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Resumen: La isquemia/reperfusion (I/R) produce una respuesta inflamatoria aguda
caracterizada por el reclutamiento de células inflamatorias, stress oxidativo y fallo
endotelial, causando edema intersticial y disfuncion del 6rgano. La Proteina
Quimioatrayente Monocitaria 1 (MCP-1) y la Proteina Inflamatoria de Macréfago 2
(MIP-2) son quimiotdcticas de neutrdfilos in vitro y se ha descrito que participan en el
dano tisular inflamatorio dependiente de neutrdfilos. El objetivo de este trabajo fue
determinar la implicacién de MCP-1 y MIP-2 en el dafio tisular inducido por la I/R en
pulmén. Para ello, diez cerdos large-white fueron sometidos a autotrasplante de
pulmén izquierdo. Para medir los niveles de MCP-1 y MIP-2, se tomaron muestras de
pulmdn en cuatro momentos: 5 minutos antes de clampar la arteria pulmonar, 5
minutos antes de la reperfusién y 30 y 60 minutos tras la reperfusién. Ademas, se
midié el contenido de Mieloperoxidasa (MPO), los niveles de ICAM-1 y el edema
pulmonar. La I/R pulmonar causé un dafio pulmonar sustancial determinado por el
edema pulmonar, que fue acompafiado por un incremento de la actividad MPO
(p<0,05). Tras 30 minutos de reperfusion, los niveles de MCP-1 y de MIP-2
aumentaron, comparados con los observados antes de la repefusion (p<0,05) y un
aumento mayor fué observado a los 60 minutos post-reperfusion (p<0,05). Estos
resultados sugieren que la expresion local de MCP-1 y MIP-2 puede estar implicada en
el dafio tisular dependiente de neutrdfilos inducido por la I/R.

Palabras clave: Isquemia/Reperfusion. Pulmén. Autotrasplante. Neutréfilo. MCP-1 y
MIP-2.

ANTECEDENTES

Una de las claves de la inflamacion aguda es el reclutamiento de
polimorfonucleares (PMNs). Se ha descrito que numerosos mediadores estan
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implicados en este proceso, incluyendo leucotrienos, componentes del complemento,
productos bacterianos y citoquinas. La disfuncion de la barrera endotelial es bien
conocida por su papel como respuesta de la microvasculatura a diferentes condiciones
patoldgicas asociadas a inflamacion. El aumento en la permeabilidad vascular puede
conducir a un exceso de filtracién de fluidos y proteinas causando edema intersticial y
disfuncién del érgano.

La hiperpermeabilidad endotelial ligada a la inflamacién ha sido atribuida a
varios mediadores solubles liberados por células inflamatorias locales o circulantes,
que interaccionan con receptores endoteliales permitiendo el intercambio de liquido y
solutos!. Otros procesos y factores como la tasa de intercambio, adhesién y migraciéon
transendotelial de leucocitos también participan en la disfunciéon de la barrera

endotelial asociada a la inflamacion'®.

La acumulacion de neutréfilos puede aumentar la liberacién de especies
reactivas de oxigeno y proteasas promoviendo un dafio tisular progresivo(z). No
obstante, los mecanismos por los cuales la isquemia y la reperfusiéon inducen la
acumulacién neutrofilica y el consecuente dafio tisular son desconocidos. Un aumento
en la produccién de citoquinas proinflamatorias se asocia con el dafio tisular
dependiente de neutréfilos secundario a la isquemia—reperfusiénm y, aunque el Factor
de Necrosis Tumoral a (TNFa) no induce por si mismo la quimiotaxis de neutréfilos,
nuestro grupo recientemente demostré que la isquemia de pulmén seguida por 30
minutos de reperfusion aumenta también la expresidon local de la Proteina
Quimioatrayente Monocitaria 1 (MCP-l)(4). Sin embargo, la participacion de otras
guimioquinas en el dafio pulmonar por isquemia y reperfusién aun no han sido
estudiadas en profundidad.

Las Proteinas Inflamatorias de Macréfagos (MIP) pertenecen a la familia de las
quimioquinas quimiotdcticas. Son cruciales en las respuestas inmunes frente a
infeccién e inflamacion®. Estas guimioquinas activan granulocitos humanos
(neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos) que pueden conducir a una inflamacién
neutrofilica aguda. También inducen la sintesis y liberacion de otras citoquinas
proinflamatorias como Interleuquina 1 (IL-1), Interleuquina 6 (IL-6) y Factor de
Necrosis Tumoral o (TNFa). El objetivo del presente estudio fue determinar la

implicacion de MIP-2 en el dafio tisular local en pulmén en I/R.

