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RESUMEN

Antecedentes: El trasplante pulmonar es un recurso cada vez mas empleado para el manejo de

enfermedades pulmonares terminales como la fibrosis y el enfisema. Sin embargo, entre el 13 y
35% de los pacientes trasplantados desarrollan edema pulmonar en las primeras horas posteriores
al trasplante, a lo que se le conoce como falla primaria del injerto. Los mecanismos que originan
esta complicacibn no estdn completamente dilucidados, siendo los principales factores
involucrados la hipoxia/anoxia durante la isquemia y la generacion de radicales libres durante la
reperfusion. En el presente estudio nosotros postulamos que inmediatamente después de la
procuracion pulmonar se presenta liberaciébn de neurotransmisores que son capaces de
incrementar la permeabilidad vascular. Entre estos neurotransmisores destacan la sustancia P y la
acetilcolina por su gran capacidad para inducir aumento de la permeabilidad vascular. Hipétesis:
La liberacion de acetilcolina y sustancia P durante la preservacion pulmonar producen aumento de
la permeabilidad capilar en un modelo de lesion por isquemia-reperfusiéon en pulmén aislado y
prefundido de conejo. Material y métodos: Se emplearon conejos machos Nueva Zelanda de 2.5
a 3.0 Kg a los que bajo anestesia profunda se les extrajo el bloque cardiopulmonar, y después de
exsanguinarlo con solucién salina se preservo por 24 h en solucion salina a 4°C. Para medir la tasa
de produccion de sustancia P y acetilcolina, se hizo recambios del liquido intravascular a los 15
miny a las 6, 12 y 24 h, midiendo la concentracién de estos mediadores en el liquido. Con el fin de
estudiar la actividad de la endopeptida neutra (NEP), enzima convertidora de angiotensina (ACE) y
acetilcolinesterasa (AChE) se tomaron muestras de I6bulos pulmonares a estos mismos intervalos
de tiempo. El efecto de la preservacién pulmonar sobre la funcién vascular se determiné a las 0, 6,
12 y 24 h evaluando el coeficiente de filtracién capilar pulmonar (mKf,c) con la técnica de pulmén
aislado y perfundido. En pulmones preservados por 24 h se midié por separado el efecto de un
antagonista inespecifico de la sustancia P (fragmento 4-11 SP), un antagonista especifico de los
receptores NK1 (L-732,138) y de la atropina, afiadidos al liquido intravascular durante la
preservacion. Se evaluaron también los cambios en la permeabilidad en pulmones preservados por
24 h y reperfundidos con sangre autéloga heparinizada, en vez de solucién de Krebs. La posible
influencia de la heparina en estos experimentos se evalu6é afiadiendo heparina a la solucién de
Krebs usada en la reperfunsion. Resultados: La sustancia P y la acetilcolina se liberan durante la
preservacion pulmonar, con tasas maximas de liberacion en los primeros minutos y disminucién
exponencial durante las 24 h de estudio. Las actividades enzimaticas de la NEP, la ACE y la
acetilcolinesterasa en el tejido pulmonar no varian de forma significativa durante el periodo de
preservacion de 24 h. La preservacion pulmonar produjo un aumento progresivo del mKf,c (medido
usando reperfusion con Krebs) que alcanzé significancia estadistica a las 12 h (p<0.05) y 24 h
(p<0.01). La elevacién del mKf,c se evitd completamente con la administracion del fragmento 4-11

SP en el liquido intravascular de preservacion (p<0.01), y el mismo efecto tuvo el L-732,138
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(p<0.01). La atropina no evit6 el deterioro de la permeabilidad capilar después de la preservacion
pulmonar. El pretratamiento de los conejos con capsaicina antes de su sacrificio no modifico el
deterioro de la permeabilidad vascular ocurrido durante la preservacion pulmonar. La reperfusion
con sangre autdloga heparinizada protegié a los pulmones preservados por 24 h del incremento de
la permeabilidad vascular. Al evaluar el papel de la heparina en estos Ultimos se encontré que la
heparina sola, adicionada al Krebs usado para la reperfusién, pudo evitar el deterioro de la
permeabilidad de la misma forma que lo hizo la sangre heparinizada. Conclusiones: Nuestros
resultados sugieren que la sustancia P interviene de forma importante en el aumento de la
permeabilidad vascular pulmonar que se observa después de 24 h de preservacién. Este efecto
nocivo de la sustancia P se mostré claramente cuando los pulmones fueron reperfundidos con
Krebs, pero no pudo ser evidenciado cuando la reperfusion fue realizada con sangre autéloga
heparinizada, probablemente debido al efecto antagénico de la heparina sobre la actividad de la

sustancia P.
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ANTECEDENTES

EL TRASPLANTE PULMONAR

Los procedimientos quirdrgicos actualmente disponibles frente a la enfermedad pulmonar
avanzada, irreversible y terminal son la cirugia de reduccion de volumen pulmonar vy el
trasplante de pulmén. La cirugia de reducciéon de volumen pulmonar es un procedimiento
gue solo esta indicado en el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
con predominio del enfisema. Por el contrario, el abanico de indicaciones para el
trasplante de pulmén es mucho méas amplio, ya que el trasplante puede plantearse, al
menos potencialmente, para el tratamiento de la enfermedad pulmonar avanzada e
irreversible de cualquier etiologia.

A partir de que en 1967 se hizo el primer trasplante pulmonar [2-4] en animales de
experimentacion, y luego en humanos en 1983, las técnicas quirurgicas para realizar este
procedimiento se han ido perfeccionando progresivamente a través de los afios. Asi, el
trasplante de pulmén ha evolucionado hasta convertirse en la actualidad en el tratamiento
de eleccion de la enfermedad pulmonar terminal, médicamente irreversible [5-7].
Lamentablemente, s6lo un ndmero limitado de pacientes con enfermedad pulmonar
terminal podran beneficiarse de un trasplante de pulmén. Los problemas que limitan la
utilidad del trasplante como procedimiento clinico generalizado son la escasez de
donadores, la falla primaria del injerto y el rechazo inmunolégico crénico, que en forma de
bronquiolitis obliterante conduce a la insuficiencia respiratoria [8-11]. La expectativa de
solucionar los problemas citados constituye el motor de la investigacion en trasplante de

pulmon.

Indicaciones y contraindicaciones

Las principales indicaciones y contraindicaciones del trasplante pulmonar se resumen en
el Cuadro 1. En general, la mayoria de los pacientes en quienes se han realizado
trasplantes pulmonares han sido aquellos pacientes con insuficiencia respiratoria en fase
avanzada debida a fibrosis quistica, bronquiectasias, enfisema pulmonar, fibrosis
pulmonar idiopatica e hipertension pulmonar primaria. Sin embargo, otras causas de
insuficiencia respiratoria pueden ser consideradas indicaciones de trasplante pulmonar vy,

ademas, se considera indicacién de retrasplante el desarrollo de bronquiolitis obliterante
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Cuadro 1. Indicaciones y contraindicaciones del trasplante pulmonar

Indicaciones Contraindicaciones

Enfermedad pulmonar terminal (parenquimatosa 0 Expectativa de vida < 2 afios

vascular) no tratable

Nivel NYHA* funcional clase Il o IV Uso de tabaco, alcohol y drogas
Limitacion sustancial de actividades diarias Infeccién por HIV
Riesgo alto de muerte antes del trasplante Cirrosis hepatica, hepatitis By C

*NYHA New York Heart Association. Tomado de Pasupathy [155]

secundaria a rechazo cronico con insuficiencia respiratoria, que sea nuevamente
irreversible y terminal [12]. El trasplante pulmonar esta contraindicado cuando existe
enfermedad tumoral, enfermedad del sistema nervioso central, hepatica o renal avanzada
y ho recuperable, enfermedad infecciosa pulmonar activa y/o cuadro séptico, tabaquismo
y drogadiccion. Ademas de las indicaciones y contraindicaciones que deben cumplir
cualquier receptor potencial, y que estan sefialadas en el cuadro 1, se han sugerido

criterios especificos para algunas enfermedades [13] sefialados en el Cuadro 2.

Tipos de trasplante pulmonar

El trasplante pulmonar puede realizarse en cuatro modalidades, ya sea que se trasplante
uno o los dos pulmones, con o sin inclusion del corazén, o que solo se trasplante uno o
dos l6bulos pulmonares.

Trasplante unipulmonar o unilateral. Hasta mediados de los afios 1990 éste era
el tipo mas frecuente de trasplante pulmonar, pero fue igualado en frecuencia, y luego
superado en los ultimos afios, por el trasplante bilateral [14]. Las indicaciones del
trasplante unilateral abarcan todas las enfermedades pulmonares terminales e
irreversibles no supurativas (enfisema, hipertension pulmonar, enfermedad pulmonar
intersticial) y aquellas enfermedades pulmonares que se acompafan de enfermedad
cardiaca que puede ser corregida quirdrgicamente, correccion que se efectia en el mismo
tiempo quirdrgico que el trasplante [15]. El trasplante unilateral esta también indicado para
las enfermedades pulmonares restrictivas debido a que la disminucion del funcionamiento

y el incremento de la resistencia del pulmén remanente del receptor tiene como resultado
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Cuadro 2. Criterios de seleccion para candidatos para recibir
trasplante de pulmén

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

Deterioro funcional clase Il de la NYHA
FEV1 < 500 ml

FEV1 < 20% del predicho

Deterioro rapido del FEV;

Hipoxia, hipercapnia

Pérdida de peso

Fibrosis pulmonar

Deterioro funcional clase 11l de la NYHA
Hipoxia al ejercicio

Capacidad de difusion para CO < 30% del predicho

Hipertension vascular pulmonar

Deterioro funcional clase Il de la NYHA
Presion media en arteria pulmonar > 55 mmHg
Presion media en auricula derecha > 10 mmHg
indice cardiaco < 4 L/min/m?

Falta de respuesta al tratamiento médico

Bronquiectasias, Fibrosis quistica

Deterioro funcional clase Il de la NYHA
FEV; <500 ml

FEV1 < 20% del predicho

Deterioro rapido del FEV;

Hipoxia e hipercapnia

Pérdida de peso

Infecciones de repeticion

Hemoptisis

Neumotdrax

NYHA=New York Heart Association. Tomado de Pasupathy [155]
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la ventilacion y la perfusién preferenciales del pulmén trasplantado [16]. Las ventajas del
trasplante unilateral es la relativa simplicidad de la intervencion quirdrgica, en
comparacion con el trasplante bilateral, el mayor margen de compatibilidad de tamafio
entre el donador y el receptor, y el aprovechamiento 6ptimo de los érganos donados, ya
que el corazén y el pulmoén contralateral pueden ser trasplantados a otros receptores.
Entre sus desventajas se incluyen la posibilidad de desequilibrio de la
ventilacion/perfusion entre el pulmoén nativo y el trasplantado y la dificil cicatrizacion de la
anastomosis bronquial [8,9]. Debido a que la técnica quirargica del trasplante unilateral es
menos compleja que la del bilateral, la primera puede estar indicada en pacientes con
edad avanzada, toracotomia previa en uno de los hemitérax u otras condiciones que
puedan aumentar la morbilidad.

Trasplante bilateral secuencial. El trasplante pulmonar bilateral ofrece la ventaja
de extirpar todo el tejido pulmonar enfermo. Por este motivo, esta especialmente indicado
en aquellas patologias pulmonares supurativas como las bronquiectasias o la fibrosis
guistica, ya que si se trasplantara un solo pulmén se corre el riesgo de que éste se infecte
por el pulmdén nativo remanente [17].

Trasplante cardiopulmonar. Este tipo de trasplante esta indicado cuando la
enfermedad pulmonar se acompafa de enfermedad cardiaca terminal, si esta Ultima no
puede ser corregida quirargicamente [8].

Trasplante lobar Gnico o lobar bilateral. Los trasplantes lobares se realizan con
donador vivo consanguineo y estan justificados para aquellos candidatos a trasplante con
riesgo inminente de muerte y para los que no se dispone de un pulmén procedente de

donador cadavérico [11,18].

Evaluaciéon del donador
Ademas de estar con muerte cerebral, que es la condicién basica que debe tener el
donador de pulmén, la evaluacion clinica y funcional de los pulmones debe corroborar que
estan libres de gérmenes patdgenos y que, presumiblemente, son capaces de soportar la
agresion que supone el trasplante [19,20]. Lo anterior permite garantizar la hematosis una
vez trasplantados los pulmones en el receptor. En la actualidad se considera que el
donador debe cumplir las siguientes condiciones [19,20]:

1 Edad menor a 55 afios.

2 Ausencia de historia de neoplasia previa.

3 Compatibilidad del sistema ABO.
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4 Radiografia de térax normal.

5 Presion parcial de oxigeno en sangre arterial (PaO,) superior a 300 mmHg, con
fraccion inspirada de O, (FiO,) de 1 y presién en via aérea al final de la espiracion
(PEEP, por sus siglas en inglés: positive end expiratory pressure) de +5 cmH,0.

6 No fumador o fumador de menos de 20 paquetes-afio.

7 Ausencia de historia de traumatismo torécico.

8 Ausencia de historia de cirugia toracica previa.

9 Ausencia de episodio de aspiracion broncopulmonar de material del tubo digestivo.

10 No estado de sepsis.

11 No estado de coagulacién intravascular diseminada.

12 Ausencia de secreciones purulentas en la broncoscopia.

13 Tincién de Gram del esputo con ausencia de bacterias, hongos y/o leucocitos en

cantidad significativa.

Puesto que la escasez de drganos es actualmente el factor mas importante que limita la
difusion del trasplante de pulmoén, algunos autores, con el objetivo de aumentar el nUmero
de procedimientos, han ampliado los criterios anteriores de seleccién de donadores,
habiendo publicado resultados aceptables con donadores “limitrofes” o “marginales”. Se

han trasplantado incluso pulmones procedentes de donadores vivos [18].

Evaluacién del receptor

La evaluacion clinica del receptor pretende obtener informacion relativa a tres aspectos
fundamentales que van a determinar la indicacién y el momento de efectuar el trasplante
[21]. Los dos primeros son el estado evolutivo de su enfermedad respiratoria y el grado de
deterioro funcional, de modo que el momento Optimo de incluir al paciente en la lista de
espera para trasplante es aquél cuando la enfermedad esta ya en fase avanzada y con
grave deterioro funcional. Sin embargo, al mismo tiempo debe cumplirse el tercer aspecto
gue consiste en que la expectativa de vida del paciente sea lo suficientemente amplia
(entre 1 y 2 afios) como para permitirle esperar a que se presente la oportunidad de

realizar el trasplante pulmonar.
Morbilidad y mortalidad postrasplante

Incluyendo todas las modalidades de trasplante pulmonar, la supervivencia actual

registrada es del 78% al afio y del 45% a los cinco afios [22]. Las causas de morbilidad o
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mortalidad son las mismas en todos los tipos de trasplante pulmonar. Por convencién, se
define como morbilidad o mortalidad temprana cuando el evento morboso o el
fallecimiento ocurre dentro de los primeros 90 dias postrasplante, o tardia si ocurre mas
all4 de este periodo [23].

Morbilidad o mortalidad temprana. Como se puede observar en la Figura 1, la falla
primaria del injerto (generalmente manifestacion de la lesiéon por isquemia-reperfusion) es
la causa mas frecuente de muerte temprana. Le siguen las infecciones bacterianas y/o
por citomegalovirus, insuficiencia cardiaca o hemorragia, dehiscencia de la sutura
bronquial u otras fallas o complicaciones técnicas, rechazo inmune agudo o hiperagudo,
etc. [24].

Morbilidad o mortalidad tardia. El rechazo crénico en forma de bronquiolitis
obliterante es responsable de hasta un 29% de muertes tardias. Los cuadros infecciosos
y sépticos suponen el 30%. Estos ultimos tienen a la bronquiolitis obliterante como factor
de predisposicién y se desarrollan, con frecuencia, en su presencia como enfermedad de
base [25].

Sobrevida postrasplante pulmonar Causas de muerte (0-30 dias)

100 - %
% 90 - 30:
2 80- o
S 70 : 0: %
Tiempo postoperatorio (meses) ;53 g g % E

FIGURA 1. Sobrevida y principales causas de mortalidad en pacientes que recibieron un

trasplante pulmonar. Gréficas construidas con datos publicados por Trulock y col. [1]
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LA PRESERVACION PULMONAR

El término preservacion denota al conjunto de técnicas y/o tratamientos cuyo objetivo es
el mantenimiento estructural y funcional del érgano que se transplanta. En la préactica
clinica actual la totalidad de los centros que trasplantan pulmén realizan la preservacion
pulmonar mediante el método de perfusion anterégrada e inmersion fria [26,27]. Todos los
autores resaltan la importancia de evitar que haya zonas del pulmén que no resulten
perfundidas por la solucién de preservacion y que no estén, por tanto, preservadas. Para
conseguir que la distribucion de la solucion de preservacion en los pulmones sea uniforme
y completa se aconseja perfundir a baja presién, con el pulmén insuflado y mientras esta
siendo ventilado [21,26,27]. También se aconseja adicionar a la solucién prostaciclina
(PGIl,), que es un potente vasodilatador arterial pulmonar. Se pretende con ello evitar la
vasoconstriccion refleja que puede provocar la perfusion del arbol vascular pulmonar
[21,26]. Por lo demas, no existe unanimidad en cuanto a qué tratamientos deben
administrarse al donador, qué composicion debe tener el liquido a perfundir, qué
condiciones de almacenamiento del 6rgano son las mas adecuadas, como debe hacerse

la reperfusion, o qué tratamientos deben darse al receptor.

