + OH

Se considera que la mayor potencia oxidante corresponde al radical hidroxilo, y

en orden descendente, al peréxido de hidrégeno y al radical superéxido.

Existen radicales de oxigeno que proceden de la peroxidacién lipidica (radical
alcoxilo LO;, radical perdxilo LOO’). Otro derivado del oxigeno es el ozono (O3) que se
encuentra en las capas altas de la atmdsfera y puede reaccionar con sustancias quimicas,

produciendo dafio oxidativo a lipidos y proteinas (8).

16
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1.1.2 FUENTES DE RLO

La mayor fuente intracelular de RLO son las mitocondrias a través de la cadena
respiratoria, que libera energia en el llamado proceso de fosforilacion oxidativa (sobre
todo los complejos | y Ill). Gran parte del oxigeno que llega a las células es reducido en el
interior de las mitocondrias por el sistema de la citocromo oxidasa. El 2-3% de los
electrones de la cadena respiratoria provenientes del NADH por la incompleta reduccién
del oxigeno se desvian hacia la formaciéon de RLO.

Los RLO también pueden generarse a partir de procesos del propio metabolismo
celular, por ejemplo a partir de la via sintética del acido urico (mediante la actividad
catalitica de la enzima xantina oxidorreductasa) y por los fagotitos activados (9). Existen

fuentes exdgenas de RLO procedentes de la dieta, tabaco, ozono (10, 11).

Fosforilacién oxidativa
La fosforilacion oxidativa implica a 5 complejos enzimaticos (I al V) de la membrana
interna mitocondrial. EI complejo | (NADH-Ubiquinona-oxidorreductasa o NADH
deshidrogenasa) capta electrones del NADH. El complejo Il (Succinato-Ubiquinona —
oxidorreductasa) capta electrones del succinato. Ambos complejos transportan los
electrones hacia la coenzima Q (ubiquinona). Desde el coenzima Q, los electrones fluyen
hacia el complejo Ill (Ubiquinona-citrocromo c-oxidorreductasa) y después los electrones
se transfieren al citromo C. Luego los electrones fluyen desde este ultimo hacia el
complejo IV (citromo C oxidasa) y finalmente hacia el oxigeno molecular para formar
agua (12).
El flujo de electrones a través de cada uno de estos complejos permite el bombeo
de protones desde la matriz al lado citosdlico de la membrana interna mitocondrial. La
fuerza motriz se debe a un gradiente de pH (el lado del citosol es 4cido) y a un potencial

de membrana (el lado del citosol tiene carga positiva).
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—— Mitochondrial Respiratory Chain

Cytosol

Figura 2: Cadena respiratoria mitocondrial (13)

La ATP sintasa (complejo V) dirige la sintesis de ATP. Este complejo enzimatico
consiste en una unidad hidrofébica F, que conduce los protones a través de la
membrana y una unidad hidrofilica F; que cataliza la sintesis de ATP. Se forman tres
moléculas de ATP por cada NADH oxidado. Y sélo se forman dos moléculas de ATP si se
oxida el FADH,. La entrada de ADP en la mitocondria estd acoplada a la salida de ATP
mediante un proceso llamado difusidn facilitada por intercambio. El NADH y el FADH,
solo se oxidan si el ADP se fosforila simultdaneamente a ATP. Este acoplamientose conoce
como control respiratorio.

La generacion del radical superdxido por la mitocondria, se produce cuando los
transportadores de electrones de la cadena respiratoria, localizados en la membrana
interna mitocondrial, estdn altamente reducidos. Esto puede ocurrir normalmente a
nivel de los complejos | y lll (NADH-Ubiquinona-oxidorreductasa y Succinato-Ubiquinona-
oxidorreductasa). Es aqui donde los sustratos dadores de electrones y protones tienen
acceso a la cadena respiratoria. Se necesita un potencial redox claramente reductor.

Asi como el complejo IV mantiene unidas a su centro todas las formas de oxigeno
parcialmente reducidas hasta la formacion de agua. Los demas complejos si tienen la
capacidad de transferir directamente un electrén al O, con la consiguiente generacién de
RLO.

El oxigeno molecular mas un electrén dara un anién superdxido (0;,7), a su vez

éste puede dar lugar a perdxido de hidrégeno, bién espontdneamente o por accién de la
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superoxido dismutasa (SOD). El perdxido de hidrégeno puede salir al citoplasma vy
generar mdas RLO. Se discute si el radical superéxido puede escapar a la SOD

intramitocondrial y actuar fuera de las mitocondrias.

20, + 2HY e > H,0, + O,
20, + 2HY - SOD > H,0, + O,

Como en el interior de la mitocondria no existe catalasa, el H,0, puede difundir
fuera de la mitocondria o bien da lugar a la formacion de radical hidroxilo (OH’) en
presencia de 027y de hierro (Fe **) mediante las reacciones de Haber-Weis y de Fenton

(14).

H,0, +Fe?* > Fe* + HO + HO

1.1.3 RADICALES LIBRES DE NITROGENO

Conocemos tres tipos de compuestos derivados del nitrégeno (RLN): el dxido
nitrico (NO’), el perdxido de nitrégeno (ONOQ') y el diéxido de nitrégeno (NO,’). En 1980
Fuurchgott y Zawdzki evidenciaron la existencia del llamado “factor relajante de
endotelio”. En 1987 Palmer y Moncada descubrieron que ese factor era el éxido nitrico
(15). El 6xido nitrico es un gas incoloro, poco soluble en agua y facilmente oxidable.
Contiene un electrdn desapareado en su capa exterior lo que le convierte en un radical
libre. Su vida media es de 3-6 segundos. Para su sintesis, la éxido nitrico sintetasa (NOS)
cataliza la oxidacién de la L-arginina generando citrulina, éxido nitrico y anién
superoxido; esta es la principal fuente de RLN en mamiferos (16).

El NO actua activando a la guanilciclasa e incrementa el GMPc de la célula del
musculo liso vascular. La GMPc activa fosforila las cadenas de miosina relajando el

musculo liso vascular. Aparte de ser un potente vasodilatador, el NO" presenta multiples
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acciones bioldgicas, inhibe la mitogénesis, inhibe la adherencia leucocitaria y Ila
interaccion de las plaquetas con el endotelio vascular (17, 18). La NOS necesita como
sustrato L-arginina, oxigeno y NADP; como cofactores necesita al grupo hemo,
tetrahidrobiopterina (BH4), flavinadeninnucleétido y flavinamononucledtido. Existen
diversos factores que activan la NOS (19): acetilcolina, bradikinina, leucotrienos,
mastocitos, aminodcidos, iones de calcio, polimorfonucleares, endotoxinas, citoquinas,
etc.

El NO' puede reaccionar con el anién superdxido para formar el perdxido de
nitrégeno (ONOQ’). El perdxido de nitrégeno no es un radical pero es muy reactivo,
capaz de inducir la peroxidacion lipidica, degradar carbohidratos y fragmentar el DNA.

Una via importante “in vivo” de descomposicion del perdxido de nitrégeno es su
reaccion con el CO, (20). Esta reaccion da como compuesto final el N,Os. El peréxido de
nitrégeno también es capaz de reaccionar con los residuos —OH de residuos de tirosina
(nitracion) o con grupos —SH de residuos de cisteina (s-nitrosilacion)

El diéxido de nitrégeno (NO;') es un radical libre que puede producirse a partir de
la oxidacion del NO' atmosférico es capaz de inducir la peroxidacién lipidica y la ruptura

de cadenas de ADN

1.1.4 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

A pesar del papel fisioldgico que desempefian los RLO también dan lugar a
reacciones de oxidacién indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido que
desarrollar defensas antioxidantes. Desde un punto de vista quimico, los antioxidantes

se clasifican segun en sistemas enzimaticos o no enzimaticos.

1.1.4.1 Sistémas enzimaticos.
La catalasa, la superéxido dismutasa (SOD) y las enzimas del ciclo redox del

glutation son las primeras defensas intracelulares para hacer frente al estrés oxidativo.
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A) Catalasa

La catalasa es una enzima ferroporfirinica que se localiza en los peroxisomas
(80%) y en el citosol. La catalasa reduce el perdxido de hidrégeno para formar oxigeno
molecular y agua. Esta reaccion es beneficiosa para la célula porque en ella se utiliza la
misma molécula como oxidante y como reductor, sin necesidad de utilizar donantes
enddgenos de electrones. La afinidad de la catalasa por el perdxido de hidrogeno es
baja, por lo que se requieren altas concentraciones para su descomposicion. Su
concentracion plasmatica es baja, abunda en el higado y en los hematies. Ademas posee
una actividad peroxidasa, catalizando reacciones en las que se consume el peréxido de
hidrégeno a expensas de la oxidacion de un sustrato endégeno (metano, fenol, etanol) y
en las que no hay produccién de oxigeno molecular (21). La afinidad de la catalasa por el
perdxido de hidrégeno es baja, por lo que se requieren altas concentraciones para su

descomposicion.

B) Superdxido Dismutasa

Las superdxido dismutasa (SOD) son un grupo de metaloenzimas que catalizan la
dismutacién del radical superéxido para formar perdxido de hidrégeno, incrementando
en 10.000 veces la reaccidon de dismutacién espontdnea (22). Son antioxidantes al
eliminar al radical superdxido y son prooxidantes al favorecer potencialmente la reaccién
de Haber-Weiss.

Hay descritas 4 formas diferentes de SOD. Una que se encuentra principalmente
en el citosol, y contiene cobre y zinc. Se localiza a altas concentraciones en higado,
cerebro y testiculos y a mas baja concentracién en eritrocitos, pulmdn y pancreas. Hay
dos SOD que contienen manganeso, una de las cuales se encuentra en la matriz
mitocondrial (también en altas concentraciones en el plasma humano y en la mayoria de

los tejidos) y la otra ha sido aislada sdlo en bacterias. El cuarto tipo contiene hierro.
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Q) El ciclo del glutation

Es un mecanismo central en la proteccidn celular frente al estrés oxidativo. El
glutation (GSH) fue descubierto por Hopkins en 1921. Es el tiol no protéico soluble en el
citoplasma mas abundante en las células animales y se sintetiza casi en su totalidad en el
higado. Constituido por tres aminoacidos: acido glutdmico, cisteina y glicina, sus
propiedades fisioldgicas derivan de sus propiedades quimicas. Contiene un grupo tiol (-
SH de la cisteina) y un enlace gamma-glutamilo.

La enzima glutation peroxidasa (GPx) es la enzima central del ciclo del glutatidn.
Este enzima inactiva los perdxidos lipidicos procedentes del ataque de los RLO sobre los
lipidos poliinsaturados de las membranas y los productos derivados de la accién de la
lipoxigenasa. Pero también actua mediante la reduccién del perdéxido de hidrégeno,
evitando la formacién de radicales hidroxilo y manteniendo reducidos los grupos
sulfhidrilos de las proteinas.

Existen dos tipos de GPx: GPx selenio dependiente y GPx no selenio dependiente.

- La GPx selenio dependiente cataliza la reduccion del peréxido de hidrégeno y de
hidroperdxidos organicos

- La GPx no selenio dependiente sélo tiene actividad frente a hidroperdxidos

organicos.

La enzima glutatién reductasa (GR) es la enzima que cierra el ciclo y su distribucién
celular va ligada a la de la GPx. El glutation oxidado (GSSG) procedente de la actividad
GPx, es citotoxico, por lo que ha de eliminarse de las células. Existe dos mecanismos
fundamentales para su eliminacién: su transporte fuera de la célula (a diferencia del
GSH) o su conversién a GSH mediante la enzima GR. Asi pues, la GR se encarga de

regenerar el GSH necesario, en presencia de NADPH.
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Figura 3: Representacion esquematica del ciclo del glutation

Las mitocondrias producen continuamente especies reactivas de oxigeno y no
contienen catalasa, aunque no se excluye la participacién de otros antioxidantes, parece
ser que el GSH es un antioxidante que utilizan las mitocondrias para protegerse del dafio
oxidativo (23). En 1985, Griffith y Meister (24) descubrieron que el GSH que existe en la
mitocondria procede del citosol celular. El GSH es necesario para la funcién mitocondrial
normal ya que cuando “in vivo” se induce una deficiencia de GSH administrando
butionina sulfoximina (BSO), se produce una degeneracién mitocondrial. Por tanto, el
GSH es el antioxidante principal que utilizan las mitocondrias para contrarrestar los RLO

gue producen constantemente y prevenir asi el dafio oxidativo.

Otras funciones fisiolégicas del GSH son: detoxificacion de xenobidticos,
prevencidn de la formacidén de cataratas, proteccidn contra las radiaciones, regulacién
de la proteolisis, reservorio de cisteina, ahorro de metionina, regulacién de la
gluconeogénesis, regulacion de la via de las pentosas fosfato, mantenimiento del estatus
tidlico en la membrana celular, formacion de enlaces disulfuro en las proteinas,

participacién en la captacion de aminoacidos del ciclo y—glutamilo, etc.
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1.1.4.2 Sistémas no enzimaticos

Son protectores no enzimdticos que previenen las reacciones en cadena de los
RLO cuando hay un exceso de produccion de estos. Incluyen la vitamina E, la vitamina C,

acido urico, la bilirrubina y la albumina (25).

A) Proteinas quelantes de hierro.

En condiciones fisioldgicas, el hierro no estd disponible para la sintesis de radical
hidorxilo mediante la reaccién de Haber-Weiss, sino que en su mayoria estad unido a la
ferritina. Pero en condiciones de isquemia, con la muerte celular, se libera hierro que si
contribuye a generar hidroxilo. Ademas, la produccién de radical superdéxido aumenta la
disponibilidad de hierro al actuar sobre la ferritina. Existen proteinas en el medio
extracelular que al unirse al hierro y por tanto, disminuir su disponibilidad, se consideran
antioxadantes. Algunas son transportadoras de hierro como la transferrina y la
lactoferrina. Otras, como la ceruloplasmina cataliza el paso de hierro ferroso a férrico,
gue se une después a la transferrina. La albumina se une débilmente el hierro, pero

tiene gran afinidad por el radical hidroxilo.

B) Vitaminas

La vitamina E (a-tocoferol), actua en la membrana celular. Reacciona con los
radicales superdxido, hidroxilo y peroxil para formar especies menos reactivas. Se ha
descrito un papel protector de la vitamina E en procesos como cancer, envejecimiento,
artritis, ejercicio intenso y en enfermedades cardiovasculares (26).

Los beta-carotenos, precursores de la vitamina A, se acumulan en las membranas

de ciertos tejidos. Su accidn es similar al de la vitamina E, aunque menos potente.

La vitamina C o acido ascoérbico, se considera antioxidante porque en condiciones

de baja concentracién de hierro, se une al radical superéxido o hidroxilo. Sin embargo,
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cuando hay una alta concentracién tisular de hierro, el dcido ascérbico es capaz de

catalizar la reaccién de Fenton, que a su vez facilita la produccién del radical hidroxilo.
C) Acido urico

Formado en el catabolismo de las purinas, el acido urico elimina directamente el
radical hidroxilo, oxigeno singlete, y radicales peroxil procedentes de la peroxidacién
lipidica. Ademas, previena la oxidacion de la vitamina C.

D) Ubiquinona

Ejerce de transportador en la cadena respiratoria mitocondrial, pudiendo inhibir la

sintesis de radicales alquilo y peroxilo.

itochondrial dysfunction

NADPH oxidase

Figura 4: Esquema de los principales mecanismos antioxidantes celulares (27)
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1.1.5 ESTRES OXIDATIVO

LA PARADOJA DEL OXIGENO (28). La vida sobre la tierra ha evolucionado dando
lugar a organismos aerobicos, que no pueden sobrevivir sin oxigeno, que es clave para
sus procesos metabdlicos. Sin embargo, cuando este oxigeno es activado se convierte
en toxico para estos organismos. El exceso de formas activas de oxigeno conduce al

llamado estrés oxidativo

Gersman et al. describieron por primera vez, en 1954 que la toxicidad del oxigeno
se debia a la formacién de radicales libres. Unos afios mas tarde, cuando McCord vy
Friovich propusieron que la formacién de radicales libres era una parte integral del
metabolismo de la célula y por ello encontraron muchas reticencias en la comunidad
cientifica. Actualmente ya no existe duda de la participacion de las especies reactivas del

oxigeno en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Como se ha avanzado anteriormente, se define el estrés oxidativo como una
alteracion del equilibrio entre los agentes prooxidantes y los antioxidantes, a favor de los
primeros (7). El desequilibrio puede deberse a un exceso de especies oxidantes, un
déficit de antioxidantes o por ambos a la vez. Como consecuencia de este disbalance, se
produce el dafio oxidativo.

Mas recientemente, se ha redefinido el concepto de estrés oxidativo como un
desequilibrio que se produce entre los sistemas redox capaces de generar RLO vy el
control de éstos mediante los diferenres mecanismos capaces de controlar la

produccién y la eliminacién de los RLO (29).
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Figura 5: Disbalance entre los RLO y los mecanismos antioxidantes. (30)

1.1.5.1 Estrés oxidativo y daio a biomoléculas
A. Daiio oxidativo a lipidos

Los acidos grasos poliinsaturados son las biomoléculas mds susceptibles a ser
danadas por los radicales libres. El ataque oxidativo de los radicales libres a los lipidos se
conoce conoce como peroxidacion lipidica (31, 32).

Los radicales iniciadores de esta reaccidn son, el radical hidroxilo, el peréxido, el
alcéxido y el alquilico. Los productos finales de este proceso de peroxidacién lipidica son
aldehidos, gases hidrocarbonatos y varios residuos quimicos. El malondialdehido (MDA)
es uno de los productos finales de este proceso de oxidacién (32, 33). Estos
subproductos pueden alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la liberaciéon de acido
araquidonico, con la consiguiente formacidon de prostaglandinas y endoperdxidos. La
reaccidn que se produce es una reaccidon en cadena, en la que el estimulo detonante
inicial se amplifica, formandose multitud de especies reactivas activadas. De esta

manera, se produce la oxidacién de una gran cantidad de moléculas.
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B. Daio oxidativo a proteinas

Todos los aminodacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de
ser atacados por los radicales libres, principalmente por el radical hidroxilo (OH’). Esta
oxidacion puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteina, y por tanto, a una
pérdida o modificacidén de su funcion bioldgica. Asi pues, el efecto de los RLO sobre una
determinada proteina depende de su composicidn en aminoacidos, de la importancia y

localizacion de los éstos (34).

C. Daiio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus componentes. Son
sobre todo los radicales hidroxilo (OH’) y superéxido (O,”) los responsables principales de
las alteraciones oxidativas en las bases del DNA. Las alteraciones que con mas frecuencia
se observan en el DNA en condiciones de estrés oxidativo son un incremento en sus
niveles de fragmentaciéon y modificaciones oxidativas en las bases puricas y pirimidinicas.
El oxigeno también se puede adicionar al azucar y generar un radical peroxil. Se
producen alteraciones en la duplicacién y la transcripcién que explican la asociacién

entre la generacién de RLO con la carcinogénesis y el envejecimiento (35).

1.1.5.2 Indicadores de estrés oxidativo

Se han identificado multiples marcadores que permiten detectar y cuantificar el

dano oxidativo. Se resumen en la siguiente tabla, en funcidn de su origen.
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Entre ellos destacan: el cociente glutatidn oxidado/reducido (GSSG/GSH) como indicador
del estado redox de las células y por tando el dafio oxidativo al citosol; el
malondialdehido (MDA), pentanos, etanos e isoprostanos (como p.e. el 8-isoprostano)
como marcadores de dano oxidativo a lipidos; grupos carbonilo y 2-oxohistidina para

evaluar los niveles de dano a proteinas y 8-hidroxi-2"desoxiguanosina como indice del

OXIDANTES
Anién superéxido
Radical hidroxyl
Pedxido de hidréogeno
Peroxinitrito

Otros

ANTIOXIDANTES
Glutation
Ascorbato
Alfa-tocoferol

Capacidad antioxidante total

PRODUCTOS DE LA OXIDACION
Grupos carbonilo de proteinas
2-oxohistidina

Isoprostanos

Malondialdeido

El 4-hidroxinonenal

Etano y pentano
Nitratos/nitritos

Nitrotirosina

8-OH-dG

BALANCE ANTI/PROOXIDANTE
GSsG/GSH ratio
Estado redox de cistina

Estado thiol/disulfide

Tabla 1: Indicadores de estrés oxidativo

dafo oxidativo en el ADN.
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A) Indicadores de dafio oxidativo en el citosol

Cociente GSSG/GSH

El glutatién desempeia diferentes funciones relacionadas con la proteccién
antioxidante de las células (36) a través de su grupo activo, el sulfhidrilo del residuo de
cisteina. Cuando dos moléculas de GSH se oxidan, ceden un electrén cada una, dan lugar
a la forma disulfuro (GSSG). El GSSG es, por tanto, un indicador caracteristico de estrés
oxidativo. El aumento de la concentracién de glutatién oxidado altera el estado redox
del glutatidn, aumentando el cociente GSSG/GSH total.

