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El tezosentan, un antagonista del receptor de
la endotelina, atenua la lesion pulmonar
inducida por isquemia-reperfusion aortica

Ilker Kiris', Ciineyt Narin®, Senol Guilmen', Nigar Yilmaz’, Recep Stitcii’®
y Nilgiin Kapucuoglu®, Isparta, Konya, Turquia

El tezosentan es un nuevo antagonista dual del receptor de la endotelina. El objetivo de este
estudio consistio en examinar el efecto del tezosentan en la lesion pulmonar inducida por la
isquemia-reperfusion de la aorta abdominal (IR) en ratas. Treinta y dos ratas Wistar albinas
se distribuyeron de forma aleatoria en 4 grupos (8 por grupo) de la siguiente forma: grupo control
(laparotomia simulada), grupo IR adrtica (isquemia durante 120 min y reperfusién durante 120
min), grupo IR adrtica + tezosentan (inyeccién intravenosa en bolo de 10 mg/kg de tezosentan
antes de la isquemia, mas infusién intravenosa continua de 1 mg/kg/h de tezosentan durante
120 min de isquemia y 120 min de reperfusion), y control + tezosentan. Se obtuvieron muestras
de sangre y tejido pulmonar para su andlisis bioquimico. Se determinaron las concentraciones
de proteinas en el liquido del lavado broncoalveolar y las ratios del peso himedo/seco del
pulmén. También se realizé el estudio histolégico. La IR aértica aumenté de forma significativa
(p < 0,05 frente al grupo control) y el tezosentan redujo de forma significativa (p < 0,05 frente al
grupo IR adrtica) la concentracion plasmatica del factor de necrosis tumoral alfa; las concentra-
ciones de malondialdehido, catalasa y mieloperoxidasa en el tejido pulmonar; y la concentracion
de proteina en el liquido del lavado broncoalveolar y la ratio peso himedo/seco del pulmén. El
estudio histolégico mostré que el tezosentan atenud los cambios morfolégicos asociados con la
lesion pulmonar. Los resultados de este estudio indican que el tezosentan atenda la lesién pul-
monar inducida por la IR aértica en ratas. Proponemos que este efecto protector del tezosentan
se debe a 1) la reduccion de la respuesta inflamatoria, 2) la reduccion del estrés oxidativo y de la
peroxidacion lipidica en el tejido pulmonar, 3) la reduccion de la filtracion microvascular pulmo-
nar, y 4) la inhibicién de la infiltracion leucocitaria en el tejido pulmonar.
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El clampaje y desclampaje de la aorta abdominal
infrarrenal, que se utilizan de forma rutinaria
durante la cirugia de la aorta abdominal, con fre-
cuencia provocan dos lesiones sucesivas. En primer
lugar, el clampaje adrtico provoca una lesién
isquémica en las extremidades inferiores y, poste-
riormente, el desclampaje adrtico provoca la rapida
reoxigenacion de los tejidos isquémicos durante la
reperfusion. Estas lesiones sucesivas, también lla-
madas isquemia-reperfusion (IR) adrtica, provocan
lesiones en o6rganos distantes como los pulmona-
res.””? La lesién pulmonar inducida por la IR
adrtica se caracteriza por la infiltracion de leucocitos
activados, el aumento del estrés oxidativo y la per-
meabilidad microvascular®® y la respuesta
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inflamatoria sistémica.” La presentacién clinica
puede ser una hipoxia progresiva, edema pulmonar
no cardiogénico, y sindrome de dificultad respira-
toria aguda, con una elevada mortalidad.* El Small
Aneurysm Trial del RU ha informado que la
disfuncién pulmonar sigue siendo una causa
importante de mortalidad y morbilidad en los
pacientes sometidos a cirugia programada de aneu-
risma adrtico abdominal.’

La endotelina-1 (ET-1), aislada inicialmente del
sobrenadante de un cultivo de células endoteliales
porcinas, es un péptido de 21 aminoécidos® y uno
de los vasoconstrictores endégenos mas potentes®
que interviene en respuestas del hospedador, como
disfuncion endotelial, activacion leucocitaria, y
proliferacion de células musculares lisas.””® Ademads
de su funcion vasoactiva, el papel de la ET-1 en la
lesion tisular, en particular tras la IR, tiene un gran
interés; la ET-1 interviene en las lesiones inducidas
por la IR en diferentes 6rganos como los rifiones’ y
el higado'® y en situaciones clinicas como las lesio-
nes tras un infarto de miocardio'' y el rechazo agudo
tras un trasplante de pulmon.'?