LA FALLA PRIMARIA DEL INJERTO

Entre el 13 y el 35% de los pacientes que son sometidos a trasplante pulmonar presentan
falla primaria del injerto en las primeras horas después del trasplante, manifestada por
edema agudo pulmonar [28]. Esta frecuencia, sin embargo, podria elevarse hasta un 97%
de los sujetos trasplantados si se considera exclusivamente el punto de vista radioldgico
[29]. La falla primaria del injerto suele manifestarse durante las primeras 48 h posteriores
al trasplante, llegar a su maxima expresion alrededor del dia 5 y, en aquellos pacientes
gue sobreviven, resolverse en las siguientes 2 semanas [30]. El espectro clinico de esta
complicacién puede ir desde ligera hipoxemia asociada con algunos infiltrados en la
radiografia, hasta un sindrome completo de dificultad respiratoria aguda con infiltrados
extensos en la radiografia, deterioro grave del intercambio gaseoso y aumento de la
resistencia pulmonar (Figura 2) [21,31]. La falla primaria del injerto reviste gran
relevancia, ya que la International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
menciona que es responsable de hasta un tercio de la mortalidad perioperatoria [1].

La falla primaria del injerto ha recibido diversos sin6nimos, tales como lesion por
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FIGURA 2. Manifestaciones
radiologicas de falla primaria del
inferto. En comparacion con una
radjografia de torax normal (A), en la
falla primaria del injerto aparecen
imagenes de llenado alveolar que
abarcar la totalidad de un pulmon, en
el caso del trasplante unilateral (B).
En el trasplante pulmonar bilateral
los infiltrados pueden estar en uno o
ambos (C) pulmones.

isquemia-reperfusion, respuesta de reimplantacion pulmonar, disfuncién temprana del
injerto, lesién por reperfusiéon, edema por reperfusion y edema por reimplantacion [21].
Aunque el mecanismo basico de esta falla es controversial, se considera que es
debida a dafio endotelial ocasionado por el periodo de isquemia durante la preservacion
pulmonar, lo que ocasiona incremento de la permeabilidad vascular [32]. El pulmén es
muy sensible a los estados de isquemia. El curso temporal del deterioro del pulmén sin
preservar, después del paro circulatorio, fue examinando mediante microscopia
electrénica semicuantitativa por D’Armini y col. [33], quienes concluyeron que la mayoria
de los tipos celulares soélo toleraban de 30 a 60 min de hipoxia isquémica sin presentar
lesiones irreversibles. Song y col. [34] estudiaron un modelo de trasplante unilateral de
pulmén en rata, con preservacion del pulmoén de donador a 4°C hasta por 24 h. Después
de preservacion por 12 h habia menos del 2% de células muertas (30% de ellas por
apoptosis), a las 18 y 24 h esta cifra se elevaba a 11% y 27%, respectivamente (con muy
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escasa apoptosis). Estos autores corroboraron, ademas, que la funcién de intercambio
gaseoso disminuyé significativamente al aumentar el tiempo de preservacion. En la
actualidad se considera que la tolerancia del pulmén a la isquemia caliente o
normotérmica sin preservacion es de apenas una hora [35]. Sin embargo, a pesar de esta
gran sensibilidad a la isquemia, las diversas técnicas de preservacion que se emplean en
el trasplante clinico humano (hipotermia, perfusion de soluciones especiales) han
permitido que el pulmén donador tolere periodos de isquemia de entre 5y 7 horas con
una relativamente buena funcién pulmonar [20,36,37]. Este margen de tiempo resulta ser
excesivamente corto para la utilizacion 6ptima de un recurso escaso y valioso como son
los pulmones humanos aptos para trasplante, y contrasta notablemente con otros érganos

como higado y rifién, que pueden ser preservados hasta por periodos de 12 a 24 h.

MECANISMOS DE PRODUCCION DE LA FALLA PRIMARIA DEL INJERTO

Lesion por isquemia

El trasplante de cualquier 6rgano, y por ende del pulmén, supone su extraccién del
donador para trasplantarlo en el receptor. Esto exige la seccion completa de las
conexiones viscerales del érgano. Durante el lapso de tiempo entre la extraccion y la
implantacién quedan interrumpidos el flujo sanguineo y la ventilacién. La consecuencia
del cese de la perfusion pulmonar es la interrupcion del normal intercambio hidrico,
electrolitico, de sustratos metabdlicos y de oxigeno y bidxido de carbono entre la sangre y
el espacio intersticial, y entre éste y las células.

El oxigeno es el aceptor ultimo de los electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial. La falta de oxigeno paraliza la cadena respiratoria y el ciclo de Krebs. Se
paraliza, por tanto, la produccion aerébica de adenosintrifosfato (ATP). Se estimula
entonces la glucogenolisis y la glicdlisis [38]. La sintesis de ATP queda a expensas de la
glicélisis anaerdbica, capaz de rendir s6lo el 5% de las moles de ATP que rinde la
fosforilacion oxidativa completa con igual cantidad de glucosa. ElI metabolismo anaerdbico
supone la produccion y acumulacién de acido lactico, capaz de atravesar la membrana
celular y de salir de la célula, con la consiguiente disminucién del pH intra y extracelular.
Se ha demostrado que la acidosis puede alterar la estabilidad se los lisosomas, e inducir
ruptura de los mismos y lesion celular [20,39].El ATP es el aportador universal de energia

de utilizacion inmediata en la célula. Durante la isquemia la sintesis limitada de ATP hace
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gue disminuya rapidamente la carga energética celular [20,31,40]. En consecuencia, las
funciones celulares que precisan energia (es decir, dependientes de ATP) quedan
rapidamente afectadas, tales como la sintesis proteinica y de acidos nucleicos y el
transporte transmembranal de iones en contra de gradientes de concentracion, eléctricos
u osmoticos. Los procesos celulares regenerativos y generativos no pueden llevarse a
cabo, con lo que aparece lesién primero y necrosis después.

El pulmén es un 6rgano muy sensible a la isquemia [35,41-43]. Las lesiones
pulmonares, inicialmente reversibles, aparecen ya entre los 20 y 30 minutos de isquemia
caliente o normotérmica [42,43]. Estas lesiones iniciales consisten en ingurgitacion celular
por entrada de agua al interior de la célula, agua que acompaiia la entrada de iones Na* y
Ca?". Al fracasar la bomba Na'/K* dependiente de ATP (Na'/K* ATPasa) la célula es
incapaz de evacuar el Na* que entra pasivamente a favor de gradientes de concentracion,
y es incapaz de retener i6n K* que sale de la célula también pasivamente. Al entrar
relativamente mas Na’' que el K' que sale, se va perdiendo el potencial eléctrico
transmembranal (en condiciones normales, el exterior celular es ligeramente positivo con
relaciébn al interior) y se iran perdiendo, consiguientemente, aquellas funciones que
dependen directamente de la normalidad del mismo, como la excitabilidad o la
transmision de potenciales de accion [39,43]. La entrada de Na™ al interior celular arrastra
al ion CI” a favor de gradiente eléctrico y ambos arrastran agua a favor de gradiente
osmdtico, con lo que la célula se ingurgita [44]. La carencia de ATP deteriora también la
funcion de los canales del Ca?*. La entrada de Ca?" a favor de gradiente de concentracion
al interior de las células (las concentraciones citosélicas de Ca®* son del orden de 10’ My
las del liquido extracelular de 10 M) induce la activacion de enzimas calcio-sensibles,
como la lipasa A, y proteasas, las cuales pueden iniciar procesos de degradacién
proteinica y de los fosfolipidos de membrana [39].

A los 90 6 120 minutos las lesiones son ya irreversibles. El hecho de que la lesion
sea o0 no reversible depende fundamentalmente de la deplecién intracelular de nucleétidos
de adenosina: los nucleétidos (ATP, ADP y AMP) no pueden atravesar la membrana
celular, pero si lo hacen los nucledsidos. La adenosina, producto del nucleétido al perder
su ultimo grupo fosfato, se degrada aln mas a inosina, xantina e hipoxantina, y ésta
finalmente a acido Urico. Si ha habido pérdida masiva de adenosina sera imposible, por
falta de sustrato disponible, recuperar las concentraciones intracelulares normales de
nucledtidos y por ende, de la carga energética celular, incluso aunque se restablezcan las

condiciones de aerobiosis [27].
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Mecanismos metabélicos de adaptacion celular a la hipoxia. La respuesta
celular a la hipoxia se ha estudiado en modelos experimentales de células en cultivo.
Parece que las células son capaces de una cierta regulacion del metabolismo en
respuesta a presiones parciales bajas de O, especialmente si han sido sometidas
previamente a una cierta adaptacion a la hipoxia, es decir, si la hipoxia se ha producido
de forma lenta y progresiva [27,45].

La regulacion metabdlica consiste basicamente en una inhibicion de la
fosforilacion oxidativa, que necesita O, como aceptor de electrones, acompafada de la
inhibicién simultdnea y complementaria de algunas de las funciones celulares que
necesitan ATP. En concreto, quedan inhibidas la sintesis proteinica y de urea y la
gluconeogénesis (esto ultimo ha sido observado en hepatocitos aislados) [46]. Por el
contrario, aunque las demandas de ATP para la bomba Na'/K" ATPasa se reducen
también, su supresion en términos porcentuales es inferior a la de la inhibicion general del
metabolismo del ATP. El resultado es que la bomba Na*’/K* ATPasa consume hasta un
75% del total del gasto celular de ATP. En definitiva, se inhiben de modo selectivo las vias
metabdlicas de gasto de ATP, quedando fuertemente inhibidas aquellas funciones que no
son imprescindibles de modo inmediato para mantener la viabilidad celular. De ese modo,
las células intentan desviar el poco ATP disponible para su utilizacion en aquellas
funciones que no admiten suspension, como lo es el mantenimiento de la permeabilidad
selectiva de iones por parte de la membrana citoplasmica. Como mecanismo a nivel
molecular se ha sugerido que la enzima citocromo-oxidasa mitocondrial puede funcionar
como sensor de la falta de oxigeno, y como inductor de los mecanismos antes citados de

adaptacion reversible a la hipoxia tisular [21,27,45].

Lesion por reperfusion
El implante del pulmén en el receptor significa la reconstruccion de las conexiones
viscerales fundamentales del 6rgano: arteria y venas pulmonares y via aérea. La
vasculatura bronquial, dependiente de la circulacién sistémica, habitualmente no se
reconstruye. Tampoco se reconstruye la inervacion pulmonar. No se conoce el impacto
deletéreo que la falta de circulacion bronquial puede producir en el pulmén implantado
[24].

El reimplante del érgano es seguido inmediata y subitamente de la reperfusion y
reventilaciéon del mismo. La reperfusion es causa de nuevas lesiones pulmonares,

provoca mayor deterioro estructural y funcional del que el érgano presentaba soélo por
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isquemia y enfriamiento [26,47,48]. Obviamente, no habria lesiéon por reperfusion si no
hubiera lesiones previas por isquemia. Es decir, si el 6rgano no hubiera sufrido isquemia,
0 no hubiera sufrido ningn cambio o dafio durante la fase de isquemia, no deberia haber
lesion por reperfusion [26].

La lesion celular y organica que comienza a producirse en la fase de
isquemia/enfriamiento se incrementa en la de reperfusion. Se han realizado estudios
histolégicos de pulmén de rata tras el periodo de isquemia (caliente o fria) antes de la
reperfusion [47] y/o después de la misma [49,50]. Tras una preservacion fria, la lesion
histolégica se caracteriza por adelgazamiento de las células endoteliales y de los
neumocitos tipo | y agregacion de los cuerpos lamelares en los neumocitos tipo II.
Aparece edema perivascular y peribronquiolar y engrosamiento de la membrana basal
con rupturas ocasionales de la continuidad de la membrana alveolo-capilar, y las
alteraciones se hacen mas intensas a medida que aumenta el tiempo de preservacion
[47,49,50]. Parecidos hallazgos han sido referidos para pulmones humanos [13,51].

La reperfusion de un érgano sometido a isquemia, con o sin enfriamiento, produce
intensificacién y progresion de sus lesiones estructurales. En el caso del pulmon, las
estructuras blanco de la lesidon por reperfusién son fundamentalmente las células
endoteliales y los neumocitos tipo | y Il [33,52-55]. A las 24 horas de reperfusién in vivo
hay edema intersticial y alveolar, congestion vascular difusa y hemorragia intraalveolar,
ésta ultima de distribucién irregular [56]. Es de destacar que estas alteraciones estan ya
presentes en el pulmén a los 5 minutos de reperfusion [57]. A las 24 horas de reperfusion
el endotelio vascular presenta pérdida de la conexion intercelular. Las rupturas de la
continuidad de la membrana alveolo-capilar se hacen mas intensas y generalizadas,
presentando numerosos agujeros. Durante la isquemia las células del epitelio bronquial
muestran signos de degeneracion y pérdida de cilios, pero al parecer estas alteraciones
son reversibles tras 24 horas de reperfusion [57]. Todavia a los 30 dias de reperfusion los
pulmones suelen mostrar signos de inflamacién crénica, cicatrizacion e infiltracion por
abundantes macrofagos cargados de hemosiderina [57].

También han sido estudiadas las alteraciones ultraestructurales de mitocondrias
de las células del epitelio bronquial y del endotelio. Las lesiones mitocondriales consisten
en distorsién de las crestas de la lamina interna, ingurgitacion y alteraciones de la
cromatina [58,59]. Igualmente, la intensidad de las alteraciones ultraestructurales
descritas en los cuerpos lamelares de los nheumocitos tipo Il parecen tener una relacion

inversa con el rendimiento funcional del injerto tras el reimplante [56,58].
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Produccién de radicales libres de oxigeno. Es muy probable que los efectores
Ultimos de la lesién por reperfusion pulmonar sean los radicales libres de oxigeno o
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Estos incluyen el radical
superéxido (Oy), el radical hidroxilo (OH’), el peroxido de hidrogeno o agua oxigenada
(H20,) y el oxigeno monoatdémico (O). Los ROS se caracterizan por poseer electrones no
emparejados, que son responsables de su alta reactividad quimica oxidante y
consecuente capacidad lesiva [20,60]. En condiciones normales los ROS son producidos
en escasa cantidad en las mitocondrias y liberados al citosol. También se producen en el
citoplasma de las células endoteliales durante la sintesis de prostaglandinas y por
neutréfilos y macréfagos activados. También en condiciones normales los ROS no causan
lesion, pues son rapidamente degradados a O, y H,O por tres sistemas enziméaticos. La
superoéxido-dismutasa (SOD) cataliza la trasformacion del O," en H,O, y H,O. La catalasa
y la glutation-peroxidasa catalizan la descomposicion del H,O, en H,O y O, [60].

En la lesion por isquemia-reperfusion el origen de los ROS es doble. Durante la
hipoxia algunos de los cambios metabdlicos que acontecen en el érgano hipdxico van a
conducir a un desarreglo en la produccién y eliminacion de los ROS. En concreto, la
enzima que en condiciones normales cataliza el paso de xantina a hipoxantina es la
xantina-deshidrogenasa. En la fase de hipoxia esta enzima se convierte en xantina-
oxidasa por la accion de una proteasa calcio-dependiente. Igualmente, durante la hipoxia
se producen cantidades anormalmente elevadas de xantina e hipoxantina por
degradacién de ATP, por mecanismos ya comentados anteriormente. En el momento de
la reperfusion, la xantina-oxidasa produce O,  siendo los sustratos metabdlicos la
hipoxantina producida durante la isquemia y el O, aportado en la reperfusion. El radical
O,’, aunque por si mismo es relativamente inocuo, reacciona a su vez con el H,O, para
producir radical OH" y oxigeno monoatomico. Estas dos Ultimas especies quimicas,
altamente reactivas y peligrosas son capaces de causar dafo e incluso muerte celular por
ataque oxidativo al DNA, que pierde su estructura normal, a las proteinas, provocando
inactivacion enzimatica, y por peroxidacion lipidica de los lipidos poliinsaturados,
causando ruptura de las membranas e inactivacion de los sistemas enzimaticos ligados a
membranas [27,60].

La lesion celular asi iniciada induce la activacion de neutréfilos y macréfagos, que
se constituyen en el eje central de la respuesta inflamatoria [61]. Estas células activadas

son también productoras de ROS mediante un mecanismo calcio dependiente [60,62].