En condiciones fisioldgicas, los niveles de GSH son mucho mayores que los de
GSSG pero una pequeifia oxidacién del GSH supone un aumento muy importante del
GSSG por la facilidad de oxidacién del GSH, a pH neutro. Estas condiciones dificultan la
correcta determinacién de GSSG. Este inconveniente ha sido resuelto por Asensi et al.
(37), al proponer el bloqueo del grupo tiol con N-etilmaleimida inmediatamente

después de la extraccidn y el posterior analisis de GSSG por cromatografia liquida.

B) Indicadores de dafio oxidativo a proteinas

Grupos carbonilo en proteinas

La espectrofotometria es el método para la deteccién de los grupos carbonilo mas

empleado. Se basa en la reactividad de la 2,4-dinitrofenilhidrazina con los grupos

carbonilo para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona (38). Otro método empleado para la

deteccién de los grupos carbonilo es el marcaje con borohidruro de sodio tritiado.
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2-oxohistidin

La oxidacién del grupo imidazol de la histidina (un aminoacido muy vulnerable al
estrés oxidativo) da lugar a la formacidon de 2-oxohistidina que se ha empleado como

indicador del dafio oxidativo a las proteinas (39).

C) Indicadores de dafio oxidativo a lipidos

Malondialdehido y 4-Hidroxineoneal

Los indicadores clasicos de dafo oxidativo a lipidos son el malondialdehido (MDA) y
el 4-hidroxinonenal. La determinacién de MDA se basa en que la degradacion de los
lipoperdxidos da lugar a la formacion de diversos aldehidos. Se han descrito varios
métodos para la determinacién de malondialdehido (40), pero la mayoria son poco
especificos, ya que utilizan el acido tiobarbitirico como reactivo y éste reacciona con
todos los aldehidos. La cromatografia liquida de alta resolucién (HPCL) ha permitido
mejorar este inconveniente gracias a la separacion, por del adducto malondialdehido-
acido tiobarbiturico de otras sustancias que puedan interferir en la determinacién. Cabe
destacar que el MDA no es un producto especifico de la lipoperoxidacidon y que existen
otros marcadores con mayor sensibilidad y especificidad, como los isoprostanos, que
aportan ventajas en la deteccidn del estrés oxidativo (41).

Las técnicas convencionales de cuantificacion El 4-hidroxinonenal, un producto de
la peroxidacion lipidica, incluyen la derivatizaciéon de la muestra con dinitrofenilhidracina
para formar un adducto estable y no volatil con el aldehido. Luego se separa y cuantifica

el pico del 4-hidroxinonenal con una cromatografia por HPCL.

Pentano y etano

El etano y el pentano son dos hidrocarburos de cadena corta que se forman como

productos terminales durante la lipoperoxidacién de los acidos grasos poliinsaturados Q-3
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y Q-6. Como son volatiles se eliminan por via pulmonar y se pueden cuantificar mediante
la cromatografia de gases. La técnica es no invasiva y por su facil aplicaciéon se ha

empleado mucho en seres humanos como indice de peroxidacidn lipidica (42).

Isoprostanos

Los isoprostanos fueron descubiertos en 1990 por Morrow y Roberts. Son unos
compuestos similares a las prostaglandinas que se forman abundantemente in vivo por
la peroxidacion del 4d4cido araquidénico inducida por radicales libres,
independientemente de la enzima ciclooxigenasa (COX) (43). Tienen actividad bioldgica
especifica (44) al alterar la funcién de la membrana celular y pueden actuar como
mediadores en los efectos celulares del dafio oxidativo.

Los isoprostanos como el 8-isoprostano (8-isoPGF2) se generan tanto a partir de
moléculas libres de acido araquidénico como a partir de la esterificacién de los lipidos de
membrana (45, 46). Los radicales libres de oxigeno son los responsables de la formacién
de los isoprosatanos, mediante la sustraccion de un atomo de hidrégeno del acido
araquiddnico, originando la formacién de cuatro isémeros de la PGH2. Cada uno de estos
cuatro isémeros, puede ser completamente reducido, dando lugar a cuatro isémeros
diferentes de la PGF2 o parcialmente reducido, dando lugar a isémeros de la PGE2 o
PGD2. De esta manera se forman 64 compuestos diferentes conocidos colectivamente
como F2 isoprostanos por su similitud estructural con la prostaglandina F2-alfa derivada

de la ciclooxigenasa.
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Figura 6: Productos de la lipoperoxidacion del acido araquiddnico inducida por RLO.

Reproducida de Janicka et al(47)

La diferencia fundamental a nivel estructural entre isoprostanos y prostaglandinas,
radica en la cadena lateral unida al anillo prostano. Los isoprostanos tienen orientacién
cis (45, 48), mientras que las prostaglandinas poseen exclusivamente cadenas en
posicién trans. Por esta configuracién, para los primeros isoprostanos se adoptd una
nomenclatura en similar a la de las prostaglandinas. por ejemplo como 8-iso PG u 8-epi
PG. Como esta nomenclatura no permite la diferenciacién de las numerosas estructuras
isoméricas. Taber (48) y Rokach (49) propusieron dos nomenclaturas mas completas
para los isoprostano.

En cuanto a la concentracion tisular, los F2-isoprostanos son los mas abundantes.
Se encuentran en cantidades cuatro veces superiores que los D2/E2-isoprostanos e
isotromboxanos (50). Actualmente los isoprostanos son considerados los mejores indices
disponibles de lesién por radicales libres (41). Son productos secundarios de la
peroxidacién lipidica, cuantificables y de gran estabilidad quimica. Se pueden medir en
orina (51), plasma (52), liquido céfalo-raquideo (53), condensado del aire exhalado (54),
lavado broncoalveolar (55) o de forma esterificada en membranas tisulares o en
particulas lipidicas circulantes (52). Asimismo, la cuantificacién de los isoprostanos ha

sido propuesta como marcador prondstico en determinadas patologias como el fallo
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cardiaco (56), la hipertensién pulmonar (57), y también como herramienta para evaluar
la terapia antioxidante (58). El hallazgo de niveles significativos de isoprostanos en
tejidos y fluidos bioldgicos de animales y humanos sin patologia, indica que existe
peroxidacién lipidica y que ésta se suprime de forma incompleta por las defensas
antioxidantes. Hasta la fecha, la mayoria de los datos sobre las concentraciones de estos
marcadores y sus variaciones en condiciones fisioldgicas se limitan al 8-iso PGF2,
también denominado 8-isoprostano.

No esta del todo aclarada la variacién de la concentracion de isoprostanos con la
edad y el sexo. Algunos trabajos defienden que los niveles plasmaticos de isoprostanos
no varian con la edad, sin embargo, en varios estudios se han documentado,en ratas,
concentraciones plasmaticas de F2 isoprostanos y los niveles de F2 isoprostanos
esterificados en lipidos, relacionadas con la edad avanzada (59). Estos hallazgos apoyan
la hipdtesis de que el proceso normal de envejecimiento se debe, en parte, al aumento
del dano oxidativo de las moléculas bioldgicas. Las concentraciones urinarias de
isoprostanos no parecen modificarse con el ritmo circadiano ni con el contenido lipidico
de la dieta (60).

Se han publicado niveles elevados de isoprostanos en diversas entidades
neurolégicas como en la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis multiple, la enfermedad
de Huntington, y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (53) . Aumentan igualmente en
patologias como el asma, la hipertension pulmonar (57), la diabetes mellitus, la
insuficiencia renal crénica, y la coronariopatia etc. La concentracién urinaria de la 8-iso
PGF2 parece aumentar en pacientes con factores de riesgo cardiovascular tales como la
aterosclerosis, el tabaquismo (61), la diabetes (62), la hipercolesterolemia(61) y la
hiperhomocistinemia. En algunas de estas enfermedades, se ha encontrado una relacién
entre la mejoria clinica y la reduccién de los niveles de isoprostanos. Esto se interpreta
como una prueba de la participacidn del estrés oxidativo en la fisiopatologia de estas
enfermedades. Hasta el momento, sin embargo, resulta dificil establecer un papel real

de los isoprostanos que vaya mas alla del reflejo de la situacién de estrés.
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Los F2-isoprostanos pueden ser cuantificados como compuestos libres en los
fluidos bioldgicos in vivo. Para medir las concentracidn de F2 isoprostanos esterificados a
los fosfolipidos, éstos se deben extraer primero del tejido y a continuacion, liberar los
F2-isoprostanos mediante hidrdlisis alcalina (63).

III

Los métodos cromatograficos son el “patrén oro” para la cuantificacion de los
isoprostanos pero son costosos e implican gran dificultad técnica, por lo que resultan
dificilmente aplicables como métodos de rutina (63). Es por ello que se han desarrollado
también técnicas de inmunoensayo que han demostrado ser mas simples y rapidas para

la deteccidén de isoprostanos.

Indicadores de dano oxidativo al ADN

8-oxo-desoxiguanosina

La 8-hidroxiguanina es una base modificada que aumenta con el estrés
oxidativo(64). Puede ser eliminada por una glicosilasa que elimina la base nitrogenada
(8-hidroxiguanina) o por una endonucleasa que elimina el nucledsido (8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina). Ambas se eliminan por la orina.

La cantidad del nucledsido 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina en érganos o en orina se
utiliza como indice del dafio oxidativo al ADN “in vivo”. Se prefiere la deteccién del
nucledsido, porque la excrecion de la base oxidada en orina estd muy influenciada por la

ingesta.
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1.1.5.3 Indicadores de estrés nitrosativo

Nitritos (NO,') / Nitratos (NO3)

Tanto los nitritos como los nitratos son metabolitos estables resultantes de la
oxidaciéon del o6xido nitrico, cuya vida media es muy corta. La suma de ambos
metabolitos es Util para medir de forma indirecta la produccion de éxido nitrico. Pueden
determinarse tanto en plasma y en orina. Mas recientemente, se han publicado trabajos
que cuantifican nitratos/nitritos en CAE.

De las distintas técnicas descritas para la deteccién de estos metabolitos, la
deteccion colorimétrica con reactivos de Griess es la mas utilizada. Para poder medir los
nitratos mediante la reaccién de Griess, deben ser previamente reducidos a nitritos por
la nitrato reductasa. La reaccién de Griess involucra la formacién de un croméforo
mediante la diazoacion de la sulfanilamida con acido nitroso, seguido de la unién con
una amina biciclica. Esta técnica ha demostrado ser una alternativa viable y rentable

para la cuantificacién de los metabolitos estables de dxido nitrico.

3-Nitrotirosina

El radical O, oxida la molécula de NO- generando peroxinitritos, que son los
responsables de la nitracion de residuos tirosinicos de las proteinas. La nitracién
mediada por los peroxinitritos in vivo podria ser inhibida por un exceso de produccién
relativa de O,:", debido a la competencia entre éste y el NO-: por el radical tirosilo, por lo
qgue la formacion de 3-nitrotirosina seria inhibida cuando la tasa de formacién de O,”
superara la de NO-. La medicién de la masa de nitrotirosina plasmatica por western blot

es considerada una medida indirecta de la biodisponibilidad del NO-.
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1.2. Fendmeno de Isquemia- Reperfusion

Cuando un dérgano se ve privado de flujo sanguineo, la restauracién del mismo es
imprescindible para prevenir la necrosis y disfunciéon de dicho drgano. Sin embargo,
sorprendentemente, la reperfusioén tisular aumenta el dafio que hubiera podido producir
la isquemia per se. Este fendmeno se conoce como dafio celular por isquemia-

reperfusion (IR).

Isquemia y reperfusion se suceden en multitud de procesos:

= fisioldgicos, como el envejecimiento y el ejercicio intenso

= patoldgicos: cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular, carcinogénesis
= numerosos tipos de cirugia: transplante de drganos, cirugia vascular, cirugia

pulmonar o cirugia en la que se aplica un torniquete.

El mecanismo de isquemia-reperfusion es multifactorial, implicando varios
mecanismos biolégicos a nivel humoral, celular y vascular asi como la expresién de genes
de productos proinflamatorios (citokinas) y la formacién de especies reactivas de
oxigeno. Los radicales libres son responsables directos del dafio celular a través de la

oxidaciéon de biomoléculas, fundamentalmente la peroxidacién de lipidos de membrana.

La isquemia resulta en dafio celular directo por la deprivacién de oxigeno y la
consecuente activacién de enzimas citotdxicas, que llevan a la muerte celular.
El proceso de fosforilacion oxidativa no tiene lugar en la mitocondria durante la
deprivacion de oxigeno, de manera que la energia ha de proceder de la glicolisis
anaerobia, que no es suficiente para restaurar el ATP (adenosin trifosfato) necesario
para las funciones celulares.
Este déficit de ATP afecta al transporte de iones a través de la membrana celular, con
aumento resultante de sodio y agua intracelulares, y el consiguiente edema. Este
disbalance iénico también sucede en los orgadnulos conduciendo al edema vy

desintegracién de la mitocondria, asi como a la formacién de vesiculas en el reticulo
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endoplasmico. La ruptura de los lisosomas y la salida de los enzimas que contienen,

representan el paso previo a la muerte celular (65).

El dafo por reperfusion estd directamente relacionado con la formacién y
liberacion de de radicales libres de oxigeno, dafio de la célula endotelial, aumento de la
permeabilidad vascular, y la activacion de neutrdfilos, plaquetas, citokinas y el sistema
del complemento. La hipoperfusién provoca ademads un disbalance ente los agentes
vasodilatadores y los vasoconstrictores. El endotelio hipdxico aumenta la produccién de
potentes vasoconstrictores como endotelina tipo 1, 2 y 3 y disminuye la produccién de
vasodilatadores como el éxido nitrico. Estos cambios, particularmente los que afectan a
la célula endotelial, iniciados durante el periodo de isquemia, no sélo son responsables
de dafio celular, sino que propician las condiciones favorables para un daifo mayor
durante el periodo de reperfusion (66). En la superficie endotelial se observan
receptores para las interleucinas y el complemento, mediadores que participan en el
desarrollo de la lesion por IR.

Por otra parte, el oxido nitrico junto con factores quimiotacticos y citocinas (TNF-
a e IL-1) promueven el reclutamiento de polimorfonucleares al sitio de reperfusién y la

adherencia al endotelio disfuncional.

DURANTE LA ISQUEMIA

Caida energética o disminucidn de la fosforilacion oxidativa

Formacion de radicales libres

Aumento del calcio intracelular

Activacion enzimatica

Incremento de la permeabilidad celular.
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DURANTE LA REPERFUSION

Conversién de la xantina oxidasa en xantina deshidrogenasa.

Gran incremento en la produccién de RLO.

Alteracién en el transporte epitelial del hierro.

Induccidn de la NOS, con la consiguiente produccion de RLN

Disminucién de la actividad Gpx y de las demas enzimas antioxidantes.

Alteracién del endotelio vascular. Activacion plaquetaria

Activacidon del complemento. Activacion de los neutroéfilos y sintesis de IL

Apoptosis-necrosis

Tabla 2. Resumen de los mecanismos implicados en el dafo por isquemia-reperfusion

1.2.1 RELACION ENTRE ISQUEMIA REPERFUSION Y ESTRES OXIDATIVO

Como se ha visto, son muchos los factores implicados en el dafo tisular por IRy los
RLO juegan un papel destacado en el proceso. Como se resume en la figura 7, en
condiciones normales, al menos el 2-3% del oxigeno se reduce a agua por la cadena
respiratoria mitocondrial. El anién superdxido (O, ) y el perdxido de hidrégeno (H,0,) se
producen normalmente, activando genes que codifican proteinas protectoras frente al

estrés oxidativo y sirviendo de sefal en el fendmeno de preacondicionamiento. En
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condiciones de isquemia-reperfusidon, el balance normal se pierde y se producen

radicales hidroxilo (*OH) via reaccién de Fenton.
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Figura 7: Metabolismo del Oxigeno durante la IR. (67)

Durante la fase de isquemia, con la disminucion de ATP o “caida energética” se
pierde el gradiente transmembrana de Na y K vy el de calcio del reticulo sarcoplasmico.
Al elevarse el calcio citosdlico (Ca*™) se activan diferentes sistemas enzimaticos y
receptores de Ca’". Una de las proteasas Ca-dependientes activadas, conduce a la
conversion de Xantina Deshidrogenasa (XDH) a Xantina Oxidasa (XO), en presencia de
NADPH.

La XDH se convierte a XO, en un primer momento de forma reversible (esta
conversion va precedida de una disminucion de glutation) y secuencialmente, de forma
irreversible, por accidn proteolitica. De esta manera, en condiciones de hipoxia, el ATP es
degradado a AMP, adenosina, hipoxantina, xantina y urato. La oxidacién de hipoxantina
por la XO a xantina y acido Urico genera 2 radicales superdéxido.

La XO es la mayor fuente de biolégica de produccién de superdxidos en tejidos
post-isquémicos. Estudios de IR en cirugia de miembro inferior de pacientes, muestran
gue se produce un aumento de XO en los tejidos del miembro inferior y en la circulacion

sistémica (68).
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Aunque la mayor produccidn de RLO se producen durante la reperfusién, algunos
grupos han documentado la formacidn de radical superdxido también en el periodo de
isquemia. Puede parecer paraddjico que en condiciones de hipoxia se produzcan RLO,
pero hasta con un 90% de disminucién del aporte de oxigeno al corazén se ha visto que
hay cantidades considerables de 02 molecular. Durante la isquemia, la cadena
respiratoria mitocondrial, pasa a un estado reducido, lo cual supone la transferencia de
electrones al oxigeno molecular, generandose grandes cantidades de radical superdxido
(67), especialmente en los complejos | y lll (69, 70). La generacién de RLO durante la
isquemia es un hecho de gran interés, ya que se ha visto que estos radicales podrian
tener un papel como moléculas de sefializacion en la génesis del dafio oxidativo (71) .
Ademas, es probable que esta fuente de RLO sea un detonante en el fendémeno del

preacondicionamiento isquémico (72).

/- \
J, ATP [1. |
c:_;:“i_* \\ H

XanthineDehydrogenase 0,

+
l NADP NADPH-oxidase
e
XanthineOxidase (XO) e —
l £ Proteases *~ Ca

Hypoxanthine -

! T
Tissue injury
02_ :I_-Izl:}2 +F'E‘++ — GH— T-

Ischemia

Reperfusion

Figura 8: Formacion de RLO durante la isquemia-reperfusion pulmonar (73)

Como se muestra en la figura 8, durante la fase de isquemia se produce la conversién de
XDH a XO, pero ésta, precisa el oxigeno molecular en lugar de NAD+ para producir el
radical superoxido. Es decir, la formacién de RLO por la XO tiene lugar preferentemente

durante el periodo de reperfusidon. Durante la fase de reperfusion los radicales liberados
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producen la lipoperoxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y de los fosfolipidos de
membrana. El dafio de la membrana celular puede afectar a su integridad o a la de
organelas como mitocondrias y lisosomas.

Ademas se liberan sustancias que atraen, activan y promueven la adherencia de
polimorfonucleares al endotelio vascular, aumentando la lesién. A su vez, los
polimorfonucleares pueden producir mas radicales libres, con lo que el dafio se

mantiene.

1.2.2 LESION PULMONAR POR ISQUEMIA REPERFUSION

Cada d6rgano o tejido tiene diferentes grados de tolerancia a la pérdida total o
parcial de su flujo sanguineo. En situaciones patoldgicas donde disminuye de forma
aguda o cronica la perfusidon sanguinea de los 6rganos, aparecen lesiones no sélo en el
organo diana sino también a nivel sistémico. Ademas como se ha visto, la reperfusién
aungue es necesaria provoca paradéjicamente lesién tisular.

El mecanismo de lesidn por IR en el parenquima pulmonar es similar al que se
produce en otros érganos y supone un papel central para los radicales libres de oxigeno.
La lesion pulmonar por IR puede producirse por traumatismos, aterosclesosis,
embolismo pulmonar o procedimientos quirdrgicos. Entre los ultimos, el mejor
estudiado es el modelo de transplante pulmonar, por las implicaciones de la IR en la
viabilidad del injerto y la mortalidad en el postoperatorio inmediato (74-76).

El fendmeno de IR puede tener lugar en multitud de érganos como el corazén,
higado, rifones, o sistema nervioso central. En todos ellos, la isquemia se traduce
hipoxia tisular hasta la llegada de oxigeno mediante la reperfusién. Sin embargo, el
pulmén puede sufrir isquemia sin hipoxia tisular puesto que el oxigeno alveolar
contribuye a mantener en parte el metabolismo aerdbico (77). A pesar de esta aparente
mejor resistencia a la hipoxia, el dafio oxidativo pulmonar por IR se ha documentado en
distintas situaciones como el transplante o el neumotérax (74, 78, 79). Es mas, se ha
descrito cambios inducidos por la hipoxia en relaciéon con situaciones de hipoperfusion,

como la generada por la VPH.
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Algunos de los agentes implicados en la lesién pulmonar por isquemia-
reperfusion son el TNF-a, los metabolitos del NO, y el aumento de permeabilidad de la
microcirculacion pulmonar, que conduce al edema pulmonar (80). En la fase temprana
de la IR pulmonar, se ha descrito la activacién de las células endoteliales y las plaquetas,
con la consiguiente adhesién plaquetar a la pared arteriolar y la liberacién de sustancias
vasoactivas, mediada por los radicales libres de Nitrégeno (RLN)(81). Los mediadores que
se liberan durante la reperfusién, al pasar al torrente sanguineo son capaces de activar
células endoteliales en otros drganos, distintos al expuesto al daifo isquémico.