No es sorprendente que los datos obtenidos de los
estudios experimentales indiquen que la ET-1
también interviene en la patogénesis de la lesion
pulmonar inducida por IR. Mizutani et al'® infor-
maron que la ET-1 se expresa como resultado de la
IR pulmonar y puede empeorar la funciéon temprana
de los injertos en un modelo canino de trasplante
pulmonar. Mitsuoka et al'* hallaron que la ET-1
contribuye a los trastornos de la microcirculaciéon
pulmonar durante la lesiéon pulmonar inducida por
la IR intestinal. La ET-1 también ha demostrado
aumentar la permeabilidad vascular en el lecho
vascular bronquial, lo que conduce a un aumento
del peso htiimedo del pulmén.'> En conjunto, todos
estos hallazgos revelan la importancia de la ET-1 en
la patogénesis de la lesién pulmonar por IR.

El tezosentan (Ro 61-0612) es un nuevo antago-
nista del receptor de la endotelina disefiado de forma
especifica para uso parenteral.'® Se ha descrito que
el tezosentan tiene efectos protectores frente a la
lesiéon pulmonar aguda en varios modelos experi-
mentales, como la lesion pulmonar inducida por
endotoxinas'’ y por aspiracién del meconio.'® Sin
embargo, aun no se ha determinado su papel en la
lesiéon pulmonar inducida por IR adrtica. Asi pues, el
objetivo del estudio consistié en examinar el efecto
del tezosentan en la lesién pulmonar en un modelo
experimental de IR adrtica. Para ello, se indujo la
oclusion-reperfusion de la aorta abdominal infra-
rrenal en ratas, y se evalud el efecto del tezosentan
en lalesiéon pulmonar mediante analisis bioquimicos
e histoldgicos.
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MATERIALES Y METODOS
Animales

Para el experimento se utilizaron 32 ratas Wistar
albinas de ambos sexos y de 200-250 g de peso, y
se obtuvo la autorizaciéon del Animal Ethics Com-
mittee de la Stileyman Demirel University (Esparta,
Turquia) (2 de abril de 2007, n. 23). Se alojaron en
jaulas individuales con una temperatura y un ciclo
luminico controlados y tuvieron libre acceso a la
comida y al agua. Todas las ratas recibieron un trato
humanitario, seguin los ““Principios para el cuidado
de los animales de laboratorio”” formulados por la
National Society for Medical Research y la “Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio”
preparada por el Institute of Laboratory Animal
Resources y publicada por el National Institutes of
Health (publicacion 85-23 del NIH, revisada en
1985).

Diseno experimental

Las ratas se distribuyeron de forma aleatoria en uno
de los 4 grupos experimentales (n = 8/grupo). El
grupo control fue sometido a una laparotomia
media y a la diseccion de la arteria aorta abdominal
infrarrenal (AAI) sin oclusién; el grupo IR adrtica
fue sometido a una laparotomia y al clampaje de la
AAI durante 120 min, seguido de 120 min de
reperfusion; el grupo control + tezosentan fue some-
tido a una laparotomia y a la diseccién de la AAT sin
oclusion y recibié tezosentan; el grupo IR adrtica +
tezosentan fue sometido a una isquemia de 120
min y a 120 min de reperfusion y recibio tezosentan.
Las ratas de los grupos control e IR adrtica recibieron
una solucion salina. El tezosentan (Actelion Phar-
maceuticals, Allschwill, Suiza) se diluy6 en solucién
salina y se administré en forma de inyeccién intra-
venosa en bolo de 10 mg/kg antes de la isquemia
aodrtica y como infusién intravenosa continua de 1
mg/kg/h durante los 120 min de la isquemia y los
120 min de la reperfusion. La dosis y el momento
de la infusion del tezosentdn se decidieron segun
los estudios de Clozel et al,'® Rossi et al,'” y
Krause et al.”