<219



14 Mediadores quimicos e infiltracién por células inflamatorias. Tanto los neumocitos
como las células endoteliales dafiadas son productoras y liberadoras de factores
mediadores de la inflamacién, citocinas e interleucinas [61,63]. Factores mediadores
de la inflamacion son los eicosanoides, grupo de sustancias biolégicamente activas
que se generan a partir del &cido araquidénico, constituyente normal de las
membranas celulares y que se libera por accion de la fosfolipasa A,. Si el acido
araquidonico entra a la llamada “via de la ciclooxigenasa” se produciran tromboxanos
A, y By (TxA, y TxBy), prostaciclina (PGl,) y prostaglandinas PGD,, PGE, y PGF,,.
También a partir del acido araquidénico, pero por la “via de la lipoxigenasa” se
originan los leucotrienos LTA4, LTBy4, LTCy4, LTD, y LTE, [64]. El factor de activacion
plaguetaria (PAF) es también sintetizado a partir de lipidos, en este caso por accién
de la lipasa A, [65,66]. Otras citocinas liberadas son el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interferon gamma (IFN-y), e interleucinas IL-1, IL-2, IL-6 y IL-8 [67,68]. La
liberacion de estos mediadores resulta en el reclutamiento exponencial, en cascada,
del segundo componente de la lesion por reperfusion, la respuesta inflamatoria, con
activacion leucocitaria, del sistema del complemento y de la coagulacién [61,65,69].
La activacion del sistema del complemento lleva a la liberacién de C3a y C5a que
pueden aumentar la permeabilidad vascular, causar contraccién del musculo liso,
inducir quimiotaxis y migracion de leucocitos, opsonizacién y fagocitosis y provocar
agregacion plaquetaria. Las proteinas terminales del complemento forman el complejo
terminal C5b-C9, el cual es capaz de provocar lisis celular por ataque directo a la
membrana [70]. La inflamacién produce aumento de la permeabilidad vascular,
secuestro leucocitario, agregacion plaquetaria e infiltracion del 6rgano y lesion
inflamatoria por leucocitos, macréfagos y plaquetas activados. Se cierra asi un circulo
vicioso lesivo, puesto que la respuesta inflamatoria esta originada por, y dirigida
contra el drgano injertado [61,65,69]. La importancia e intensidad de la lesion por los
mecanismos sistémicos de inflamacién queda patente con la demostracion de que,
tras el trasplante unipulmonar, la lesién posreperfusion desencadenada por el pulmon
trasplantado afecta también al pulmén nativo, sin que éste haya sufrido hipoxia,
reperfusion o trauma quirdrgico [71]. Efecto del enfriamiento

15 El enfriamiento provoca una disminucién general del metabolismo. La mayoria de
las enzimas de animales homeotérmicos muestran una disminucion de su actividad a
la mitad por cada 10°C de descenso de la temperatura [72]. Al disminuir la actividad

metabdlica el enfriamiento produce el efecto deseado de disminuir las necesidades
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celulares de energia y, por tanto, de ATP, aumentando de ese modo la tolerancia del
o6rgano a la isquemia. El enfriamiento disminuye pero no detiene el metabolismo.
Durante la preservaciéon pulmonar fria se ha demostrado consumo de O, y eliminacion
de CO,, incluso a temperaturas tan bajas como 10°C [72,73].

Est4 demostrado que el enfriamiento brinda una extraordinaria proteccion, puesto
que el tiempo de exposicion necesario para causar lesion isquémica a bajas temperaturas
excede francamente del requerido para producir lesion por isquemia caliente [26,48]. Sin
embargo, el enfriamiento puede ser lesivo en si mismo. La presencia de lesiones
adicionales a las propias de la isquemia caliente sugiere que existen mecanismos de
lesion que son propios del frio intenso [74,75]. El frio disminuye el metabolismo de forma
no selectiva [74,75]. El enfriamiento interrumpe también los mecanismos de inhibicion
selectiva que la célula despliega frente a la hipoxia. Durante la fase de frio se disminuye
la produccién de ATP, incluso en presencia de suficiente O,. Parece que hay una
inhibicion por frio de la fosforilacion oxidativa, mediada por la entrada de Ca? en la
mitocondria [15]. La eficiencia de la bomba de Na'/K* queda reducida con el frio, por lo
gue la entrada de iones y la ingurgitacién celular acompafiante son fenbmenos mas
intensos en la isquemia fria que en la normotérmica [23]. Se inhibe la sintesis proteinica,
por lo gue los mecanismos normales de regeneracién y reparacion celular estaran
limitados. También lo estaran las enzimas de la glucdlisis anaerébica. Es posible que los
mecanismos de adaptacion que sobre el metabolismo energético induce la isquemia
caliente no sean exactamente los mismos que los de la isquemia fria. En este sentido,
algunos autores han apuntado la posibilidad de que en condiciones de hipotermia intensa
los &cidos grasos y/o los cuerpos cetonicos se usen preferentemente en lugar de la
glucosa como sustratos del metabolismo energético [76]. Finalmente, el cambio de fase
del agua liquida a solida puede ser lesivo no soOlo a nivel del citoplasma, sino
especialmente a nivel de las membranas y/o del citoesqueleto [77]. La formacién de
cristales de hielo se inicia a los 4°C, lo que puede ser causa de rigidez de las estructuras
celulares y secundariamente de lesion. En concreto, aunque la temperatura de
congelacion de las membranas lipidicas no se conoce, es posible que esté por encima de
la de congelacién del agua. De ser asi, a temperatura de 4 6 5°C puede que las
membranas de fosfolipidos se hayan solidificado, o simplemente hayan perdido
flexibilidad y se hagan mas fragiles, lo que podria dar lugar a rupturas o desgarros de las

membranas citoplasmica, nuclear o de los organelos intracitoplasmicos [77].
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Disfuncidn endotelial y vascular

En condiciones normales las células endoteliales resultan claves en la regulacion del tono
vasomotor y en el mantenimiento de la homeostasis vascular. La lesién endotelial en la
isquemia-reperfusion produce alteracion de la fisiologia endotelial [78,79]. A nivel
intracelular, y dependiendo del receptor que haya sido estimulado, las sustancias
efectoras de la relajacion del musculo liso vascular son el AMP ciclico y el GMP ciclico
[79]. En condiciones normales, el oxido nitrico (NO) es continuamente sintetizado y
liberado por el endotelio. En el interior de las células musculares lisas de los vasos el NO
activa la guanilato-ciclasa, enzima que cataliza la produccién de GMP ciclico, el cual
efectia la relajacion muscular y, consiguientemente, la disminucién del tono y de la
resistencia vasculares [79-81]. Se ha demostrado inhibicién del NO en la reperfusion.
Junto a la accién vasodilatadora, el NO posee, ademas, actividad antiinflamatoria pues
inhibe la adhesion y diapedesis de neutréfilos y la agregacion plaquetaria [79,82-84].
Profundizando en el mecanismo de accion del NO, en un estudio realizado en un modelo
de trasplante de pulmdén en rata se observé que los efectos preservadores de la
nitroglicerina (sustrato metabdlico en la produccion de NO) adicionada a la solucién de
preservacion, fueron mejores que si se adicionaba hidralacina, aunque esta ultima tuviera
un efecto vasodilatador mas potente, precisamente porque la primera era capaz de inhibir
la reaccion inflamatoria [85]. Del mismo grupo es un estudio en el que se administra
dibutiril AMP ciclico, compuesto analogo al AMP ciclico y capaz de atravesar la
membrana celular. Los efectos benéficos observados no se limitan a la simple
vasodilatacion [70]. Sin embargo, el NO puede también tener efecto deletéreo en la
isquemia-reperfusion. En determinadas condiciones de pH &cido e hiperoxia, el NO puede
reaccionar con el O," con produccion de peroxinitrito (ONOQO), el cual puede inducir
muerte celular por toxicidad directa o por induccién de apoptosis [86,87].

En resumen, algunas alteraciones morfoldgicas caracteristicas de la isquemia-
reperfusion son ingurgitacion y ruptura celular, edema intersticial y taponamiento
intraluminal por agregados y/o restos celulares. A ello debe adicionarse la desregulacion
funcional del tono vasomotor pulmonar por inhibicion del NO, potente vasodilatador, y por
la liberacién, por parte de leucocitos y plaquetas activadas, de péptidos vasoactivos y

otras sustancias vasoconstrictora como la serotonina y el TxA, [88,89].

Alteracion del surfactante pulmonar

El surfactante pulmonar estd compuesto de una mezcla de proteinas y fosfolipidos, el
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mas importante de los cuales es la dipalmitoil-fosfatidilcolina. El surfactante, producido por
los neumacitos tipo Il y secretado al interior de la luz alveolar, tapiza la faz aérea de la
membrana alveolo-capilar. Su funcién es disminuir la tension superficial de la interfase
liguido-gas en el interior del pulmdn, lo que evita el colapso de unidades alveolares en la
espiracion y facilita la expansion pulmonar en la inspiracion, es decir, aumenta la
distensibilidad pulmonar, disminuyendo asi el trabajo respiratorio [88]. Posee también
funcién inmunoldgica y de defensa fisica frente a particulas y microorganismos inhalados
[90]. Cada vez mas se esta reconociendo el papel que la lesiobn especifica de los
neumocitos tipo Il y/o del deterioro de la composicion, funcibn o metabolismo del
surfactante pulmonar pueden jugar como mecanismos de lesion en la isquemia-
reperfusion [53,88,91-93].

Es de suponerse que durante el periodo de isquemia fria la sintesis de surfactante
esta inhibida en el marco general de la inhibicion metabdlica que produce el enfriamiento.
En el momento de la reperfusién el déficit de surfactante empeora, en tanto son
lesionados los neumocitos tipo Il y en tanto los fosfolipidos constituyentes del surfactante
hayan sido objeto de peroxidacion por los ROS. Cualesquiera que sean los mecanismos
implicados, la alteraciobn cuantitativa y/o cualitativa del surfactante va a provocar
disminucién de la distensibilidad pulmonar. El pulmdn precisara mayores presiones en la
via aérea para poder ser ventilado. Habra mas facilidad para que se produzcan zonas de
atelectasia. El déficit de surfactante favorece y se acumula a los demas factores que

conducen a la falla aguda del injerto.

POSIBLE PAPEL DE ACETILCOLINA Y SUSTANCIA P EN LA FALLA
PRIMARIA DEL INJERTO

Durante la extraccion del pulmén donador ocurre inevitablemente la seccion total de su
inervacion. Si bien en diversos tejidos se ha realizado mucha investigacion sobre las
consecuencias de la denervacion, la mayoria de los estudios se enfocan a los cambios
gue ocurren a nivel del sistema nervioso central (médula espinal, encéfalo), mas que a
nivel de fibras nerviosas periféricas, que en el caso del pulmén donador son las
relevantes. Tay y Wong observaron que las fibras nerviosas inmunorreactivas a sustancia
P de los ganglios cardiacos del mono disminuian progresivamente después de una
vagotomia proximal [94]. Sin embargo, estos cambios ocurrian en el curso de varias

semanas, por lo que podrian no ser aplicables a los eventos agudos posteriores a la

D3



denervacion pulmonar. Stanley y Drachman encontraron que la liberaciéon no cuantal de
acetilcolina en musculo esquelético diafragmatico de ratones declinaba a un 50% en las
primeras 4 h después de la denervacion aguda y, después de una recuperacion
transitoria, desaparecia horas méas tarde [95]. La liberacion cuantal, por otro lado,
permanecia mas o menos constante durante al menos las primeras 8 h.

El tejido nervioso es uno de los tejidos més sensibles al efecto nocivo de la
hipoxia. Por ejemplo, se sabe que las neuronas del cerebro cesan rapidamente su
metabolismo a los 5 6 10 segundos de suspenderse completamente la irrigacion
sanguinea [96] y que al cabo de pocos minutos de isquemia puede ocurrir dafio
irreversible de este tejido [97,98]. Algunos estudios sugieren que a nivel del sistema
nervioso periférico periodos de hipoxia no completa tienen también un efecto nocivo. Por
ejemplo, un periodo agudo de isquemia produce activacion de las fibras sensoriales y
provocan la liberacion de sustancia P [99]. Zee y col. desarrollaron un modelo
experimental en donde ratas recién destetadas fueron expuestas a condiciones de hipoxia
hipobarica (equivalente a una FiO, del 10%) durante 24, 48 y 72 h [100]. Estos autores
demostraron que la hipoxia incrementa la expresion del receptor NK1 en la
microvasculatura pulmonar y en los macr6fagos alveolares y qgue aumenta los niveles de
sustancia P a las 48 y 72 h, pero disminuye los niveles de mRNA de preprotaquicinina.
Matsuda y col. sometieron ratas por periodos mas prolongados de hipoxia (3 meses),
encontrando que al final de este lapso existia un aumento en la longitud y la densidad de
fibras inmunorreactivas a sustancia P y a CGRP en la mucosa nasal [101].

Por lo tanto, es posible que uno de los primeros fenbmenos que ocurra durante el
periodo de preservacién pulmonar sea la lesion de las células nerviosas, con liberacion
subsecuente de sus neurotransmisores. Muchos de estos neurotransmisores pueden
tener efecto al nivel de la microvasculatura pulmonar. En especial dos de ellos, la
acetilcolina, conocido neurotransmisor de las fibras colinérgicas, y la sustancia P,
neurotransmisor de las fibras C sensoriales, son potentes mediadores que incrementan la
permeabilidad vascular en diversos tejidos, incluyendo el pulmén [102]. Ademas, el
pulmén posee una gran densidad de ambos tipos de fibras nerviosas, tanto al nivel de
vias aéreas como a nivel del parénquima pulmonar. Sorprendentemente, a pesar de la
gran capacidad que estos neurotransmisores poseen para incrementar la permeabilidad
vascular de la microcirculacién, después de una revision exhaustiva de la literatura,
pudimos constatar que el papel especifico de acetilcolina o sustancia P en el desarrollo de

la falla primaria del injerto ha sido muy poco explorado hasta el momento. El estudio que
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mas se relaciona con este aspecto es el realizado por Souza y col. en un modelo de
isquemia-reperfusiéon en intestino de ratas [103]. Estos investigadores provocaron la
lesion por isquemia-reperfusion mediante el pinzamiento de la arteria mesentérica
superior durante 30 6 120 min, seguido de iguales periodos de reperfusion
(despinzamiento). Ademas de las lesiones esperadas (edema e infiltracion neutrofilica,
tanto intestinal como pulmonar, y alteraciones sistémicas como hipotension, neutropenia o
muerte) los autores detectaron produccion de citocinas (TNF-a e IL-10) en tejido y suero
después de la reperfusiéon de la arteria mesentérica. De forma por demas interesante, la
administracién de dos antagonistas de los receptores NK1 (SR140333 y CP99,994)
estructuralmente distintos, administrados 5 min antes de la reperfusidn, inhibieron cada
uno por separado el incremento de la permeabilidad capilar y el reclutamiento de
neutrdéfilos en el intestino y en pulmén. Por el contrario, el tratamiento con un antagonista
de los receptores NK2 (SR48968) o0 NK3 (SR142801) no tuvo efecto en el reclutamiento
de neutrdfilos en el pulmén o intestino después de la reperfusion, si bien el antagonista
SR48968 inhibié de manera marginal la permeabilidad vascular en intestino, pero no en
pulmén.

Por todo lo anterior, el principal interés del presente estudio fue evaluar si la
acetilcolina y/o la sustancia P podrian estar involucradas en el incremento de la
permeabilidad vascular en un modelo de falla primaria del injerto en pulmén aislado y

perfundido de conejo.

La inervacion pulmonar
Desde el punto de vista anatémico el sistema nervioso humano esta integrado por el
encéfalo y la médula espinal, que conforman el sistema nervioso central, del cual
emergen fibras nerviosas que se distribuyen en los diferentes érganos corporales, a las
gue en conjunto se les denomina sistema nervioso periférico. Sin embargo, desde el
punto de vista funcional el sistema nervioso se ha clasificado en dos grandes categorias,
el sistema nervioso somatico, encargado de controlar aquellas funciones que estan bajo
el control voluntario, y el sistema nervioso autbnomo, responsable de las actividades
orgénicas involuntarias [96].

El sistema nervioso auténomo esta dividido en dos partes, el sistema nervioso
simpatico, cuyo mediador principal es la noradrenalina, y el sistema nervioso
parasimpatico, cuyo mediador mas relevante es la acetilcolina, motivo por el cual también

de le denomina colinérgico. En el decenio de los afios 1980s la vision clasica de una
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inervacion colinérgica excitatoria y una adrenérgica inhibitoria cambié considerablemente
al demostrarse la existencia del sistema no adrenérgico-no colinérgico (NANC). El
sistema NANC puede ser inhibitorio (iNANC) o excitatorio (eNANC). Varias purinas y
péptidos han sido postulados como neurotransmisores de este sistema. Algunos de ellos
coexisten con la acetilcolina o la noradrenalina, por ejemplo, el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) en los nervios colinérgicos y el neuropéptido Y en los nervios
adrenérgicos.

En el pulmén se encuentran nervios sensoriales aferentes y motores eferentes.
Los nervios vagos y los ganglios toracicos simpaticos 4 y 5 contribuyen con fibras que
forman los plexos pulmonares anterior y posterior en el hilio pulmonar. De estos plexos
surgen dos redes nerviosas, los plexos peribronquial y periarterial. El plexo peribronquial
se divide en extracondral (entre el cartilago y la adventicia) y subcondral (entre el
cartilago y el epitelio). Algunas células ganglionares estan repartidas en el plexo
peribronquial, disponiéndose principalmente en el plexo extracondral [104].

Nervios eferentes. Los nervios eferentes parasimpéticos inician en los nucleos
vagales, de donde parten fibras preganglionares que corren en los nervios vagos,
penetran a las paredes de las vias aéreas y llegan a los plexos extracondrales, donde
hacen relevo en los ganglios parasimpaticos. Desde estos ganglios, fibras
posganglionares inervan al musculo liso, a las glandulas submucosas y a los vasos
sanguineos. Muchos mediadores influyen en la liberacion de acetilcolina de los nervios
posganglionares en las vias aéreas. Los mediadores inflamatorios y los neuropéptidos
sensitivos sensibilizan los ganglios parasimpéticos, e incrementan de esa forma los
mecanismos reflejos colinérgicos [105,106].

Las fibras nerviosas preganglionares simpaticas provienen de la médula espinal y
hacen sinapsis en los ganglios cervicales y paravertebrales. De estos sitios nacen las
fibras posganglionares, que al ingresar a las paredes de las vias aéreas se entremezclan
con las fibras nerviosas colinérgicas para ir a inervar los tejidos blanco. Las vias aéreas
humanas tienen muy escasa inervacion simpdatica, en especial en las vias aéreas de
mayor calibre, donde proveen inervacion a las glandulas submucosas y a los vasos
sanguineos, y en menor grado al musculo liso.

