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OBJETIVO: La generacién local de citocinas es un factor
patogénico en el dafio por isquemia-reperfusion en la dis-
funcion precoz del injerto. Este estudio analiza la expresion
en tejido pulmonar de ARN mensajero de interleucina-8
(ARNm de IL-8) y su relaciéon con los cambios intersticiales
pulmonares en un modelo experimental de isquemia-reper-
fusion pulmonar normotérmica.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 16 conejos de la raza
Nueva Zelanda en 3 grupos de estudio: a) basal; b) isquemia
(I6bulo inferior derecho tras isquemia de 1,2 0 3 h), y c) re-
perfusion (16bulos superior y medio derechos tras 1 h de is-
quemia y 1, 2 0 3 h de reperfusion). Se determiné la expre-
sion del ARNm de IL-8 mediante transcripcion inversa y
reaccion en cadena de la polimerasa y estudié la infiltracién
intersticial por polimorfonucleares (PMN). Para el analisis
estadistico se empleo el test de la U de Mann-Whitney acep-
tando como significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS: Durante el periodo de isquemia se observo
respecto al basal elevacion del ARNm de IL-8 al final de la
primera hora (p = 0,009), pero no durante el resto del perio-
do isquémico. Los cambios intersticiales fueron minimos.
Durante la reperfusion los valores de ARNm de IL-8 fueron
semejantes a los observados durante la isquemia, con una li-
gera elevacion al final de segunda hora; no hubo diferencias
significativas entre la primera, segunda y tercera horas.
Hubo reclutamiento de PMN al inicio de la reperfusién (p =
0,014), sin observarse diferencias significativas en la segun-
da y tercera horas. Se objetivo un engrosamiento progresivo
de los tabiques interalveolares y edema.

CONCLUSIONES: Los cambios en la expresion del ARNm de
IL-8 durante la isquemia preceden a la infiltracion intersti-
cial de PMN durante la reperfusion, lo que sefiala una rela-
cién entre ambos procesos. La cuantificacion del ARNm de
IL-8 podria ser un procedimiento para el seguimiento diag-
noéstico de la disfuncién precoz del injerto.

Palabras clave: Isquemia-reperfusion. Interleucina-8. Leucoci-
tos polimorfonucleares. Trasplante pulmonar.

Interleukin-8 Expression in Lung Tissue During
Ischemia—Reperfusion

Objective: Local cytokine production is a pathogenic factor
in ischemia-reperfusion injury in early graft dysfunction.
This study analyzed interleukin 8 (IL-8) messenger RNA
(mRNA) expression in lung tissue and the association between
IL-8 mRNA levels and interstitial lung changes in an
experimental model of warm lung ischemia-reperfusion.

MATERIAL AND METHODS: We studied 16 New Zealand
rabbits divided into 3 groups: control, ischemia (tissue
taken from right lower lobe after 1, 2, or 3 hours of
ischemia), and reperfusion (tissue taken from right upper
and middle lobes after 1 hour of ischemia and 1, 2, or 3
hours of reperfusion). Expression of IL-8 mRNA was
determined by reverse transcription and polymerase chain
reaction. Interstitial infiltration by polymorphonuclear
neutrophils was determined. The Mann—-Whitney U-test was
used for statistical comparisons, with P<.05 considered to
indicate a significant result.

REsULTS: During ischemia, IL-8 mRNA levels were elevated
at the end of hour 1 (P=.009) with respect to the control group,
but not thereafter. Interstitial changes were minimal. IL-8
mRNA levels during reperfusion were similar to those
observed during ischemia, with a slight increase at the end of
hour 2. There were no significant differences between hours 1,
2, and 3. Polymorphonuclear neutrophil recruitment occurred
at the beginning of reperfusion (P=.014), but no significant
differences were observed at hours 2 or 3. Progressive
thickening of alveolar septa and edema was documented.

ConcLusions: Changes in IL-8 mRNA expression during
ischemia precede interstitial infiltration by polymorphonuclear
neutrophils during reperfusion, suggesting that the 2 processes
are related. Quantification of IL-8 mRNA expression could
facilitate early diagnosis of graft dysfunction.