IR aortica

Las ratas fueron anestesiadas con hidrocloruro de
ketamina (Ketalar®, 50 mg/kg intramuscular;
Eczacibagi, Estambul, Turquia), y la anestesia se
mantuvo con inyecciones intramusculares adicio-
nales de hidrocloruro de ketamina."'® Las ratas se
colocaron en decubito supino bajo una camara de
calor. La piel se prepard de forma aséptica y se realizo
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una laparotomia media. Se instild6 una solucién
salina tibia (10 ml) en la cavidad peritoneal para
mantener el equilibrio hidrico. La aorta abdominal se
expuso apartando con suavidad las asas intestinales
hacia la izquierda con gasas empapadas en solucién
salina. Se colocé un clampaje microvascular
atraumatico (Vascustatts II, midi straight 1001-532;
Scanlan, St. Paul, MN) a través de la AAI. El abdo-
men se cerrd y la herida se cubrié con envoltura
plastica para minimizar la pérdida de calor y de
liquidos. Transcurridos 120 min se retird el clampaje
microvascular de la AAI y las extremidades poste-
riores se reperfundieron durante 120 min. La
oclusion y la reperfusion adrticas fueron confirma-
das por la pérdida y reaparicion de un pulso satis-
factorio en la aorta distal, de manera que se excluyd
el fenémeno de no reflujo. Al finalizar la reperfusion
se realizd una esternotomia media y se obtuvieron
muestras de sangre de los ventriculos derechos de
todas las ratas para su analisis bioquimico. Se realizd
una traqueotomia con una canula intravenosa de
16-gauge para realizar el lavado broncoalveolar
(LBA). Se clamp0 el bronquio principal izquierdo y el
16bulo inferior derecho, y los 16bulos superior dere-
cho y medio se lavaron tres veces con 2 ml de
solucion salina con 0,07 mmol/l de EDTA.* El liquido
del lavado se centrifugé en frio a 1.500 x g durante
20 min y se congelé a -20 °C. El liquido del LBA
se utilizd posteriormente para determinar la
concentracion de proteina (protLBA) segun el
método de Lowry et al.>’ El1ébulo superiorizquierdo
se extirp6 para su estudio bioquimico y el l6bulo
inferior izquierdo se extirpd para su estudio his-
toldgico. Se calculd la ratio hiimedo/seco del 16bulo
inferior derecho tras pesar el 6rgano recién extirpado
y calentarlo a 90 °C en un horno de conveccion por
gravedad durante un periodo de 72 h hasta que el
peso del residuo restante permanecié constante.’
Todas las ratas fueron sacrificadas bajo anestesia, y
las muestras se extrajeron y distribuyeron para pos-
teriores analisis bioquimicos e histoldgicos.

Analisis bioquimico

Extraccion de muestras de tejido y sangre. Las
muestras tisulares congeladas del pulmén de rata
se pesaron y homogeneizaron (Ultra Turrax T25,
1:10 p/v; Janke & Kunkel, Staufen, Alemania) en
100 mmol/l de tampon fosfato (pH 7,4) conteniendo
un 0,05% de azida de sodio en un bafio de hielo. El
homogenado se sonico (Sonoplus UW 2070; Bande-
lin, Berlin, Alemania) durante 30 s y se centrifugo a
5.000 x g durante 10 min. El sobrenadante se
congeld a -78 °C en alicuotas hasta que se utilizaron
para su analisis bioquimico. El contenido proteico
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del sobrenadante se determiné segin el método de
Lowry et al.? Se determinaron las concentraciones
tisulares de malondialdehido (MDA), superdxido
dismutasa, catalasa y mieloperoxidasa.

Las muestras de sangre se mantuvieron a tempe-
ratura ambiente durante 30 min y se separd el
plasma de los eritrocitos mediante centrifugacion a
4.000 x g durante 10 min. Todas las muestras se
mantuvieron a -80 °C hasta la fecha del analisis.
Se determinaron las concentraciones plasmaticas
de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleu-
cina-1-beta (IL-18), y ET-1.