Nervios aferentes. La presencia de nervios aferentes ha sido descrita mediante
estudios fisioldgicos, registrando los impulsos nerviosos de las rutas aferentes desde el
receptor. Se han descrito tres tipos diferentes de receptores [107]:

1. Los receptores de adaptacion lenta, que son terminales nerviosas mielinicas con
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una velocidad de conduccién de 30-50 m/seg que se localizan muy profundamente

en la pared de las vias aéreas, con frecuencia en el musculo liso. Son

responsables del reflejo de inflacion de Hering-Breuer y del reflejo de
broncodilatacion o distension de las vias aéreas.

2. Los receptores de adaptacion rapida, también conocidos como receptores de
irritacion, que son fibras nerviosas aferentes mielinicas con una velocidad de
conduccion de 20-40 m/seg. Algunas de sus ramas terminales se localizan en el
epitelio, cercanas al lumen de las vias aéreas. Responden a una gran variedad de
estimulos mecanicos y quimicos. Su estimulacidon causa broncoconstriccion refleja,
tos e hiperventilacion.

3. Las terminaciones nerviosas denominadas fibras C, que son fibras nerviosas
amielinicas, con velocidad de conduccién de 1-2 m/seg. Se han clasificado en
fibras C pulmonares y fibras C bronquiales. Las fibras C pulmonares corresponden
a los denominados receptores J y probablemente se localizan cerca de los
capilares pulmonares. Las fibras C bronquiales producen broncoconstriccion
refleja, incremento reflejo en la secrecién de moco en las vias aéreas, respiracion
rapida y superficial o apnea, hipotensién y bradicardia.

La inervaciéon NANC. La inervacion inhibitoria NANC de las vias aéreas fue
demostrada por primera vez en la trdquea del cobayo, donde una estimulacién eléctrica
de campo producia una respuesta bifasica. La contraccion inicial era bloqueada por
atropina, y la relajacion subsecuente sélo parcialmente inhibida por el propranolol. La
porcion de la relajacién resistente al propranolol era bloqueada por la incubacién de
tetrodotoxina (TTX), lo que indicaba una respuesta de origen nervioso. La
broncodilatacion no adrenérgica ha sido demostrada en varias especies, incluyendo el ser
humano. El sistema nervioso no adrenérgico inhibitorio puede activarse de manera refleja.
En los felinos, la estimulacibn mecanica de la mucosa laringea produce una
broncoconstriccion transitoria sensible a atropina, y una broncodilatacion prolongada,
resistente a la inhibicion adrenérgica [ con propranolol. ElI neurotransmisor
broncodilatador no adrenérgico de las vias aéreas ha sido identificado como el 6xido
nitrico (NO). La liberacion neuronal del NO modula la respuesta colinérgica en las vias
aéreas humanas in vitro, aparentemente a través de un antagonismo funcional con la
acetilcolina liberada [106,108]. En las vias aéreas de cobayos, pero no en las humanas, el
péptido intestinal vasoactivo (VIP) también media la respuesta del NANC inhibitorio. Ha

sido reportado que el namero de terminaciones nerviosas inmunorreactivas al VIP
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disminuye en pacientes que han fallecido de asma, aunque estudios subsecuentes no
encontraron esta disminucion en pacientes con asma [106,109,110].

Los nervios excitatorios NANC han sido demostrados en las vias aéreas de
cobayos in vivo e in vitro. En presencia de atropina y propranolol el bronquio principal de
los cobayos se contrae lentamente en respuesta a la estimulacion eléctrica de campo.
Esta contraccidn resistente a la atropina abarca aproximadamente 60% de la contraccion
méxima que puede ser inducida por la estimulacion eléctrica. Los principales mediadores
de este sistema excitatorio NANC son la sustancia P, la neurocinina A y el péptido
relacionado al gen de la calcitonina (CGRP), liberados de fibras sensoriales.

Este sistema de nervios no colinérgicos excitatorios (fibras C) es estimulado por
irritacion quimica (diisocianato de tolueno, SO,, éter, formalina, capsaicina, humo de
cigarro, bajo pH) o por diversos mediadores quimicos (histamina, bradicinina, acetilcolina,
prostaglandinas, leucotrienos). Se considera que la liberacion de neurotransmisores se
realiza mediante un reflejo axoénico, involucrando conduccidén nerviosa antidromica. El
concepto de un reflejo axdénico implica que los nervios sensitivos pueden tener una
funcion efectora periférica. La estimulacion de los nervios sensitivos inicia, no solamente
impulsos ortodromicos que viajan hacia la médula espinal, sino también impulsos
antidromicos que se dispersan a través de las ramas terminales (colaterales axénicas) de
los nervios sensitivos. El concepto de reflejo axdnico se desarrollé ain mas en la piel,
donde se ha demostrado que la respuesta de rubor o vasodilatacion, que se dispersa por
varios centimetros desde el punto de la lesion, esta mediado por reflejos axdnicos de las
terminaciones nerviosas sensitivas. A este fendbmeno de vasodilataciéon, edema local
debido a incremento en la permeabilidad vascular, aunado a infiltracion y activacion de
células inflamatorias y presencia de dolor se le conoce como inflamaciéon neurogénica
[111].

Debido a que la capsaicina es capaz de estimular las fibras C, este compuesto se
ha usado ampliamente como herramienta farmacolégica para vaciar a estas fibras de sus
neurotransmisores [112]. La capsaicina es la sustancia que le da el caracteristico sabor
picante a los chiles y su formula quimica es la siguiente:

HO

| ] H \)\
MDQ\"N\H/\WH
o

El efecto de la capsaicina se lleva a cabo a través de la estimulacion de los receptores

TRPV1 (transient receptor potential vanilloid), que es un canal ibnico localizado en la fibra
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peptidérgica cuya activacion permite la entrada de Ca®". Todos los receptores de la familia
TRPV tienen 6 dominios transmembranales que poseen el grupo amino y el grupo
carboxilo en la parte intracelular y un poro localizado entre los dominios 5y 6. Ademas de
la capsaicina, otros estimulos que excitan a la fibra C también realizan su efecto a través
de la activacion del TRPV1, tales como la disminucion del pH, el incremento en la
temperatura (>43°C), la bradicinina y algunos metabolitos del acido araquidonico como la
anandamida y prostaglandinas. Diversas células inflamatorias también tienen el receptor
TRPV1 y en ellas la capsaicina tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacion de
mediadores proinflamatorios [112].

La actividad del TRPV1 puede ser modulada mediante el estado de fosforilacion
en diversos sitios del receptor [113,114]. Asi, cinasas de proteina (PK) como PKA y PKC,
ademas de elementos de la via de la MAPK (como el ERK) producen fosforilacion del
TRPV1 lo que disminuye su umbral de activacibn dejandolo en un estado de
sensibilizacion. Ademas, la presencia de PIP, y p38 también pueden sensibilizar al
TRPV1. Por el contrario, la actividad de las fosfatasas puede eliminar el estado de

sensibilizacion del TRPV1 al desfosforilarlo.

Acetilcolina

La acetilcolina es el principal neurotransmisor posganglionar del sistema nervioso
parasimpatico [115], asi como de las motoneuronas, las fibras preganglionares tanto del
parasimpatico como del simpético y muchas neuronas del sistema nervioso central (SNC)

(ganglios basales, corteza motora, etc). La férmula quimica de la acetilcolina es la

siguiente:
e
CH3-I?I+-CH2CHZOCOCH3
CH;

Se sintetiza en la terminal nerviosa a partir de la colina y la acetilcoenzima A
procedente de las mitocondrias, por medio de la enzima colina-acetiltransferasa
[115,116]. Las concentraciones de acetilcolina en los botones sinapticos estan reguladas
por la actividad de la colina-acetiltransferasa y por la recaptacion de colina por las mismas
terminales nerviosas que la liberaron. Este neurotransmisor se almacena en vesiculas de

la terminal nerviosa, de donde puede ser liberada al exterior cuando la fibra nerviosa es

<20



estimulada. Se ha demostrado que la estimulacion directa de la terminal nerviosa por
factores locales como la hipoxia puede liberar acetilcolina [117]. Una vez liberada, la
acetilcolina es capaz de interactuar con dos tipos de receptores: nicotinicos y
muscarinicos. La estimulacion del receptor colinérgico muscarinico interviene en multiples
fendmenos celulares tales como la contraccion y relajacion del musculo liso en diferentes
organos, la disminucién del cronotropismo e inotropismo cardiacos, la estimulacién de
glandulas exocrinas y en acciones excitatorias e inhibitorias en el SNC. En el pulmén la
acetilcolina provoca contraccién del musculo liso bronquial y vascular a través de los
receptores M2 y M3, respectivamente, y en la microcirculacion provoca retraccion de la
célula endotelial, con lo que incrementa la permeabilidad vascular, favoreciendo la salida
de liquido al espacio intersticial [118]. La interaccion de la acetilcolina con su receptor
cesa rapidamente debido a la hidrdlisis de la acetilcolina en colina y acetato, mediada por

la enzima acetilcolinesterasa (AChE) que se encuentra cerca de los receptores.

Sustancia P

La sustancia P es un péptido que se encuentra en altas concentraciones en pulmén, y es
producido tanto por las fibras nerviosas sensoriales como por células inflamatorias. Al
unirse a su principal receptor, conocido como NK1, realiza diversas funciones bioldgicas
como aumento de la permeabilidad vascular y broncoconstriccion.

La sustancia P pertenece a una familia de péptidos conocidos como taquicininas,
gue ademas de la sustancia P incluyen a la neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB),
neurocinina K (NKK) y neuropéptido Y (NPY). Las tres primeras tienen funciones
excitatorias sobre neuronas, actlan como potentes vasodilatadores y participan en la
contraccion del masculo liso; sin embargo se diferencian en la potencia relativa de sus
acciones farmacologicas [119]. Como familia, las taquicininas conservan en comdn una
misma secuencia C-terminal de Phe-X-Gly-Leu-Met-NH, donde X es un aminoéacido
aromético (Tyr o Phe) o hidrofébico (Val o lle), que les confiere la interaccion con su
receptor especifico [119].

En el pulmo6n se ha reportado la presencia de tres neuropéptidos que se originan
de fibras nerviosas sensoriales: CGRP y las taquicininas sustancia P y NKA. Ademas, se
ha reportado la presencia del NPY, de origen simpatico, y del péptido intestinal vasoactivo
(VIP), de probable origen parasimpatico [120,121]. Las fibras nerviosas que contienen
sustancia P, NKA y CGRP juegan un papel clave en la inflamacion neurogénica [120]. En

mamiferos dos diferentes genes codifican las preprotaquicininas, denominados PPT-1 y
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PPT-Il. El gen PPT-I puede expresar cuatro distintas formas de mRNA a través de splicing
alternativo, dos de las cuales (las formas b y g) codifican la sintesis de sustancia P y NKA,
mientras las otras dos (las formas a y d) codifican para sustancia P Unicamente [119].

La primera publicacion sobre la sustancia P apareciéo en 1931 en el Journal of
Physiology. En este articulo Ulf von Euler y John Gaddum [122], quienes estudiaban la
distribucion de la acetilcolina en el tubo gastrointestinal, describen que en el cerebro e
intestino de conejo se encuentra un factor “resistente a la atropina”, el cual estimula la
contracciéon del musculo liso y tiene efectos hipotensivos. Llamaron sustancia P a este
nuevo agente, refiriéndose con la letra P a powder (polvo, en inglés), ya que observaron
que las propiedades de ese nuevo extracto se mantenian cuando se evaporaba a polvo
seco [123].

En 1971, Chang y Leeman, identificaron la sustancia P como un undecapéptido

cuya estructura es [123]:

Arg- Pro- Lys- Pro- GIn- GIn- Phe- Phe- Gly- Leu- Met- NH,

La sintesis de sustancia P ocurre en los ribosomas como una proteina larga, que
luego es empacada en vesiculas de almacenamiento y transportada axonalmente a los
extremos terminales (en fibras nerviosas peptidérgicas) para su procesamiento enzimatico
final y almacenamiento en vesiculas junto con otros neuropéptidos. La sustancia P se
libera en respuesta a estimulos térmicos, eléctricos y quimicos que actlan sobre estas
terminaciones nerviosas.

La sustancia P se encuentra ampliamente distribuida en el sistema nervioso
central y periférico de los vertebrados. Se piensa que la sustancia P participa en varias
respuestas de comportamiento, en la regulacién de la supervivencia y degeneracion
neuronal, en las funciones cardiovascular y respiratoria y en la activacion de los reflejos
eméticos. En la médula espinal participa en la neurotransmision del dolor y estimulos
nocivos y modula los reflejos autonémicos. En el sistema nervioso periférico se localiza
principalmente en las neuronas sensoriales y neuronas propias de las vias
gastrointestinales, genitourinarias y respiratorias [124].

Se ha demostrado la produccién de sustancia P por células inflamatorias como
macrofagos, eosindfilos, linfocitos y células dendriticas [119]. Se ha reportado ademas su
produccién por fibroblastos [125].

Efectos biol6gicos de la sustancia P. La sustancia P parece estar involucrada
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en una gran variedad de mecanismos biolégicos. Uno de los mas importantes a nivel
pulmonar es la inflamacién neurogénica, la cual esta caracterizada por: vasodiltacion,
aumento de la permeabilidad vascular, edema, infiltrado celular e hipersensibilidad
secundaria a alteraciones en neuronas sensoriales.

La accion de la sustancia P es particularmente prominente sobre las células
endoteliales de los vasos sanguineos. Asi, este neuropéptido provoca retraccion las
células endoteliales, lo que al reducir su tamafio ocasiona aumento de la permeabilidad
vascular y extravasacion de proteinas plasmaticas en las vénulas poscapilares. Asimismo,
estimula a la célula endotelial para que produzca NO, generando vasodilatacién de
arteriolas. La sustancia P también esta involucrada en la modulacion funcional de células
inmunes, la regulacion del crecimiento de las células endoteliales y los mecanismos de
proteccion y reparacion de los tejidos [126].

La sustancia P puede estimular también la adhesion de leucocitos a las células
endoteliales de vénulas [120]. Se ha observado ademas que la sustancia P es capaz de
inducir la liberacion de mediadores como la serotonina [127].

La sustancia P es degradada principalmente por dos enzimas, la endopeptidasa
neutra (NEP), también llamada neprilisina, y la enzima convertidora de angiotensina
(ACE). La NEP se localiza principalmente en las vias aéreas y mantiene niveles bajos de
sustancia P en el liquido extracelular bajo condiciones basales y controla sus efectos
proinflamatorios [127,128]. La ACE se ubica principalmente en las células endoteliales,
por lo que regula especialmente las concentraciones intravasculares de sustancia P [128].

Las acciones biologicas de la sustancia P son mediadas en diferentes tejidos y
sistemas (piel, sistema cardiovascular, sistema respiratorio, sistema gastrointestinal)
basicamente por los receptores NK1. Los otros receptores de taquicininas, NK2 y NKS3,
tienen preferencia por NKA y NKB, respectivamente [119]. Aunque en general las
taquicininas se unen a su receptor especifico, exhiben reactividad cruzada hacia los otros
subtipos de receptores de esta familia. Esto se debe, probablemente, al reconocimiento
por cada uno de los distintos receptores del nacleo carboxilo terminal fundamental de los
ligandos (los distintos péptidos de esta familia), a los que son capaces de acoplarse
igualmente bien [129]. Por esta razon, la sustancia P activa no sélo a los receptores NK1,
sino que también puede tener efecto sobre los NK2 y NK3 en diversos tejidos y bajo
determinadas circunstancias [129]. Los tres receptores para taquicininas son
glicoproteinas constituidas por siete dominios hidrofébicos transmembranales conectados

por loops intra y extracelulares acoplados a proteina G [129]. Los receptores acoplados a
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proteina G forman una superfamilia grande y funcionalmente diversa de receptores de la
superficie celular, que realizan sus acciones intracelulares a través de una via que
involucra la activacion de una o mas proteinas G. Los receptores que pertenecen a este
grupo responden a una variedad de hormonas y neurotransmisores, que van desde
pequefias aminas, como la epinefrina e histamina, pasando por péptidos, tales como la
sustancia P y la bradicinina, hasta grandes hormonas glicoproteinicas como las hormonas
luteinizante y paratiroidea [129]. La via de sefalizacion comin a esta familia de
receptores es iniciada por la unién del agonista (por ejemplo, la sustancia P) a su receptor
especifico en la superficie celular. Esta unién causa un cambio conformacional en el
receptor y le permite interactuar con la proteina G en la membrana celular, formando un
complejo de alta afinidad: agonista-receptor-proteina G. La forma activada de la proteina
G se disocia del receptor y activa la proteina efectora, modulando los niveles de segundos
mensajeros intracelulares. Las proteinas G activadas realizan la mediacién de la
estimulacion o inhibicion de diversas enzimas efectoras y canales iénicos, incluyendo
adenilato-ciclasa, guanilato-ciclasa, fosfolipasa C, fosfolipasa A,, y canales de calcio y
potasio [129,130]. La sustancia P efectla sus funciones sobre el receptor NK1 a través de
la activacién de un sistema de segundos mensajeros, causando la produccion de IPs
(fosfatidil-inositol), el que a su vez eleva los niveles de Ca?* citoplasmatico [120,129,130].