Key words: Ischemia—reperfusion. Interleukin 8. Polymorphonu-
clear leukocytes. Lung transplantation.
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Introduccion

El restablecimiento del flujo sanguineo en la isque-
mia-reperfusién incrementa el dafio de los tejidos ini-
ciado durante el periodo isquémico y reproduce algunas
de las caracteristicas de la reaccion tisular inflamatoria
aguda, que se caracteriza por la infiltracién de leucoci-
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tos polimorfonucleares (PMN)!. En consecuencia, la
aparicién de quimioatrayentes leucocitarios en los teji-
dos, especialmente quimiocinas, es un factor central en
la patogenia del sindrome de isquemia-reperfusién y en
la disfuncién precoz no especifica del injerto. Entre las
citocinas quimiotécticas (quimiocinas), la interleucina-8
(IL-8) es el principal elemento de una amplia familia y
muestra gran selectividad para movilizar el reclutamien-
to de los PMN desde la sangre periférica a los tejidos.

Por sus caracteristicas estructurales, el intersticio pul-
monar es el lugar donde se desarrollan los componentes
fundamentales de la respuesta inflamatoria y el espacio
donde se acumulan y activan los PMN neutrdfilos, a juz-
gar por los resultados observados en distintos modelos
de dafio inflamatorio agudo®*. Sin embargo, el macréfa-
go alveolar es un elemento celular clave en el desenca-
denamiento de la respuesta. De este modo, se puede ela-
borar un esquema patogénico en el que el macréfago
generaria factores quimiotacticos que reclutarian a los
PMN tras adherirse y migrar a través de las células en-
doteliales, y éstos se concentrarian en el foco lesional,
donde liberarian mediadores inflamatorios, responsables
ultimos del dafio tisular. Estos hechos explican la apari-
cién de dafio tisular por isquemia-reperfusién en al me-
nos el 25% de los receptores de trasplante pulmonar*”.

La IL-8, identificada inicialmente como un quimioa-
trayente de los PMN, desencadena en estas células
3 respuestas fundamentales: cambios en la forma y
migracién transendotelial, desgranulacién y activacién
oxidativa®. Por otra parte, la exposicién celular a un es-
trés oxidativo como la isquemia-reperfusiéon conduce a
la induccién de la produccién local de IL-8’. El esclare-
cimiento de la secuencia de produccion y accién de la
IL-8 durante la isquemia-reperfusién pulmonar podria
ser de interés para conocer el mecanismo del desarrollo
del dafio tisular y su posible tratamiento.

Sobre estas bases, este estudio intenta determinar el
patrén de produccién de la IL-8 y su relacién con la
presencia de PMN durante la isquemia-reperfusioén pul-
monar, en un modelo experimental de isquemia-reper-
fusién pulmonar normotérmica.

Material y métodos

En razén de sus caracteristicas anatomofisioldgicas, las
posibilidades de acceso, el coste y la infraestructura, y la ex-
periencia de modelos experimentales previos, se eligi6 el co-
nejo como animal de experimentacién®'?. Se intervinieron
quirdrgicamente 16 conejos blancos de raza Nueva Zelanda
(rango: 2,5-4 kg) de acuerdo con las normas de un protocolo
establecido. Los animales fueron tratados experimentalmen-
te y sacrificados al final del experimento mediante sobredo-
sis de barbittricos siguiendo las disposiciones legales vigen-
tes (Normativa de la Unién Europea 86/608/EECC y Real
Decreto 223/1988).

Diseiio experimental

La sedacion e hipnosis de los animales se realizé mediante
la administracién de clorhidrato de ketamina via intramuscu-
lar (30 mg/kg). Se administré una inyeccién complementaria
de atropina (0,12 mg/kg) via subcutdnea. La anestesia general
se obtuvo mediante la administracion intravenosa de tiopental

sodico (10 mg/kg) y bromuro de pancuronio (0,5 mg/kg). Co-
locado el animal en decubito supino, se procedié a la realiza-
cién de cervicotomia media y traqueotomia. El mantenimien-
to respiratorio intraoperatorio se llevé a cabo con ventilacién
mecdnica (Engstrom Respiratory System 300; tipo ER 311;
Engstrom, Bromma, Suecia), con fraccion inspiratoria de oxi-
geno de 0,21 en aire inspirado (35 ml/kg/min) y frecuencia de
30 respiraciones/min. Se canul6 la vena yugular interna como
via para la administracién de medicacién y medicién de la
presién venosa central. Se canuld la arteria carétida comin
contralateral para la medicién continua de la presién arterial y
realizacién de gasometrias arteriales en distintos momentos
del experimento.

Se procedi6 a la realizacién de esternotomia media, libera-
cién y separacion del timo. Se abrieron ambas pleuras, para
proceder a continuacién al aislamiento de ambos hilios pul-
monares y exclusién vascular y bronquial del 16bulo pulmo-
nar supernumerario central. Se colocé un vessel-loop alrede-
dor del hilio pulmonar derecho y complementariamente del de
su l6bulo inferior para facilitar su control y ulterior interrup-
cion. La anticoagulacion total del animal se obtuvo mediante
la administracién de heparina sédica (1 mg/kg).