MDA, superoxido dismutasa, catalasa y mielopero-
xidasa. La concentracion de MDA en el tejido pulmo-
nar de rata se determiné mediante espectrofotometria
con un kit comercial (Bioxytech MDA-586™; Oxis
Research, Foster City, CA) segun las instrucciones
del fabricante. La actividad de la superdxido dismutasa
y la catalasa del tejido pulmonar de rata se determind
mediante espectrofotometria a 450 y 540 nm, utili-
zando kits Cayman Chemical Company (Ann Arbor,
MI). La actividad de la mieloperoxidasa en el tejido
pulmonar de rata se determind mediante kits ELISA
(BioCheck, Foster City, CA) segin las instrucciones
del fabricante.

TNF-o, IL-18, y ET-1. Las concentraciones
plasmaticas de TNF-a. e IL-1B se determinaron
mediante kits comerciales (BioSource™; Invitrogen,
Carlsbad, CA) utilizando un método ELISA en un
lector de microplacas por absorbancia (ELx808™;
Biotek Instruments, Winooski, VT). La concentraciéon
plasmatica de ET-1 se determind mediante un inmu-
noensayo enzimatico utilizando un kit comercial (rat
big ET-1 EIA kit; Assay Designs, Ann Arbor, MI).

Estudio histolégico

Muestras pequenas de pulmon se fijaron en forma-
lina al 10%, se tifieron con hematoxilina y eosina,
y un patdlogo especializado que desconocia el origen
de las muestras las visualizé al microscopio (BX41®;
Olympus, Tokio, Japén). La lesién pulmonar se
clasific6 mediante un sistema de puntuacién semi-
cuantitativo descrito por Shields et al.>' Este sistema
se baso en la congestion, la infiltracién de leucocitos
polimorfonucleares (PMNN), y la hemorragia
intraalveolar con puntuaciones de 0 a 3: 0, ausencia
de cambios; 1+, cambios leves, focales; 2+, cambios
moderados, multifocales; 3+, cambios severos,
amplios.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como promedio =+
desviacién estandar (DE). Para realizar el analisis
estadistico se utiliz0 un programa informatico
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Fig. 1. A Concentraciones de malondialdehido en el tejido pulmonar. *p < 0,05 frente a otros grupos. B Concen-
traciones de catalasa en el tejido pulmonar. *p < 0,05 frente a otros grupos, **p < 0,05 frente a los grupos control e IR
adrtica. C Concentraciones de mieloperoxidasa en el tejido pulmonar. *p < 0,05 frente a otros grupos. D Concen-
traciones de superdxido dismutasa en el tejido pulmonar. No existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p > 0,05 en todas las comparaciones). Aortic IR: isquemia-reperfusiéon adrtica; Aortic IR + tezosentan:
isquemia-reperfusion aortica + tezosentdn; Catalase (nmol/mg protein): catalasa (proteina nmol/mg); Control +
tezosentan: control + tezosentan; Malondialdehyde (nmol/mg protein): malondialdehido (proteina nmol/mg); Mye-
loperoxidase (ng/mg): mieloperoxidasa (ng/mg); Superoxide dismutase (U/mg protein): superdxido dismutasa (pro-

teina U/mg).

(SPSS versiéon 15.0; SPSS, Inc., Chicago, IL).
Durante el analisis estadistico de los resultados bio-
quimicos, las diferencias entre grupos se determina-
ron mediante el andlisis de varianza de una via,
seguido de un test post hoc de Tukey de diferencias
honestamente significativas. La significancia
estadistica se establecié en p < 0,05. Durante el
analisis estadistico de los resultados histoldgicos, las
diferencias entre grupos se determinaron mediante
el test Kruskal-Wallis y el test U de Mann-Whitney.
La significancia estadistica se establecié en p < 0,05.