En condiciones normales el receptor NK1 se encuentra en la superficie de la
membrana celular; sin embargo, su expresion es modificada por la presencia de
inflamacién periférica. Un estimulo mecéanico nocivo induce la liberaciéon de sustancia P,
que al unirse al receptor NK1 produce la internalizacion del mismo hacia el medio interno
celular. Se ha observado una rapida endocitosis del receptor NK1 en presencia de
sustancia P y en relacién directa con su concentracion. Esta endocitosis es reversible
después de 30 minutos, lo que sugiere que el receptor internalizado es “reciclado” hacia la
superficie celular. Este fendbmeno contribuye a la desensibilizacién de las células a la
sustancia P (taquifilaxis o desensibilizacién inducida por un agonista) [129,131]. Los
antagonistas de la sustancia P no provocan este fendmeno, sino por el contrario,
bloquean la internalizacion del receptor. De igual forma, una disminuciébn en la
temperatura de las membranas celulares, de forma tal que alcancen temperaturas de
aproximadamente 4°C, provoca su solidificacion y el receptor no es capaz de

internalizarse [132].
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Interacciones entre acetilcolinay sustancia P

Se han descrito interacciones reciprocas entre la acetilcolina y la sustancia P. Empleando
un modelo de pulmones aislados y perfundidos de conejo, similar al empleado en nuestro
estudio, Delaunois et al. encontraron que la acetilcolina exdgena induce liberacién de
sustancia P de las fibras nerviosas del sistema NANC excitatorio [133]. M&s aun, en un
estudio subsecuente este mismo grupo de investigadores demostraron también, en este
mismo modelo, que el aumento de la permeabilidad vascular producido por la sustancia P
exdgena estad mediado parcialmente por la liberacion de acetilcolina [134]. Esta
interaccion de la sustancia P como promotor de la liberacion de acetilcolina también fue

demostrada por Colasurdo et al. a nivel de las vias aéreas de conejo in vitro [135].

PULMON AISLADO Y PERFUNDIDO EN ESTUDIOS DE ISQUEMIA-
REPERFUSION

El pulmén aislado y perfundido (PAP) es una técnica de laboratorio que consiste en
extraer el bloque cardiopulmonar del animal tras haber canulado la trdquea, arteria
pulmonar y auricula izquierda, siendo entonces ventilado y perfundido en condiciones
controladas [127]. Las ramas pulmonares de los vagos y la circulaciéon arterial bronquial
guedan seccionadas y el drenaje linfatico se interrumpe, sin que queden claras las
consecuencias deletéreas que ello pueda suponer sobre la funcién del pulmén aislado. El
PAP presenta la gran ventaja de conservar ex vivo la integridad estructural y funcional del
organo. Es posible, por tanto, medir y registrar, y en otros casos calcular, parametros de
gran importancia en funcion pulmonar, como son el intercambio de gases, la mecanica
respiratoria, la resistencia vascular pulmonar, la permeabilidad capilar, y la formacion de
edema pulmonar. También es posible hacer estudios sobre funciones metabdlicas del
pulmén. Asi mismo, al final de cada experimento se pueden utilizar parte o la totalidad de
ambos pulmones para estudios analiticos, de viabilidad celular e histoldgicos,
estructurales y/o ultraestructurales [136]. Frente a los modelos de trasplante en animales,
el PAP presenta una ventaja muy importante: su mas facil reproducibilidad. EI PAP
permite controlar con exactitud y a voluntad las condiciones de ventilacién y de perfusion
(lo que es imposible en el animal vivo), facilitando asi la evaluacién funcional del pulmén
[96,137]. Permite también administrar farmacos o aditivos en la dosis y por la ruta
deseada. Por el contrario, es obvio que el PAP no puede evaluar supervivencia. Sélo los

modelos de trasplante pulmonar en animales, que reproducen con la maxima precision la
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realidad clinica del trasplante en humanos, permiten evaluar la supervivencia
postrasplante, parametro que es definitivo por cuanto constituye el objetivo de toda accion
terapéutica. Ademas, otro problema del modelo es que, en el PAP, la funcién pulmonar
sufre deterioro espontaneo con el tiempo. Incluso sin que se de ningun estimulo
especifico el 6rgano aislado va reteniendo agua y formandose edema perivascular y
peribronquiolar, con lo que el pulmén va perdiendo distensibilidad y ofreciendo cada vez
mas resistencia vascular al flujo [137,138]. El pulmo6n aislado puede mantenerse en
buenas condiciones un maximo de 3 horas. Por el contrario, en los modelos
experimentales de trasplante pulmonar en animales la funcién del pulmén puede
analizarse a corto, medio y largo plazo, dias o semanas después de la implantacion. El
problema de los modelos in vivo es que exigen una mayor complejidad instrumental y
técnica, y que son econdmicamente mucho mas caros. Con sus ventajas indudables y
con sus limitaciones, el PAP es el modelo experimental mas ampliamente utilizado en
investigacion de la fisiologia, fisiopatologia y farmacologia pulmonar. El uso del PAP para
el estudio de la lesion por isquemia-reperfusion después de un periodo de preservacion

es relativamente reciente [139].

Variaciones técnicas del modelo de PAP

Patrén de ventilacién. El patron de ventilacion para el PAP de conejo suele ser
de ~55 respiraciones por minuto y volumen corriente (Vt) de ~10 ml. Se aconseja
mantener un nivel de presién positiva al final de la espiracién (PEEP) de +3 6 +4 cmH,O
para mantener los alveolos “abiertos” y facilitar la ventilacién [137].

El PAP puede ser ventilado mediante presion positiva en via aérea o mediante
técnicas de presion negativa. En este Ultimo caso, el pulmén debe permanecer colgado
de la trdquea en el interior de una cdmara completamente cerrada [140]. El sistema de
presion negativa reproduce con mayor fidelidad las condiciones fisiol6gicas del pulmén en
el interior del torax.

Composicion del gas inspirado. El gas inspirado puede ser aire ambiental, cuya
fraccion inspirada de oxigeno (FiO;) es del 21%, o pueden utilizarse mezclas de gases
como el carbégeno (cuya composicion es 95% O, y 5% CO,) u otras combinaciones.
Estas mezclas gaseosas estan disponibles en el mercado, contenidas en tanques, las
cuales simplemente se abren a un reservorio (bolsa) sellada y ésta se conecta al
ventilador.

Perfusion a volumen constante o a presion constante. Para la perfusién puede
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utilizarse una bomba que impulsa un volumen constante de solucion de perfusién, o bien
puede éste fluir desde un reservorio, el cual queda colocado a una altura determinada y
constante con relacion al pulmén, lo que producird un flujo de perfusién a presién
constante [91,141].

Liquido de perfusion. El modelo de PAP puede ser perfundido con diferentes
liguidos. Las soluciones polielectroliticas son las mas sencillas y las més frecuentemente
utilizadas, tales como la solucién de Krebs, cuya composicion es (g/L): glucosa 0.98, NaCl
6.90, KCI 0.354, CaCl-2H,0 0.373, MgS0O, 0.293, KH,PO, 0.162, NaHCO; 2.1, y 2.5% de
albumina bovina, pH 7.4 a 7.5 y temperatura de 37 a 38°C. El pH se controla afiadiendo
NaHCO; (1M) o burbujeando el liquido de perfusién en el reservorio venoso con una
mezcla de 95% CO, y 5% O,, cuya osmolaridad es de 310 mOsm/L. Puede también
perfundirse el pulmdén con sangre total o con sangre diluida en solucion K-H. Seréa preciso
en estos casos adicionar heparina sédica a la solucion. La perfusiébn con sangre total
reproduce mas fielmente la realidad fisiolégica de la lesién por isquemia-reperfusion. Los
registros de funcion pulmonar son mas fidedignos, puesto que la sangre, con su contenido
celular y de proteinas posee caracteristicas oncéticas y reoldgicas diferentes de las que
exhiben las soluciones electroliticas [142]. De igual forma, al emplear sangre se perfunde
el pulmdn con leucocitos, que tienen un papel importante en la génesis y mantenimiento
de la lesiéon por reperfusion. Como inconveniente, la perfusién con sangre diluida o total
obliga a obtener sangre homodloga en cantidad suficiente para llenar el circuito de
perfusién con su reservorio. De cada conejo s6lo pueden extraerse aproximadamente 60

cc. de sangre por puncion cardiaca.
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RELEVANCIA DEL ESTUDIO

Uno de los principales problemas que dificulta la realizacion de trasplante pulmonar es
el rapido deterioro de la funcion capilar, que genera edema y dificultad para el
intercambio gaseoso. Los mecanismos responsables de este deterioro aun no se
conocen con certeza. Si en este estudio demostramos que la liberacion de acetilcolina y
sustancia P participan en la alteracion de la permeabilidad capilar, podrian desarrollarse
nuevos procedimientos de preservacion que no solo reduzcan la incidencia de falla
primaria del injerto, sino que también prolonguen el periodo de viabilidad del pulmén del

donador.
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HIPOTESIS

La liberacion de acetilcolina y sustancia P durante la preservacion pulmonar producen
aumento de la permeabilidad capilar en un modelo de lesion por isquemia-reperfusion

en pulmén aislado y prefundido de conejo.

OBJETIVOS

1. Determinar la tasa de produccion de acetilcolina y sustancia P a diferentes intervalos
durante la preservacion pulmonar de pulmones de conejo.

2. Determinar la actividad de la NEP y de la AChE a diferentes intervalos durante la
preservacion pulmonar.

3. Demostrar que el pretratamiento de los conejos con capsaicina (agonista de los
receptores TRPV1) disminuye el deterioro del coeficiente de filtracion capilar
modificado (mKf,c) ocasionado por la preservacion pulmonar durante 24 h.

4. Demostrar que la atropina (bloqueador de receptores colinergicos muscarinicos), el
fragmento SP 4-11 (bloqueador de receptores de sustancia P), y el L-732,138
(antagonista especifico de los receptores NK1) producen los siguientes efectos, en
comparacion con grupos control sin estos bloqueadores:

- Disminuye el deterioro del mKf,c en pulmones de conejo reperfundidos con
solucion de Krebs con albamina bovina, después de haber estado en preservacion
por 24 h.

- Disminuye el deterioro del mKf,c en pulmones de conejo reperfundidos con sangre

autdloga, después de haber estado en preservacion por 24 h.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda machos con un peso aproximado de 2.5 a 3.0 Kg
gue se mantuvieron en condiciones convencionales de bioterio y alimentacion ad
libitum, de acuerdo con los lineamientos para el uso de animales de laboratorio de la
Ley General de Salud de México y la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio para el Distrito Federal [138].

Obtencién y preparaciéon del bloque cardiopulmonar

Los conejos se anestesiaron profundamente con una inyeccién Unica intramuscular de
clorhidrato de xilazina (3 mg/kg i.m., Rompun®, Bayer) y pentobarbital sodico (28 mg/kg
i.v., Anestesal®, Pfizer). Para obtener el bloque cardiopulmonar se disecé y canulé la
trAquea de cada animal para ventilarlos mecanicamente (10 ml/kg, frecuencia
respiratoria de 50/min) con un ventilador para pequefias especies (modelo Starling,
Harvard Apparatus, Holliston, MA), después de lo cual se realiz6 una esternotomia
media. Se refirieron las venas cavas superior e inferior. Inmediatamente después se
inyectd en el ventriculo derecho heparina (2000 Ul/kg) para posteriormente ligar las
venas cavas y exsanguinar al animal. El bloque cardiopulmonar se extrajo de la cavidad
toracica. El corazon se secciono transversalmente en ambos ventriculos, por debajo de
las valvulas auriculoventriculares, para colocar dos canulas de cristal de 15 mm de
longitud por 3 mm de diametro interno, una de las cuales se introdujo en la arteria
pulmonar y la otra en la auricula izquierda. Las estructuras adyacentes fueron incluidas
en la ligadura de la arteria pulmonar y la auricula izquierda, con el fin de disminuir la
distensibilidad de dichas estructuras para que no interfieran en el registro de la presion

vascular.

Lavado y preservacion pulmonar

Una vez obtenido el bloque cardiopulmonar y mantenido bajo ventilaci6n mecanica a 50
respiraciones por minuto y a 10 ml/Kg de volumen corriente, la sangre intravascular de
los pulmones se eliminé introduciendo de manera anterégrada 100-150 ml de solucién
de preservacion a través de la canula colocada en la arteria pulmonar, a una presiéon de

20 cmH,0 (generada mediante la elevacion del reservorio que contenia la solucion de
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preservacion a una altura de 20 cm). Al finalizar este lavado se pinzaron
simultdneamente las canulas arterial y venosa, de forma que el lecho vascular se
mantuviera lleno de la solucién de preservacion. Los pulmones fueron hiperinsuflados (3
veces el volumen corriente) para evitar zonas atelectasicas y en estas condiciones la
trAquea fue pinzada. El bloque cardiopulmonar se sumergié en un recipiente
conteniendo solucién salina al 0.9% y se mantuvo a 4°C durante un periodo de hasta 24

h hasta su estudio.

Pretratamiento con capsaicina

Con el fin de depletar a las fibras C de sus neurotransmisores, en algunos conejos se
utilizé capsaicina de acuerdo al protocolo seguido por D’Agostino y col. (2002). Este
protocolo consiste en administrar por via subcutanea 5 mg/Kg de capsaicina por via
subcutanea el primer dia, 50 mg/Kg el segundo dia y 25 mg/Kg el tercer dia. Tres dias
después de la ultima inyeccion los animales fueron eutanasiados para su estudio. La
capsaicina se preparé en una mezcla de etanol (10%), Tween 80 (10%) y solucién
salina al 0.9% (80%) [143].

Medicién del mKf,c

Para la medicion del mKf,c (coeficiente de permeabilidad vascular) se realizd la
preparacion del pulmén aislado y perfundido (Figura 3). El bloque cardiopulmonar se
conectd a un circuito de perfusion recirculatorio, donde fue perfundido a un flujo
constante de 20 ml/min/Kg de peso del animal. El circuito incluyé una bomba peristéltica
de circulacién (NY-7550-62 Masterflex, Barrington, IL) con indicador de flujo de
perfusién y termometro, asi como un reservorio venoso con trampa de burbujas. Para
tener este reservorio se utilizé un oxigenador de burbujas (modelo Bentley 5, Baxter
Irvine, CA). Se tuvo especial cuidado para evitar la entrada de aire al sistema de
perfusion. El bloque cardiopulmonar se coloc6 en una hamaca hecha con malla de
Marlex® colgada de un transductor de fuerza tensil (FT03, Grass Instruments, Co.,
Boston, MA). Una vez montados en esta hamaca, los pulmones se lavaron haciendo
pasar liquido de perfusion por la arteria pulmonar hasta eliminar al maximo la sangre
existente en el lecho vascular, para mantenerlos posteriormente perfundidos con 400 ml
de la solucion artificial de perfusion Krebs conteniendo (g/l): glucosa 0.98, NaCl 6.90,
KCI 0.354, CaCl-2H,0 0.373, MgSO, 0.293, KH,PO, 0.162, NaHCO; 2.1, y 1.25% de

albumina bovina. El pH y la temperatura fueron continuamente medidos y mantenidos
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en limites fisioldgicos (pH 7.4 a 7.5, 37 a 38°C). El pH se control6 afiadiendo NaHCO; (1
M) o burbujeando el liquido de perfusion en el reservorio venoso con una mezcla de
95% CO, y 5% O,. Como medida preventiva para evitar que al momento de iniciar la
perfusiébn anter6grada se presentaran embolias gaseosas, antes de iniciar dicha
perfusién se paso solucion de Krebs de forma retrograda (por la canula venosa) hasta
gue las burbujas de aire que estuvieran en el lecho vascular fueran expulsadas por el
extremo arterial.
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FIGURA 3. Preparacion
de pulmon aislado y
perfundido utilizada en e/
estudio (para su
OXIGENADOR descripcion detallada,
véase el texto).

En algunos experimentos, para la medicién del mKf,c los pulmones se perfundieron con
sangre autéloga heparinizada y hemodiluida. La heparina (300 UI/Kg) se administrd por
via endovenosa una vez que estuvo anestesiado el conejo. Antes de la perfusion la
sangre autdloga fue hemodiluida con Krebs hasta un hematocrito aproximado de 15%.

Para restituir el grado de heparinizacion de esta sangre hemodiluida y evitar asi la
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formacion de coagulos, antes de utilizarla en la reperfusion se le afladié una nueva
dosis de heparina (2 Ul/ml). La duracién de la reperfusibn con sangre antes de la
primera medicién del mKf,c fue de alrededor de 15-20 min. Para evaluar el efecto
aislado de la heparina, en otro grupo diferente de experimentos los pulmones se
perfundieron con la misma solucion de Krebs descrita en el parrafo anterior a la cual se
le afadio heparina (2 Ul/ml).

Los pulmones se ventilaron con aire ambiental humedecido a un volumen
corriente de 10 ml/kg de peso, una frecuencia de 50 respiraciones/min, y una presion
final espiratoria (Pe) de 2 cmH,0O. Ademas, los pulmones se hiperinsuflaron (3 veces el
volumen corriente) peribdicamente para evitar atelectasias.

Las presiones arterial (Pa) y venosa (Pv) se midieron en las canulas fijadas en la
arteria pulmonar y la auricula izquierda, respectivamente, a través de catéteres
(diametro externo, 2.5 mm; diametro interno, 1.5 mm) conectados a transductores de
presion (Gould 23XL, Quincy, MA). Dichas presiones se ajustaron a cero a nivel del hilio
pulmonar.