Isquemia-reperfusion pulmonar

Previa comprobacién de la estabilizaciéon hemodindmica y
respiratoria, se procedié a la realizacién de isquemia pulmo-
nar derecha mediante la total interrupcion bronquial y del flu-
jo vascular pulmonar (bronquio principal, arteria y venas pul-
monares y bronquiales). Complementariamente se practicé la
interrupcién del hilio del 16bulo inferior derecho. De este
modo se hizo posible la determinacién simultdnea en el mis-
mo animal de experimentacién de los valores de ARN mensa-
jero (ARNm) de IL-8 y de los hallazgos histoldgicos tras dis-
tintos tiempos: isquemia del 16bulo inferior (1, 2 y 3 h) e
isquemia (1 h) y reperfusion (1, 2 y 3 h) de los 16bulos medio
y superior.

Grupos de estudio

Para la consecucién de los objetivos planteados, se estable-
cieron 3 grupos de estudio:

— Basal: extraccién de tejido pulmonar sin induccién de is-
quemia-reperfusion (4 animales).

— Isquemia: obtencién de tejido pulmonar del 16bulo infe-
rior derecho tras su isquemia de 1, 2 0 3 h (4 animales en cada
tiempo del periodo isquémico).

— Reperfusion: obtencidn de tejido pulmonar de los 16bulos
superior y medio derechos tras 1 h de isquemiay 1,203 hde
reperfusion (4 animales en cada tiempo del periodo de reper-
fusién —los mismos que en la isquemia—).

Determinaciones

Se obtuvieron muestras de tejido pulmonar para estudio de
la expresion del ARNm de IL-8 y determinacién de los cam-
bios histoldgicos de los animales en los distintos grupos. De
cada muestra se separé un fragmento, que se conservé en for-
maldehido para el estudio histolégico; los fragmentos pulmo-
nares destinados a la determinacién del ARNm de IL-8 se su-
mergieron de forma inmediata en nitrégeno liquido y se
conservaron a temperatura constante de —80 °C hasta su pro-
cesamiento.

Determinacion de ARNm de IL-8. Para la extraccién del ARN
celular, el tejido pulmonar se fragmenté mecdnicamente con
un fragmentador mecanico tipo Polytron (Kinematica AG, Lit-
tan-Lucerna, Suiza) durante 30 s, a 4 °C. El ARN total se extra-
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Fig. 1. Cambios de la expresion del ARN mensajero (ARNm) de interleu-
cina-8 (IL-8) durante la isquemia. Las muestras de ARN se extrajeron de
los pulmones de los conejos en tiempos distintos tras el inicio de la isque-
mia y se utilizaron para las reacciones de transcripcién inversa-reaccién
en cadena de la polimerasa con cebadores disefiados segiin las secuencias
de la IL-8 y la GADPH (gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa) de cone-
jo. Los cambios en los distintos tiempos se expresan en relacién con el va-
lor basal, al que se asigné el valor 1. Se aprecian diferencias significativas
entre la primera hora de la isquemia y el valor basal (p = 0,09), pero no
entre los distintos periodos de la isquemia (p > 0,05).

jo con el método del guanidin-tiocianato. La primera hebra del
ADN complementario se sintetizé a partir del ARN total me-
diante la técnica de la transcripcion inversa. La mezcla de la
reaccién contenia 0,2 ug/ul de ARN total, 2,5 ul de H,O
DEPC, 20 U del inhibidor de ribonucleasas RNasin, 4 ul de
tampdn 5 x, 2 ul de DTT 0,1 M, 4 ul de dNTP 2,5 mM, 1 ul
de mezcla de hexanucleétidos 0,1 mM y 200 U de transcripta-
sa inversa del virus de leucemia de Moloney. La reaccién se
incubé durante 1 h a 37 °C en un volumen de 20 ul. El ADN
complementario se amplificé mediante reaccién en cadena de
la polimerasa en una mezcla de reaccién que contenia 5 ul de
la transcriptasa inversa, 14 ul de H,O, 2,5 ul de tampén 10 x,
0,75 wl de MgCl, 50 mM, 1,0 ul de dNTP 2,5 mM, 1,25 ul de
cada cebador y 0,25 ul de Tag-ADN polimerasa 5 U/ul. Di-
cha solucién (25 ul) se colocé en un termociclador. El progra-
ma de amplificacién incluy6 un ciclo de desnaturalizacién ini-
cial a 94 °C durante 5 min y 30 ciclos de amplificacién:
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 s, anillamiento (annealing)
a 59 °C durante 30 s, elongacién a 62 °C durante 30 s y exten-
si6n final a 72 °C durante 7 min. Los productos de la reaccién
en cadena de la polimerasa se separaron por electroforesis en
gel de agarosa y se cuantificaron por densitometria. La expre-
sién de gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa (GADPH) se
utilizé para confirmar la homogeneidad de la carga en las dis-
tintas calles y la normalizacién de los resultados.