Durante el periodo de reperfusion existe también una respuesta autoinmune
(79) que promueve la activacién del complemento, de los receptores toll-like (TLR) y la
migracion de las células inflamatorias al drgano isquémico. Los TLR reconocen moléculas
especificas, que sirven de trigger para distintas vias, como la de la protein cinasa (MAPK)
y la del interferén tipo |. Estas sefales resultan en la produccién de citoquinas
proinflamatorias. Para activar estos receptores, se ha demostrado que no es necesario
un estimulo microbiano, sino que es posible en el contexto de dafio o muerte celular,

como sucede con la IR (82).
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Figura 9: Activacion de los mecanismos inflamatorios durante la reperfusion (73)

1.3 Particularidades de la Cirugia de lobectomia pulmonar.

Una de las caracteristicas diferenciales de la cirugia tordcica es la necesidad de
colapso del pulmdn que ha de ser intervenido. La posicidon de decubito lateral y apertura
toracica al aire y colapso del pulmdn a intervenir permite la mejor exposicidn del pulmén
y facilita la labor del cirujano. Por tanto, para asegurar una adecuada oxigenacion y
ventilacion debe ventilarse un solo pulmén, el pulmén declive (o pulmén dependiente).
La ventilacién unipulmonar (VUP) o ventilacién pulmonar selectiva, el efecto de la
anestesia general, la toracotomia y el colapso del pulmén operado, condicionan unos
cambios en la relacidn V/P: ventilacion (V) y perfusidn (Q). Estos cambios han de tenerse
en cuenta a la hora de valorar otras posibles variables con repercusion en el pulmédn,

tales como el preacondicionamiento remoto.
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1.3.1 RELACION ENTRE VENTILACION Y PERFUSION (V/Q) EN CONDICONES
FISIOLOGICAS

Ventilacion

En una persona despierta, en bipedestacidon y respirando espontdneamente, los
alveolos apicales estan mas insuflados y son poco distensibles. Los alveolos basales, por
el contrario, son muy distensibles pero estdn muy comprimidos. Esto se debe a que la
presion transpulmonar, que es la diferencia entre presién alveolar (PA) y presion pleural
(Ppl), es superior en las bases. Para una misma PA, los alveolos de las bases tienen una
mayor distensibilidad o compliance. Como se observa en la figura, la maxima pendiente
en la curva de presion/volumen, corresponde a los alveolos de la mitad inferior del

pulmén
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Figura 10: Representacion de la compliance regional alveolar en bipedestacion y en decubito

lateral (83)

Perfusion

La perfusion pulmonar se ve influenciada por dos factores fundamentalmente, la
gravedad y la vasoconstriccién pulmonar hipdxica (VPH). La presion de la arteria
pulmonar (Ppa) en condiciones normales, es capaz de vencer la presion hidrostatica
vertical. Por efecto de la gravedad, esta presion disminuye progresivamente de forma
ascendente (84).

Por otra parte, la circulacidn pulmonar es un sistema de baja presiéon que se ve

influenciado ademds por la presion alveolar (PA). Asi pues, la perfusion pulmonar
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dependerd de los gradientes de presidon generados entre la Ppa, la PA y la presion venosa
pulmonar (Ppv). Esta diferencia en los gradientes de presién va a condicionar grandes
diferencias de perfusion en el pulmén. Se distinguen tres zonas tedricas en funcién de la
perfusién recibida, llamadas clasicamente zonas de West (85).

Zona 1. Corresponde a los vértices pulmonares. La PA es mayor que la Ppay
por tanto apenas hay perfusion. Es una zona de efecto espacio muerto.

Zona 2. Corresponde a la zona media. La Ppa es mayor que la PA y ésta a su
vez, mayor que la Ppv. Es la que corresponde a la situacion ideal

Zona 3. En las bases, la Ppa es mayor que la Pva y ésta mayor que la PA. Seria

la zona de predominio del efecto shunt.

Zone 1
Pa>Py > Py

Figura 11: Distribucion de la perfusion pulmonar. Reproducido de (85)

El otro gran fendmeno que modifica la perfusion pulmonar es la vasoconstricciéon
pulmonar hipdxica (VPH). Es un mecanismo de autorregulacion mediante el cual, en
zonas de hipoxia alveolar, se produce una vasoconstricciéon que permite la redistribucién
del flujo sanguineo a otras dreas mejor ventiladas, de manera que se disminuye el shunt
y mejora la oxigenacion arterial.

Este mecanismo de regulacién vascular cobra especial importancia durante la

ventilacién unipulmonar. Para que se produzca VPH es necesaria la integridad de la
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musculatura lisa de los vasos pulmonares. Ademas, el es fendmeno es efectivo para un
determinado grado de hipoxia, entre el 30 y el 50% (84). Algunos farmacos, entre ellos
agentes anestésicos, son capaces de anular la respuesta vascular de VPH en situaciones
de hipoxemia. De entre los halogenados, el que inhibe la VPH en menor grado es el
sevoflurano, de hecho, tendria un comportamiento similar al de propofol, medido en
pardmetros de oxigenacion (86). Otros hipnéticos asi como los mérficos, no afectan la

VPH, a excepcion del éxido nitroso, que la reduce (84).

1.3.2 CAMBIOS EN LA RELACION V/Q DURANTE LA LOBECTOMIA PULMONAR

Cuando un paciente estd en decubito lateral, bajo los efectos de la anestesia
general, los relajantes musculares y en ventilacion mecanica, es el pulmén proclive el
gue muestra una situacidn mas favorable para la ventilacién. Ademas, por la relajacion
diafragmatica, las presiones aumentan sobre el pulmén declive, por la compresién de las
visceras abdominales y del mediastino, acentuando la pérdida de capacidad residual
funcional (84).

Sin embargo, en la situacién descrita, la perfusidén serd mas favorable en el pulmén
inferior o declive, con la consiguiente alteracién de la relacién V/Q (87). Si a esto se
afade el colapso del pulmdn proclive para facilitar la reseccién, se llega a la situacién de
maxima alteracién de V/Q al estar el pulmén intervenido no ventilado, pero si
perfundido. Sin embargo el otro pulmdn, no intervenido, esta con una ventilaciéon poco
eficiente y bien prefundido. En esta situcion, cobra importancia la VPH, que para
minimizar el efecto shunt, desvia hasta el 50% del flujo del pulmén colapsado al pulmén

declive, que si esta ventilado.
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Fig 12: Esquema de cambios en V/Q , en paciente anestesiado, en decubito lateral y térax

abierto. Modificado de (83)

1.3.3 MECANISMOS DE LESION PULMONAR DURANTE LA CIRUGIA DE RESECCION.

Los pacientes sometidos a cirugia de lobectomia pulmonar tienen un riesgo

aumentado de desarrollar ADRS. Durante el periodo de VPS el pulmén operado, estd

hipoperfundido como resultado del colapso asi como por efecto de la VPH. Esta isquemia

relativa, se sigue de reperfusiéon. Las RLO que se generan durante la IR, contribuyen a

aumentar el dafio pulmonar (78). La presencia de tejido neopldsico y la hiperoxia que a

veces precisan estos pacientes durante la cirugia, podria contribuir asimismo a un

aumento en la producciéon de RLO (54). Ademas, la estrategia ventilatoria, asi como la

fluidoterapia del procedimiento, pueden contribuir a aumentar el dafio tisular.
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A) Evidencias de lesidon pulmonar por isquemia-reperfusion y estrés oxidativo

En estudios con modelo animal, se objetiva que periodos cortos de isquemia
seguidos de periodos de reperfusién, causan un dafio mucho mayor que largos periodos
de isquemia aislados, sin reperfusién posterior (65). Periodos prolongados de
reperfusion se relacionan con un aumento de la actividad de la oxido nitrico sintetasa y
de la expresién de NOS-rna (88). Asi mismo, la administracién de SOD, con efecto
antioxidante, inmediatamente después de un periodo de reperfusién pulmonar en
roedores, evita cambios en la permeabilidad vascular y un aumento consiguiente de RLO
circulantes.

En modelo porcino, la isquemia-reperfusién, con la liberacién de sustancias
proinflamatorias que supone, conlleva una pérdida casi total del glicocalix de las células
endoteliales. Este tipo de lesién provoca un aumento de la permeabilidad vascular y
edema tisular (89, 90). En un principio, el dafio pulmonar parece independiente de la
activacion y reclutamiento de neutrdfilos. Ademds, en ratones modificados, sin
neutréfilos, los periodos de IR muestran una producciéon de RLO similar a la de los
controles, lo cual sugiere una fuente adicional de produccién de RLO.

En cuanto a estudios en humanos, Williams et al (91), objetivaron que los pacientes
sometidos a lobectomia pulmonar exhibian niveles mayores de dafo pulmonar que
aquellos a los que se realizaba una neumonectomia asi como los que precisaban una
reseccion menor (biopsia o reseccién en cuiia). El dafio oxidativo se media en dicho
estudio por la disminucidon plasmatica de grupos tiol, que se precisan prevenir la
oxidacién de proteinas. Estos datos sugieren que el dano oxidativo se debe a IR puesto
gue acontece en aquellas situaciones en las que se precisa ventilacidon unipulmonar, con
colapso y reexpansion del parénquima. Ademas, el hecho de que el dafio pulmonar sea
mayor en pacientes sometidos a lobectomia, en comparacion con aquellos que precisan
neumonectomia, sugiere que el dafio persiste en el pulmdén remanente.

Posteriormente, en un estudio piloto, se comprobd que los pacientes sometidos a
cirugia de reseccién pulmonar (neumonectomia y lobectomia) tenian niveles

aumentados de perdxido de hidrogeno en CAE asi como de MDA (marcador de
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lipoperoxidacion lipidica) en orina (92). Ademds, los pacientes sometidos a lobectomia
mostraban mayores niveles de dafio que a los que se practicaba neumonectomia, en
concordancia con los resultados de Williams et al. Estos hallazgos son mds pronunciados
en pacientes con cancer, que parecen mostrar una mayor carga oxidante y una menor
capacidad antioxidante (93).

Asimismo, se han detectado niveles aumentados de leucotrieno (LT) B4, que
promueve el reclutamiento de neutréfilos y la liberacién de enzimas lisosomales y RLO
en CAE de pacientes sometidos a lobectomia pulmonar (94). En este mismo estudio, se
objetivé un aumento de peréxido de hidrégeno asi como una caida de pH en CAE en
estos pacientes. Ademads, estos marcadores se modificaban en mayor medida que en los
pacientes a los que se les practicaba cirugia de bypass coronario, lo que sugiere una
implicacion directa del dafio por IR y la manipulacidn quirdrgica del parénquima
pulmonar en la inflamacién y el aumento de estrés oxidativo. La principal fuente de
estrés oxidativo parece ser el pulmén colapsado y reperfundido (95).

Otro dato que refuerza el papel central de los RLO en la IR pulmonar es la relacién
gue exhibe la duracién VUP con el dafio oxidativo. Tras una hora de VUP se incrementa
hasta tres veces el dafio oxidativo, con respecto a los valores basales (96). Este relacién
entre el tiempo de colapso pulmonar y el grado de estrés oxidativo podria explicar la
diferencia entre el dafo pulmonar que se produce durante la lobectomia, respecto a las

resecciones en cuina, normalmente menos laboriosas.

B) Tejido tumoral

Otro factor que contribuye al dafio pulmonar es la presencia de patologia previa a
nivel parenquimatoso. En concreto, la presencia de neoplasia pulmonar, como es el caso
de los pacientes del presente estudio, es un factor adicional que favorece un estado
oxidativo. Kaynar el al (97), estudiaron los principales mecanismos de defensa
antioxidante (ciclo del glutation, SOD, y catalasa) asi como marcadores de estrés
oxidativo (NO y MDA) en pacientes con carcinoma microcitico de pulmén y en pacientes

con cancer no microcitico, para compararlos con controles sanos. En dicho trabajo,
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observaron una importante alteracion de las defensas antioxidantes en los pacientes con
cancer, respecto a los controles. Esta alteracién, conlleva ademas una mayor

peroxidacion lipidica medida a través de los niveles de MDA.

C) Dafio pulmonar producido por la Ventilacion mecanica

El estrés fisico y la hiperoxia inherentes a la ventilacion mecanica, se ha
relacionado en estudios tanto experimentales como clinicos con dafio pulmonar. Se
atribuye a la ventilacidn mecanica (VM) un efecto detonador de la activacién
inflamatoria y cambios en la barrera alveolo capilar en pacientes susceptibles, por
enfermedad pulmonar de base o trauma y genéticamente predispuestos.

Se ha documentado dafio pulmonar (inflamaciéon neutrofilica, disrupcion de la
barrera alveolo-bronquial) en individuos con pulmones previamente sanos, sometidos a
ventilacion mecanica durante horas, tanto con bajo (4-8ml/kg) como con alto (10-
15ml/kg) volumen corriente(98). En los pulmones sometidos a ventilacién mecanica no
sélo influye la VM per se, es determinante la estrategia ventilatoria utilizada y si se
ventilan los dos o sélo un pulmén (VPS). Son numerosos los estudios, clinicos vy
experimentales que avalan la estrategia ventilatoria Ilamada “de proteccidon pulmonar”
para pacientes con ALl de cualquier causa. Dicha estrategia consiste fundamentalmente
en volumenes tidal bajos (menos de 7ml/kg), presidn pico en la via aérea limitada a 30,
aplicacion de PEEP y maniobras de reclutamiento.

Por el contrario, volumenes tidal (Vt) altos (10-12 ml/kg) se han relacionado con
sobredistension pulmonar. En pacientes sometidos a toracotomia, que precisan VUP,
Schilling et al. (99, 100), encontraron menores concentraciones alveolares de TNF-a asi
como de moleculas de adhesion (ICAMs) en pacientes ventilados con volumen tidal bajo
(5mk/kg), en comparacién con pacientes ventilados con 10ml/kg de volumen corriente.
Estos resultados sugieren que la ventilacion mecanica agresiva agrava la respuesta
inflamatoria. En este sentido, Michelet et al. (100) objetivaron un menor nivel de

inflamacién, medido con niveles plasmaticos de IL-6, asi como menores valores de ELWI
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(Indice de agua extravascular pulmonar) y mejoria en los pardmetros de oxigenacion, en
pacientes sometidos a esofaguectomia y ventilados con Vt de 5ml/kg y 5cmH20, en

comparacion con pacientes ventilados con 10ml/kg y PEEP de 0.

Por el contrario, Wrigge el al (101), no fueron capaces de obtener diferencias en
pardmetros inflamatorios y de oxigenacién, entre pacientes de cirugia toracica
ventilados con Vt de 6ml/kg y PEEP, en comparacion con los que se ventilaban con
volimenes altos (10-15ml/kg) sin PEEP. Aunque los trabajos actuales apuntan
claramente los beneficios de la estrategia ventilatoria de proteccién pulmonar, se
necesitan estudios con mas poder estadistico y un disefio adecuado que demuestren sin
matices relacidn entre la ventilacion y los resultados clinicos.

Misthos et al., no sélo relacionan la ventilacion unipulmonar con un mayor nivel de
estrés oxidativo, medido mediante niveles plasmaticos de malonaldehido, sino que
encuentran una correlacion positiva entre el grado de estrés oxidativo y la duracién de la
ventilacion pulmonar selectiva. Es mas, estos autores encuentran que la VUP de mas de
una hora de duracién, con el nivel oxidativo que conlleva, es un factor de riesgo
independiente para la aparicion de complicaciones clinicas como arritmias e

hipertensiéon pulmonar (93, 96).

D) Sobrecarga de fluidos durante la cirugia de reseccién

Entre los mecanismos fisiopatolégicos de Ila lesidon pulmonar aguda
postoracotomia, se encuentra el aumento de la permeabilidad vascular, que condiciona
infiltrados radioldgicos, sin que medie un aumento de la presién hidrostatica pulmonar.

En este contexto, parece razonable una fluidoterapia restrictiva guiada por

objetivos, en el periodo perioperatorio de las cirugia mayor toracica.
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Fig 13: En la figura se resumen todos los factores que contribuyen a la lesion pulmonar durante

la cirugia de reseccion (83)

1.4 Preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion

En 1986, Murry et al., observaron que el tamafio de un infarto de miocardio se
reducia de forma considerable si se sometia al territorio infartado a varios periodos de
isquemia, intercalando periodos de reperfusion, inmediatamente antes de la induccién
experimental del infarto (102). Este procedimiento pasé a llamarse
preacondicionamiento isquémico. Siguiendo esta terminologia, cuando se aplican breves
periodos de isquemia, seguidos de reperfusidn, con posterioridad al insulto isquémico,

se habla de postacondicionamiento isquémico.

El preacondicionamiento local puede tener muchas limitaciones de orden
practico y suponer un gran riesgo (103), mientras que el preacondicionamiento a

distancia o remoto de un drgano por isquemia-reperfusidon, es otra variante de
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preacondicionamiento y con mayor aplicabilidad clinica. El concepto de
preacondicionamiento a distancia fue descrito por Przyklenk en 1993 (104) al conseguir
reducir el tamafio de un infarto de miocardio en el territorio de la arteria coronaria
descendente anterior mediante breves periodos de isquemia-reperfusién en la arteria
coronaria circunfleja. Birnbaum et al, en 1997 consiguieron demostrar que la isquemia
en el musculo esquelético inducia la reduccidon del tamafio de un infarto de miocardio
experimental (105) y Oxman et al. (106) en un intento de hacer menos invasivo el
procedimiento, demostraron que era posible preacondicionar un corazén de rata
mediante la aplicacién de un torniquete durante 10 minutos en las patas.
Posteriormente, el grupo de McAllister diseid el preacondicionamiento remoto
isquémico tal como lo conocemos, mediante el inflado y deshinchado de un manguito de
presién a 200 mmHg colocado en un brazo o en una pierna, durante tres ciclos, cada uno
de ellos con 5 minutos de hinchado y 5 de deshinchado. Este grupo, trabajé en primer
lugar con voluntarios sanos y posteriormente con pacientes con enfermedad coronaria

estable (107-109).

Mediante el proceso de preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion
(RIPC) se ha demostrado proteccion tisular frente al estrés oxidativo en diferentes
organos. El mas estudiado ha sido el corazén, encontrandose suficiente evidencia de
proteccion endotelial y frente al dafio miocardico tanto en cirugia de bypass aorto
coronario, cirugia valvular, asi como en cirugia percutdnea y en técnicas de reperfusiéon
post IAM (110-112). También se ha documentado disminucidon del dafio tisular
producido por isquemia-reperfusion por preacondicionamiento remoto en otros

territorios como el cerebro, rifiones, higado, intestino y piel (113).
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Corazon
BPAC Reduccidn de niveles de troponina (114)
BPAC Reduccion de niveles de troponina y mortalidad
PCI (115)

Reduccién de niveles de troponina (111)

Rifidn

Cirugia cardiaca valvular Reduccidon de estancia en UCI (117)

Cirugia cardiaca Reduccidn de riesgo absoluto de IRA (118)
Angiografia coronaria Reduccidn de IRA inducida por contraste (119)

Tabla 3: Ensayos clinicos con RIPC (modificada de Zarback et al) (120)
BPAC: bypass aortocoronario, IPC: intervencion perutdnea, AlT: accidente isquémico transitorio,

ACV: accidente cerebrovascular

En la cirugia de reseccion pulmonar se ha objetivado recientemente una mejoria
en la oxigenacién y en parametros de inflamacién a nivel sistémico en pacientes a los
que se sometid a preacondicionamiento remoto, en comparacién con controles (5).

El mecanismo por el cual el RIPC confiere proteccién no estd completamente
dilucidado. Se han propuesto diversas sustancias y sefiales implicadas, lo que sugiere un

proceso complejo y multifactorial (110) .
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1.4.1 MECANISMO DE ACCION DEL PREACONDICIONAMIENTO REMOTO

A) Mediadores celulares

PROTEINCINASA C

Se ha postulado un rol central de las proteincinasas para numerosos triggers,
como la bradicinina, adenosina y los opioides. En concreto, la proteincinasa C (PKC) y la
proteincinasa G (PKG) han demostrado ser mediadores de la proteccion inducida por la
isquemia-reperfusion (121, 122). Estudios experimentales han demostrado que la
cardioproteccion por RIPC podia abolirse con un bloqueador no especifico de la PKC.
Asimismo, se ha demostrado activacion de la PKC-e (isoforma con mayor efecto
cardioprotector) en corazones bajo el efecto del preacondicionamiento remoto, como
respuesta a la bradicinina y al mediador CGRP (Calcitonin gene-related peptide)(123,

124).

CANAL DE POTASIO ATP- DEPENDIENTE

El objetivo central de la accidén de las proteincinasas es el canal de potasio ATP-
dependiente. Dicho canal activado, reduce la permeabilidad de membrana,
contribuyendo a la supervivencia celular (125). Se postula que las diferentes sefiales que
genera el preacondicionamiento remoto, conllevan la apertura de los canales de potasio
ATP-dependientes en la mitocondria. Esto aumentaria la producciéon de RLO que a su vez
ejercerian un efecto protector tisular al inhibir la apertura de unos canales
mitocondriales, los mPTP (mitocondrial Permeability Transition Pore) (126) y al activar

ciertas cinasas (127).