RESULTADOS

Analisis bioquimico

Concentraciones tisulares de MDA, superoxido
dismutasa, catalasa y  mieloperoxidasa. Las

concentraciones tisulares de MDA (nmol/mg de
proteina), superdxido dismutasa (U/mg de pro-
teina), catalasa (nmol/mg de proteina), y mielope-
roxidasa (ng/mg) se presentan en la figura 1. La IR
aodrtica provocd un aumento significativo de las
concentraciones tisulares de MDA (2,50 %= 0,42
frente a 1,07 + 0,39, p < 0,001), catalasa (17,16 +
1,67 frente a 10,20 + 1,23, p < 0,001), y mielope-
roxidasa (10,52 + 1,85 frente a 7,14 = 1,59, p <
0,001) en comparacién con el grupo control (figs. 1A
a 1C, respectivamente). El tratamiento con
tezosentan del grupo IR adrtica + tezosentan
provocd una reduccion significativa en las concen-
traciones tisulares de MDA (1,68 + 0,18 frente a 2,50
+ 0,42, p < 0,001), catalasa (13,11 + 0,63 frente a
17,16 + 1,67, p < 0,001) y mieloperoxidasa (7,64 +
0,71 frente a 10,52 + 1,85, p 0,001) en
comparacion con el grupo IR adrtica (figs. 1A a 1C,
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Fig. 2. A Concentraciones de TNF-a en el plasma. *p <
0,05 frente a otros grupos, **p < 0,05 frente a los grupos
control e IR adrtica. B Concentraciones de IL-1B en el
plasma. *p < 0,05 frente a los grupos control y control +
tezosentan. C Concentraciones de ET-1 en el plasma. *p
< 0,05 frente a otros grupos. Aortic IR: isquemia-
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respectivamente). No  existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las concen-
traciones tisulares de superdxido dismutasa del
grupo control (0,03 +0,00), el grupo IR adrtica (0,03
+ 0,01), el grupo IR adrtica + tezosentan (0,04 +
0,01), y el grupo control + tezosentan (0,03 + 0,00)
(p > 0,05 en todas las comparaciones) (fig. 1D).
Concentraciones plasmdticas de IL-18, TNF-o, y
ET-1. Lasconcentracionesplasmaticas de TNF-a (pg/
ml), IL-1B (pg/ml) y ET-1 (ng/ml) se muestran en la
figura 2. La IR adrtica provocd un aumento signifi-
cativo de las concentraciones plasmaticas de TNF-o
(123,78 + 24,6 frente a 29,23 + 17,94, p < 0,001), IL-
1B (16,54 + 3,23 frentea 6,17 +2,12, p < 0,001) y ET-
1 (7,52 = 1,40 frente a 2,08 + 0,68, p < 0,001) en
comparacién con el grupo control (figs. 2A a 2C,
respectivamente). El tratamiento con tezosentan del
grupo IR adrtica + tezosentan provoco una reduccion
significativa de las concentraciones plasmaticas de
TNF-a (73,51 + 28,44 frente a 123,78 + 24,61, p =
0,006) en comparacion con el grupo IR aodrtica
(fig. 2A). El tratamiento con tezosentan del grupo IR
adrtica + tezosentan redujo la concentracion
plasmatica de IL-1B en comparacion con la del grupo
IR adrtica (13,93 £ 5,37 frente a 16,54 = 3,23), pero la
diferencia no fue estadisticamente significativa (p =
0,617) (fig. 2B). El tratamiento con tezosentan del
grupo IR adrtica + tezosentan provocd un aumento
significativo adicional de la concentracion plasmatica
de ET-1 (10,48 + 2,42 frentea 7,52 + 1,40, p = 0,047)
en comparaciéon con el grupo IR adrtica (fig. 2C).
Concentracion de protLBA y ratio del peso del
pulmon  humedo/seco. La  concentracion  de
protLBA (mg/ml) y las ratios del peso del pulmén
hiimedo/seco se muestran en la tabla 1. La
concentracién de protLBA y la ratio del peso del
pulmoén humedo/seco fueron significativamente
mas elevadas en el grupo IR adrtica que en el grupo
control (p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente)
(tabla I). La concentracion de protLBA vy la ratio del
peso del pulmén himedo/seco fueron significati-
vamente menores en el grupo IR adrtica +
tezosentdn que en el grupo IR adrtica (p < 0,001 y p
< 0,01, respectivamente) (tabla I).