Determinaciones histologicas. La existencia de infiltracién
alveolar de neutréfilos y macréfagos, exudacion fibrinosa, in-
filtracion septal, agregacion intravascular de neutréfilos, ede-
ma y destruccion de la arquitectura pulmonar se investigd en
todas las muestras. Su valoracién se realizé en distintas dreas,
y se desestimaron aquéllas compatibles con hallazgos catalo-
gados como consecuencia de la manipulacién quirdrgica del
parénquima. Se efectud el recuento celular por campo visual
de 600 um de didmetro con un microscopio Zeiss, utilizando
un objetivo de x40. En las dreas que se consideraron vélidas,
el resultado estimado como definitivo fue la media porcentual
de cada uno de los parametros estudiados.
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Andlisis estadistico

Los datos se introdujeron para su estudio estadistico en una
base de datos (SPSS version 11.5). Para la comparacion, entre
los distintos grupos de estudio, de los valores de ARNm de
IL-8 y del nimero de neutrdfilos el andlisis estadistico se rea-
liz6 mediante el test no paramétrico de la U de Mann-Whit-
ney, en razon del pequefio tamafio muestral de los grupos.

Resultados
Determinaciones de ARN mensajero de interleucina-8

Se constaté una elevacién significativa (p = 0,0090)
de los valores de ARNm de IL-8 al final de la primera
hora de isquemia (valor medio + desviacién estindar:
475 £ 2,31) respecto a los basales (1 + 0,57), y se man-
tuvo a lo largo de las 3 h de este periodo. No hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre los valores
del ARNm de IL-8 observados en los distintos momen-
tos de la isquemia (segunda hora: 4,12 + 1,02; tercera
hora: 4,53 + 1,56; p = 0,5637 y p = 0,3865, respectiva-
mente) (fig. 1).

Transcurrida 1 h desde el inicio de la reperfusion,
los valores de ARNm de IL-8 (4,42 + 1,43) resultaron
muy semejantes a los observados al final del periodo
de isquemia (p > 0,05). Se constatd una segunda eleva-
cion de los valores de ARNm de IL-8 al final de la se-
gunda hora de reperfusion (4,97 + 0,54), seguida de un
ligero descenso en la tercera (3,63 + 1,18). Sin embar-
go, no se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los valores del ARNm de IL-8 hallados
en la isquemia y los observados al final de la primera,
segunda y tercera horas de la reperfusién (p > 0,05)

(fig. 2).

Determinaciones histologicas

En el grupo basal, el andlisis histolégico de las mues-
tras pulmonares evidencié un parénquima pulmonar es-
tructurado, con tabiques interalveolares finos y sin ede-
ma ni c€lulas en el intersticio. La media de PMN y de
macréfagos alveolares por campo fue de 3,8 + 0,84
(rango: 3-5) (fig. 3) y 1,2 + 0,84 (rango: 0-2), respecti-
vamente.

En el periodo de la isquemia pulmonar se observaron
cambios microvasculares y minima acumulacién de
PMN en el intersticio. No hubo diferencias significati-
vas en el recuento de PMN entre el periodo basal y el
periodo de isquemia, ni entre los valores observados al
final de la primera, segunda y tercera horas de isquemia
(3,75 + 1,5; 3,33 = 0,58, y 4 + 1,41, respectivamente)
(p > 0,05) (fig. 3). En lo que se refiere a los macréfagos,
no se constataron diferencias significativas entre los ob-
servados en el grupo basal y los correspondientes al fi-
nal de la primera, segunda y tercera horas de isquemia
(3,75 £ 1,5; 1 £ 0,81, y 2,25 + 2,63, respectivamente)
(p > 0,05).