METODOS

Este estudio se realizd bajo la aprobacién del Comité de Investigacion y
Experimentaciéon animal, cumpliendo las directrices de la Convencién Europea para la
utilizacién de animales de experimentacion.
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Diez cerdos large-white de entre 35 y 45 kg de peso fueron sometidos a un
autotrasplante de pulmdn izquierdo ortdépico (neumonectomia izquierda, lobectomia
craneal ex situ y reimplantacion del lébulo caudal izquierdo), seguido de una
reperfusion del injerto de 30 minutos. El protocolo de anestesia y la técnica quirudrgica
para este modelo de autotrasplante pulmonar han sido recientemente descritos
detalladamente por Simén-Adiego y cols'®. Biopsias de tejido pulmonar fueron
tomadas en cuatro momentos diferentes: 5 minutos antes de clampar la arteria
pulmonar, 5 minutos antes de la reperfusién y 30 y 60 minutos tras la reperfusion.
Cada muestra de pulmén se introdujo en un criotubo e inmediatamente fue congelada
con nitrégeno liquido y conservada a -802 C hasta el analisis bioquimico. La

preparacion de las muestras ha sido previamente descrita en detalle®.

Para la determinacion de los niveles de MCP-1 y MIP-2 en pulmdn, se utilizaron
kits especificos de ELISA. Ademads, se determinaron los niveles de ICAM-1, actividad
mieloperoxidasa (MPO) y el edema pulmonar. La determinacién de MPO, como indice
de acumulacion de neutréfilos, se realizé usando el método de Bradley modificado"”.

El edema pumonar fue determinado por el ratio peso humedo - peso seco.

RESULTADOS

La isquemia-reperfusién (I/R) pulmonar indujo un dafio tisular, objetivado por el
edema pulmonar. Este edema fue acompafiado de un aumento de actividad MPO,
(p<0,05). Tras 30 minutos de reperfusidn, tanto los niveles de MCP-1 como los de MIP-
2 aumentaron significativamente comparados con los niveles de la neumonectomia
(p<0,05) y hubo un aumento mayor observado a los 60 minutos tras reperfundir
(p<0,05). La isquemia elevé los niveles de ICAM-1 en el pulmdén y de nuevo estos
niveles se incrementaron aun mas tras 30 y 60 minutos de reperfusion.

DISCUSION

El trasplante pulmonar, el trasplante de l6bulo pulmonar de donante vivo, las
resecciones pulmonares y las arterioplastias pulmonares son procedimientos
complejos que requieren la isquemia del pulmén durante un tiempo determinado. La
isquemia pulmonar y la consecuente reperfusion pueden precipitar en LIRI (Lung
Ischemia-Reperfusion Injury), que es una causa de morbilidad funcional y mortalidad.
Estudios clinicos y experimentales han sugerido que el dafio por I/R ocurre en un
patron bifasico. Se ha demostrado que los macrofagos alveolares, que se activan
durante la isquemia, tienen un papel crucial en la fase temprana de reperfusién(s),
mientras que la actividad de neutrofilos y linfocitos tiene mayor importancia en la fase
tardia, durante las 24 h subsiguientes® ® . Ademdas, numerosos estudios han

documentado que la I/R incrementa el stress oxidativo y que los macréfagos producen
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citoquinas pro y antiinflamatorias ante este stress?). Algunas de estas citoquinas

liberadas por los macréfagos antes y después de la reperfusidon estaran implicadas en
el reclutamiento de neutréfilos y linfocitos hacia el pulmdén durante la reperfusién(“’.
Los resultados del presente estudio son consistentes con aquellos hallazgos dado que
un incremento en la actividad de la MPO, que es indicador de la activacion neutrofilica,
fue observado soélo tras la reperfusion, mientras que el edema pulmonar era evidente
antes de la acumulacion de neutrofilos.

Se ha propuesto que las quimioquinas podrian jugar un papel crucial en el
reclutamiento de macréfagos en la inflamacién y el dafio tisular’®. EI aumento de los
niveles de MIP-2 y MCP-1, tras 30 minutos post-reperfusién, apoyan esta hipdtesis.
Ademas, el hecho de que los niveles de MIP-2 en el pulmén fueran aun mayores tras
60 minutos desde la reperfusidn, sugiere que MIP-2 es una quimioquina inducible.

Varios mecanismos del dafo tisular mediado por neutréfilos han sido
propuestos, incluyendo el aumento de la expresién de moléculas de adhesidn en la
superficie celular que incrementa la adherencia de los neutréfilos al endotelio. Se ha
demostrado que MIP-2 aumenta la expresién en neutrdéfilos de Integrinas [32(12) y por
ello, ademas de servir como un potente quimioatrayente de neutréfilos, MIP-2 podria
incrementar las interacciones adhesivas entre neutréfilos y endotelio. En el presente
estudio, observamos una elevacién de los niveles de ICAM-1 en pulmén relacionado
con un aumento en los niveles de MIP-2, sugiriendo que MIP-2 podria tener un papel
en el dafio pulmonar inducido por I/R como se habia observado en otros tejidos.

En conclusion, estos resultados sugieren que la expresion local de MCP-1 y MIP-2
podria estar implicada en el dafio pulmonar dependiente de neutréfilos inducido por

I/R.
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