Al cabo de 10 a 15 min se obtuvo el equilibrio en el sistema, que se caracteriz
por un estado isogravimétrico en el cual el peso del pulmén se mantuvo relativamente
constante y las presiones arterial y venosa se mantuvieron estables. Dentro de nuestras
condiciones experimentales la maxima apertura de los vasos sanguineos se obtiene
cuando la presion arterial es mayor que la venosa y ésta es a su vez mayor que la
presion al final de la espiracion (Pa>Pv>Pe). A dicha condicién se le conoce como la
zona lll. Las presiones y el peso se registraron en un poligrafo multicanales (R612,
Beckman, Schiller Park, IL).

La permeabilidad capilar se midi6 a través del coeficiente de filtracion capilar,
ligeramente modificado por nosotros [139]. El primer paso para calcular este coeficiente
fue obtener un estimado de la presion capilar. Con este fin, de forma subita se realizo
un pinzamiento simultdneo de las canulas arterial y venosa (mediante el cierre de llaves
de tres vias), lo que produjo inmediatamente un incremento de la Pv y un decremento
de la Pa, con estabilizacibn de ambas presiones al cabo de 2 6 3 segundos. En estas
condiciones la Pv fue considerada como un indicador de la presion capilar (Pc).
Después de haber transcurrido aproximadamente 10 segundos, se quitdé la doble
oclusiéon y se restablecio el flujo. Unos segundos después de la maniobra anterior se
incrementd sUbitamente la Pv en 10 cmH,O, mediante el desvio del flujo de salida

venoso hacia una columna abierta de 10 cm de altura, y se mantuvo asi durante 3 min.
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Pa

En los primeros 30 a 60 segundos de este periodo el peso del pulmén aumentd
rapidamente (probablemente debido a congestion capilar), mientras que en los
siguientes 60 a 180 segundos la ganancia de peso fue mas lenta (presuntamente
debida a filtracion de liquido a través del capilar)(Figura 4). Esta fase lenta de ganancia
de peso es la que se utilizo para calcular el mKf,c. Al final de los 3 minutos, y ain con la
elevacion de la Pv de 10 cmH,0, se realizé otra doble oclusién para obtener la Pc. El
mKf,c se expres6 como ml/min/cmH,0/g, lo que representd el liquido que se filtr6 a
través del capilar (es decir, la ganancia de peso del pulmén, asumiendo que el liquido
filtrado tiene una densidad de 1.0), por minuto de obstruccién venosa, por diferencia de
Pc y por gramo de tejido pulmonar. Para evitar la influencia de la ventilacion mecanica
al momento del registro del mKf,c, los pulmones se desconectaron temporalmente del

ventilador (por aproximadamente 4 minutos).Todas las mediciones del mKf,c se

mKf,c=ml/min/cmH,0 /g
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realizaron por triplicado, con un intervalo entre ellas de alrededor de 15 min. El valor

final reportado del mKf,c fue el promedio de estas tres mediciones.

Determinacion de mediadores bioquimicos

Algunos bloques cardiopulmonares se lavaron (como se describié arriba) usando
solucién salina al 0.9% con fisostigmina (10° M) para inhibir a la acetilcolinesterasa, o
bien con aprotinina (1500 unidades inhibidoras de calicreina por mililitro, KIU/ml) para
inhibir a la NEP. Estos compuestos (fisostigmina y aprotinina) se emplearon con el fin
de evitar la degradacién de acetilcolina y sustancia P, respectivamente. Los pulmones
se preservaron en estas soluciones por 24 h a 4°C, y durante este periodo el liquido
intravascular se recambi6 cinco veces en su totalidad a diferentes intervalos (15 min, 1,
6, 12 y 24 h). Para efectuar este recambio de liquido intravascular, el bloque
cardiopulmonar era sacado del refrigerador, se conectaba en el extremo arterial un
frasco conteniendo el mismo tipo de solucién usada (a 4°C), el cual se elevaba a una
altura de 20 cm con el fin de que por el extremo venoso se expulsara el total de la
solucion intravascular. Para asegurar que la muestra de liquido intravascular proviniera
del lecho capilar pulmonar, los primeros 5 ml de solucién se desecharon, los siguientes
5 ml se colectaron en un tubo de ensayo, y los siguientes 10 ml se desecharon también.
En mediciones previas corroboramos que 20 ml de solucién son suficientes para hacer
un recambio total de liquido intravascular. Las canulas arterial y venosa fueron
nuevamente pinzadas y el pulmén sumergido otra vez en su solucién de preservacion a
4°C. Todo este procedimiento de toma de muestras duraba no mas de 5 min. Las
muestras para determinar acetilcolina se congelaron a —70°C, y las destinadas para
medir sustancia P a —30°C hasta su estudio.

Determinacion de sustancia P. A las muestras de solucion salina al 0.9% con
aprotinina extraidas del lecho vascular de los pulmones preservados se les realizé un
proceso de extraccion. Este consistio en que a 1 ml de la muestra se le afiadié 1 ml de
acido trifluoroacético al 1%, se mezclé bien en un agitador magnético, se centrifugé a
17,000 g (10497 rpm) durante 15 min a 4°C en una ultracentrifuga (modelo J2-21M/E,
Beckman), y se recuperd el sobrenadante. Para separar la sustancia P del
sobrenadante se prepard una columna de cromatografia (Biorad, Hercules, CA), que se
equilibréo afadiéndole 200 mg de BioGel P-2 fino (Biorad), seguido de 1 ml de
acetonitrilo y después se le afiadié 10-25 ml de acido trifluroacético al 1%. Ya lista la

columna se le afiadié el sobrenadante de las muestras, quedando la sustancia P
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atrapada en el gel de la columna. El siguiente paso fue afadir 10 ml de &cido
trifluroacético para lavar, descartandose lo eluido. Para despegar la sustancia P de la
columna se le aplicaron lentamente 3 ml de una soluciéon 60:40 de acetonitrilo:acido
trifluoracético al 1%, y el eluido recuperado (los mismos 3 ml que se afadieron a la
columna) se recuperaron en un tubo de plastico estéril. Este eluido se concentré
mediante una centrifuga al vacio a 37°C (Speed Vac, Savant, France). La muestra se

almacend a —20°C hasta el momento de realizar el ELISA..

Para la concentracion de sustancia P en las muestras de liquido intravascular se
utilizé un equipo comercial de ELISA (catalogo 1400, R&D, Minneapolis, MN). Este
equipo consta de una microplaca de 96 pozos, que en su concavidad tienen fijos
anticuerpos de cabra anti-conejo. A estos pozos se les afiadieron 50 pl de sustancia P
conjugada con fosfatasa alcalina, 50 yl de muestra, y 50 pl de anticuerpos de conejo
anti-sustancia P. Durante las 2 h de incubacion a temperatura ambiental en un agitador
horizontal, la sustancia P contenida en la muestra compite con la sustancia P conjugada
con fosfatasa alcalina por los anticuerpos anti-sustancia P. Durante esta reaccion los
anticuerpos anti-sustancia P son captados por los anticuerpos fijos en la placa. Después
de un lavado con solucion amortiguadora para eliminar el exceso de sustancia P no
unida a anticuerpos, se afiadieron 200 pl de para-nitrofenilfosfato, que es un sustrato
para la fosfatasa alcalina, cuya reaccién genera un compuesto con color. La microplaca
se ley6 en un lector de ELISA (Multiskan MS, Labsystems, Helsinki, Finlandia) a 405
nm, y los resultados se comparan con una curva estandar elaborada con
concentraciones conocidas de sustancia P. De acuerdo a este principio, cuanto mas
sustancia P habia en las muestras, menor cantidad de sustancia P conjugada fue
captada vy, por lo tanto, menor color en la lectura.

De acuerdo al fabricante del equipo empleado para la determinacion de
sustancia P, este analisis tiene una sensibilidad de 9.76 a 10,000 pg/ml, y muestra
reactividad cruzada de 50% con otros péptido muy relacionados como son los
fragmentos 3-11, 4-11, 7-11 y 1-4 de la sustancia P, eledosina, alfa neurocinina, beta
neurocinina y somatostatina.

Determinacion de acetilcolina. Para la determinacion de acetilcolina se utilizé
un cromatdgrafo liquido de alta presién (HPLC, Varian Inc., Palo Alto, CA), integrado,
entre otros elementos, por una bomba (modelo 629, Perkin-Elmer, Norwalk, CT), un

sistema para la toma automatica de muestras (iss100c, Perkin-Elmer) y un programa

43O



computacional para el andlisis de datos (StarVarian v4.0, Varian Inc.).

Las muestras de solucion salina al 0.9% con fisostigmina, extraidas del lecho
vascular pulmonar, se descongelaron en hielo inmediatamente antes de su analisis. Se
tomaron 10 pl con una microjeringa y se introdujeron al equipo de HPLC. En este equipo
la muestra pasa sucesivamente por un sistema atrapador de fisostigmina, luego por una
columna C18 (Varian Inc.) y finalmente por una unidad IMER que contiene
acetilcolinesterasa y colinaoxidasa (Bionalytical System Inc., West Lafayette, IN).
Mediante este sistema toda la acetilcolina presente en la muestra es hidrolizada por la
primera enzima en acetato y colina y, posteriormente, la colina es oxidada por la
colinaoxidasa en betaina y peréxido. Este ultimo elemento (perdxido) es registrado por
un detector electroquimico (Lc-4C, Bioanalytical System Inc.). Cuando existe colina en
la muestra, ésta también puede ser detectada al entrar a la segunda reaccion
enzimatica (colinaoxidasa). Sin embargo, los picos de elucién de la acetilcolina y colina
son diferentes, lo que permite su identificacion por separado. La informacion obtenida
fue analizada y almacenada mediante el programa computacional especifico. El tiempo
de la corrida de la muestra fue de 20 min a una presién de 115-130 mmHg. Los tiempos
de retencién (donde aparecian los picos correspondientes a acetilcolina y colina) se
corroboraron previamente durante la elaboracion de las curvas estandar de ambos
compuestos, y fueron de 9.5 y 13.6 min, respectivamente. Después de obtener el
cromatograma, se determind la altura de cada pico mediante el programa y los
resultados se compararon con curvas estandar de acetilcolina y colina, elaboradas a
partir de concentraciones conocidas de estos compuestos y procesadas en el HPLC de

la misma forma que las muestras.

Determinacién de la actividad enzimatica

Actividad de la AChE. La actividad de la AChE fue determinada utilizando un
método colorimétrico. Para ello, los pulmones fueron homogenizados en un equipo
automatico (Polytron, PT 4000, Kinematica, Luzern, Suiza.) usando solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS), el homogenizado se centrifug6 por 15 min a 3000 g y
el sobrenadante fue filtrado (filtro de 22 pm PTFE). Se tomaron 300 pl del
sobrenadante, que se adicionaron a un tubo conteniendo 2.5 ml de 5,5'-ditiobis-(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB, 0.32 mM) y 300 ul de PBS (64 mM). Después de medir la
absorbancia basal a 405 nm y a 25°C con un fotdmetro (DU 640, Beckman) se

afiadieron 100 pl de un sustrato para la AChE, la acetiltiocolina (42 mM), y se midi6 el
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cambio de absorbancia ocurrido 10 min después. Una vez que se resto la absorbancia
de fondo, la actividad de la AChE se calculé en unidades internacionales (Ul, es decir,
milimoles de sustrato hidrolizado/min/g tejido).

Actividad de la NEP. La actividad de la NEP fue medida con un método
fluorométrico por la generacién de dansil-D-Ala-Gly (DAG) libre proveniente de N-dansil-
Ala-Gly-D-nitro-Phe-Gly (DAGNPG), que es un sustrato de la NEP. Para este fin, los
pulmones fueron homogenizados, centrifugados a 3000 g por 15 min a 4°C y el
sobrenadante se usO para el analisis. Por otro lado, se prepararon dos soluciones
conteniendo sustrato. La primera se hizo con DAGNPG 1 mM y enalapril 10 pM en 50
mM Tris-HCI. El enalapril se uso para inhibir a la enzima convertidora de angiotensina,
para evitar que ésta degrade al sustrato y medir asi Gnicamente la actividad de la NEP.
La segunda solucién fue similar a la primera, pero con la adicion de un inhibidor de la
NEP, el fosforamidon (10 uM). Posteriormente, 100 ul de cada solucién se preincubaron
a 37°C por 10 min y al final de este periodo se les afiadié6 50 ul de la muestra,
continuando la incubacion por 10 min mas. La reaccion se detuvo calentando las
soluciones a 90°C por 10 min. Las muestras se diluyeron 1:10 con 50 mM Tris-HCl y se
centrifugaron por 5 min en una microcentrifuga a 9000 g. La florescencia de los
sobrenadantes se midié en un espectrofotémero de fluorescencia (Fluoroskan Ascent
FL, Foster City, CA) a una longitud de onda de excitaciéon de 355 nm y una longitud de
onda de emision de 538 nm. La actividad de la NEP fue calculada como la diferencia de
fluorescencia entre las muestras incubadas con y sin fosforamidén y expresada como
densidades Opticas/mg de proteina/min. La concentracion de proteina se determind con
un equipo comercial (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), mediante su comparacion
con una curva estandar de albumina sérica bovina.

Actividad de la ACE. La actividad de la ACE se midi6 utilizando basicamente la
misma metodologia que para la medicion de la actividad de la NEP, pero invirtiendo el
uso de fosforamiddn y enalapril. Asi, la primera soluciéon contenia fosforamidén para
eliminar la participacion de NEP, mientras que la segunda solucion contenia también
enalapril, de modo que la actividad de la ACE fue calculada como la diferencia de

fluorescencia entra las muestras incubadas con y sin enalapril.
Reactivos empleados

De los Laboratorios J.T. Baker, México, se compraron los siguientes reactivos:

cloruro de calcio dihidratado granular, fosfato de potasio monobasico, metanol.
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De Laboratorios Bayer de México se adquirid la aprotinina (Trasylol®) y el
cloruro de xilacina (Rompun®).

De Laboratorios Baxter, México, se adquirié la solucion salina fisiologica.

De Laboratorios Pfizer, México, se compré el pentobarbital sédico (Anestesal®).

De Laboratorios Pisa, México, se compro la heparina.

De Sigma-Aldrich Chemical Company, Saint Louis, MO, se compraron los
siguientes reactivos especificos: albumina bovina, acetilcolina, atropina, capsaicina,
DAG, DAGNPG, DTNB, enalapril, fisostigmina (eserina), fosforamidon, fragmento 4-11
de sustancia P, L-732,138, sustancia P. De esta misma compafiia se compraron
también los siguientes reactivos generales: acetonitrilo, acido nitrico, acido
trifluoroacético, bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, glucosa,

sulfato de magnesio heptahidratado, Trizma.

Anélisis estadistico

Después de corroborar la distribucion normal de los valores obtenidos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, se efectud estadistica descriptiva mediante promedio y
error estandar. Las pruebas estadisticas empleadas incluyeron analisis de varianza de
una via, seguido de prueba de Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples.
Para mayor claridad, en cada figura se indican las pruebas estadisticas usadas. La

significancia estadistica se fijo en p<0.05 bimarginal.
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RESULTADOS

Produccidn de acetilcolina y sustancia P durante la preservacién pulmonar

Como se puede observar en la Figura 5, la acetilcolina tuvo una alta tasa de liberaciéon
durante los primeros quince minutos de preservacién (57.9 £ 1.2 nmol/ml/h), con un
decremento importante en los siguientes periodos de tiempo, alcanzando valores de
218 + 14, 31 £ 0.1, 26 + 0.2 y 1.3 £+ 0.1 nmol/ml/h a las 1, 6, 12 y 24 h,
respectivamente (n=4 por cada intervalo). Por su parte, en la Figura 6 se ilustra la tasa
de liberacion de sustancia P, que tuvo un comportamiento muy similar al de la
acetilcolina, ya que al inicio fue de 17.0 + 2.1 pg/ml/h y disminuyd progresivamente en
los subsiguientes periodos para alcanzar valores de 8.4 £ 1.7, 0.6 + 0.1, 0.7+ 0.2y 0.3
+ 0.1 pg/ml/h alas 1, 6, 12 y 24 h, respectivamente (n=5 por cada intervalo). La Figura
7 ilustra la cinética de ambas sustancias, expresadas en porcentaje de la tasa inicial, y
se observa que una hora después del inicio de la preservacion su produccion ha caido

alrededor de un 50%, y después de 6 horas ya es menor al 6% de la inicial.
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FIGURA 5. Tasa de liberacion de acetilcolina en pulmones de conejo preservados a 4°C por
diferentes periodos. La concentracion se ajusto por volumen y tiempo. Los datos corresponden
a promedio #+ error estandar. La significancia estadistica entre los grupos se evalué mediante
prueba de Student-Neuman-Keuls, posterior a ANOVA de una via.

A7 O



p<0.01 p<0.01 n.s. n.s.