El inicio de la reperfusién se vio acompafiado de un
reclutamiento rdpido de PMN en el intersticio pulmo-
nar. Durante la primera hora de reperfusion su presencia
aument$ hasta una media de 20,75 + 10,87 PMN por
campo (rango: 9-30), con diferencias significativas res-
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Fig. 2. Expresion del ARN mensajero (ARNm) de la interleucina-8 (IL-8)
durante la isquemia-reperfusién. Los pulmones de los animales se mantu-
vieron durante 1 h en isquemia y posteriormente se reperfundieron durante
los periodos indicados. Al final de estos periodos se obtuvo tejido pulmonar
para la extraccion de ARN y reacciones de transcripcion inversa-reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR). No se observan diferencias significa-
tivas entre los valores hallados al final de la isquemia y los periodos de re-
perfusion adicional (p > 0,05). El panel B muestra el resultado del analisis de
los productos de las RT-PCR en un experimento tipico. La calle de la iz-
quierda muestra la posicion de los marcadores de distinto niimero de pares

pecto al valor medio basal (p = 0,014) y el observado al
final de la primera hora de isquemia (p = 0,018). En la
segunda hora de reperfusion se aprecié un leve descen-
so de su ndmero (13 + 2,65), pero manteniendo diferen-
cias significativas respecto al valor basal (p = 0,013) y
el observado al final de la primera hora de la isquemia
(p = 0,017). En la tercera hora de reperfusién, tuvo lu-
gar una nueva acumulacién de leucocitos en el intersti-
cio (26,75 = 15,54); no obstante, no hubo diferencias
significativas entre los valores medios de neutrdfilos
observados al final de la primera hora de reperfusién y
los correspondientes observados al final de la segunda y
tercera horas (p = 0,2454 y p = 0,6631, respectivamen-
te) (fig. 4). Los macréfagos no presentan el mismo
comportamiento: sus valores durante la reperfusion fue-
ron muy similares a los observados en el periodo basal
y durante la isquemia (primera hora: 3,25 + 1,89; se-
gunda hora: 1,25 + 1,26; tercera hora: 3 + 2,94).

Durante el periodo de reperfusion, y en relacién di-
recta con su progreso en el tiempo, la presencia de en-
grosamiento de los tabiques interalveolares, congestién
vascular y edema fueron hallazgos simultidneos al au-
mento de PMN en el intersticio. La formacién de mem-
branas hialinas se observé sélo en las fases mas tardias
de la reperfusion (fig. 5).

Discusién

En los procesos inflamatorios agudos, los PMN infil-
tran los tejidos tras su adhesion a las células endotelia-
les siguiendo la sefial de un gradiente de concentracién
de factores quimiotacticos. La reproducciéon de muchas
caracteristicas de la reaccién inflamatoria aguda en la
isquemia-reperfusién tisular ha motivado la investiga-
cién de la accién de distintos factores quimiotacticos en
este proceso. Entre ellos, los mds estudiados han sido
las citocinas con capacidad quimioatrayente, como el fac-
tor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), la IL-1 y la IL-8,

de bases (bp). GADPH: gliceraldehido-fosfato-deshidrog o citocinas moduladoras negativas como la IL-10 e IL-12,
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Fig. 3. Recuento de polimorfonucleares (PMN) en el tejido pulmonar du-
rante la isquemia. No hay diferencias significativas de su valor respecto al
basal.

Fig. 4. Recuento de polimorfonucleares (PMN) durante la isquemia-re-
perfusion. Se aprecian diferencias significativas entre la primera hora de
isquemia y la primera hora de reperfusién (p = 0,018), pero no durante el
resto del periodo de reperfusion.
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y otros mediadores inflamatorios como el interferén
gamma (IFN-y) y el factor activador de las plaquetas.
La IL-8, identificada inicialmente como un quimioatra-
yente de PMN, produce también cambios en su forma,
migracién transendotelial, desgranulacién y activacion
oxidativa!!. Tanto la determinacién de la proteina como
la de su ARNm se han estudiado en distintos procesos
—cirugfa de la aorta abdominal'? y trasplante hepdtico'*-
en los que las consecuencias de la isquemia-reperfusién
tisular adquieren singular importancia.

Puesto que el intersticio pulmonar, por sus caracteris-
ticas histolégicas y estructurales, es el escenario de la
reaccion inflamatoria, su respuesta a distintos factores
quimiotdcticos se ha estudiado en distintos modelos de
dafio inflamatorio agudo®*. El esclarecimiento de la se-
cuencia de su produccién es un factor determinante para
ampliar el conocimiento del mecanismo de isquemia-re-
perfusién pulmonar y la produccion del dafio tisular.