OXIDO NITRICO
Por otra parte, hay evidencia de que el éxido nitrico (NO) es un agente protector
celular, por ser tanto mediador como activador del preacondicionamiento (128). Este

efecto protector desaparece cuando se aplican inhibidores no selectivos de la NOS (129).
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MITOCONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION PORE (mPTP)

Los mPTP son canales de la membrana mitocondrial que se activan a los pocos
minutos de iniciarse la reperfusién, por efecto de la caida de ATP al inhibirse la
fosforilaciéon oxidativa a consecuencia de la isquemia. Estos canales abiertos inducen
edema mitocondrial y posterior muerte celular. Al bloquear la apertura de los mPTP se
consigue cardioproteccidn, en estudios con RIPC. Se ha visto que los agonistas del
receptor opioide k son capaces de inducir la apertura de los mPTP. Al bloquear estos
receptores, en un estudio experimental, se consigue reducir el tamafio de un infarto de
miocardio inducido, mediante RIPC aplicado en una extremidad, demostrando de forma
indirecta la implicaciéon de los mPTP en la proteccion celular por preacondicionamiento

remoto.

RADICALES LIBRES DE OXIGENO

A pesar del papel central que tienen los RLO en el dafio celular por isquemia-
reperfusidon se ha comprobado que también son mediadores en los efectos protectores
atribuidos a RIPC. Se ha demostrado que el uso de un bloqueador de los RLO o scavenger

es capaz de abolir el efecto protector del RIPC (130).

Figura 14: Mecanismos celulares
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la proteinkinasa C (PKC). Esta mejora la apertura de los canales de potasio ATP-dependientes
(K+), probablemente a través de las kinasas (MAPK). PIP2: fosfatidilinositol; SR: reticulo

sarcopldsmico. Reproducida de Kato et al(131)

B) Mediadores humorales y neuronales.

HUMORALES

Se ha propuesto que diversas sustancias endégenas puedan generarse en el
organo remoto, donde se aplica el RIPC y pasen al torrente circulatorio para hacer su
efecto a distancia, en el 6rgano diana, a traves de un receptor y la activacién de diversas
vias de sefializacidn intracelular. Algunas de las sustancias propuestas como mediadores
son:

Catecolaminas: algunas catecolaminas mimetizan el efecto protector del
preacondicionamiento, sugiriendo la implicacién de estas sustancias en la isquemia
remota (132).

Bradicinina: se ha demostrado que los efectos de RIPC (disminucion del tamafio de un
infarto) desaparen si se administra un antagonista del receptor B2 de la bradicinina
(133).

Adenosina: El uso de 8-sulfofenilteofilina (8-SPT), un antagonista inespecifico del
receptor de adenosina, previo a un protocolo de RIPC, causa la abolicion de los efectos
protectores del preacondicionamiento (134).

Opioides: Se ha propuesto que los opioides enddgenos que se generan durante el
preacondicionamiento remoto pasan a la circulacidn y ejercen su efecto a distancia
(135). El hecho que la naloxona, un antagonista opioide limite los efectos de RIPC,
refuerzan esta hipdtesis. Al parecer, los opiodes ejercerian su efecto a través del
receptor 81, pero este punto es controvertido (136, 137).

CGRP (calcitonin gene-related peptide): Este neurotransmisor se libera en las

terminaciones sentivas capsaicina-sensibles, que a su vez son estimuladas por el NO que
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se genera por el estimulo del preacondicionamiento. Las CGRP llegarian hasta el érgano

diana, ejerciendo su efecto al activar las PKC-¢.

Otros agentes implicados por su liberacién a la circulacidn sistémica durante el
RIPC son el factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF-1a)(138) asi como

sustancias antioxidantes y endocannabioides (139)

NEURONALES

También se ha propuesto que por la accion de RIPC en el érgano remoto se
provoque una respuesta eferente que via activacion neuronal tenga su efecto en el
organo diana. El bloqueo de los ganglios autonémicos durante el RIPC por oclusion de la
arteria mesentérica, ha demostrado tener un efecto cardioprotector, lo que reforzaria la
idea de una implicacién de las vias neuronales (140).

Algunas sustancias que se han relacionado con esta activacion neuronal serian adenosina

(110, 134), bradicinina (123, 133) y CGRP (141).

C) Efectos antiinflamatorios

Se ha propuesto también que el preacondicionamiento remoto pordria conferir
proteccion tisular al producir una respuesta sistémica con supresién de los mecanismos
inflamatorios (mediante la supresién de la expresién de genes que codifican proteinas
clave en la sintesis de citocinas, quimiotaxis de leucocitos, adhesidn, migracidn, asi como
en los mecanismos de inmunidad innata) y de apoptosis (142, 143).

Durante el RIPC se reduce la activacion de los neutrdfilos a través de la expresion
de la molécula de adhesién, CD11b, asi como la formacién de complejos neutréfilo-

plaqueta (142).
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factor de

necrosis tumoral (TNF) asi como una activacién del receptor de TNF (TNFR1) el cual

induce la produccidn de SOD, un potente mecanismo antioxidante.

Asimismo, se han implicado en este proceso a las cinasas MAPKs (mitogen

activated protein kinases) p38, ERK1/2 y INK (144).
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Figura 15: Esquema de los mecanismos implicados en RIPC. Reproducido de Kharabanda (145)
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1.5 Condensado del aire exhalado (CAE)

Para el estudio de la patologia pulmonar inflamatoria, la técnicas cldsicas de
estudio han sido la biopsia, el cepillado y el lavado broncoalveolar (LBA). En la década de
los ochenta se iniciaron varios grupos en el analisis del CAE, por la clara ventaja que
suponia el disponer de una herramienta diagndstica no invasiva para obtener muestras
directamente del arbol bronquial. Ademas, se trata de un método sencillo, econémico,
gue puede repetirse numerosas ocasiones en un mismo paciente. Con la ventaja
adicional que puede usarse en pacientes bajo ventilacion mecdnica asi como en

poblacion pediatrica en la consulta externa.

1.5.1 COMPOSICION DE LAS MUESTRAS DE CAE

El CAE refleja la composicion del fluido extracelular de revestimiento epitelial
pulmonar. Estad constituido por una fase gaseosa, donde es posible detectar distintos
compuestos volatiles enddgenos tales como 6éxido nitrico (NO) o el mondxido de
carbono (CO) y didéxido de carbono (CO,), y una fase acuosa donde aparecen en
suspension distintos compuestos no volatiles que pueden ser recuperados mediante la
condensacién del aire exhalado por técnicas de enfriamiento (146, 147).

Entre los compuestos no volatiles se encuentran moléculas tan pequefias como el

sodio y tan grandes como inmunoglobulinas.
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a) Las micro gotas procedentes de la superficie de la via aérea se desprenden, junto con
grandes cantidades de vapor de agua. b) Cuando las microgotas llegan a la pared del

condensador, diluidas en vapor de agua, se depositan en las paredes del condensador.

Figura 16: Representacion de la formacion de una muestra de CAE

Reproducida de Janicka et al (47)

La determinacién de diferentes sustancias en el CAE permite la estimacion de
estrés oxidativo pulmonar a través de la medicidon de perdxido de hidrégeno o de
productos derivados de peroxidacion lipidica como el 8-isoprostano entre otros. Del
mismo modo, diversos marcadores inflamatorios como productos derivados del
metabolismo del dxido nitrico (nitritos, nitratos, nitrosotioles, nitrotirosina), citokinas (IL-
1, IL-8, TNF-alfa) y leucotrienos (LTB4, cisteinil-LTs) también pueden ser cuantificados en
el condensado del aire exhalado. Asi mismo, puede medirse el pH del CAE y analizar los

cambios tras las diferentes intervenciones terapéuticas.
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1.5.2 MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN CAE

Desde que se conoce que el estrés oxidativo tiene un papel relevante en muchos
procesos pulmonares, se ha trabajado en la determinacién de numerosos marcadores
que reflejen el dafio oxidativo.

Aunque los productos derivados de la accion de la accidon de los RLO se puedan
determinar in vitro, a la hora de elegir un buen marcador clinico, ha de considerarse no
sélo su importancia in vivo, sino también los problemas analiticos que afecten a la
sensibilidad y especificidad de la técnica. La determinacion de productos en los liquidos
biolégicos a veces implica un complejo tratamiento de la muestra con procesos de
extraccién y purificacidon que son costosos en tiempo e infraestructura.

En CAE se han podido medir con éxito isoprostanos, peréxido de hidrégeno, MDA,
4-hidroxi-2nonenal, antioxidantes, glutation y representantes de estrés nitrosativo,

como nitratos y nitritos.

A) Isoprostanos.
Los isoprostanos (como el 8-iso-PGF2a) son una familia de productos procedentes
del acido araquidénico, similares a los que producen por la acciéon de la ciclooxigenasa

(COX) pero que se generan a partir de una accidon no enzimatica y mediada por RLO.

Los isoprostanos F2a son un grupo de 64 compuestos de estructura isomérica a los
productos de la COX (PGF2a) y suponen el mejor acercamiento al estrés oxidativo in vivo,
constituyendo una excelente herramienta para el estudio de la patogenia de las

enfermedades en las que estan implicados los RLO (148, 149).
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Las principales ventajas de los isoprostanos como marcadores de estrés oxidativo
son:
= Son quimicamente estables
= Se producen in vivo
= Son especificos de la peroxidacion lipidica

= Se pueden utilizar para describir el comportamiento de los antioxidantes

Niveles aumentados de 8-isoprostano se consideran un buen marcador de

peroxidacion lipidica por los RLO, dada su estabilidad quimica.

Los niveles de 8-isoprostano en personas sanas varian entre cero y 40 pg/ml. El
rango de concentracién en distintas patologias, varia de unos estudios a otros y en
funcion de la técnica empleada. Se ha encontrado aumento de isoprostanos en multiples
procesos: asma (150-153), EPOC (154), enfermedad pulmonar intersticial (55),
sarcoidosis (155), fibrosis quistica (156), ADRS (157) y apnea obstructiva del suefio (158).
En pacientes EPOC, ademas se ha comparado los niveles de 8-isoprostano en CAE entre
ex fumadores y fumadores activos, sin que se encuentren diferencias, lo cual sugiere que
este marcador depende del estrés oxidativo resultante del estado inflamatorio en esta
patologia (159) . Un estudio reciente sugiere una relacién entre y la inflamacién de la via
aérea pequeia (160). Con respecto al efecto de la ventilacion mecdnica sobre el estrés
oxidativo, se ha visto en pacientes, intubados durante procedimientos de cirugia menor,
mayores niveles de 8-isoprostano sélo en aquellos con criterios de ARDS (157), en
comparacion con sujetos sanos. Y en otro estudio, no encuentran diferencias en la
concentracion de isoprostanos entre pacientes en VM vy sujetos sanos no fumadores

(161).

Determinacion de Isoprostanos en muestras de CAE

La determinacién de isoprostanos en CAE se basa en técnicas cromatograficas o

inmunoanaliticas, como se muestra en la figura:
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TECNICAS

PARA ANALISIS

DE CAE

INMUNOANALITIC C-T

A

RIA EIA FIA GC-MS LC-MS

Figura 17: Técnicas analiticas mas usadas para determinar isoprostanos en CAE
C-T : técnicas cromatogrdficas, RIA: radioinmunoensayo, EIA: enzimoinmunoensayo, FIA:
inmunoensayo de fluorescencia, GC-MS: cromatografia de gases-espectometria de

masas, LC-MS: cromatografia liquida-espectometria de masas

Las técnicas cromatograficas, acopladas a la espectometria de masas se consideran
el gold standard para la deteccién de isoprostanos, permitiendo cuantificar varios en un
ensayo. Mediante cromatografia de gases/espectometria de masas, Carpenter et al (157)
encontraron 8-isoprostano sélo en algunos sujetos sanos, sin embargo, Moloney et al
(94), encontraron niveles detectables de 8-isoprostano en CAE en todos los sujetos

estudiados.

Sin embargo, un gran niumero de publicaciones ya utilizan kits comercializados de
inmunoensayo enzimatico (162-164), que aunque miden un solo isoprostano, son mas
simples técnicamente y mds asequibles a la mayoria de laboratorios. Originalmente
estdn validados para otras muestras como plasma, orina o tejidos. Sin embargo, al ser el
CAE un tipo de muestra con bajas concentraciones de proteinas y aminodcidos, la
interferencias de la muestra a la hora de realizar el andlisis es minimo. No hay estudios

sobre la variabilidad intrasujeto dia a dia.
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B) Perdxido de hidrégeno

H,0, es una molécula volatil, que se ha recogido en CAE, por numerosos grupos
de trabajo (147). En el sistema respiratorio el H,0, procede tanto de células
inflamatorias (macréfagos, eosindfilos, neutrdéfilos) como de las células epiteliales. Se ha
evidenciado un aumento de niveles de H,0, en pacientes con asma, en fumadores, en
pacientes con bronquiectasias, EPOC, ALI/ARDS asi como en dafio pulmonar por
isquemia- reperfusion y en el postoperatorio de cirugia pulmonar (146). En pacientes con
asma severo, ademas, los niveles de H,0, tienen una correlacién con la gravedad de la
enfermedad y de la funciéon pulmonar (165). Ademas, este parametro se reduce con la

toma de corticoesteroides inhalados.

C) Nitritos/Nitratos.

Nitritos (NO,) y nitratos (NOs) son radicales libres de Nitrégeno, presentes en la via
respiratoria. Son el producto final del metabolismo del NO y del anién peroxinitrito, un
potente oxidante (166). Estdan presentes en el revestimiento epitelial pulmonar, y
pueden detectarse mediante diferentes métodos (espectofotométrico, fluorimétrico y
mediante quimioluminiscencia). Hay que tener en cuenta el tipo de ensayo para
considerar el limite de deteccion. Se han encontrado nitratos/ nitritos elevados en
pacientes con asma, bronquiectasias y con lesién pulmonar aguda. No se ha

documentado la variabilidad intersujeto, dia a dia.

D) pH.
El pH es un reflejo del equilibrio acido-basico del fluido que reviste las vias aéreas,
equilibrio que se alcanza entre los diferentes acidos y bases generados, y los sistemas

tampodn. El pH, de entre los componentes del CAE, fundamentalmente depende de los
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compuestos volatiles como el CO,, acidos organicos y amoniaco. Puede verse influido
por el reflujo gastrico, la inhalacién de humos o el amoniaco de la boca. El pH del CAE se
ha estudiado en numerosos proceso patolégicos, entre los que destaca el asma
bronquial. El pH desciende en el CAE durante las agudizaciones de asma y aumenta tras
el tratamiento con corticoesteroides inhalados.

El pH es muy inestable una vez obtenida la muestra, sobretodo, debido a la
acidificacion por CO,. El método mas ampliamente difundido para estabilizar el pH de la
muestra es la deaireacidn con Argdn. Se hace burbujerar el gas, libre en CO, hasta que se
estabiliza en pH. El grupo de Prieto et al, comparando varios tiempos (2, 4 y 8 minutos),
han establecido que no es conveniente menos de 4 minutos de deaireacién (167). En casi

todos los trabajos publicados, se opta por una deaireacién de 10 minutos.

1.5.3 RECOGIDA DEL CONDENSADO DE AIRE EXHALADO

La base de los sistemas de recogida de CAE la constituye una unidad enfriada a
09C, a través de la cual pasa el aire exhalado, conteniendo las sustancias volatiles y no
volatiles, que al contacto con este condensador, se depositan en forma de condensado.
Como se ha mencionado, se trata de un método completamente no invasivo, sencillo, y

gue puede llevarse a cabo en cualquier situacion clinica.

El tiempo de recogida para adultos oscila entre los 15 y 20 minutos. En este
tiempo, se suelen recoger de 1 a 3 mililitros de condensado. Para la concentracién de 8-
isoprostano en CAE no se han encontrado diferencias entre 10, 15 o 20 minutos de
recogida (146). Las cdmaras de condensacion se han fabricado de cristal, polistireno o
polipropileno. El polistireno no es adecuado para la recogida de lipidos debido a una
posible adsorcidn. Pero todavia se desconoce cdmo interactuan las diferentes superficies
con los distintos componentes del CAE. En un estudio, se comparan diferentes
materiales de los condensadores, con las concentraciones de 8 —isoprostano (168). En el
mercado existen varios dispositivos para la recogida del CAE, pero algunos grupos siguen
utilizando modelos de fabricacidn propia. Los principales dispositivos comercializados

son (169): Ecoscreen , RTube , Anacon y tubo DeCCs. Hasta la fecha no hay una
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estandarizacion completa de la obtencién de muestras y su andlisis. Sin embargo, existe
una serie de recomendaciones recogidas por el grupo de trabajo ATS/ERS Task Force
(Exhaled Breath Condensate: methodological recommendations and unresolved
questions) (146). Entre estas recomendaciones, se incluye el uso del mismo dispositivo
durante toda la duracién de un estudio, con el fin de hacer los resultados comparables.
El material del equipamiento que esté en contacto con la muestra ha de ser inerte, para
evitar posibles reacciones con los productos que estan presentes en el CAE. Asimismo,
el dispositivo debe disefiarse para evitar la contaminacidon con saliva y debe evitarse la
reinhalacién desde el condensador, mediante valvulas unidireccionales. Estas ultimas
recomendaciones, se obvian cuando la muestra se recoge de pacientes en ventilacién
mecdnica, puesto que la muestra procede del tubo endotraqueal y se recoge de la rama

espiratoria del circuito del respirador.

\ g _Rudclph valve
‘@_: ) A+ — 03 < [Sublect]

One-way valve d __ Internal glass chamber
% I

_ External glass chamber

Exhaled condensate

Figura 18: Representacidon esquematica de un dispositivo para obtencion de CAE. Tomado de

Horvath et al (170)
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2. HIPOTESIS y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Durante la cirugia de reseccion pulmonar el pulmén se colapsa y mediante el
mecanismo de vasoconstriccién pulmonar hipdxica también permanece hipoperfundido.
Durante el periodo de hipoxia tisular, se producen especies reactivas de oxigeno. Se ha
demostrado que el dafio tisular secundario a la ventilacién unipulmonar, con colapso-
hipoperfusién y reexpansiéon-reperfusion del pumdn, es causa de complicaciones
postoperatorias, condiciona la viabilidad de los érganos y por tanto la supervivencia de
los pacientes. En la cirugia de reseccion pulmonar, se han ensayado diversos
procedimientos con el fin de prevenir el dafio pulmonar, no siendo ninguno hasta la

fecha completamente satisfactorio.

Por otra parte, se ha demostrado que el preacondicionamiento remoto por
isquemia reperfusion es eficaz frente al dafio generado por los radicales libres de
oxigeno en multiples érganos y en gran variedad de situaciones clinicas, en las que la

hipoxia tisular tiene un papel predominante.

Se plantea la hipdtesis de que el preacondicionamiento remoto por isquemia-
reperfusion, mediante la aplicacion de un manguito de presion en una de las
extremidades, es capaz de inducir citoproteccidon pulmonar al producir una disminucion
significativa del estrés oxidativo durante la lobectomia pulmonar en pacientes con

neoplasia de pulmén.
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2.2 OBJETIVOS

Objetivo principal

Para poder aceptar o rechazar esta hipdtesis, es necesario determinar marcadores de
estrés oxidativo en pacientes con cancer de pulmdn sometidos a lobectomia pulmonar a
los que se realiza RIPC y compararlos con controles, lo cual es el primer y principal

objetivo de esta tesis.

Para desarrollar el objetivo establecido, se han planteado como Objetivos especificos

del presente trabajo:

1. Determinacién de los niveles de 8-isoprostano (8-iso-PGF2a), un producto estable de
la lipoperoxidacién por RLO en el CAE durante el colapso pulmonar en la lobectomia y
tras la reexpansion pulmonar. Los niveles de 8 -isoprostano (8-iso-PGF2a) en CAE

constituyen la variable principal del estudio.

2. Comparar los niveles de 8-isoprostano en el CAE y plasma de los controles con los
obtenidos en pacientes sometidos a preacondicionamiento remoto por isquemia

reperfusion.

3. Medicién de otros biomarcadores de estrés oxidativo: nitritos+nitratos (NO, + NO3)
péroxido de hidrégeno (H,0,) y pH en CAE durante la lobectomia pulmonar y comparar
los valores en los controles con los obtenidos en los pacientes del grupo intervencion

(RIPC).

4 Estudio de la aparicion de complicaciones durante el postoperatorio inmediato:
ALI/ADRS (mediante PO2/Fi02), la aparicion de arritmias, y la necesidad de

reintervencion quirdrgica.
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5. Establecer si existe correlacién entre el tiempo total de colapso pulmonar durante la
lobectomia y el grado de dafio oxidativo medido en el condensado de agua exhalada

pulmonar.
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METODOLOGIA

Este estudio forma parte de un proyecto global para el estudio del fendmeno del
estrés oxidativo y el mecanismo de la isquemia-reperfusién en la cirugia progamada
cardiopulmonar del Servicio de Anestesiologia del Hospital Clinico Universitario de
Valencia.