Sustancia P (pg/ml/h)

Tiempo (horas)

FIGURA 6. Tasa de liberacion de sustancia P en pulmones de conejo preservados a 4°C por
diferentes periodos. La concentracion se ajusto por volumen y tiempo. Los datos corresponden
a promedjo + error estandar. La significancia estadistica entre los grupos se evalué mediante
prueba de Student-Neuman-Keuls, posterior a ANOVA de una via.
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FIGURA 7. Cinética de liberacion de acetilcolina y sustancia P. Se flustran los
mismos datos de las dos figuras previas, expresados en porcentafe del valor
inicial. Los datos corresponden a promedio + error estanaar.
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Actividad de la NEP, AChE y ACE durante la preservacion pulmonar

En la medicién basal la actividad enzimatica de la AChE fue de 2.58 + 0.48 IU (mmoles
de sustrato hidrolizado/min/g de tejido). Aunque hubo un discreto cambio en el promedio
de actividades en los siguientes periodos de tiempo, con tendencia a aumentar a la hora
(3.50 + 1.14), estos cambios no alcanzaron significancia estadistica en ninguno de los
intervalos de tiempo estudiados (ANOVA de una via, n=5 por intervalo) (Figura 8). La
actividad enzimética inicial de la NEP fue de 32.57 + 2.18 densidades oOpticas/mg
proteina/min y tuvo un ligero incremento a las 6 h de preservacion (59.93 + 10.09). Sin
embargo, estos cambios tampoco tuvieron significancia estadistica (ANOVA de una via,
n=>5 por intervalo) (Figura 9). Finalmente, la actividad enzimatica de la ACE fue de 8.20
+ 1.13 densidades 6pticas/mg proteina/min, en el periodo inicial de la preservacion vy,
aungue tuvo una ligera disminucién en la primera hora (6.66 = 1.46) la tendencia
posterior fue al incremento progresivo, aunque no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los intervalos de tiempo (ANOVA de una via, n=5 por intervalo)
(Figura 10).

Efecto de la preservacion pulmonar sobre la permeabilidad capilar
En una serie de experimentos iniciales cuya finalidad fue evaluar el efecto de la

preservacion sobre la permeabilidad capilar se midié el valor de mKf,c en pulmones
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FIGURA 8. Actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa (AChE) en pulmones de conejo preservados

a 4°C por diferentes periodos. La actividad de la AChE se expresa en unidades internacionales, que
corresponden a milimoles de sustrato hidrolizado/min/g de tejido. Los datos muestran promedio +
error estandar. £/ ANOVA de una via mostro que los grupos no eran diferentes.
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FIGURA 9. Actividad enzimatica de la endopeptidasa neutra (NEP) en pulmones de conefo
preservados a 4°C por diferentes periodos. La actividad de la NEP se expresa en densidades
opticas/mg de proteina/min. Los datos muestran promedio + error estandar. El ANOVA de una via
mostro que los grupos no eran diferentes.
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FIGURA 10. Actividad enzimadtica de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) en pulmones de
conejo preservados a 4°C por diferentes periodos. La actividad de la ACE se expreso en densidades
opticas/mg de proteina/min. Los datos muestran promedio + error estandar. El ANOVA de una via
mostro que los grupos no eran diferentes.
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obtenidos (grupo control) o preservados en solucion salina al 0.9%, a 4°C, a diferentes
intervalos de tiempo. En comparaciéon con el grupo control, cuyo valor de mKf,c
expresado en ml/min/cmH,O/g tejido fue 2.8 £+ 0.8 (n=7), se observd un incremento
progresivo conforme mas prolongado era el tiempo de preservacion. Asi, a las 6 h de
preservacion el mKf,c fue de 7.5 + 1.4 (n=6), a las 12 h alcanz6 10.8 + 2.3 (n=6, p=0.05,
Dunnett), y después de 24 h aumenté hasta 16.3 + 2.5 (n=6, p=0.01, Dunnett) (Figura
11).

Efecto de la capsaicina, la atropina, el fragmento SP 4-11y el L-732,138

Reperfusién con solucion de Krebs. Como se puede observar en la Figura
12, el mKf,c, cuyo valor basal en estos experimentos (ml/min/cmH,O/g tejido) fue de 2.9
+ 0.8, n=8, aumento significativamente en el grupo de conejos en los cuales se realizd
preservaciéon por 24 horas con solucion salina al 0.9% (17.4 + 2.3, n=8, p<0.01,
Dunnett). Este incremento en la permeabilidad no se modificé por el pretratamiento con
capsaicina (19.0 £ 4.9, n=4, Dunnett), pero fue contrarrestado notablemente por los dos
antagonistas de los receptores de sustancia P, tanto el especifico (L-732,138, 6.0 £ 1.2,
n=5, p<0.01, Dunnett) como el inespecifico (fragmento 4-11, 6.9 + 0.9, p <0.01,
Dunnett). Sin embargo, la atropina no pudo evitar el deterioro de la permeabilidad (12.4
+ 1.9, n=6, Dunnett).
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FIGURA 11. Efecto de la preservacion pulmonar a 4°C durante 6, 12 y 24 h. En comparacion
con pulmones de conejo estudiados inmediatamente después de su procuracion (tiempo 0). La
preservacion proadujo un incremento progresivo del mKf,c (ml/min/cmH.0/g tejido). Los datos
muestran promedio + error estandar. *p<0.05, **p<0.01 (prueba de Dunnett, posterior a
ANOVA de una via).

Reperfusién con sangre. Cuando el mKf,c se evalué empleando sangre autéloga para
la reperfusién, se encontré que pulmones controles recién obtenidos tenian un mKf,c de
5.2 £+ 0.7, n=7 (Figura 13). Este valor se incrementd significativamente cuando los
pulmones se preservaron durante 24 h en solucién salina al 0.9% (9.3 + 1.6, n=5,
p<0.05, Dunnett) y dicho incremento persistié6 aun cuando durante la preservacion se
uso el antagonista de los receptores NK1, el L-732,138 (9.9 + 0.6, n=6, Dunnett).
Adicionalmente, en pulmones estudiados inmediatamente después de su obtencion se
pudo comprobar que el mKf,c fue mayor si se reperfundian con sangre, en comparacion
con los pulmones reperfundidos con Krebs, aunque dicha diferencia fue marginalmente
significativa (p=0.05, t de Student). Por contraste, los pulmones que fueron preservados
sin antagonistas durante 24 h mostraron menor mKf,c cuando fueron reperfundidos con
sangre, en comparacion con aquellos pulmones que fueron reperfundidos con Krebs
(p=0.02, t de Student).
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FIGURA 12. Valores de mKf,c de pulmones aislados y perfundidos de conejo en diversas condiciones de preservacion y reperfundidos con Krebs
0 con Krebs + heparina (K+H). Se puede observar el incremento significativo del mKf,c causado por la preservacion por 24 h, y las modificaciones
producidas por diversos antagonistas. aNK1=L732,138, antagonista especifico de los receptores NK1;, CAP=capsaicina,; fSP=fragmento 4-11 SP,
antagonista inespecifico de la sustancia P, ns=no significancia, **p<0.01 (prueba de Dunnett, posterior a ANOVA de una via).




Pretratamiento no no no
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FIGURA 13. Valores de mKf,c de pulmones aislados y perfundidos de conejo en diversas
condiciones de preservacion y reperfundidos con sangre autologa. La preservacion por 24 h
causo un incremento significativo del mKf,c, que no fue modificado por un antagonista de /los
receptores NK1 (aNK1) el L732,138. ns=no significancia; *p<0.05 (prueba de Dunnett,

Reperfusién con solucion de Krebs heparinizada. Para nuestra sorpresa, el mKf,c en
el grupo de pulmones que se preservaron durante 24 h y se reperfundieron con solucion
de Krebs heparinizada fue notablemente menor (5.5 £ 1.5, n=3) que el observado en el
grupo de pulmones que también se preservaron durante 24 h pero se reperfundieron sin
heparina (17.4 + 2.3, n=8, p<0.01, Figura 11, Dunnett).
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DISCUSION

La sustancia P participa en el deterioro de la permeabilidad vascular

Los resultados del presente estudio muestran que la acetilcolina y la sustancia P se
liberan espontdneamente durante la preservacién pulmonar. De la literatura se sabe que
ambos neurotransmisores aumentan la permeabilidad vascular [144,145] y, por lo tanto,
podrian participar en la lesidbn por isquemia-reperfusion. Sin embargo, nuestros
resultados indican que solamente los antagonistas inespecifico y especifico de los
receptores para la sustancia P fueron capaces de disminuir el deterioro del mKf,c,
mientras que la atropina no lo evitd. Esto sugiere que la sustancia P fue la principal
causa del aumento en la permeabilidad vascular en los pulmones preservados por 24
horas, y concuerda con dos estudios en donde la sustancia P es el principal mediador
de dafio pulmonar “a distancia” en modelos animales de quemadura cutdnea y de
isquemia-reperfusion intestinal [103,146]. El hecho de que la acetilcolina tiene una
potencia mucho menor que la sustancia P para modificar la permeabilidad vascular
[147], podria explicar que no estuviera interviniendo en los cambios ocurridos durante la
preservacion, a pesar de tener un patron de liberacion semejante al de la sustancia P.
Una explicacion adicional seria que el efecto de la acetilcolina sobre la permeabilidad
vascular se lleve a cabo principalmente a través de la liberacion secundaria de
sustancia P. En este contexto, se ha descrito que la fibra C posee receptores nicotinicos
cuya estimulacion libera sustancia P [148], y estudios farmacologicos con este mismo
modelo de pulmén aislado y perfundido también concluyen que parte del efecto de la
acetilcolina es a través de la liberacion secundaria de sustancia P, histamina vy
derivados de la ciclooxigenasa [147].

Considerando que la liberacion de sustancia P y acetilcolina fue mucho mayor en
las primeras horas, y si los hallazgos de nuestro estudio se extrapolaran a una situacién
clinica, podria surgir la pregunta de ¢por qué los pulmones humanos procurados del
donador se conservan viables para el trasplante durante 4-8 horas [20], a pesar de la
liberacion de estos neurotransmisores? Una explicacion hipotética podria ser que la
AChE, la NEP y/o la ACE bloguean eficientemente el dafio potencial de la acetilcolina y
la sustancia P durante las primeras horas de preservacion, hasta que los niveles de

estas enzimas disminuyen progresivamente por la isquemia. En este contexto,
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Carpenter y Stenmark (2001) encontraron que la hipoxia en ratas jévenes disminuye la
expresion de la NEP en el tejido pulmonar, que a su vez se correlaciond con un
incremento de la permeabilidad vascular [117]. En este estudio, los autores pusieron a
ratas recién destetadas bajo un ambiente hipédxico (fraccion inspirada de oxigeno del
10%) durante 72 h. Ellos encontraron que a las 12 h de hipoxia habia una disminucién
significativa de la transcripcion del mRNA de la NEP, medida mediante RT-PCR, asi
como una disminucion progresiva de la actividad de la NEP, evaluada por ensayo
fluorométrico, que alcanzo significancia estadistica a las 24 h. Ademas, los autores
demostraron por inmunohistoquimica que la NEP perivascular disminuia a las 24 h y
practicamente desaparecia a las 48 h. Interesantemente, mientras mas disminuia la
actividad de la NEP mas se incrementaba la permeabilidad vascular (medida por el
método de azul de Evans). Este cambio de la permeabilidad fue revertido administrando
NEP recombinante o antagonistas de la sustancia P. Por otro lado, Tamaru y col. (2000)
encontraron que la hipoxia suprime la actividad de la ACE en cultivos celulares de
endotelio pulmonar de perro, especialmente en las células endoteliales provenientes de
la microvasculatura (en comparacion con el endotelio de arteria pulmonar) [149]. A
pesar de lo atractivo de esta hipotesis, nosotros no encontramos una caida franca en la
actividad de ninguna de las enzimas estudiadas, por lo que no pudimos confirmar la
hipétesis de que la deficiencia progresiva de estas enzimas, conforme avanza el tiempo

de preservacion permite que ocurra el efecto nocivo de los neurotransmisores.

La reperfusion con sangre anula el efecto protector del antagonista NK1

Los cambios patolégicos y funcionales que ocurren en un 6rgano que ha perdido su
irrigacion durante algun tiempo y luego la recupera clasicamente se han descrito en dos
fases, la de isquemia y la de reperfusion (de ahi su nombre de lesion por isquemia-
reperfusion). Como ya se describié en péarrafos anteriores, en una primera fase de este
estudio se evalud la posible participacion de la sustancia P y la acetilcolina en el dafio
por isquemia durante la preservacion pulmonar durante 24 h, concluyendo que la
sustancia P interviene importantemente en el dafio capilar. Con el fin de evaluar si este
mismo mecanismo sigue manifestandose de igual forma cuando hay sangre, hicimos
algunos experimentos en los cuales el pulmoén aislado de conejo fue reperfundido con
sangre autéloga. Esto tiene la ventaja de que semeja mas lo que ocurre en condiciones
clinicas, donde después de preservar y trasplantar al pulmén, éste es sometido a

reperfusion con sangre. Nuestros resultados muestran que, al igual que ocurrié en los
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pulmones reperfundidos con solucién de Krebs, los preservados durante 24 h y
reperfundidos con sangre tenian un incremento estadisticamente significativo del mKf,c
en comparaciéon con pulmones controles estudiados inmediatamente después de su
procuraciéon. Sin embargo, en esta serie de experimentos el antagonista de los
receptores NK1 fue incapaz de modificar el deterioro del mKf,c.

La explicacion para estos resultados es dificil de delinear. Si se equipara con sus
correspondientes experimentos donde los pulmones se reperfunden con soluciéon de
Krebs, se observa que: 1) El grupo control reperfundido con sangre tiende a tener un
mKf,c mayor que el del grupo control reperfundido con Krebs. 2) Por el contrario,
después de una preservacion por 24 h el aumento de la permeabilidad capilar fue
menos intenso en el grupo reperfundido con sangre, en comparacion con los pulmones
reperfundidos con Krebs. 3) El antagonista de los receptores NK1 no modifico el mKf,c
en el grupo reperfundido con sangre, aunque si evité completamente el deterioro de la
permeabilidad en los pulmones reperfundidos con Krebs. Una posibilidad que explicaria
estos cambios es la existencia de un mecanismo dual. Por un lado, la sangre podria
estar evitando el deterioro capilar inducido por sustancia P pero, por el otro lado, podria
estar generando simultaneamente deterioro de la permeabilidad capilar a través de
otras acciones. A continuacion se presentan argumentos que podrian sustentar esta
posibilidad.

Tal como hemos descrito anteriormente (ver Antecedentes, pag. 7), la isquemia
es capaz de iniciar mecanismos de dafio pulmonar, mismos que son amplificados
durante la reperfusibn con sangre. Entre estos Ultimos destaca la produccion de
radicales libres, la generacién de diversos mediadores quimicos proinflamatorios, y el
infiltrado por células inflamatorias. Ademas de lo anterior, la sangre contiene mdltiples
compuestos biolégicamente activos, algunos de los cuales, como la histamina y la
serotonina, tienen la capacidad de incrementar la permeabilidad vascular [150]. Asi
pues, la presencia de estos mecanismos desencadenados por la reperfusion sanguinea
deberia empeorar la permeabilidad del pulmoén preservado, en comparacién con la
reperfusion con Krebs solo, y el hecho de que los pulmones controles no preservados
(es decir, estudiados inmediatamente después de extraidos) muestren un mayor mKf,c
si se reperfunden con sangre parece apoyar este hecho. Sin embargo, cuando el
pulmén fue preservado por 24 h el deterioro de la permeabilidad cuando se reperfundié
con sangre no fue tan evidente como cuando se hizo la reperfusién con Krebs, lo que

sugiere la presencia de un mecanismo protector. Uno de los compuestos que podria
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estar confiriendo este efecto es la heparina que se adicion6 a la sangre con el objetivo
de evitar su coagulacién. Los experimentos hechos con Krebs adicionado de heparina
nos permitieron corroborar que la presencia de esta molécula durante la reperfusién es
capaz de evitar de forma muy notable el deterioro del mKf,c generado por la
preservacion. Estos resultados concuerdan con un estudio de Jones y col. en el que la
heparina evitd el dafio endotelial causado por leucocitos polimorfonucleares al afectar
su funcion e inactivar sus péptidos policationicos [151]. Concuerdan, ademas, con
algunos estudios en modelos animales en donde la heparina disminuyé el edema
pulmonar durante el sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS, por sus siglas en
inglés) [152,153]. Se ha descrito que, independientemente de su efecto anticoagulante,
la heparina tiene un efecto antiinflamatorio al inhibir la produccion de NF-xB [154]. Sin
embargo, en nuestro estudio el efecto benéfico de la heparina sobre el deterioro de la
permeabilidad vascular inducido por sustancia P podria ser debido mas bien a su accién
como antagonista del receptor a IP; [155], por lo que es capaz de antagonizar
directamente el efecto de la sustancia P [156].

En resumen, es probable que durante la reperfusién con sangre la heparina que
se us6 como anticoagulante esté contrarrestando el deterioro de la permeabilidad
capilar inducido por la sustancia P. Sin embargo, la sangre misma genera deterioro de

la permeabilidad capilar por mecanismos independientes de la sustancia P.

La capsaicina no previno el deterioro de la permeabilidad vascular

La capsaicina se ha utilizado desde hace muchos afios como herramienta
farmacoldgica para depletar las fibras C de sus neurotransmisores y explorar la
participacién de la sustancia P en diversos fendmenos. A primera vista, en el presente
trabajo el nulo efecto de la capsaicina sobre el deterioro de la permeabilidad capilar
parece ir en contra de nuestra hip6tesis de que neurotransmisores como la sustancia P
estan involucrados en dicho deterioro. Sin embargo, pudiera haber varias explicaciones
para este hallazgo.

En primer lugar, si bien una fuente importante de sustancia P son las fibras C,
otras fuentes no neuronales también podrian estar liberando sustancia P durante la
preservacion. Asi, se sabe que muchas células, incluyendo macréfagos, eosindfilos,
neutrdfilos, linfocitos, células dendriticas, células epiteliales, fibroblastos, e incluso el
propio musculo liso, pueden producir y liberar sustancia P [119,125]. De este modo,

aunqgue la capsaicina haya evitado la liberacion de neurotransmisores, la sustancia P
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producida por las otras fuentes podria ser la causante del deterioro de la permeabilidad
vascular.