Cominmente se acepta que en la isquemia-reperfu-
sion pulmonar el dafio tisular inicia su expresion anato-
mopatoldgica y funcional tras el comienzo de la reper-
fusion. Este hecho hace que el problema fundamental
de este mecanismo venga determinado por el inicio de
la produccién de los factores quimiotécticos y de su ci-
nética de accidn. Las observaciones realizadas por di-
versos autores en relacion con las concentraciones de la
IL-8 durante la isquemia muestran resultados dispares.
Los resultados de los estudios experimentales de Sekido
et al'* y Sakuma et al'> demuestran un incremento de la
IL-8 tras isquemia pulmonar de 2 h; sin embargo, su in-
cremento no fue en ningin caso significativo, ni tan si-
quiera tras la prolongacién del periodo de isquemia du-
rante 5 h!'*1. Por el contrario, De Perrot et al'®, en un
estudio efectuado en el lavado broncoalveolar (LBA) de
donantes de injerto pulmonar, demuestran una elevacién
significativa de IL-8 y, ademds, la de otros factores es-
tudiados como el TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-12 e IL-18.
Cuando la determinacién de este factor se realiz6 me-
diante la medicion de su ARNm, los resultados también
parecieron confirmar su produccién en el transcurso del
periodo isquémico. En el dmbito clinico, Fisher et al'’
observan en pulmones isquémicos de donantes huma-
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Fig. 5. Modificaciones histolégicas
del intersticio pulmonar: A) basal; B)
tras 1 h de isquemia; C) tras 3 h de
isquemia; D) tras 1 h de reperfusion;
E) tras 2 h de reperfusién; F) tras 3 h
de reperfusién. Se han elegido mues-
tras significativas en las que se apre-
cia la apariciéon progresiva de edema
intersticial e infiltracion leucocitaria
por polimorfonucleares.

nos concentraciones de ARNm de IL-8 significativa-
mente mayores que las halladas en los pulmones de su-
jetos sanos control. Metinko et al’” demuestran un incre-
mento significativo de la IL-8 en el LBA de pulmones
donantes tras isquemia tisular de 3, 6, 9 y 12 h, incre-
mento que se correlaciona con un aumento paralelo en
el tejido pulmonar de los valores de ARNm de IL-8 a
los 30 y 90 min de isquemia.

En nuestro estudio, el dafio producido por la isque-
mia se corresponde con una elevacion significativa du-
rante la primera hora de los valores de ARNm de IL-8
respecto a los basales. Estos valores permanecen eleva-
dos desde la primera hasta la tercera hora de isquemia,
sin que se observen variaciones significativas durante
las 3 h del periodo isquémico.

La repercusion tisular de la elevacion de la IL-8 o su
ARNmMm durante la isquemia ha sido también motivo de
estudio. Recientes estudios experimentales demuestran
que en el intersticio, tras periodos de isquemia pulmo-
nar de 2 a 5 h, la elevacién de este factor tan sélo se
acompafia de minimos cambios tisulares pulmona-
res'*#1820 En nuestra experiencia, el anélisis histolégico
de las muestras basales evidencia un parénquima pul-
monar estructurado, con tabiques interalveolares finos,
sin edema y con un nimero muy escaso de PMN en el
intersticio, hallazgos que no indican cambios significa-
tivos durante la totalidad del periodo de isquemia.

La mayor parte de los estudios experimentales reali-
zados muestran un incremento continuo de la sintesis de
la IL-8 durante la reperfusidn, tanto en tejido pulmonar
homogeneizado como en el LBA'Y. Experiencias clini-
cas como las del grupo de trasplante pulmonar de To-
ronto?! concluyen que las concentraciones de IL-8 tien-
den a incrementarse de forma gradual desde el inicio de
la isquemia y posteriormente en la reperfusién; de ma-
nera simultdnea, los valores de TNF-a, IFN-y, IL-10,
IL-12 e IL-18 se incrementan durante el periodo isqué-
mico, pero disminuyen tras la reperfusiéon. Ademds, la
correlacién entre mortalidad por fracaso precoz del in-
jerto e incremento de la expresién de estos factores sélo
pudo establecerse para el incremento de IL-8 durante la
isquemia y su progresion en la reperfusién!'®!’.
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En nuestro estudio, el ARNm de IL-8 se mantiene
durante la reperfusion en valores muy semejantes a los
observados al final del periodo de isquemia. Dado su
caricter precursor de la sintesis de IL-8, observamos
durante la primera hora de reperfusién un discreto des-
censo de su valor, que se ve seguido ulteriormente de
una ligera elevacion al final de la segunda hora. A nues-
tro juicio, este hecho no hace sino poner de manifiesto
la existencia de un mecanismo de retroalimentacién ne-
gativo en la sintesis del mediador tras aumentar la de
IL-8 o, alternativamente, la desaparicion de la sefial in-
ductora.