Estudio histolégico

Los resultados del estudio histoldgico con tincion de
hematoxilina-eosina se muestran en la tabla Il y la

reperfusion adrtica; Aortic IR + tezosentan: isquemia-
reperfusion adrtica + tezosentan; Control + tezosentan:
control + tezosentan; Endothelin-1 (ng/ml): endotelina-1
(ng/ml); Interleukin-lbeta (pg/ml): interleucina-1-beta
(pg/ml); Tumor necrosis factor-alpha (pg/ml): necrosis
tumoral alfa (pg/ml).
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Tabla I. Resultados de la concentracion de protLBA y la ratio del peso del pulmén himedo/seco

Grupo IR adrtica + Grupo control +

Grupo control tezosentan tezosentan

(n=8) Grupo IR adrtica (n = 8) (n=28) (n=28)
protLBA (mg/m) 133,37 + 0,37 271,87 + 16,09° 141,37 + 10,56 138,75 + 19,91
Ratio peso pulmén himedo/ 4,21 + 0,29 6,37 £ 0,37° 4,65 + 0,48" 4,28 + 0,23

S€COo

IR: isquemia-reperfusion; protLBA: concentracion de proteina.
“p < 0,05 frente a otros grupos.
Py < 0,05 frente al grupo control + tezosentan.

Tabla II. Resultados del estudio histologico

Grupo IR adrtica + Grupo control +

Grupo control tezosentan tezosentan

(n = 8) Grupo IR adrtica (n = 8) (n = 8) (n =8)
Congestion 1,85 £ 0,37 2,85 +0,37* 2,28 +£ 0,48 2,14 £ 0,69
Infiltracion PMNN 1,42 £ 0,78 2,14 + 0,37* 1,42 + 0,53 1,28 + 0,48
Hemorragia intraalveolar 1,00 + 0,57 2,42 + 0,53* 1,42 £ 0,53 1,62 +£ 0,74

IR: isquemia-reperfusiéon; PMNN: leucocitos polimorfonucleares.

*p < 0,05 frente a otros grupos.

figura 3. El estudio histoldgico mostré cambios
morfoldgicos minimos en el grupo control (tabla II,
fig. 3A). La congestion, la infiltracién de PMNN, y la
hemorragia intraalveolar fueron significativamente
mas elevadas en el grupo IR adrtica que en el grupo
control (p = 0,001, p = 0,045 y p = 0,003, respec-
tivamente) (tabla IT, figs. 3B y 3C). La congestion, la
infiltracion de PMNN, y la hemorragia intraalveolar
fueron significativamente mas bajas en el grupo IR
adrtica + tezosentan que en el grupo IR adrtica (p =
0,037, p = 0,019 y p = 0,040, respectivamente)
(tabla 11, figs. 3D y 3E).

DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que el
tezosentdn atenua la lesion pulmonar inducida por
la IR adrtica en ratas. La prueba obtenida a partir
de este estudio que apoya esta conclusion se resume
de la siguiente forma: 1) el analisis bioquimico
demostrd que el tezosentan redujo el estrés oxida-
tivo, la peroxidacion lipidica, la infiltracién leucoci-
taria en el tejido pulmonar, y la (filtracién
microvascular pulmonar tras la IR adrtica y 2) el
estudio histologico demostré que el tezosentan
atenud los cambios morfoldgicos asociados con la
IR aortica.

El estrés oxidativo es uno de los componentes
mdés tempranos e importantes de lesion pulmonar
inducida por la IR adrtica."*?* El desclampaje
adrtico provoca la rapida reoxigenacion de los

tejidos isquémicos y da lugar a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), basicamente el
radical superéxido (O3), perdxido de hidrégeno
(H,0,) y radical hidroxilo (OH™). La superéxido
dismutasa cataliza la dismutacién del O3 en O, y en
H,0, menos reactivo.?> El H,0, se convierte pos-
teriormente en agua y O, por la enzima catalasa,
evitandose asi la formacién de OH altamente
reactivo.?> Observamos que la IR adrtica no causd
cambios en la concentracion de superdoxido dismu-
tasa pero causd un aumento significativo en la
concentracion de catalasa. La ausencia de cambios
en la concentracion de superoxido dismutasa tras la
IR adrtica puede explicarse tanto por la secuencia de
activacion de enzimas antioxidantes celulares como
por la magnitud del estrés oxidativo. Puesto que el
O3 se considera la ERO “‘primaria”, su producciéon
excesiva podria haber causado una regulacion al
alza concomitante y el agotamiento de la superdxido
dismutasa. Ademas, la magnitud de las ERO pudo
haber sido tan excesiva que el abundante H,O,
residual reguld al alza la enzima catalasa.