Se han realizado estudios en cirugia cardicaca con (171) y sin circulacién
extracorporea (172), en cirugia traumatoldgica (173, 174), de reseccidn coldnica (174,
175) y en cirugia toracica, recogiendo muestras sanguineas y de CAE (173) .

En base a los datos preliminares, se decide estudiar la proteccién con
preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusién en pacientes sometidos a
lobectomia pulmonar por neoplasia. Se eligieron 53 pacientes de forma sucesiva,
prospectiva 'y aleatoria, un grupo de pacientes recibieron ciclos de
preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusién para el estudio de varios
marcadores de estrés oxidativo en sangre y en EBC de forma simultanea y también para

su comparacién con el grupo control.

1. Pacientes

Se siguieron las recomendaciones de la convencién de Helsinki sobre la investigacién
biomédica en seres humanos. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los pacientes fueron informados e ingresaron
en el estudio voluntariamente, firmando el correspondiente consentimiento informado.

Se reclutaron 53 pacientes diagnosticados de neoplasia pulmonar en estadios | y Il
programados para lobectomia. Se seleccionan un total de 14 mujeresy 39 hombres, de
edades comprendidas entre los 38 y los 84 afios.

Los criterios de exclusidon para participar en el estudio fueron los siguientes:

® Administracion previa de radioterapia o quimioterapia,
® |Ingesta concomitante de vitaminas antioxidantes,

®  (Clinica infecciosa sistémica o fiebre de mas de 38¢C,

® Edad menor de 18 afios

® Negativa del paciente a participar en el estudio.
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Todos los pacientes ingresaron en la Unidad de Reanimaciéon, al menos
veintricuatro horas después de la cirugia y se les realizé un seguimiento durante toda la

estancia hospitalaria.

2. Protocolo de administracion de anestesia y monitorizacion.

Previo a la induccidn anestésica, se procede a la insercidon de un cateter epidural
tordcico (T4-T5, T5-T6) para la analgesia intra y postoperatoria. La correcta posicién del
catéter y el nivel sensitivo se comprueban antes de la induccidn anestésica. Durante el
postoperatorio a los pacientes se les mide el grado de dolor mediante una Escala
Analdgica Visual y se trata segun el esquema analgésico de la Unidad de Dolor Agudo del
servicio de Anestesiologia. El catéter se retira a las 48-72 horas.

Para la anestesia general se usa thiopental sédico (3-5 mg/kg), fentanilo (1-3
ug/kg) y rocuronio (0,6 mg/kg) o cisatracurio. El mantenimiento de la anestesia se realiza
con sevoflurano (1-2%), fentanilo y rocuronio o cisatracurio.

Inmediatamente después, se procede a la intubacion orotraqueal mediante un
tubo de doble luz izquierdo y del tamafio apropiado (37 o 39F, Covidien IIC, Mansfield,
MA). La correcta posicion del tubo endotraqueal se confirma por visién
fibrobroncoscépica (BF-MP60, Olympus, Tokio, Japdn)

Una vez bajo los efectos de la anestesia general, se canaliza un acceso venoso de
gran calibre (14-16G) asi como un catéter de arteria radial para monitorizacién invasiva
de la presion arterial y toma de muestras de sangre. El paciente se pasa a posicion

decubito lateral, vigilandose los puntos de apoyo y de presion.
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Figura 19: Paciente posicionado para cirugia de reseccion pulmonar

La ventilaciéon pulmonar durante toda la cirugia se realiza siguiendo el siguiente
protocolo, con un volumen tidal de 7-8 mi/kg de peso ideal, en ventilacion bipulmonar
(VBP) y un volumen tidal de 6mli/kg en ventilacién unipulmonar (VPS). La fraccion
inspiratoria de oxigeno (FiO,) de partida es de 0,5. Si se precisan incrementos en la FiO,,
se documenta en el cuaderno de datos. Los valores de PEEP (positive end espiratori
pressure) entre 5-7 mmHg. La frecuencia respiratoria se ajusta para conseguir ETCO,
entre 30 y 45 mmHg. En caso de desaturacion por debajo de 92%, se realizan las
siguientes maniobras en este orden:

1) Comprobacién de la correcta posicion del TDL mediante el fibrobroncoscopio, ya
gue durante la movilizacién del paciente puede sufrir desplazamientos.

2) Aumento de FiO,.

3) Descartar complicaciones de tipo hemodindmico.

4) Administracidn de presidn positiva continua (CPAP) al pulmén no ventilado.

5) Aifadir PEEP al pulmdn ventilado.

6) Sia pesar de estas maniobras no puede corregirse la hipoxemia, se deben introducir
ciclos de ventilacion bipulmonar (maniobras de reclutamiento). Llegados a este
punto, los pacientes salen del estudio dado que no pueden establecerse de forma

adecuada los tiempos de recogida de muestras.
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La fluidoterapia y el uso de vasopresores es el estandar en estos procedimientos,
para el adecuado mantenimiento hemodinamica, a criterio del anestesidlogo
responsable.

Tras la ultima recogida de muestra de CAE (Ts) se extuban los pacientes y son
trasladados a la unidad de reanimacién donde permanecen 24 horas monitorizados. Se
administra oxigenoterapia con mascarilla facial al 50%, para mantener la saturacién de
oxigeno por pulsioximetria por encima del 94-95%.

El control de los pacientes incluye gasometrias seriadas, ECG, radiografia de torax
y determinaciones bioquimicas con el fin de detectar complicaciones postoperatorias.

En caso de diagndstico de ALI/ARDS, necesidad de reintubacién o asistencia
ventilatoria no invasiva, se recoge en el protocolo del estudio. También se documentan
las arritmias de nueva aparicidn y la insuficiencia cardiaca postoperatoria.

Para el diagndstico de ALI/ARDS se siguen los criterios de la American-European
Consensus Conference on ARDS guidelines (176), que son los siguientes, a saber: 1) Inicio
subito, 2) infiltrados radioldgicos caracteristicos, 3) hipoxemia, para ALl PaO2/Fi02
menor de 300 y para ARDS menor de 200, 4) ausencia de insuficiencia cardicaca o
sobrecarga de fluidos.

Asimismo, se mide el dolor mediante escala analégica visual (EVA) en la que 0
representa ausencia de dolor y 10 el dolor maximo. Se trata en consecuencia mediante

anestésicos via epidural, AINES y opiaceos.

3. Protocolo quirurgico

El abordaje empleado para la reseccion pulmonar tipo lobectomia en todos los
pacientes incluidos en el estudio ha sido la toracotomia posterolateral, a través del 5 2
espacio intercostal con preservacion del musculo dorsal ancho. En primer lugar se
procedia a liberar las adherencias pleurales presentes, junto con la seccién del ligamento
triangular inferior, mediante el empleo de electrocauterio, con el fin de tener el pulmén

accesible a la exploracion y asi facilitar la reseccién.
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Los pasos quirudrgicos que se seguian en la lobectomia pulmonar, son:

. Seccidn de la pleura mediastinica anterior y posterior.

. Diseccion de la vena pulmonar pertinente al I6bulo a extirpar, con posterior seccion
de la misma mediante autosutura mecanica vascular. En pocos casos se empleo la
ligadura manual con seda.

. Diseccion de las distintas ramas arteriales nutricias del I6bulo a extirpar y seccién
de las mismas con autosutura mecanica vascular. En pocos casos se empleo la ligadura
manual con seda.

. Apertura de la cisura en aquellos casos de cisura incompleta, mediante el empleo
de electocoagulacion bipolar, ultracision y autosutura mecanica de parenquima.

. Diseccion del bronquio lobar mas linfadenectomia del area ganglionar
interbronquial (a 11) y seccién del mismo con autosutura mecdnica bronquial.

. Estudio intraoperatorio del recorte bronquial que de ser positivo obligaba a
ampliar el borde de reseccidon bronquial y nueva sutura.

. Comprobacion de la hemostasia y de la aerostasia y tto. de la misma, en su caso,
con el empleo de sellante pulmonar de colageno y fibrina.

. Linfadenectomia mediastinica sistematica reglada.

. En pocos casos fue necesaria la pleuralizacion del muidn bronquial solo en
aquellos en los que hubiera recibido tto. neoadyuvante o que se sospechaba la
necesidad de tto. oncolégico adyuvante postoperatorio.

. Drenajes pleurales postoperatorios 1 6 2 segln la complejidad de la cirugia, la
calidad del parénquima pulmonar restante y sobre todo segun la presencia de fuga aérea
durante la cirugia.

. Cierre de la toracotomia mediante el empleo de 3 puntos percostales.

. Cierre de los planos musculares en 2 planos, seguido del cierre del tejido celular
subcutdneo. La piel se cerraba con puntos metalicos.

. Los drenajes se conectaban a un frasco con sistema de sello de agua y conectado
este a un sistema de vacio.

. Tras la cirugia el paciente pasaba a la Unidad de Reanimacién.
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4. Aleatorizacion y enmascaramiento

Se realizé aleatorizacién simple usando una tabla de generacién de numeros
aleatorios, los niUmeros fueron distribuidos en sobres opacos cerrados.

Para garantizar el doble ciego, el manguito de isquemia para realizar el
preacondicionamiento, se coloca en todos los pacientes, conectado a un monitor
independiente del monitor principal del paciente. Se programan los ciclos de la misma
manera en todos los pacientes, pero en los controles no se iniciaba el programa, de
manera que no habia inflado efectivo. De esta manera, el anestesidlogo responsable del
manejo intraoperatorio del paciente, desconoce en qué grupo estd el paciente, asi como

el personal de laboratorio encargado de la medicidn de los diferentes marcadores.

5. Protocolo de preacondicionamiento remoto

El protocolo de IR se aplica inmediatamente después de la induccidén anestésica y
antes del inicio de la cirugia. El preacondicionamiento, consiste en 3 ciclos de isquemia
mediante un manguito colocado en un miembro inferior (por encima de la rodilla). La
presién asciende a 200 mmHg mediante inflado automatico durante 5 minutos y se sigue
de 5 minutos deshinchado en cada ciclo, con la consiguiente reperfusidén. El tiempo

invertido total es de 25 minutos.

6. Obtencion de muestras de sangre

De cada paciente se recogen muestras de sangre (tubos de muestra BD Vacutainer
PST Il con heparina, BD-Plymouth, UK) a través de la linea arterial radial en varios

momentos del procedimiento quirdrgico y durante el postoperatorio (ver figura 20).
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Los tiempos de recogida de muestras son los siguientes (se esquematizan en la figura
20): inmediatamente tras la induccidn anestésica (T0), final de la VUP 5 minutos antes de
reiniciar la VBP (T1), 5 minutos después de reiniciar la VBP (T2), 120 minutos después

de reiniciar la VBP (T3), ocho horas después (T4) y dieciocho horas después (T5).

Grupo Control

Grupo Preacondicionamiento remoto IR

I VBP I VUP | VBP | VE >|
il
1 R 1 R 1
To T, T, T, T4 T5
Post induccion 5 5" 120’ 8h 18h
anestésica Pre post Post Post Post
VBP  VUP VUP VUP vup

Figura 20: Tiempos del estudio
VBP: ventilacion bipulmonar, VUP: ventilacion unipulmonar, VE: ventilacion espontdnea

I: isquemia, R reperfusion

Las muestras se guardan en frigorifico a 4 eC y se centrifugan en los 30 minutos
posteriores a su recogida a 3000 rpm, durante 12 minutos, posteriormente se recoge el
plasma sobrenadante y se guarda hasta su analisis a -80 2C. Los valores de pH, PaO2,
paCO2 y Pa02/FiO2 se obtiene en cada momento (TO-T5) para su analisis gasométrico

(ABL 88 Flex, Radiometer) presente en el drea quirdrgica y en Reanimacion.
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7. Obtencion de muestras de CAE

Las muestras de condensado del aire exhalado se obtienen mediante un dispositivo
que permite el enfriamiento de un tubo espiral de cristal colector situado en la rama

espiratoria del circuito respiratorio que conecta el paciente a la estaciéon de anestesia,

recogiéndose en un tubo de cristal conectado en Y sumergido en hielo.

Se obtienen de 1-3 ml de muestra tras un tiempo de recogida de aproximadamente
15 minutos. En el condensado del aire exhalado se mide pH inmediatamente tras su
recogida (ABL 88 Flex apparatus Radiometer, Copenaguen, Dinamarca). La muestra se

reparte en alicuotas de 0,4ml para su congelacién a -802C y posterior andlisis.

RAMA ESPIRATORIA

t

AIRE EXHALADO
PROCEDENTE
DEL PACIENTE

CUBETA CON HIELO

\

AIRE EXHALADO
HACIA EL
RESPIRADOR

Figura 21: Representacion esquematica del dispositivo para recogida de CAE
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En la siguiente figura, se esquematizan los tiempos de recogida de las muestras de CAE

Grupo Control

Grupo Preacondicionamiento remoto IR

l_VBP | VUP l VBP | VE N
11l
11 | | |
To T, T T,
Post induccién 5 5 120
anestésica Pre post Post
VBP VUP VUP

Figura 22: Tiempos de recogida de CAE
VBP: ventilacion bipulmonar, VUP: ventilacion unipulmonar, VE: ventilacion espontdnea

I: isquemia, R reperfusion

8. Medicion de marcadores de estrés oxidativo

El procesado y analisis bioquimico de las muestras de realizan en el laboratorio
del Hospital Clinico Universitario. La muestras de CAE y sanguineas previamente

congelada se descongelan para su tratamiento y analisis.
8.1 DETERMINACION DE 8-ISOPROSTANO (8-iso PGF,q)

El 8-iso-PGF2a, es un producto muy estable procedente de la degradacion del
acido araquidénico, por accién de los RLO (177). La determinaciéon se realiza por

inmunoensayo competitivo enzimatico mediante un kit que permite cuantificar 8-
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isoprostanos en plasma, suero, sangre completa, sobrenadante de cultivos celulares y
otras muestras. Como la mayoria del 8-iso-PGF2a en plasma esta en forma esterificada
con fosfolipidos, la determinacién de los niveles plasmaticos de 8-iso-PGF2a, requiere
una hidrdlisis alcalina previa al inmunoensayo.

Se utilizo el kit de enzimoinmunoanalisis denominado 8-Isoprostane EIA Kit de
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Este ensayo se basa en la competicidn entre el
8-isoprostano libre del suero y el trazador de 8-isoprostano (conjugado de 8-isoprostano
con Acetilcolinesterasa o AcCh) por un numero limitado de puntos de unién de
anticuerpos policlonales de conejo especificos anti 8-isoprostano. Como la concentracion
del trazador de 8-isoprostano se mantiene constante mientras la concentraciéon de 8-
isoprostano es variable, la concentracion del trazador disponible para unirse al
anticuerpo de conejo es inversamente proporcional a la concentracidn de 8-isoprostano

en el pocillo.

Los pasos del ensayo son los siguientes:

1. Cada pocillo esta recubierto previamente de anticuerpos monoclonales de ratéon anti
IgG de conejo y proteinas bloqueantes para evitar uniones inespecificas.

2. Se anaden la muestra (isoprostanos libres) y trazador (anticuerpos policlonales anti 8-
isoprostano de conejo unidos a AcCh). Tanto el 8-isoprostano libre como los unidos al
trazador se unen a los anticuerpos monoclonales antilgG de conejo.

3. La placa se lava para eliminar los reactivos no unidos.

4. El Reactivo de Elllman se afiade al pocillo como sustrato de la enzima AcCh. Este
reactivo contiene acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) y acetilcolina. El producto de esta
reaccidon enzimatica (tiocolina) tiene un marcado color amarillo y absorbe intensamente
a una longitud de onda de 412 nm. La intensidad de este color, determinada por
espectrofotometria, es proporcional a la cantidad de trazador de 8-isoprostano unido al
pocillo que, a su vez, es inversamente proporcional a la cantidad de 8-isoprostano libre

presente en el pocillo durante la incubacién.
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absorbancia o< trazador de 8-isoprostano unido 1/oc 8-isoprostano

Preparacion de los reactivos

El kit contiene los siguientes reactivos:

e Tampones:

- Concentrado de tampdn TRIS (hidroximetil aminometano)

- Concentrado de tampdn de lavado de Acetilcolinesterasa

- Tampodn DEA (dietanolamina)

¢ Anticuerpos policlonales de conejo anti-8-isoprostano

¢ Trazador 8-isoprostano-AcCh

¢ Estandares de 8-isoprostano

¢ Placa de 96 pocillos cubiertos con anticuerpos de ratéon anti-IgG de conejo

® Reactivo de Ellman

Analisis
I. Se preparan los reactivos

Il. Se preparan los estandares de 8-isoprostano mediante diluciones seriadas

Estandar
50 ng/ml 250 pg/ml

Figura 23: Descripcion grafica de la preparacion de los estandares de 8-isoprostano.
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lll. Preparacién de la placa de 96 pocillos

IV. Incubar en oscuridad y agitando durante 90 minutos.

V. Analisis de la muestra

VI. Leer a una longitud de onda de 405 nm. Antes de la lectura de cada placa, es

importante eliminar posibles huellas o suciedad , que pudieran alterar la lectura de

las absorbancias.

Calculo de los resultados.

Una vez hecha la lectura de las placas, se calcula el promedio de los valores de las
absorbancias de cada medida, tanto de los estandares como de las muestras, dado que
todo se analiza por duplicado. Con las absorbancias de los estdndares y sus respectivas
concentraciones se traza una curva de regresion colocando en el eje de ordenadas la

concentracion y en el eje de abscisas las absorbancias.

B A hagmrnlee Uardard] | wrer _,_

== & ey le o ey s

by

P T T

Figura 24: Curva estandar para 8-isoprostano.
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8.2 DETERMINACION DE NITRITOS/NITRATOS

Los nitritos (NO2-) y los nitratos (NO3-) son productos finales de la oxidacién del éxido
nitrico in vivo que se producen en una proporcion variable y dificilmente predecible. La
suma de ambos productos supone el mejor indice para valorar la produccién total de

oxido nitrico.

Para medir los nitritos y los nitratos en el plasma de las muestras obtenidas de plasmay
CAE usamos el kit colorimétrico de nitritos/nitratos de Cayman Chemical (Ann Arbor, Ml,
USA). Este ensayo supone un método preciso y prdctico para medir la concentracion
total de nitritos/nitratos en un proceso simple de dos pasos:

1.- La conversién de nitratos a nitritos utilizando la enzima nitrato reductasa.

2.- La conversidn de los nitritos en un compuesto azo purpura intenso al afiadir

los reactivos de Griess (sulfanilamida y etilendiamina). La medida mediante fotometria
de la absorbancia debida a este cromdforo azo determina con precision la concentracion

de nitritos.

Preparacion de los reactivos

El kit contiene los siguientes reactivos:

e Tampdn de ensayo nitritos/nitratos

¢ Preparado de la enzima nitrato reductasa

* Preparado de cofactor de la enzima nitrato reductasa
e Estandar de nitratos

e Estandar de nitritos

¢ Reactivo R1 de Griess (sulfanilamida)

* Reactivo R2 de Griess (etilendiamina)

¢ Placa de 96 pocillos
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Analisis

I. Se preparan los reactivos.
Il. Los reactivos de Griess ya vienen listos para su uso en el kit.
[ll. Reconstituir el preparado de nitrato reductasa con 1,2 mL de tampdn.
Este reactivo se debe mantener en hielo durante su uso.
IV. Reconstituir el preparado de cofactor de nitrato reductasa con 1,2 mL de
tampon. Este reactivo se debe mantener en hielo durante su uso.
V. Se preparan los estdndaresy el patrén.
VI. Una vez descongeladas las muestras (sin diluir) y preparados los reactivos se
disponen en las placas.

VIl. Leer alos 10 minutos a una longitud de onda de 492 nm.

Calculo de los resultados.

Es necesario designar al menos dos pocillos como “blancos” de absorbancia,
conteniendo Unicamente 200 pL de tampdn. La absorbancia de estos pocillos (“blancos”)
debe sustraerse de la absorbancia medida en el resto de los pocillos. Del mismo modo
deben incluirse los estandares para la curva de nitritos mas nitratos. Para medir nitratos
mas nitritos solo se requiere la curva estandar de los nitratos. El resto de los pocillos de
la placa se utilizan para analizar las muestras.

Se debe realizar el promedio de los valores de absorbancia obtenidos de los
pocillos "blancos" y restarselo a los valores de absorbancia del resto de los pocillos. Se
traza una curva con las absorbancias a 492 nm como una funcién de la concentracién de
nitratos o nitritos. Para determinar la concentracién total de nitritos mas nitratos se
utiliza la curva estandar de nitratos, mientras que la curva estandar de nitritos se usa

Unicamente para determinar la concentracion de nitritos.
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Una vez hecha la lectura de las placas, se calcula el promedio de los valores de las
absorbancias de cada medida, tanto de los estandares como de las muestras, dado que
todo se analiza por duplicado. Con las absorbancias de los estandares y sus respectivas
concentraciones se traza una curva de regresién colocando en el eje de ordenadas la

concentracion y en el eje de abscisas las absorbancias.