En cuanto a los cambios histoldgicos que se han des-
crito en la reperfusién, la mayor parte de los auto-
res!#161719 coincide en la observacién de un recluta-
miento rdpido de PMN en el intersticio pulmonar.
Transcurridas 2 h desde el inicio de la reperfusién, se
constaté la infiltracion moderada de neutréfilos y ma-
créfagos en el intersticio y los alvéolos. En los estudios
en los que se realiz6 ademads andlisis del LBA, los ha-
llazgos estuvieron en consonancia con los constatados
histolégicamente*.

En nuestra experiencia, durante la primera hora de
reperfusion se produce una importante acumulacién ti-
sular de PMN. Durante la segunda hora se observa un
ligero descenso del nimero de PMN, que se sigue de la
produccién de un infiltrado intenso de los septos inte-
ralveolares y agregados intravasculares de PMN al final
de la tercera hora. No se observo un incremento signifi-
cativo del nimero de macréfagos respecto al de los acu-
mulados durante el periodo isquémico. La acumulacién
de PMN se acompaiia de cambios en el intersticio pul-
monar, como edema y engrosamiento de los tabiques
interalveolares, congestiéon de los vasos pulmonares y
presencia de membranas hialinas en las fases mas tardi-
as de la reperfusion. Estos hallazgos coinciden con los
de otros estudios'*? (incluidos aquellos en los que la
determinacién del nimero de PMN se realizé por otros
métodos como la determinacién de la actividad mielo-
peroxidasa?) y reafirman la idea de que en el dafio tisu-
lar pulmonar por isquemia-reperfusion el reclutamiento
celular intersticial es fundamentalmente de PMN. Los
resultados de experiencias de isquemia-reperfusion tisu-
lar realizadas con sangre deplecionada de leucoci-
tos!>1820 demuestran que, en la magnitud del dafio tisu-
lar, el papel de la infiltracion intersticial por PMN
resulta determinante.

Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia
que la IL-8, como citocina quimioatrayente de PMN,
tiene en el desarrollo del dafio intersticial por isquemia-
reperfusién. Las variaciones en su concentracion a lo
largo del proceso indican su produccién durante el peri-
odo isquémico y su progresion durante la reperfusion.
La determinaciéon del ARNm de IL-8 se muestra en
nuestra experiencia como un marcador fidedigno de la
produccién de esta citocina que se correlaciona con los
hallazgos patolégicos.

Incluso en ausencia de cambios histolégicos signifi-
cativos, la elevacién al final de la isquemia de los valo-
res de la proteina y/o del ARNm de IL-8 en los alvéolos
de los pulmones del donante se asocia con una pobre

funcién inicial y con un incremento de la mortalidad
precoz del receptor!’. La posibilidad de determinar du-
rante la isquemia un marcador prondstico que prevea la
ulterior presencia de dafio tisular puede ser de gran va-
lor a la hora de evitar el comienzo de ese dafio. Como
exponente de la produccién de un potente mediador, el
ARNm de IL-8 cumple esa condicién.

En definitiva, ha podido demostrarse experimental-
mente que la administracion de anticuerpos especificos
de IL-8 al inicio de la reperfusién pulmonar disminuye
de forma notable el dafio tisular'®. Centrar la investiga-
cién en el donante y receptor, y en la cuantificacién
tisular del ARNm de IL-8 como precursor de esta cito-
cina, y proseguir en la investigacién de factores inhibi-
dores de su accidn podria contribuir a prevenir y mejo-
rar tanto la funcién como el prondstico a corto plazo del
injerto pulmonar.

BIBLIOGRAFIA

1. Mal H, Dehoux M, Sleiman C, Boczkowski J, Leséche G, Pariente
R, et al. Early release of proinflammatory cytokines after lung
transplantation. Chest. 1998;113:645-51.

2. Jones ML, Mulligan MS, Flory CM, Ward PA, Warren JS. Potential
role of monocyte chemoattractant protein 1/JE in monocyte/ma-
crophage-dependent IgA immune complex alveolitis in the rat. J
Immunol. 1992;149:2147-54.

3. Shanley TP, Schmal H, Warner RL, Schmid E, Friedl HP, Ward
PA. Requirement for C-X-C chemokines (macrophage inflamma-
tory protein-2, and cytokine-induced neutrophil chemoattractant)
in IgG immune complex-induced lung injury. J Immunol. 1997;
158:3439-48.

4. Naidu BV, Krishnadasan B, Byrne K, Farr AL, Rosengart M, Ve-
rrier ED, et al. Regulation of chemokine expression by cyclospori-
ne A in alveolar macrophages exposed to hypoxia and reoxygena-
tion. Ann Thorac Surg. 2002;74:899-905.

5. Meyer BF, Lynch J, Trulock EP, Guthrie TJ, Cooper JD, Patterson
GA. Lung transplantation: a decade of experience. Ann Surg.
1999;230:362-7.