En nuestro estudio, el tezosentdn no provoco
cambios en la concentracion de superdxido dismu-
tasa pero si una reduccion significativa de la
concentracién de catalasa. Este hallazgo indica que
el tezosentan redujo tanto el estrés oxidativo como
la necesidad de regular al alza las enzimas antioxi-
dantes tras la IR adrtica gracias a sus propiedades
antioxidantes. Apoyando esta opinion, Gupta et
al** informaron que el bosentdn, un antagonista
mixto del receptor ETA-ETy, atenud el estrés
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Fig. 3. El tezosentan atenua los cambios morfoldgicos asociados con la lesion pulmonar inducida por la IR adrtica. Los
cortes histologicos pulmonares se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) y se examinaron al microscopio optico. A
Congestion e infiltracion PMNN minimas en el grupo control (x400). B Destacada infiltracion PMNN y congestion en el
grupo IR adrtica (x400). C Extensa hemorragia intraalveolar en el grupo IR adrtica (x400). D Se observa una destacada
reduccion de la infiltracién PMNN en el grupo IR adrtica + tezosentan en comparacion con el grupo IR adrtica (x400). E
Se observa una destacada reduccion de la hemorragia intraalveolar en el grupo IR adrtica + tezosentan en comparacion

con el grupo IR adrtica (x400).

oxidativo y restaurdé los mecanismos de defensa
antioxidante celulares en la IR miocardica en ratas.
Ademads, Duda et al®® informaron que el aumento
del flujo miocardico postisquémico de ET-1 estimula
la generacion de O5 por el complejo mitocondrial IT
y que el tezosentan atenua la generacion de O3
durante la disfuncién endotelial coronaria tras la
isquemia cardiaca en cobayas.

La peroxidacion lipidica, un mecanismo autoca-
talitico mediado por las ERO, provoca tanto lesiones
en el ADN como destruccién de las membranas celu-
lares afectando a los acidos grasos poliinsaturados,
que son extremadamente sensibles a la oxidacién.*?
Se ha sugerido que la peroxidacién lipidica esta

estrechamente relacionada con la lesién tisular
inducida por la IR, y su metabolito final, MDA, es un
buen indicador de la velocidad de la peroxidacién
lipidica."*'"?*?* En concordancia con los resulta-
dos de estudios realizados en animales sobre la
lesién pulmonar inducida por la IR aértica,'**?
hallamos que ésta causé un destacado aumento de la
peroxidacion lipidica en el tejido pulmonar. En
nuestro estudio, el tezosentan redujo de forma sig-
nificativa la velocidad de la peroxidacién lipidica,
otro resultado que indica su propiedad antioxidante.
El bosentdn también ha demostrado reducir las
concentraciones tisulares de MDA en la lesién por IR
miocardica en ratas.''**
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Numerosas pruebas indican que los leucocitos
activados desempefan un papel clave en la
patogénesis de la lesion pulmonar inducida por la
IR adrtica.”>** La lesién por IR mediada por los
leucocitos se caracteriza por una activaciéon leuco-
citaria, quimiotaxis, adhesién de los leucocitos a las
células endoteliales y transmigracién.>?® Se sabe
que los leucocitos activados producen O, y H,O, y
causan disfuncion de las células endoteliales y
lesiones en el tejido intersticial y las células paren-
quimatosas. La mieloperoxidasa es una enzima
secretada por los leucocitos activados, y en varios
estudios experimentales se ha utilizado la actividad
de la mieloperoxidasa como indice de la sensibilidad
del secuestro tisular de los PMNN.">*!? E] trata-
miento con tezosentdn redujo los niveles de
infiltraciéon de PMNN inducida por la IR adrtica
hasta los niveles del grupo control, como demuestra
la determinacién de la mieloperoxidasa y el estudio
histologico. Coincidiendo con estos resultados,
Mitsuoka et al'* informaron que el pretratamiento
con TAK-044, un antagonista no selectivo del
receptor de la ET, redujo de forma significativa la
infiltracion de PMNN en los pulmones en la lesién
por IR intestinal en ratas. El bosentdn, un blo-
queante no selectivo del receptor de la ET, también
ha demostrado reducir las concentraciones de mie-
loperoxidasa en la lesion pulmonar inducida por la
IR hepatica.'® Las endotelinas inducen la
acumulacién de leucocitos en los vasos pulmonares
en ratas,”’ probablemente debido a su capacidad
para desencadenar interacciones entre los leucocitos
y las células endoteliales®® y para regular al alza la
expresion de las moléculas de adhesion.?® Asi pues,
especulamos que en nuestro estudio el bloqueo del
receptor de la ET por parte del tezosentan podria
haber prevenido el efecto activador de la ET-1 en el
proceso de la transmigracion de los leucocitos acti-
vados hacia el tejido pulmonar.