8.3 DETERMINACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

El H,0, es muy inestable en el CAE. Asi pues, tras la recogida de las muestras, las
alicuotas se congelan inmediatamente a -802C hasta su posterior analisis (146), que se
realiza en la semana siguiente a la recogida. Los niveles de H,0; se determinan mediante
la oxidacidn del ion ferroso a férrico por el perdoxido de hidréogeno en condiciones de
acidosis. El ion férrico se une al colorante naranja de xylenol para formar un compuesto

estable, medible por colorimetria a 595nm (colorimetric assay kit, Cayman Chemical Co)

8.4 DETERMINACION DE pH en CAE
El pH se mide mediante el analizador ABL 88 Flex apparatus Radiometer (Copenaguen,
Dinamarca). Con el fin de eliminar el CO, del CAE se hace burbujear Argon en la muestra

a 300ml/min durante 10 minutos, previamente a la determinacion.

9. Analisis estadistico

El analisis de datos realizado en el presente estudio se basa, por una parte, en la

descripcidn de las variables, y por otra, en la realizacidn de contraste de hipodtesis.

Para la descripcidn de las variables,

En caso de variables numéricas: su descripcién se efectua a través del cdlculo de
medidas de tendencia central o de posicion, como la media aritmética o la mediana, y
medidas de dispersidon, como la desviacion tipica (DE) o el rango intercuartilico (RQ), e

indicando el niumero de observaciones, en caso de las variables continuas.
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En caso de variables categdricas o cualitativas su descripcidn se realiza mediante
frecuencias absolutas (nUmero de casos) y relativas (porcentajes).
Para el andlisis de la normalidad de las variables se ha considerado el test de

Shaphiro-Wilk

Ademas del andlisis descriptivo, se han desarrollado contrastes de hipoétesis.

Previamente a las pruebas de comparacidon de medias, se realizaron pruebas de
homogeneidad de las varianzas (Prueba de Levene). En caso de 8-isoprostano medido en
CAE, la prueba de Levene para T1 resulté menor de p<0.05. Para este caso, se realizd un
diagrama de cajas y bigotes detectando 4 casos atipicos de nivel superior. Estos casos
fueron eliminados del estudio, para que se cumpliera la homogeneidad de varianzas
(Prueba de Levene, p>0.05).

Para el contraste paramétrico, el test utilizado ha sido el t-student para muestras
independientes.

Para el andlisis de la posible asociacién, o dependencia, entre variables
cualitativas o categéricas, en el contraste de hipdtesis no paramétrico, se ha empleado el
test x2 de Independencia de variables.

Se han establecido correlaciones entre el tiempo total de ventilacién
unipulmonar y los multiples marcadores de estrés oxidativo (8-iso-PGF2a, NO, +NOs,
H,0, ) y el pH en el CAE y en el plasma mediante el coeficiente de correlacién de Pearson
(r).

El nivel de significacion aceptado ha sido del 95%. De esta manera, si el p-valor
asociado al contraste es menor de 0,05, se aceptara la significatividad del contraste.

Previamente al estudio se calculé el tamafo de la muestra adecuado
considerando como variable el pardmetro 8-isoprostano (en CAE). En primer lugar se
calcularon en 2 grupos de 10 pacientes cada uno, las medias aritméticas (Control: 58.36;
RIPC: 38,38 pg/ml) y seguidamente se ponderd la desviacidn tipica de ambos grupos
experimentales (control vs. RIPC) para el pardmetro 8-isoprostano (en CAE) en el tiempo

T2, obteniendo una desviacién conjunta (27.88 pg/ml). Con los datos obtuvimos que
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para un riesgo p<0.05 y una potencia estadistica de 80% era necesario un tamafio
muestral de 25 pacientes por cada grupo. En previson de posibles pérdidas
postaleatorizacidn, se decidio incluir hasta 27 pacientes en cada grupo (10% adicional).
Los datos fueron recogidos en un cuaderno de recogida de datos para cada
paciente. Dichos datos fueron transferidos a una hoja de datos del programa informatico
SPSS para Windows (Statistical Package for the Social Sciencies, SPSS, Chicago, USA;

version 15.0).
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RESULTADOS DESARROLLO ARGUMENTAL

1. RESULTADOS

1.1 Descripcion de la muestra

Fueron elegidos 54 pacientes, de los cuales 53 fueron randomizados al grupo
RIPC (n= 26) o al grupo control (n=27). En un paciente finalmente se suspendid la
intervencion por cambio en la programacién. Los 53 pacientes completaron el estudio y
fueron incluidos en el andlisis de datos.

No hubo dificultad con ningun paciente para mantener el aislamiento bronquial
con el tubo de doble luz. Ningln paciente precisé ventilacién bipulmonar intermitente
para mantener la oxigenacién adecuada durante la cirugia. Tampoco se precisd
transfundir a ningln paciente y todos pudieron extubarse al final del procedimiento,
despues de recogida de agua exhalada en T3. Asimismo, la analgesia epidural fue
efectiva en todos los pacientes.

Las caracteristicas basales de los pacientes se resumen en la tabla 4. No se
aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio, para

ninguna de las variables que se examinan.
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Tabla 4: Caracteristicas basales de los pacientes

Grupo RIPC Grupo control Valor p

Edad (afios) 66.7 + 8.3 66.3+11.4 0.885
Genero (hombres) 20 19 0.819
Peso (kg) 76.9+11.7 74.9+8.2 0.465
Fumadores activos (n) 10 12 0.871
Ex-fumadores (n) 13 11 0.688
Nunca fumadores (n) 3 4 0.725
Comorbilidad (n)

EPOC 7 5 0.687

HTA 7 7 0.934

Cardiopatia isquémica 3 2 0.529

DM tipo2 4 4 0.954

| Renal crénica 1 1 0.978
FEV, Preoperatorio (I) 2.04+ 0.57 2.08 +0.59 0.815
FVC Preoperatorio (l) 2.77£0.52 2.75+£0.60 0.899
FEV,/FVC 0.74+£0.13 0.76 £0.14 0.631
Pulmon (derecho) 19 13 0.116
Histologia (n)

Adenocarcinoma 9 14 0.323

Carcinoma escamoso 10 9 0.918

Otros 7 4 0.455
VUP (min) 127 £ 55 113 +438 0.318
Tiempo quirargico (min) 164 + 49 180 + 57 0.281
Fluidoterapia intraop (l) 1.37+0.34 1.33+0.33 0.639
Diuresis intraop (l) 0.47 £0.09 0.51+0.11 0.156

Valores expresados como media #*

cronica. HTA: hipertension arterial, DM: diabetes Mellitus, FEV1: Volumen espiratorio

forzado en un segundo, FVC: capacidad vital forzada
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Tabla

FC
Control
RIPC

MAP
Control
RIPC
Hb (g/dl)
Control
RIPC
Lactato
Control
RIPC
pH
Control
RIPC
PaCO,
Control
RIPC
PaO,
Control
RIPC
Pa0,/FiO;
Control

RIPC
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5: Datos hemodindmicos y parametros sanguineos durante los tiempos del estudio

TO T1 T2 T3 T4 T5
75+10 80+11 81+12 80+11 81+12 81+12
7449 7949 78+10 79+11 80+12 80+11
77+14 75+12 76+11 80+13 83+13 82+14
77+13 76+11 79+12 80+8 82+10 78+12
13.2+1.1 12.941.2 12.741.1  12.840.9 12.6x1.1*  12.4+1.2*
13.3+1.7  13.2#2.0 12.842.1  12.842.3 12.242.2*  12.0+2.3*
1.10+0.36  1.11#0.26 1.44+0.48** 1.36+0.59 1.45+0.90  1.33+0.85
1.25+0.43  1.23%0.49 1.35+0.50 1.25+0.57 1.44+0.66  1.26+0.48
7.40+0.05 7.38+0.03  7.37+0.04 7.38+0.05 7.38+0.04  7.39+0.04
7.39+0.06 7.38+0.04  7.38+0.03 7.36+0.06 7.38+0.03  7.39+0.04
38+4 40+ 4 38+6 39+ 4 40+5 42 + 5*
38+5 41+6 38+3 38+4 41+4 42 + 4*
218499 113457%%* 238493  164+54* 140+49**  119+33***
2374107  125+67** 254492 212470  171+436*"  145+42***
3984132 163+71*** 3674115  328+109 284+96**  247+73%**
377484 184+91*** 390494  405+139"  350+77° 305+96**

Valores expresados como media + SD (Grupo control n=27, RIPC n=26)

RIPC: preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion, FC: frecuencia cardiaca,

MAP: presion arterial media, Hb: hemoglobina,

Diferencias estadisticas T1-T4 vs TO : *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Diferencias estadisticas RIPC vs control: * p<0.05,"P<0.01 ; " P<0.001
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Como se muestra en la tabla 5, las variables hemodinamicas y el pH fueron similares en
ambos grupos, en todos los tiempos del estudio (p >0,05). Sin embargo, los valores de
PaO, y en el cociente PaO,/FiO, disminuyen significativamente en T1 durante el
colapso pulmonar y luego aumentan significativamente en T3-T5 tras la reexpansion
pulmonar. Destaca sin embargo, la diferencias encontradas en las cifras de PaO,y en el
cociente PaO,/FiO, donde el grupo de intervencion (RIPC) fue significativamente
mayor que la del grupo control en T3, a los 120 minutos tras reestablecerse la
ventilacion bipulmonar), en T4 (a las 8h) y T5 (a las 18h post cirugia ( p<0.05 en los
tres tiempos).

En el resto de parametros analizados, no se encontraron diferencias entre los

grupos RIPC y control.

1.2 Preacondicionamiento remoto y estrés oxidativo

Se resumen a continuacion los resultados de la evoluciéon temporal ((To vs. T1-
T4) de los marcadores de estrés oxidativo y pH en las muestras de CAE tanto en el

grupo control (n=27) como en el grupo RIPC 8 (n=26).

1.2.1 RESULTADOS EN CAE
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1.2.1.1 Evolucidn de los valores de 8- isoprostano a lo largo del tiempo para cada uno de los

grupos.

100+ * % [CJcontrol

m ERIPC

80+

60 = |

40+ =

20+

8-Isoprostano (pg/ml)

TIEMPOS

Diferencias estadisticas T1-T5 vs To en el grupo control : * P<0.05

Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Los resultados de la concentracién de isoprostano en CAE muestran una
evolucidn significativamente distinta para ambos grupos. En el grupo control, se
observa un ascenso de la concentracién de 8-isoprostano a lo largo del tiempo
quirargico (T;1-T3), especialmente en T, durante la reperfusién (p<0.01; p<0.001;
p<0.05). Sin embargo, en el grupo RIPC, los niveles son practicamente estables en el
tiempo, similar a los niveles basales. En cada uno de los tiempos del estudio, los
niveles de 8-isoprostano son mayores en el grupo control que en grupo RIPC,
alcanzando significacion estadistica en los tiempos de medicion T;-Ts (p<0.01; p<0.01;

p<0.05).
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1.2.1.2 Evolucién de los valores de nitritos a lo largo del tiempo para cada uno de los grupos.
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T m ir 3
TIEMPOS

Diferencias estadisticas T1-Ts vs To en el grupo control: * P<0.05

Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Como se observa en la figura, la concentracién de nitritos+nitratos, también
aumenta en Ty, T, y T3 en el grupo control (p<0.01, p<0.001 and p<0.05
respectivamente). En el grupo RIPC, hay un incremento significativo (p<0.05), solo en

T1durante la VUP.

Cuando se comparan ambos grupos, los niveles de nitritos+nitratos son

significativamente mayores en el grupo control, respecto al grupo RIPC, en T, (p<0.05).
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1.2.1.3 Evolucidn de los valores de H,0, a lo largo del tiempo para cada uno de los grupos

2000+ * * * [T Control
- e EIRIPC
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0

(1] m T2 T3

TIEMPOS

Diferencias estadisticas T1-T5 vs To en el grupo control : * P<0.05

Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

En el caso de H,0,, se observan niveles mayores en el grupo control durante
todos los tiempos cuando se comparan con los niveles basales (Tp vs. T1-T3) Ty p<0.05;

T, p<0.01; T3 p<0.05. Sin embargo en el grupo RIPC, no hay diferencias significativas.

Cuando se comparan ambos grupos, se observan niveles mayores de H,0, en

el grupo control de T;-T; (todas p<0.05).
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1.2.1.4 Evolucidn de los valores de pH a lo largo del tiempo para cada uno de los grupos

[T control
EIRIPC

5.5

TID Tl\ T‘: Il3
TIEMPOS

Diferencias estadisticas T1-T3 vs Tp en el grupo control : * p<0.05
Diferencias estadisticas T1-T3 vs To en el grupo RIPC: ¥ P<0.05
Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Respecto a los valores de pH, destaca un marcado descenso en el periodo de
VUP (T1) respecto a TO, estadisticamente significativo para ambos grupos (p =0.006
grupo control, y p=0,012 grupo RIPC) asi como durante la reexpansiéon pulmonar (T5)
en el grupo control (p<0,05). En la comparacién intergrupo, se observan también

diferencias significativasen Ty y T3 (p<0,05).
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1.2.2 RESULTADOS EN PLASMA

1.2.2.1 Evolucidn de los valores 8-isoprostano a lo largo del tiempo para cada uno de los
grupos
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Diferencias estadisticas T1-T5 vs To en el grupo control : * P<0.05

Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

En cuanto al comportamiento de los isoprostanos en sangre, destaca la
similitud con el observado en CAE. Mientras los niveles en el grupo control aumentan
en todos los tiempos respecto a TO, de forma significativa (p= 0,019 en T1, p=0,001 en
T2, p=0,049 en T3), los niveles en el grupo RIPC se mantienen estables. En los tiempos

T2 y T3, las diferencias entre ambos grupos son significativas (p=0,014 en T2 y p=0,048
en T3).
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Tabla 6: valores de isoprostanos (pg/ml) en plasma y CAE, en el grupo control.

To T4 T T3

ISO PLASMA
10,7 16,5 19,5 14,8

ISO CAE

35,1 49,6 58,3 43,7

1.2.2.2 Evolucidn de los valores de nitritos/nitratos a lo largo del tiempo para cada uno de
los grupos

[T control
# ERriPC
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30-
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NO, + NO, (nmol/ml)

10

0 ™ T2 T3
TIEMPOS

Diferencias estadisticas T1-T3 vs To en el grupo control : ¥ P<0.05;

Diferencias estadisticas RIPC vs control: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001
Como se observa en la figura, la concentracion de nitritos+nitratos, también
aumenta en Ty, T, y Tz en el grupo control (p<0.05). En el grupo RIPC, no hay un

incremento significativo a lo largo del estudio.
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Cuando se comparan ambos grupos, los niveles de nitritos+nitratos son

significativamente mayores en el grupo control, respecto al grupo RIPC, en T, (p<0.05).

Tabla 7: Valores de Nitritos/nitratos (mmol/ml) en plasma y CAE, en el grupo control

To

T4

T

T3

N PLASMA

37,1

42,4

37,3

N CAE

17,6

22,9

15,5

1.2.3 RESULTADOS CLIiNICOS

1. ARDS

= A las 18 horas tras la reanudacion de la VBP (Ts), durante la estancia en la

unidad de Reanimacion, 8 pacientes (14.8%) mostraron valores de PaO,/FiO,

<200.

= En todos ellos se encontraron infiltrados radioldgicos pulmonares en mayor o

menor grado en el pulmén intervenido.

= No se econtraron diferencias para esta complicacién entre el grupo control y el

grupo RIPC (p>0,05)

= 1 paciente del grupo control fallecié durante su estancia en Reanimacién.

2. Fibrilacion auricular

Un total de 11 pacientes (20,7%) presentaron fibrilacién auricular de nueva

aparicion en el postoperatorio inmediato. 6 Pacientes n el grupo control, y 5 en el

grupo RIPC (p>0,05).
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1.2.4 TIEMPO DE VUP Y ESTRES OXIDATIVO

Tabla 8: Correlacidon entre los tiempos de VUP y marcadores de estrés oxidativo

8.A: resultados en CAE

CAE T1 T2

Valor r p r p
8-isoprostane (pg/ml)

Control 0.4979 0.0070 0.5329 0.0035

RIPC 0.0848 0.6734 0.3437 0.0792
NO3+NO, (nmol/ml))

Control 0.4029 0.0335 0.4273 0.0233

RIPC 0.3161 0.1082 0.3431 0.0798
H,0, (nmol/ml)

Control 0.3965 0.0367 0.4695 0.0117

RIPC 0.2038 0.3074 0.3519 0.0718
pH

Control -0.4315 0.0219 -0.3897 0.0404

RIPC -0.1529 0.4461 -0.0955 0.6356

Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre el tiempo de VUP (minutos) y los

marcadores de estrés oxidativo y pH en CAE. Grupo control (n=27); grupo RIPC (n=26)

RIPC: preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion.
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8.B: resultados en plasma

PLASMA T1 T2

Valor r p r p

8-isoprostane (pg/ml)

Control 0.4525 0.0156 0.3567 0.0622

RIPC 0.0197 0.3239 0.1854 0.3545

NO3z+NO, (nmol/ml)

Control 0.4432 0.0182 0.2772 0.1533

RIPC 0.0034 0.9866 0.0224 0.9117

Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre el tiempo de VUP (minutos) y los
marcadores de estrés oxidativo en plasma. Grupo control (n=27); grupo RIPC (n=26)

RIPC: preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusion.

Las tablas muestran en el grupo control y en el grupo intervencién RIPC, los
valores de correlacion entre el tiempo de colapso pulmonar o VUP y los marcadores de
estrés oxidativo, en dos tiempos T1 durante el colapso pulmonar y en T2 durante la
reexpansion/reperfusion pulmonar. En la tabla A, en muestras de CAE, en el grupo
control existe una correlacidon positiva entre los marcadores y el tiempo de VUP,
estadisticamente significativa, en ambos tiempos. La correlacién es mas fuerte para el
8-isoprostano (p <0.01) en ambos tiempos de medida. En el grupo RIPC no se observa
correlacién estadisticamente significativa para ningdn marcador y en ningln tiempo.
Los valores de pH muestran una correlacién inversa (negativa) significativa para el

grupo control en ambos tiempos de estudio.
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En la tabla B se muestran los valores de correlacién en plasma. Sdlo se observa
correlacién directa entre el tiempo de VUP y los marcadores de estrés oxidativo, en Ty,
para el grupo control. En el grupo intervencion, RIPC no existe correlacion para

ninguno de los tiempos de medida

Figura 25: Correlacion entre el tiempo de VUP y 8-isoprostano en CAE

25.A Correlacion en T,

Correlacion del tiempo de colapso pulmonar con los niveles
de 8-isoprostano en agua exhalada pulmonar (T1)
120
r=0.497
100 . p=0.007
& *
e 80 ¢ + Control
% 60 - R.IPC
§_ — L!neal (Control)
2 40 4 Lineal (RIPC)
(-]
20 - * ¢ r=0.0848
p=0.6734
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo de colapso pulmonar (min)
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25.B Correlacion en T,

8-isoprostano (p

Correlacién del tiempo de colapso pulmonar con los niveles

de 8-isoprostano en agua exhalada pulmon

ar (T2)

160
140 ¢
120 - . , r=0.5329
100 - . 0=0.0036 + Control

w0 . RIPC

*r=0.3437 — Lineal (Control)

60 - p=0.0792 Lineal (RIPC)
40 A * *

20 - 1

0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo de colapso pulmonar (min)

La figura muestra, en CAE, una correlacién directa entre el tiempo de colapso

pulmonar (minutos) y los niveles de 8-isoprostano del grupo control en T4, durante la

VUP. Dicha correlacion es mayor durante el periodo de reexpansiéon pulmonar, T,

(p<0.01). Sin embargo, en el grupo RIPC no existe correlaciéon para ninguno de los

tiempos.
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2. DESARROLLO ARGUMENTAL

Se desprende de los resultados obtenidos, que el durante la cirugia de pulmdn
con lobectomia pulmonar, se produce un dafio oxidativo que se inicia en T1 durante el
colapso pulmonar y se amplifica durante la reexpansién pulmonar y posteriormente. Y
que el preacondicionamiento remoto por isquemia-reperfusién, protege frente al

estrés oxidativo en la cirugia de lobectomia pulmonar.

El presente estudio valora el efecto del RIPC a nivel pulmonar, en pacientes
sometidos a lobectomia. En este tipo de cirugia se produce lesidon pulmonar de origen
multifactorial: tejido neopldsico, manipulacién quirdrgica y ventilacion mecdanica. Pero
sobretodo, es un modelo de IR debido al colapso y reexpansion pulmonar por la

necesidad de VPS.

En la lesidn tisular por la IR juega un papel central el estrés oxidativo, un
disbalance entre los radicales libres y los agentes antioxidantes, que de mantenerse en
el tiempo, conduce a la muerte celular. Los RLO aumentan de manera marcada tras
reestablecerse el flujo sanguineo, condionando entre otros, la lipoperoxidacién de los

acidos grasos de las membranas celulares.

La cuantificacion pues del estrés oxidativo, es de gran interés para el estudio
del fendmeno de isquemia-reperfusidn, asi como para valorar nuevas intervenciones,
como el preacondicionamiento remoto, que pueden modificar el grado de dafio

oxidativo.

109



RESULTADOS DESARROLLO ARGUMENTAL

2.1 Preacondicionamiento remoto y estrés oxidativo

Al igual que se han expuesto los resultados, distinguimos entre los hallazgos en

CAE y en plasma.