6. Schroder JM, Mrowietz U, Christophers E. Purification and partial
biologic characterization of a human lymphocyte derived peptide
with potent neutrophil stimulating activity. J Immunol. 1988;140:
3534-40.

7. Metinko AP, Kunkel SL, Standiford TJ, Strieter RM. Anoxia-hy-
peroxia induces monocyte derived interleukin-8. J Clin Invest.
1992;90:791-8.

8. Nagahiro I, Aoe M, Yamashita M, Date H, Andou A, Shimizu N.
EPC-K1 is effective in lung preservation in a ex vivo rabbit lung
perfusion model. Ann Thorac Surg. 1997;63:954-9.

9. Haniuda M, Dresler CM, Hasegawa S, Patterson GA, Cooper JD.
Changes in vascular permeability with ischemic time, temperatu-
re, and inspired oxygen fraction in isolated rabbit lungs. Ann Tho-
rac Surg. 1994;57:708-14.

10. Haniuda M, Hasegawa S, Shiraishi T, Dresler CM, Cooper JD,
Patterson GA. Effects of inflammation volume during lung preser-
vation on pulmonary capillary permeability. J Thorac Cardiovasc
Surg. 1996;112:85-93.

11. Schroder JM, Mrowietz U, Christophers E. Purification and partial
biologic characterization of a human lymphocyte derived peptide
with potent neutrophil stimulating activity. J Immunol. 1988;140:
3534-40.

12. Harkin DW, Barros AB, McCallion K, Hoper M, Halliday MI,
Campbell FC. Bactericidal/permeability-increasing protein attenua-
tes systemic inflammation and acute lung injury in porcine lower
limb ischemia-reperfusion injury. Ann Surg. 2001;234:233-44.

13. Mueller AR, Platz KP, Haak M, Undi H, Muller C, Kottgen E, et
al. The release of cytokines, adhesion molecules and extracellular
matrix parameters during and after reperfusion in human liver
transplantation. Transplantation. 1996;62:1118-26.

Arch Bronconeumol. 2007;43(10):542-8 547



14.

15.

16.

548

MATILLA JM ET AL. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE INTERLEUCINA-8 EN EL TEJIDO PULMONAR
DURANTE LA ISQUEMIA-REPERFUSION

Sekido N, Mukaida N, Harada A, Nakanishi I, Watanabe Y, Mat-
sushima K. Prevention of lung reperfusion injury in rabbits by
a monoclonal antibody against interleukin-8. Nature. 1993;365:
654-7.

Sakuma T, Takahashi K, Ohya N, Kajikawa O, Martin TR, Matt-
hay AMA. Ischemia-reperfusion lung injury in rabbits: mecha-
nisms of injury and protection. Am J Physiol Lung Cell Mol Phy-
siol. 1999;276:L137-L45.

De Perrot M, Sekine Y, Fischer S, Waddell TK, McRae K, Liu M,
et al. Interleukin-8 release during early reperfusion predicts graft
function in human lung transplantation. Am J Respir Crit Care
Med. 2002;165:211-5.

. Fisher AJ, Donnelly SC, Hirani N, Haslett C, Strieter RM, Dark

JH, et al. Elevated levels of interleukin-8 in donor lungs is asso-
ciated with early graft failure after lung transplantation. Am J Res-
pir Crit Care Med. 2001;63:259-65.

Arch Bronconeumol. 2007;43(10):542-8

18.

20.

21.

Kishima H, Takeda SI, Miyoshi S, Matsumura A, Minami M, Ut-
sumi T, et al. Microvascular permeability of the non-heart beating
rabbit lung after warm ischemia and reperfusion: role of neutrop-
hil elastase. Ann Thorac Surg. 1998;65:913-8.

. Adoumie R, Serrick C, Giaid A, Shennib H. Early cellular events

in the lung allograft. Ann Thorac Surg. 1992;54:1071-7.

Steimle CN, Guynn TD, Morganroth ML, Bolling SF, Carr K,
Deeb M. Neutrophils are not necessary for ischemia-reperfusion
lung injury. Ann Thorac Surg. 1992;53:64-73.

De Perrot M, Liu M, Waddell TK, Keshavjee S. Ischemia-reperfu-
sion induced lung injury. Am J Respir Crit Care Med. 2003;167:
490-511.

. Halldorsson AO, Kronon M, Allen BS, Rahman S, Wang T, Lay-

land M, et al. Controlled reperfusion prevents pulmonary injury
after 24 hours of lung preservation. Ann Thorac Surg. 1998;66:
877-85.