Una posibilidad alternativa es que no todas las fibras C expresan el receptor
para la capsaicina (TRPV1). Esta posibilidad es apoyada por el estudio de Watanabe y
col., quienes mediante microscopia confocal encontraron que si bien muchas fibras
peptidérgicas (productoras de sustancia P o CGRP) coincidian con el marcaje para
TRPV1, algunas otras no tenian este ultimo receptor, por lo que es de suponer que no
todas las fibras nerviosas sensoriales son sensibles a capsaicina [157]. La sustancia P
liberada de estas Uultimas fibras podria ser la responsable del deterioro de la
permeabilidad durante la preservacion pulmonar a pesar del uso de capsaicina.

Por otro lado, se ha demostrado plasticidad neuronal en vias aéreas. En un
modelo de hipoxia crénica Matsuda y col. encontraron un incremento notable de la
densidad y tamafio de las fibras peptidérgicas en las narices de ratas sometidas a 10%
de FiO, por 3 meses, comparadas con ratas controles [101]. Mas aun, se ha
demostrado que fibras aferentes mielinicas (Ad) pueden sufrir plasticidad neuronal y
cambiar su fenotipo para convertirse en peptidérgicas, es decir, en productoras de
sustancia P y CGRP, ante condiciones como la inflamacién alérgica [158]. Si esta
neuroplasticidad ocurriera durante la preservacion pulmonar, las fibras Ad podrian ser
una fuente adicional de SP no afectada por la capsaicina.

Finalmente, una posibilidad adicional para explicar la falta de efecto de la
capsaicina es que, simultaneamente con evitar el efecto dafino de la sustancia P, la
deplecion de las fibras C también elimine algiin mecanismo protector. En este sentido,
se ha descrito que el CGRP, que se encuentra en las mismas fibras C donde se localiza
la sustancia P, desempefa un efecto protector durante el fenbmeno conocido como
preacondicionamiento isquémico. Este fendmeno consiste en aplicar uno o mas
episodios breves de isquemia antes de una isquemia prolongada, con lo cual se logra
disminuir importantemente los efectos nocivos de ésta ultima. El preacondicionamiento
isquémico del masculo cardiaco fue descrito por primera vez en 1986 por Murry y col.
[159] y posteriormente se constatd su existencia en otros drganos como el musculo
estriado, el cerebro, el intestino, los rifiones y el higado y los pulmones [160-162].
Algunos estudios han corroborado que para que el preacondicionamiento sea eficaz
deben activarse fibras sensoriales y liberarse CGRP [163]. Asi, la pérdida simultanea de
este mecanismos protector contrarrestaria el posible efecto benéfico de depletar la fibra

C por la capsaicina.
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CONCLUSIONES

La falla primaria del injerto, manifiestada por edema pulmonar, sigue siendo una grave
complicacion que aparece en las primeras horas del trasplante pulmonar. Una técnica
gue se ha comenzado a usar como modelo para estudiar los efectos de la preservacion
pulmonar es la preparaciéon de pulmén aislado y perfundido. En el presente trabajo
demostramos que al final de un periodo de preservacion de 24 h los pulmones de
conejo presentaron un aumento significativo de la permeabilidad vascular, evaluada
mediante la medicién del mKf,c.

Encontramos que durante la preservacion pulmonar la sustancia P y la
acetilcolina se liberaron hacia el espacio intravascular, con tasas maximas de liberacion
en los primeros minutos y disminucion exponencial durante las 24 h de estudio. Durante
este periodo de preservacion las actividades de las principales enzimas encargadas de
su degradacion, la NEP y la ACE en el caso de la sustancia P, y la acetilcolinesterasa
en el caso de la acetilcolina, no variaron en forma significativa.

El deterioro de la permeabilidad vascular producido durante la preservacion
pulmonar pudo ser evitado mediante el uso de antagonistas de la sustancia P, tanto
inespecificos (fragmento 4-11 SP) como especificos (L-732,138), lo que sugiere la
participacion de esta taquicinina en este fendbmeno. El efecto nocivo de la sustancia P
se observo claramente cuando los pulmones fueron reperfundidos con Krebs, pero no
pudo ser evidenciado cuando la reperfusion fue realizada con sangre autéloga
heparinizada, probablemente debido al efecto antagonico de la heparina sobre la
actividad de la sustancia P.

Finalmente, a diferencia de la sustancia P, la acetilcolina no parece intervenir en
los cambios de permeabilidad durante la preservacion, ya que la atropina no logré evitar

su presentacion.
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Possible Role of Substance P in the Ischemia-
Reperfusion Injury in the Isolated Rabbit Lung

José L. Arreola,” Mario H. Vargas,"** Patricia Segura,” Jaime Chavez,' Bettina Sommer,"

Veronica Carvajal,l and Luis M. Montaiio®

The origin of the endothelial damage leading to the ischemia-reperfusion injury after lung transplantation has not been
elucidated. We postulated that neurotransmitters released during the preservation of the donor lung might explain this
vascular derangement. Thus, in isolated rabbit lungs preserved over 24 hours, we evaluated the release of acetylcholine
(ACh) and substance P (SP), the activity of their major degrading enzymes, acetylcholinesterase (AChE) and neutral
endopeptidase (NEP), and changes in the capillary permeability. Both neurotransmitters showed the highest release
rate in the first 15 minutes, followed by a sharp exponential decrementat 1, 6, 12 and 24 hours. AChE and NEP activities
showed no variation at these time intervals. Basal capillary permeability significantly increased (P<<0.01) after 24 hours
preservation with saline. This increased permeability was avoided (P<<0.01) by the SP fragment 4—11 (an SP receptors
antagonist), but not by atropine. These results suggest for the first time a pathogenic role of SP in the ischemia-
reperfusion injury, and thus the potential usefulness of SP antagonists as additives in the lung preservation solutions
should be explored.

Key Words: Ischemia-reperfusion, Primary graft failure, Lung transplantation, Lung preservation, Lung procurement.

(Transplantation 2004;78: 296-299)

pproximately 15-35% of lung transplant recipients de-
velop a potentially lethal condition termed ischemia-
reperfusion injury, also known as primary graft failure (1).
This condition is manifested by noncardiogenic pulmonary
edema appearing in the first days (usually the first 72 hours)
after the surgery. Although ischemia-reperfusion injury is
linked to endothelial damage, the specific cause of such dam-
age is still controversial. Taking into account the extreme sen-
sitivity of neural tissue to hypoxia, in the present work we
postulated that neurotransmitters released by nerve endings
might explain the vascular derangement occurring in the
ischemia-reperfusion injury. Thus, our aim was to evaluate
whether acetylcholine (ACh) and substance P (SP), two neu-
rotransmitters known to be able to enhance vascular perme-
ability (2, 3), could be released during the experimental lung
preservation, and if antagonists of their respective receptors
could avoid the increment of the vascular permeability after
lung storage.
The rate of spontaneous release of ACh and SP was
determined at different time periods in rabbit lungs preserved
for up to 24 hours at 4°C in saline. For this purpose, sampling
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of intravascular fluid was done by fully exchanging the intra-
vascular saline at 15 minutes and 1, 6, 12 and 24 hours. Mea-
surements of the concentration of ACh (n=6) and SP (n=5)
in the samples were done by high-pressure liquid chromatog-
raphy (HPLC) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), respectively. Following the same protocol, enzy-
matic activities of acetylcholinesterase (AChE, n=5) and
neutral endopeptidase (NEP, n=5), the main enzyme re-
sponsible for SP degradation, were measured in the homog-
enates of rabbit lung lobes.

In the second part of the study, the lungs were exsan-
guinated with cold (4°C) saline, and then a preservation so-
lution was left in the intravascular compartment, either saline
alone (n=6), saline with 10~° M atropine (n=6), or saline
with 107> mg/ml SP-fragment 4—11, an antagonist of SP re-
ceptors (4) (n=6). These lungs were preserved for 24 hours at
4°C. An additional group studied immediately after lung
washing was also used (n=5). Vascular permeability was
evaluated by measuring a modified capillary filtration coeffi-
cient (mKf, ¢) using the isolated perfused lung setup (5). The
research protocol was approved by our institutional Scientific
and Bioethics Committees.

Male New Zealand white rabbits (2.5-3.5 kg) were
anesthetized and ventilated with a small-animal respirator
(Harvard Apparatus, Edenbridge, UK). The chest was opened
and 2000 IU/kg heparin was injected into the right ventricle
before exsanguination. The heart-lungs block was rapidly re-
moved from the chest, both ventricles were opened, and two
glass cannulas were secured into the pulmonary artery and
the left atrium, respectively.

After perfusing the heart-lungs block with cold saline
until exsanguination, cannulas were clamped and the block
submerged into saline and stored at 4°C. Intravascular liquid
was completely exchanged with saline at 15 minutes and at 1,
6, 12 and 24 hours. In a previous work, we found that in these
storage conditions, increased vascular permeability can be
demonstrated in rabbit lungs after 12 hours of preservation
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(5). Saline contained either 10~® M physostigmine (to inhibit
acetylcholinesterase), or 150 KIU/ml aprotinin (to inhibit
proteases activity, as recommended by the manufacturer of
the ELISA kit for SP detection). All intravascular fluid sam-
ples were stored at —70°C until their analysis.

ACh and choline concentrations in the physostigmine-
containing samples were measured as described by Potter et
al. (6) using a commercial kit for cation-exchange HPLC-
electrochemical detection (Bioanalytical Systems, West
Lafayette, IN). The detection limit of our HPLC system was
~1nMina 10 pl sample. ACh production in the samples was
expressed as the sum of ACh plus choline detected by the
HPLC system.

For the SP measurement, a 5 ml sample of the aproti-
nin-containing fluid was mixed with 5 ml trifluoroacetic acid
(1%, TFA), shaken and centrifuged at 14,000 g for 15 minutes
at4°C. Supernatant was applied to a chromatography column
of Bio-Gel P-2 Gel Fine, 45-90 um mesh (Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA), which was then washed with 20 ml TFA.
Sample was eluted by applying 3 ml of 60:40 solution of ace-
tonitrile:TFA, collected in plastic tubes, evaporated until dry,
and reconstituted with 100 ul of buffer protein base with
preservatives (R80206, R&D Systems, Minneapolis, MN). SP
concentration was measured in these samples through a com-
petitive ELISA (DE1400, R&D Systems) and read at 405 nm
(Multiskan MS V4.0, Labsystems, Helsinki, Finland). The fi-
nal SP concentration was expressed as pg/ml. Detection limit
of the SP assay was less than 8 pg/ml.

AChE activity was determined using a colorimetric
method. Briefly, the lung tissue was homogenized in phos-
phate buffer, centrifuged for 15 minutes at 3000 g, and the
supernatant was filtered (22 wm PTEFE filter). 300 ml of su-
pernatant was added to a cuvette containing 2.5 ml of 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, 0.32 mM) and 300
pl phosphate buffer (64 mM). The background absorbance
per minute was measured at 405 nm at 25°C with a photom-
eter (DU 640, Beckman). Afterwards, 100 ul of AChE sub-
strate (42 mM acetylthiocholine) was added to the cuvette,
and the change in absorbance per minute was measured.
Once the background absorbance was subtracted, the AChE
activity was calculated as International Units (IU, or milli-
moles of substrate hydrolyzed per minute per gram of tissue).

NEP activity was measured with a fluorometric assay
for the generation of free dansyl-D-Ala-Gly (DAG) from N-
dansyl-Ala-Gly-D-nitro-Phe-Gly (DAGNPG), a substrate for
NEP. Lung tissue was homogenized, centrifuged at 3000 g for
15 minutes at 4°C, and the supernatant was used for the assay.
Substrate solutions consisting of 1 mM DAGNPG and 10 uM
enalapril (to inhibit angiotensin converting enzyme) in 50
mM TrisHCI with and without the addition of 10 uM phos-
phoramidon (to inhibit NEP) were prepared. The substrate
solutions were preincubated at 37°C for 10 minutes. 50 ul of
the sample were then incubated at 37°C for 10 minutes with
100 wl of each substrate solution. The reaction was stopped by
boiling for 10 minutes at 90°C. The samples were then diluted
1:10 with 50 mM TrisHCl and spun for 5 minutes in a mi-
crofuge at 9000 g. The fluorescence of the supernatants was
measured in a fluorescence spectrophotometer (Fluoroskan
Ascent FL, Foster City, CA) at an excitation wavelength of 355
nm and an emission wavelength of 538 nm. NEP activity was
calculated as the difference in fluorescence between samples
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incubated with and without phosphoramidon and is ex-
pressed as optic densities/mg protein/min. The protein con-
centration of the samples was determined with a Bio-Rad
protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) and
measured against bovine serum albumin standards.

Pulmonary vascular permeability was assessed through
the measurement of the mKf,c, as described elsewhere (5).
Briefly, the lungs were mechanically ventilated and perfused
with Krebs-Ringer-bicarbonate (with 2.5% bovine albumin,
pH 7.4-7.5, 37-38°C) through a recirculating system that
includes a bubble trap and heat exchanger. Arterial and ve-
nous pressures were measured by transducers connected to
side ports of the pulmonary artery and left atrium cannulas,
respectively. A sudden increment of the venous pressure by
10 cmH,O was made through a partial occlusion of the ve-
nous outflow and maintained during 3 minutes. This maneu-
ver caused lung weight gain, initially due to vascular conges-
tion and subsequently to fluid filtering across the capillary
bed. Capillary pressure was measured before and during the
venous obstruction by using the double occlusion technique
(7). mKf,c was expressed as ml/min/cmH,O/g tissue, repre-
senting milliliters of fluid crossing the capillary bed (i.e., the
lung weight gain, per min of venous obstruction, per capillary
pressure increment, and per g of lung tissue).

Differences among time intervals in ACh and SP con-
centration and in AChE and NEP activities, as well as differ-
ences in the mKf,c among groups, were evaluated through
one way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls test.
Statistical significance was set at two-tailed P<<0.05. Data in
the text and figures correspond to mean=+SEM.

Release rates of ACh and SP are shown in Figure 1A and
1B, respectively. Both neurotransmitters showed the highest
release rate during the first 15 minutes of preservation
(57.9%1.2 uM/h and 17.0%2.6 pg/ml/h, respectively), with a
sharp exponential decrease in the following periods, so less
than 6% of the basal rate was found after 6 hours of preser-
vation (Fig. 1C).

The baseline control mKf,c (3.3=1.3 ml/min/
cmH,0/g tissue) significantly increased after 24 hours of
preservation with saline (16.2%+2.5, P<<0.01, Figure 2). This
increased permeability was avoided by the SP receptors an-
tagonist (6.9+0.9, P<<0.01), but not by atropine (12.4*+1.9).

AChE and NEP activities did not change throughout
the lung preservation period (Fig. 3), though a tendency to
increased at 1 and 6 hours, respectively, could be observed.

Our results showed that ACh and SP are spontaneously
released during lung preservation. These neurotransmitters
are known to cause increment of the vascular permeability (2,
3), and thus hypothetically they might participate in the isch-
emia-reperfusion injury. Nevertheless, we found that SP frag-
ment 4—11 was the only drug able to significantly inhibit the
deterioration of the mKf,c, while atropine could not prevent
it; this means SP, but not ACh, largely accounted for the in-
creased vascular permeability observed after 24 hours of pres-
ervation. The notably lower potency of ACh to cause an in-
crement of vascular permeability in the lungs, in comparison
with SP, might partially explain our data (8). If these results
were to be extrapolated to the clinical setting, why do human
donor lungs remain suitable for transplantation during 4—8
hours (9) in spite of the release of these neurotransmitters?
One possible explanation for this question is that AChE and
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FIGURE 1. Release rates in rabbit lungs preserved for
24 hours at 4°C. The amount of (A) acetylcholine (ACh, n=6)
and (B) substance P (SP, n=>5) accumulated in the intravas-
cular fluid samples, adjusted by volume and time. (C) The
release rates of both neurotransmitters, expressed as per-
centage of the initial value. The time intervals indicate the
moment in which full exchange of intravascular fluid was
performed; vertical lines represent SEM.

NEP might be effectively blunting the potential damage of
ACh and SP, at least during the first hours, until the tissue
levels of these enzymes progressively decrease during the lung
preservation. Carpenter and Stenmark recently described
such a NEP decrement in rats submitted to a hypoxic ambient
(10). Nevertheless, in our experimental conditions, we did
not find a decrease of AChE or NEP activities, and thus this
possibility remains uncertain.

Our results were obtained using saline for lung preser-
vation, and thus it is not clear if they will similarly apply for
more complex preservation solutions. Moreover, endoge-
nous factors (cytokines, other neuropeptides, prostaglandins,
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FIGURE 2. Effect of atropine and SP fragment 4-11 (SP
frag) on the capillary permeability in rabbit lungs pre-
served during 24 hours at 4°C. Each circle represents the
modified capillary filtration coefficient (mKf,c) measured in
a single experiment. Average and SEM are indicated at the
right of each group.

FIGURE 3. Enzymatic activities of acetylcholinester-
ase (AChE, millimoles of substrate hydrolyzed/min/g tis-
sue) and neutral endopeptidase (NEP, optic densities/mg
protein/min) in rabbit lungs preserved for up to 24 hours.
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etc.) that might potentially modulate the effects of SP on vas-
cular permeability should be explored in further studies.

We conclude that ACh and SP are released during lung
preservation, and that the blockade of SP receptors avoids the
increased vascular permeability occurring after 24 hours of
lung preservation, suggesting that such blockers might be po-
tentially useful as additives in lung preservation solutions.
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