2.1.1 PREACONDICIONAMIENTO REMOTO Y MARCADORES EN CAE

Una de las caracteristicas diferenciales de esta tesis con respecto a trabajos que
estdn en la misma linea, es la recogida simultanea de CAE procedente del arbol
bronquial y muestra sanguinea, con el fin de valorar el grado de estrés oxidativo

debido a la cirugia directamente en la via aérea.

En relacién al objetivo principal del presente trabajo, el comportamiento del
estrés oxidativo pulmonar en pacientes sometidos a RIPC en comparaciéon con
controles, nuestros resultados muestran una gran diferencia entre los grupos.

El resultado mas relevante es el aumento en el grupo control de 8-isoprostano,
producto in vivo de la peroxidacion del acido araquiddnico, de T;-Ts, especialmente en
T, (P< 0.05), a diferencia de lo que sucede en el grupo RIPC, en el que las
concentraciones de 8-isoprostano se mantienen estables. Las diferencias entre ambos
grupos son estadisticamente significativas en todos los tiempos de medida (p<0.01;
p<0.001; p<0.05 T;-T3 respectivamente).

Estos hallazgos indicarian un dafio oxidativo por RLO, que se inicia durante el
periodo de isquemia, en T4, para aumentar rapidamente en T, y T3, durante la
reexpansion pulmonar. Este patron temporal ya fue descrito en 1979 por Fridovich,
gue sugirid que el dafio tisular por la isquemia, de hecho se iniciaba tras la
reperfusion, por la generacién en de RLO (178).

Nuestros resultados respaldan el papel protector del preacondicionamiento
remoto por isquemia-reperfusion, frente al dafio oxidativo pulmonar causado durante

la cirugia de resecciéon tumoral con VUP .
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El concepto de preacondicionamiento remoto por isquemia reperfusion (RIPC)

fue introducido en por Przyklenk al lograr “acondicionar” un lecho vascular

induciendo isquemia en otro territorio a distancia. Paradéjicamente, un periodo
breve de isquemia parece preparar a los tejidos frente a insultos isquémicos de mayor
entidad. A pesar de que el mecanismo exacto por el cual el RIPC confiere proteccién
tisular no ha sido dilucidado completamente. Por ser un método sencillo en su
aplicacion, no invasivo y sin efectos adversos graves conocidos, se ha ido ensayando en
multiples érganos con el fin de valorar su posible efecto protector frente al dafio
inducido por la isquemia y posterior reperfusién. El corazén es el drgano en el que mas
ampliamente se ha estudiado el RIPC como mecanismo protector frente al fenédmeno
de IR. Aunque hay algunos estudios en los que no se ha podido demostrar un efecto
cardioprotector para el preacondicionamiento remoto (179-181), en la mayoria de los
trabajos (182) se observa una mejoria atribuible al RIPC, tanto en pacientes con infarto
de miocardio (183) como en pacientes a los que se realiza angioplastia de forma
electiva (111), pero también en los pacientes sometidos a cirugia cardiaca (111, 115),
coronaria y valvular.

A pesar de toda esta evidencia en el estudio del preacondicionamiento
cardiaco, un reciente metaanalisis concluye que el RIPC no es un método que haya
demostrado mejorar los resultados clinicos, a saber: muerte, IAM preoperatorio,
fracaso renal, ictus, isquemia mesentérica, tiempo de estancia en unidades de criticos
o estancia hospitalaria (184). Las posibles razones que se esgrimen para esta aparente
contradiccidn hacen referencia sobretodo a la heterogeneidad de pacientes, patologia
de base, situacién en la que se aplica el preacondicionamiento y enfermedades
concomitantes como cardiopatia isquémica o diabetes. Ademas, en los estudios
realizados en el ambito quirdrgico, influye en los resultados el régimen anestésico
empleado (especialmente el uso de propofol) asi como la solucién de cardioplejia.

El estudio del efecto del preacondicionamiento remoto en la fisiopatologia
pulmonar, estd mucho menos documentado y en casi todos los trabajos en humanos,
se plantea como un objetivo secundario. A nivel experimental, se ha descrito el efecto
protector del preacondicionamiento isquémico mediante el andlisis de MDA vy el

consumo de glutation en modelo porcino (185). Olguner et al (186), concluyen que el
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preacondicionamiento remoto inhibe la peroxidacion lipidica asi como el dafo
histoldgico y la apoptosis renal y pulmonar, en un modelo experimental de sepsis en
ratas. Y Harkin et al (187), también objetivan un descenso en la interleucina-6, edema
pulmonar y fallo respiratorio en un modelo porcino de IR, atribuible a RIPC. En
humanos, el grupo de Li et al(188), concluye que el preacondicionamiento remoto
protege del dafio pulmonar en pacientes intervenidos de aneurisma de aorta
abdominal de forma programada. Estos autores analizan el estado de oxigenacién
mediante la diferencia alveolo-arterial de oxigeno (A-aDO;) que es significativamente
mayor en el grupo control. En cuanto al estudio del estrés oxidativo, analizan de forma
secundaria los niveles de MDA en ambos grupos. Este marcador de lipoperoxidacion
aumenta con respecto a los niveles basales a lo largo de las 24 horas posteriores a la
intervencion, siendo los niveles significativamente mas elevados a las 8 y a las 12 horas
en el grupo control. Estos resultados, una vez mas reforzarian la idea de que el dafio
oxidativo se inicia en el periodo de isquemia pero aumenta sustancialmente durante la
reperfusidn, por la generacion de las especies reactivas del oxigeno. Este mismo grupo
ha evaluado el estado de oxigenacion intraoperatorio, en pacientes a los que se
practica reseccidon pulmonar por neoplasia. Observan también una mejoria en el grupo
RIPC en comparacién con el grupo control.

En nuestro conocimiento, no existe ningln otro estudio que evalle el
comportamiento del 8-isoprostano en CAE en pacientes sometidos a lobectomia
pulmonar, con preacondicionamiento isquémico remoto. En este sentido, el estudio de
Moloney et al, evalla las concentraciones de 8-isoprostano en CAE en pacientes antes
y después, de cirugia de lobectomia. Estos autores no encuentran diferencias entre
ambos tiempos, lo cual iria en contra de la evidencia actual acerca del dafio oxidativo
producido por la VUP (93, 96). Como apuntan los propios autores, una posible causa
seria el momento de la toma de la muestra en el postoperatorio, a los 30 minutos del
fin de la cirugia. La falta de diferencias podria deberse también a un tamafio de
muestra insuficiente para este objetivo (n=19).

A destacar también de este estudio de Moloney et al, los valores de 8-
isoprostano en CAE, en comparacién con los observados en esta tesis. En nuestro
trabajo, los valores son del orden de 3 veces los del otro trabajo (10 vs 35 pg/ml).

Posiblemente, esto tenga su explicacion en una diferente metodologia, tanto en lo que
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respecta a la recogida de aire exhalado (RTube vs dispositivo propio) como en lo que se
refiere al método de medida (espectometria de masas vs ELISA)

Un hallazgo a relevante en nuestro trabajo es que los valores de 8-isoprostano en
CAE son aproximadamente el triple que en plasma sanguineo (10,7pg/ml en plasma vs
35,18 en CAE, en el grupo control), lo que hace suponer que el proceso de
peroxidaciéon lipidica tiene lugar en las membranas de las células alveolares, en
proximidad con el fluido que reviste la via respiratoria.

Como objetivo secundario, planteamos, el analisis del estrés nitrosativo en la
cirugia de lobectomia pulmonar, se han valorado las concentraciones de nitratos y
nitritos en plasma y CAE. El se sintetiza a partir de L-arginina por la NOS en diversas
celulas de la via aérea, tanto inflamatorias como estructurales: células del epitelio
alveolar, del endotelio vascular y del musculo liso. Los nitratos y nitritos son
productos finales del metabolismo del NO- vy el peroxinitrito (ONOO-), un potente
oxidante procedente de la reaccion del NO y el anién superdxido (166). Durante la
isqguemia se lesiona el endotelio y se estimula la NOS, produciendo grandes cantidades
de NO- que se liberan durante la reperfusién. Esta superproduccién de NO- favorece
su reaccion con el radical superdxido, con la consiguiente formaciéon de peroxinitritos
gue son téxicos a nivel celular y contribuyen a la lipoperoxidacién y el dafio a otras
biomoléculas en el periodo de reperfusion.

En nuestro trabajo, los niveles globales de nitratos y nitritos en CAE son mayores
en el grupo control, respecto al grupo RIPC. Asimismo, en CAE aumentanen Tq-Tj,
con un patrén similar al que exhibe el 8-isoprostano, sugiriendo presencia de dafo
oxidativo que se inicia en el periodo de isquemia (T1) y que se incrementa con la
reexpansion pulmonar (T2, T3), en congruencia con los datos de la literatura (189,
190). Los niveles aumentados de NO,+NQO;s reflejan una elevada produccidon de NO-.
Esta molécula puede comportarse tanto como prooxidante como antioxidante segun
su biodisponibilidad y segun la concentracion de radical superdxido. Cuando la
produccién de NO- es escasa, es decir, cuando se produce en condiciones fisiolégicas
por la NOS constitutiva de los vasos sanos puede inducir una vasodilatacién pulmonar

selectiva con mejora en la perfusion de los alveolos ventilados. Sin embargo, cuando la
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produccién aumenta, se ha visto que los peroxinitritos y otros RLN contribuyen al

aumento de dafio pulmonar (166).

Tanto las células epiteliales como las células inflamatorias producen peréxido de
hidrégeno, a través de la conversion del anion superodxido por la SOD. Los niveles de
H,0, en CAE son un reflejo directo de la produccion de radicales libres en la vias
respiratorias. En el presente trabajo, los valores de H,0, en CAE aumentan en T;-Ts
de forma similar a la observada para el 8-isoprostano y los nitritos y nitratos, en el
grupo control (p<0.05). Ademas, al comparar el grupo control con el grupo RIPC, se
observa una diferencia estadisticamente significativa en los tres tiempos de la cirugia.
En un estudio piloto, Lases et al (92), ya publicaron que los pacientes sometidos a
lobectomia pulmonar, presentaban un aumento de H,O, en CAE, reforzando la
hipdtesis de que este tipo de cirugia lleva apareado un incremento del estés oxidativo.
En este estudio ademas, los valores de H,0; se correlacionan de forma robusta con los
niveles de MDA (marcador de dafio oxidativo) en orina. Y aunque recogen CAE de los
pacientes, no miden en estas muestras ningun parametro de lipoperoxidacién. El
hecho que se detecten valores de H,0, en CAE en pacientes a los que se realiza
lobectomia, pero no a los que se les realiza cirugia de revascularizacién coronaria (94),
refuerza la hipdtesis que la obtencién de muestras de condensado directamente
procedente de la via aérea, es un método sensible para detectar patologia pulmonar.

Nuestros datos contrastan con los del estudio de Wilson et al, en el estudian seis
modelos isquemia reperfusion diferentes tanto en pacientes como en modelo canino
(cirugia de bypass aortocoronario, trombendarterectomia pulmonar, transplante
unipulmonar en perro, clampaje aértico para cirugia de revascularizacion de MMII, y
perros a los que se habia inducido dafio pulmonar agudo). De entre todos ellos,
Unicamente mostraron niveles elevados de H,0, durante la reperfusién tisular,
pacientes sometidos a trombo-endarterectomia, a las 48 h, durante el periodo
postoperatorio. Una vez mas, la heterogeneidad de los grupos y la diferente

metodologia empleada podria estar en la base de las diferencias encontradas.
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El pH es una de las variables mas estudiadas en CAE. La homestasis del equilibrio
acido base depende del equilibrio entre los diferentes sistemas buffer de la via aérea.
En nuestro trabajo los valores de pH disminuyen en T1, durante la VPS de forma
significativa (p =0.006 grupo control, y p=0,012 grupo RIPC). Tras la restauracion de la
ventilacion bipulmonar, durante el inicio de la reperfusién del pulmdn, los valores
incian el ascenso, para volver a los niveles basales. La acidificaciéon del CAE se ha
relacionado con multitud de enfermedades inflamatorias de la via aérea asi como con
la cirugia de reseccidn pulmonar en pacientes con cancer, como es nuestro caso,
debido al estrés oxidativo y la activacion de los neutréfilos, fundamentalmente (191).

La explicacidon a este comportamiento del pH en la via aérea radica en que la
inhibicién de la fosforilacién oxidativa mitocondrial que se produce durante el periodo
de isquemia estimula la glicolisis anaerobia que produce acido lactico e hidrogeniones
(H'), generando acidosis intracelular (192, 193). El bicarbonato (HCOs) es utilizado
como tampon y se genera didxido de carbono (CO,) en grandes cantidades. De hecho,
la determinacion del incremento de la pCO, celular y el posterior calculo del pH
intramucoso por medio de la ecuaciéon de Henderson-Hasselbach se utiliza en la como
indicador de isquemia (194).

Nuestros resultados son pues congruentes con la literatura, mostrando en la
cirugia de lobectomia pulmonar, un aumento del dafio oxidativo durante la VPS. Este
dano se incrementa durante la fase de ventilacién bipulmonar, con la reexpansién y la

reperfusion pulmonares.

2.1.2 PREACONDICIONAMIENTO REMOTO Y MARCADORES EN PLASMA

Otro dato que arroja este trabajo, al comparar los marcadores en sangre y en
CAE, es que el perfil temporal no es el mismo en ambas muestras bioldgicas. Del 8-
isoprostano, variable principal de este estudio, se observa en el analisis comparativo

desglosado por pacientes (Figura 26), que tiende a aumentar en los tiempos T2 y T3,
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los que corresponden con la isquemia-reperfusién, mientras que en plasma los niveles
son no sélo menores, sino mas constantes a lo largo del estudio, sin aparente relacién
con la produccidon pulmonar. Este hallazgo, pone de manifiesto la relevancia de medir
ciertos marcadores en el lugar de su sintesis puesto que el hecho de medirlos en
plasma, no refleja la dinamica real de su metabolismo. Ademas, este hecho refuerza la
hipétesis de que el origen de la produccion e 8-isoprostano es el parénquima

pulmonar.
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Figura 26: Valores de 8-isoprostano en plasma y en CAE, desglosados por pacientes

La evolucién temporal del 8-isoprostano en plasma, en el grupo control, es
similar a la publicada por otros autores para los marcadores de peroxidacidn lipidica en
modelos de isquemia-reperfusién. Los marcadores inician el aumento durante el
periodo de isquemia, para alcanzar maximos niveles durante el periodo de reperfusién.
Misthos et al (96), evalian niveles de MDA en pacientes sometidos a lobectomia con

VPS.
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Los resultados obtenidos de Nitritos/nitratos en plasma, estan en el rango de
los valores considerados normales en otros estudios (20, 195). Por otra parte, los
niveles de nitritos y nitratos en plasma son aproximadamente el doble que los niveles
en CAE. Este hallazgo podria explicarse porque la fuente principal de NO es el
endotelio de los vasos pulmonares. Ademas existe un comportamiento paralelo entre
los valores de nitritos/nitratos en ambos tipos de muestras, como se muestra en la

figura:
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Figura 27: Valores de nitritos/nitratos en plasma y en CAE, desglosados por pacientes.

2.1.3 PREACONDICIONAMIENTO REMOTO Y PARAMETROS CLiNICOS

La reseccidon pulmonar mediante toracotomia esta clasificada como cirugia de
riesgo intermedio-alto, con una tasa de mortalidad que oscila entre el 2% para
lobectomias y el 6% para neumonectomias (196). Las causas de mortalidad en nuestro

medio, han ido cambiando en los Uultimos afios, para, de las complicaciones
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cardiopulmonares relacionadas con la cirugia, dar paso a las complicaciones infecciosas
(neumonia, empiema, sepsis) y a la lesién pulmonar aguda (ARDS) (197).

Del andlisis de los datos de la sociedad europea de cirujanos toracios, se han
extraido unos factores de riesgo independiente de mortalidad perioperatoria (198), a
saber: la edad, el género masculino, el grado de disnea previo, el estado funcional, el
grado ASA asi como la extensidon de la reseccién. Otro factor determinante en la
mortalidad periquirdrgica es el grado de especializacidn de la institucidn. En hospitales
de alta complejidad, con cirujanos y unidades de cuidados postquirdrgicos
especializados, la mortalidad puede ser hasta un 10 % menor que en centros no
especializados (199, 200).

Entre las causas de mortalidad, destaca la lesién pulmonar aguda
postoracotomia, que a diferencia de otras complicaciones cardiopulmonares apenas
ha variado su incidencia en las ultimas dos décadas, en los pacientes sometidos a
toracotomia (entre 2-4%), aunque afortunadamente ha mejorado el prondstico debido
a la implementacién de los métodos diagndsticos y terapéuticos en las unidades de
criticos (201).

Como se ha visto anteriormente, la VPS necesaria para la reseccién pulmonar,
conlleva colapso del pulmdn intervenido asi como disminucién de la perfusiéon debida
al propio colapso y al efecto de la VPH con el fin de disminuir el shunt producido. Esté
pulmdn esta expusto a la aparicién de atelectasias por la VPS y la manipulacidn
quirargica. Ademas, el pulmén declive estd en riesgo de sufrir sobredistension e
hiperoxia durante la ventilacion mecanica. Durante el periodo de reexpansidn-
reperfusidon se liberan mediadores proinflamatorios y radicales libres tanto en el
pulmén intervenido como en el no operado (92, 202). Se han documentado
complicaciones cardiovasculares tras la cirugia de reseccién con VPS de mds de una
hora de duracidn, atribuibles a los radicales libres de oxigeno generados por el
fenomeno de isquemia-reperfusion (96). En este mismo sentido, varios estudios
experimentales describen un papel central para los RLO en la patogénesis de la
hipertensién pulmonar, una de las posibles causas contribuyentes para la aparicién de

ALl postneumonectomia (91, 203).
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Pa02/Fi02

El estado de oxigenacién durante el estudio, empeora a lo largo de la cirugia de
manera que observamos un descenso de PaO, en todos los tiempos (T1-T4),
especialmente en T1, durante la VUP, asi como un descenso de Pa0,/FiO, en T1y T3-
T5. Estos resultados se explican por una alteracion en la relacion ventilacion/perfusion
durante y después de la VUP, tanto en el pulmdn intervenido como en el declive. Es
mas, estos hallazgos explican en parte la relacién entre el dafo alveolar difuso y su

contribucidn al deterioro del intercambio gaseoso durante la cirugia toracica.

Complicaciones clinicas:
1. ARDS

En este estudio, randomizado, prospectivo y controlado la incidencia global de
ARDS (PO,/FiO, menor de 200 en sangre arterial) 15%, similar a la publicada por otros
grupos de trabajo en estudios con preacondicionamiento (5), y sometidos a lobectomia
sin preacondicionamiento ( 96, 204, 205). Sin duda, un dato destacable es la tendencia
observada hacia la proteccién pulmonar frente al dafio por IR en los pacientes del
grupo intervencioén (con RIPC).

Sin embargo, en la literatura, los datos acerca de la proteccién tisular por RIPC
son contradictorios. Un estudio no mostré mejoria de la oxigenacién en nifios
sometidos a cirugia cardiaca (103). Otro trabajo, tampoco pudo hallar diferencias entre
los pacientes con RIPC y los controles, tras cirugia valvular cardiaca(206). Por el
contrario, en nifios a los que se intervenia de cirugia cardiaca (207), mostraban una
mejor compliance pulmonar si se les habia realizado RIPC. Y en adultos intervenidos de
aneurisma de aorta abdominal, el preacondicionamiento también resulté en una
mejoria de la oxigenacién respecto a controles (188).

A pesar de que el mecanismo por el cual la VUP supone dafio pulmonar no esta
exactamente establecido y parece ser que la etiologia es multifactorial, la IR tiene un
papel predominante en la produccién del dafio pulmonar. Como se ha sefialado
anteriormente, la reexpansién de un pulmon previamente colapsado y por tanto, una

situacion de isquemia-reperfusién, supone entre otros, una alteracion a nivel
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bioquimico con liberacion de RLO tanto del pulmén colapsado como del pulmdn

contralateral (208).

Estos pacientes con peores parametros de oxigenacién, mostraron tiempos de
VPS superior a la media del estudio (113+39 minutos). En congruencia con la literatura,
las complicaciones cardiopulmonares estan en relacion con el grado de estrés

oxidativo.

2. Fibrilacién auricular

Un total de 11 pacientes (20,7%) presentaron fibrilacion auricular de nueva
aparicién en el postoperatorio inmediato. 6 Pacientes en el grupo control y 5 en el
grupo RIPC (p>0,05). Aunque nuestro estudio no tiene poder estadistico para
encontrar diferencias entre ambos grupos para esta complicacién, hay abundantes
datos en la literatura que respaldan el papel de los radicales libres en la génesis de

arritmias cardiacas (209, 210).

2.1.4 ESTRES OXIDATIVO Y DURACION DE LA VUP

La duracidn total del colapso pulmonar por la VUP tiene un efecto directo sobre
la intensidad del estrés oxidativo. Como se observa en la tabla 8 asi como en las figuras
25A y 25B, existe una correlacion directa entre la duracién de la VUP y el grado de
estrés oxidativo (medido con niveles de 8-isoprostano) para el grupo control. Esta
correlacién es menor o no existe para el grupo RIPC.

Misthos et al (96) han sido el primer grupo en estudiar la relacién entre el tiempo
de VUP y complicaciones clinicas. En dicho trabajo, dividen a los pacientes en cuatro
grupos, en funcion de la duracién del colapso pulmonar. En efecto, a mayor duracién
de la VUP, mayores niveles de malondialdehido en plasma. Es mas, el grupo con mayor
duracién de la VUP (120 min) presentaba de forma significativa mayor tasa de
complicaciones postoperatorias, en concreto arritmias e hipertensién pulmonar.

En nuestro conocimiento no existen trabajos publicados que estudien el efecto

de la duracién de la VUP en pacientes sometidos a RIPC. Una vez mas, se comprueba
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que esta intervencién mejora el dafio oxidativo en la lobectomia por cancer. De
nuestro trabajo cabe destacar que el estudio de la correlacién se ha realizado tanto en
T como T,, siendo en ambos positiva en el grupo control. Es decir, los marcadores de
estrés oxidativo ya estan presentes en el pulmdn durante el periodo de isquemia, para

aumentar durante la reperfusion.

2.2 Consideraciones, sesgos y limitaciones

Antes de pasar a abordar las conclusiones que arroja esta tesis en relacién con
los objetivos marcados, se hace necesario hacer algunas consideraciones en cuanto a
la metodologia. Los ensayos en pacientes complejos, en situaciones experimentales no

ideales, hace plantearse algunos sesgos y limitaciones.

MUESTRA Y TAMANO MUESTRAL

En cuanto a las variables preoperatorias e intraoperatorias que pudieran haber
interferido en los objetivos principales y secundarios anteriormente comentados, es
decir, sobre el efecto del preacondicionamiento remoto sobre los marcadores de
estrés oxidativo medidos en el CAE y en el plasma, y ademas sobre la evolucidén clinica
postoperatoria, creemos que pueden despreciarse. La correcta asignacion aleatoria de
los pacientes fue confirmada con la homogeneidad de los grupos resultantes. Al
comparar el grupo de estudio con el grupo control no encontramos diferencias
significativas en ninguna de las variables capaces de alterar los niveles basales de
estrés oxidativo: edad hipertensién arterial, antecedentes de tabaquismo, dislipemia,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, diabetes mellitus y tratamiento recibido.

Con los datos previos de la literatura, obtuvimos que para un riesgo o de 0,05 y
una potencia estadistica del 80%, era necesario un tamafio muestral de 25 pacientes.
Teniendo en cuenta las posibles pérdidas postaleatorizacidn, se afiadié un 10% mas de
casos. Con el tamafio muestral resultante pudimos obtener una potencia estadistica

acorde con la minima inicialmente exigida (80%) y asi poder responder a los objetivos
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principales del estudio. Como se ha comentado anteriomente, la ausencia de
diferencias entre grupos detectada en el estudio de algunos objetivos (complicaciones
postoperatorias, significacién estadistica en los marcadores de estrés oxidativo para
alguno de los tiempos) podria ser debido a un tamafio muestral insuficiente para estos

objetivos.

AGENTES ANESTESICOS.

Agentes anestésicos y estrés oxidativo. Halogenados vs propofol

En cuanto a los agentes anestésicos, se han de tener en consideracion a la hora del
disefio de un estudio con RIPC, puesto que se conocen efectos de algunos de ellos que
podrian interferir en las variables del estudio. En este sentido, varios son los trabajos
que atribuyen al propofol, fairmaco de uso habitual en la inducciéon y mantenimiento
anestésicos, un efecto contrario al que se busca con el preacondicionamiento (211,
212).

Pero por otra parte la formulacion comercial del propofol, contiene a-tocoferol y
0- tocoferol, con potente actividad antioxidante. El propofol tiene capacidad para
neutralizar radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica. La evidencia experimental
atribuye al propofol un efecto protector del miocardio y pulmonar, frente a los
perdxidos (213, 214). Incluso se ha objetivado una disminuciéon de la disfuncién
endotelial por IR pulmonar en pulmones transplantados y tras cirugia de bypass
coronario, debida al propofol.

Con toda esta evidencia, nos planteamos en esta tesis la realizacién de todas las
inducciones anestesicas asi como el mantenimiento de la anestesia general, sin
propofol, con el fin de evitar una posible interferencia en los mecanismos de estrés
oxidativo que se pretendendian evaluar. Por el contrario, el grupo de Li et al (5), en
pacientes sometidos a reseccion pulmonar con RIPC, utilizan la combinacién
remifentanilo-propofol en el mantenimiento.

Un reciente metaanalisis sobre los estudios con RIPC y sus consecuencias sobre
los resultados clinicos, advierte de este posible factor de confusion a la hora de evaluar

los efectos del preacondicionamiento, y al tiempo pone en cuestién el uso de dichas
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pautas anestésicas con propofol en los estudios que tengan por objeto de estudio el

estrés oxidativo (184).

Opioides

Algunos estudios sugieren que los farmacos opioides protegen las células del dafio
hipdxico, através de la activacion de los receptores 6 y k. Se ha documentado un efecto
de los opioides similar al del preacondicionamiento isquémico en modelos de IR
miocardica, intestinal y musculo esquelético. No tenemos constancia que este efecto
se haya valorado a nivel pulmonar.

En los pacientes de este trabajo, el uso de opioides se limita al periodo de la
induccidn y a bajas dosis durante el intraoperatorio, dado que todos los pacientes

participantes eran portadores de un catéter epidural funcionante.

ELECCION DE 8-ISOPROSTANO COMO MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO

La utilidad de los isoprostanos como marcadores de estrés oxidativo esta
ampliamente demostrada(51-54, 215). Como ya se ha mencionado, son quimicamente
estables, son productos especificos de lipoperoxidacién, se forman in vivo, poseen
actividad bioldgica, se encuentran en cantidades detectables en los tejidos y fluidos
biolégicos, los niveles aumentan sustancialmente en modelos animales de dafio
oxidativo, no se afectan por el contenido en lipidos de la dieta, circulan en plasma vy se
excretan en orina (148). Algunos autores proponen que la medida de los isoprostanos,
tanto en sangre como en orina, es el método no invasivo mas fiable para evaluar el
estrés oxidativo in vivo (41, 148). Ademads, medida de los isoprostanos ha ayudado a
comprender los mecanismos de lesidn por isquemia reperfusiéon y el proceso oxidativo,
in vivo. Pequenos cambios en el insulto isquémico, tienen su traduccidon en la
severidad de la lipoperoxidacién y por tanto, es detectable mediante la determinacién
de isoprostanos (216). También es posible la medicidn seriada de isoprostanos en
sangre o plasma, como herramienta para evaluar la eficacia de estrategias diagndsticas

o terapéuticas, como es nuestro caso, enfocadas a prevenir el estrés oxidativo.
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Sin embargo, el marcador de lipoperoxidacion utilizado tradicionalmente en la
literatura, a pesar de no ser un producto especifico de lipoperoxidacién, ha sido el
malondialdehido (MDA), cuantificado mediante métodos que utilizan el &cido
tiobarbiturico. Esta técnica, a pesar de sus limitaciones (es poco especifica) tiene la
ventaja de ser facil y econdmica. Cuando se compara la medida de isoprostanos y
MDA, para valorar los efectos del dafo oxidativo, los F2-isoprostanos se muestran
como marcadores mas sensibles de lipoperoxidacion lipidica (217).

La eleccién del 8-isoprostano para valorar la evolucién del estrés oxidativo
intraoperatorio en este trabajo, atiende a varias razones. En primer lugar, estan
considerados los mejores indicadores disponibles de lesién por radicales libres y su
utilidad ha sido ampliamente demostrada. Aunque la mayoria de estudios que tienen
por objeto el estrés oxidativo miden isoprostano en plasma y orina, ya se han
publicado multiples estudios en los que los isoprostanos se miden en CAE (55, 152,
154).

La otra razén para decantarnos por este marcador es la existencia de un método
de deteccidn, la tecnica de ELISA, acesible, rdpida, y técnicamente simple, que permite
cuantificar isoprostanos en matrices diferentes al plasma o la orina. Mediante esta
técnica, se han cuantificado isoprostanos en CAE en numerosas publicaciones
anteriormente (162-164, 218-221).

Decidimos medir los marcadores de estrés oxidativo en muestras CAE para
reflejar la contribucién especifica del pulmén, facilitando asi la definicién de un
hipotético patrén evolutivo de los marcadores de estrés oxidativo pulmonar durante la
cirugia de lobectomia. Cuando se miden las concentraciones sanguineas y urinarias de
F2-isoprostanos, éstos se producen a nivel sistémico y se excretan por orina, se refleja
la lipoperoxidacion “global" de todo el organismo y no sélo de un drgano especifico
(222).

Ademas, la persona responsable del analisis es el mismo durante todo el estudio

para homogeneizar aun mas el tratamiento y andlisis de las muestras.
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CONDENSADO DEL AIRE EXHALADO

Dilucion de los solutos

Para la recogida de muestras de CAE se ha empleado un dispositivo propio, con
tubo de cristal sumergido en hielo, conectado a la rama espiratoria del circuito
anestésico. Todas las muestras del estudio se han recogido de esta manera, como
recomienda la ATS Task Force (146) por lo que los valores del grupo intervencion y el
grupo control son comparables, sin embargo, puede haber discordancias con los
resultados de otros grupos de trabajo que hayan empleado otros dispositivos.

La ventaja que supone disponer un método que de forma no invasiva permita
evaluar los marcadores de enfermedad tomando muestras directamente procedentes
de los pulmones, ha supuesto un aumento exponencial de trabajos en los que se
analiza el CAE. A pesar la popularizacidn de la técnica, hay aspectos en la metodologia
gue no han sido completamente resueltos. Uno de los grupos mas criticos ha sido el de
Effros et al. Por un lado, advierten de los posibles artefactos en el CAE y en la
contaminacién por amonio de la cavidad oral (223), y por otro, de la necesidad de
evaluar el grado de dilucién de la muestra (191).

En nuestro trabajo, la posibilidad de contaminacién por amonio no se contempla
ya que todos los pacientes estan bajo anestesia general y en ventilacion mecanica. La
disposicidon del circuito de recogida de muestra evita la cavidad oral, dado que las
muestras se recogen procedentes del tubo endotraqueal.

Como el CAE esta compuesto fundamentalmente de agua, las sustancias que en
él se encuentran estdn muy diluidas. La concentracion de alguna de ellas puede variar
entre 1000 a 50000 veces. Asi pues, para estandarizar el analisis se han propuesto
diferentes marcadores de dilucidn, pero no hay ninguno entre ellos que se pueda
considerar el marcador dilucional ideal.

Otra forma que se ha propuesto para obviar el problema de la dilucidn, es el uso
de ratios entre diferentes marcadores, a saber: cociente nitritos/nitratos, glutation
reducido/glutation oxidado y pH como cociente entre acidos y bases.

En nuestro trabajo, no hemos empleado ningun factor de dilucidon puesto que no

hay ninguno aceptado de forma universal.
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Deaireacion de la muestra

El proceso de dearieacién afecta a la estabilidad del pH, que se media
inmediatamente después de recoger las muestras y antes de congelar la muestra a -80
oC, no influye, en base a la literatura publicada hasta el momento, en los marcadores

de estrés oxidativo.

Efecto del volumen corriente sobre el CAE obtenido

Gessner (224) et al.,, en un estudio en pacientes con ALl y en ventilacion
mecdnica, encuentran correlacién entre el volumen corriente y los nitritos. De manera
gue un incremento de volumen corriente se traduce en un aumento de nitritos con
una correlacion de 0,79.

Sin embargo, McCafferty et al. (225), no encuentran relacién entre el volumen
minuto ni el volumen corriente con los nitritos en CAE. Ademas, demuestran una
relacion directa entre el volumen minuto y la cantidad de condensado recogido. Es
mas, para un mismo volumen minuto, a mayor volumen corriente, mayor cantidad de
muestra. En este trabajo, los sujetos estudiados son voluntarios sanos, y no puede
descartarse que la influencia del patrdn respiratorio para determinados marcadores,
se produzca en condiciones de patologia, con dafio pulmonar importante, como el
SDRA.

En el presente trabajo, el control del volumen corriente asi como del volumen
minuto se realiza en funcién de las pautas recogidas en el protocolo anestésico. En
pacientes que precisan VUP, algunos con pobre funcién pulmonar previa por EPOC, no
es posible garantizar un mismo volumen minuto a lo largo de todo el estudio. El
posible efecto que esta variable pueda tener en la determinacién de nitritos/nitratos
creemos que es despreciable dada la correcta aleatorizacion de los pacientes, que se

ha puesto de manifiesto con la homogeneidad de los grupos (ver tabla 4).
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CONCLUSIONES

En relacidn con los objetivos propuestos, podemos establecer las siguientes

conclusiones.

1. La conclusién mas relevante es la que acepta la hipdtesis de la tesis como
cierta, que el preacondicionamiento remoto por isquemia reperfusion es un
método eficaz para prevenir el estrés oxidativo, a nivel pulmonar, en la

lobectomia pulmonar por cancer de pulmén.

2. El preacondicionamiento remoto por isquemia reperfusion disminuye los
niveles de 8-isoprostano, nitritos y nitratos, asi como de perdxido de hidrégeno

en CAE de los pacientes sometidos a lobectomia pulmonar por cédncer.

3. El preacondicionamiento remoto por isquemia reperfusién disminuye los
niveles de 8-isoprostano, nitritos y nitratos en sangre de los pacientes

sometidos a lobectomia pulmonar por cancer.

4. Los pacientes sometidos a RIPC durante la lobectomia pulmonar presentan

mejor estado de oxigenacidn durante el postoperatorio inmediato.

5. Los pacientes sometidos a RIPC durante la lobectomia pulmonar presentan la

misma tasa arritmias que los pacientes a los que no se les aplica.
6. El grado de estrés oxidativo pulmonar durante la cirugia de reseccién esta

directamente correlacionado con la duracion de la ventilacién pulmonar

selectiva.
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INVESTIGACIONES FUTURAS

Los retos a corto y medio plazo son:

1. Avanzar en el estudio de la relacion entre la duracién del tiempo de colapso

pulmonar e isquemia y los niveles de marcadores inflamatorios en plasma (TNF

lalfa, IL-1, IL 6).

2. Estudiar in situ, en el borde sano del tejido pulmonar colapsado marcadores de
estrés oxidativo y moléculas como HIF-1a posible candidato a ser uno de los

responsables del preacondicionamiento in situ.
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ANEXO 1. ABSTRACT

Background: During pulmonary lobectomy the operated lung suffers a collapse and a reactive
hypoxic pulmonary vasoconstriction, followed by lung expansion-reperfusion. A severe
oxidative lung injury occurs in these patients. Remote ischemic preconditioning (RIPC) may
confer protection in several organs. We hypothesized that RIPC would reduce the oxidative
lung injury in patients undergoing lung lobectomy.

Methods: This is a randomized, prospective, controlled and double blind study, conducted in
fifty-three patients with non-small cell lung cancer undergoing elective lung lobectomy.
Patients were randomly 1:1 assigned to 2 groups: 26 patients with limb RIPC and 27 controls.
We study the time course of several oxidative stress marker levels simultaneously, in both
exhaled breath condensate (EBC) and arterial blood. In EBC, 8-isoprostane (8-iso-PGF2a),
nitrites + nitrates (NO, + NO3’), hydrogen peroxide (H,0,) levels and pH values were measured.
In blood, 8-iso-PGF2a and NO, + NO;" levels were measured. Four EBC and blood samples were
collected in all patients at specific time points: TO, pre-operatively (baseline); T1, during OLV,
immediately before resuming TLV; T2, immediately after resuming TLV; T3, 120 minutes after
resuming TLV.

Results: In both, EBC and blood, a simultaneous increase of all oxidative stress marker levels
was found at T1. However, a larger increase at T2 time points was found in EBC. Also, a
significant and direct correlation between these marker levels and the OLV duration at T1 and
T2 were found in EBC. Although, a significant decrease of pH were found at T2 and T3,
inversely correlated with OLV duration.

Conclusions: During lung lobectomy the operated lung is collapsed and an oxidative injury
occurs with an increase of oxidative stress marker levels simultaneously in EBC and blood
during OLV (T1). Although these levels, increased more after resuming TLV from OLV (T2). This
increase of oxidative stress marker levels at T1 and T2 time points is directly correlated with
the OLV duration. Remote ischemic preconditioning protects against oxidative lung damage

decreasing the of oxidative stress markers levels in EBC and blood.

Keywords: Remote Ischemic Preconditioning; One-lung ventilation; Oxidative lung injury;

Exhaled breath condensate; Lung lobectomy.
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ANEXO 2: INFORMACON AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion titulado
“PREACONDICIONAMIENTO REMOTO DEL PULMON POR ISQUEMIA-REPERFUSION EN
LA LOBECTOMIA PULMONAR. UN ESTUDIO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO” que esta
siendo realizado por el Dr. JOSE GARCIA DE LA ASUNCION del Servicio de
ANESTESIOLOGIA Y REANIMACION y que ha sido ya evaluado y aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Antecedentes

Se conocen datos obtenidos a través de estudios experimentales donde el
preacondicionamiento remoto del pulmén por isquemia-reperfusion es beneficioso para
prevenir las complicaciones pulmonares tras la cirugia pulmonar, como son el sindrome de
distrés respiratorio agudo.

¢ Cual es el objetivo de este estudio?

La realizacién de una técnica sencilla e inocua de isquemia y reperfusion en el miembro inferior
con un manguito de presion (4 ciclos de isquemia-reperfusién de 5 min cada uno) cuando ya
esté anestesiado en el quiréfano. Esto no supondra riesgo ni dolor para usted.

¢Por qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participacion en este estudio ya que ha sido diagnosticado de UNA
ENFERMEDAD PULMONAR QUE REQUIERE CIRUGIA PULMONAR (LOBECTOMIA) CON
ANESTESIA GENERAL Y POSTOPERATORIO INMEDIATO EN LA UNIDAD DE
REANIMACION.

¢En qué consiste su participacion? ;Qué tipo de pruebas o procedimientos se le
realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos 5 MUESTRAS DE SANGRE 10 ML Y 4
MUESTRAS DE AGUA EXHALADA PULMONAR.

La participacidn en el presente proyecto no supone ninguna alteracion del tratamiento que esté
llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a partir de los estudios clinico-
bioquimicos que se le realicen sera siempre bajo criterio médico.

¢Cuadles son los riesgos generales de participar en este estudio?

No se prevee ningun riesgo adicional para usted ya que utilizaremos para el estudio una
pequefa parte de las SANGRE que le fueron extraidas durante el procedimiento quirurgico.

El riesgo previsible de su participacion Unicamente sera el minimo riesgo que conlleva la
extraccion de una muestra de sangre, que incluye molestias, dolor, enrojecimiento e hinchazén
y/o pequeinios hematomas en el lugar del brazo donde se ha producido la extraccion.
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¢Cuales son los beneficios de la participacion en este estudio?

Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacion tengan poco valor
diagndstico o predictivo para usted, pero podra ayudar a conocer mejor su enfermedad y
mejorar el pronéstico y el tratamiento de futuros pacientes.

¢Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no participar
en el estudio, esto no modificara el trato y seguimiento que de su enfermedad realicen ni su
médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Asi mismo, podra
retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.

¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion. Asi
mismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre cualquier aspecto del estudio y
sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto, el
LAURA BRUNO CARLOS en el teléfono 696370081

Confidencialidad:

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con su enfermedad sera
tratada con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion. Asi
mismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacion en revistas cientificas,
en ningun momento se proporcionaran datos personales de los pacientes que han colaborado
en esta investigacion.

Tal y como contempla la Ley Organica 15/1999 de Proteccién de Datos de caracter personal,
podra ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el
investigador principal de este estudio.

¢ Qué pasara con las muestras biolégicas obtenidas durante la investigacion?

Durante su participacion en este estudio, se le extraera una muestra de SANGRE Y AGUA
EXHALADA PULMONAR.

Esta muestra sera siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si usted asi lo
autoriza en el marco de otros proyectos de investigacién que tengan como objetivo el estudio
de su enfermedad y que previamente hayan sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital.

Dicha muestra serd conservada en CONGELADOR DEL LABORATORIO DE BIOQUIMICA
DEL HOSPITAL CLINICO durante un periodo de tiempo de VARIAS SEMANAS HASTA SU
ANALISIS.

Ademas, este material no sera bajo ningiin concepto ni en ningin momento motivo de lucro,
bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto titulado: “PREACONDICIONAMIENTO REMOTO DEL PULMON POR
ISQUEMIA-REPERFUSION EN LA LOBECTOMIA PULMONAR. UN ESTUDIO SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO”

Investigador principal: LAURA BRUNO CARLOS

Servicio: ANESTESIOLOGIA Y REANIMACION

Yo, he sido informado por el Dr.
colaborador del proyecto de investigacion arriba mencionado, y declaro que:

- He leido la Hoja de Informacién que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio

Comprendo que mi participacién es voluntaria
Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente: Firma del Investigador:
Fecha: Fecha
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