Si bien la fuente predominante de la ET-1 son las
células endoteliales in vivo, la ET-1 es producida por
las células de la musculatura lisa de las vias respi-
ratorias asi como por las células epiteliales en res-
puesta a los mediadores inflamatorios.>® La sintesis
de la ET-1 esta regulada al alza durante la lesién por
IR, y se han descrito concentraciones elevadas de
ET-1 en el plasma tras una IR pulmonar,'’ en el
tejido hepdtico tras una IR hepdtica,'® y en el tejido
miocardico tras una IR miocardica.”’ Dado que
muchos de los tipos celulares productores de ET no
disponen de vesiculas de almacenamiento o vias de
secrecion reguladas, la regulacién de la ET se pro-
duce durante su sintesis, en particular durante la
transcripcion. En una variedad de células, el RNAm
de la ET-1 esta regulado al alza por el TNF-a y las
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interleucinas.® La respuesta inflamatoria sistémica,
un componente bien conocido de la IR adrtica,
estimula la liberacion de ET-1 con otros mediadores,
como el TNF-a, la IL- 1B, y la IL-2.%>? Coincidiendo
con esta indicaciéon, en nuestro estudio las concen-
traciones de ET-1, TNF-a, e IL-1B en el plasma
aumentaron tras la IR adrtica.

Se sabe que la ET-1 ejerce sus efectos bioldgicos a
través de los receptores de la ET, y la ETy en
humanos. Desde el punto de vista funcional, tanto
los receptores ET, como los ETy estan asociados con
vasoconstriccion cuado se encuentran en las células
de la musculatura lisa, mientras que los receptores
ETy median en la vasodilatacién dado que se loca-
lizan habitualmente en el endotelio.’° Los recepto-
res ETg también funcionan probablemente como
receptores de eliminacién.’® Este mecanismo de
eliminacion mediado por el ETy es especialmente
importante en el pulmdn, donde se retiene el 80%
de la ET-1 circulante.’® El tezosentdn, una sustancia
derivada del bosentdn, es un nuevo antagonista
hidrosoluble del receptor de la ET optimizado para
actuar con elevada potencia tanto en los receptores
ET, como en los ETy.'® Observamos que las con-
centraciones de ET-1 en el plasma aumentaron aun
mas y de forma significativa con el tratamiento con
tezosentdn tras la IR adrtica. Este hallazgo indica un
grado considerable de antagonismo reduciendo la
eliminacion de la ET-1 circulante mediada por el
receptor ETg. Coincidiendo con este hallazgo se han
descrito concentraciones aumentadas de ET-1 en el
plasma tras la administracién de tezosentan en
lesion pulmonar inducida por endotoxinas en por-
cinos'” y en lesién pulmonar secundaria a la
aspiracion de meconio en porcinos.'®

Dado que el sistema de la ET tiene efectos benefi-
ciosos y perjudiciales, puede considerarse como una
espada de doble filo en humanos.”>> En cuanto a los
efectos perjudiciales, la ET-1 se considera un
mediador proinflamatorio. Ratones transgénicos
con sobreexpresion de la ET-1 liberan cantidades
aumentadas de TNF-o, interferén-y, IL-1, e IL-6.%°
La ET-1 también estimula la liberacién de TNF-a, 1L-
1B, e IL-6 por parte de los monocitos.>® Kuklin et al*”
informaron que el tezosentan causé un aumento
adicional de las concentraciones plasmaticas de ET-
1, TNF-a, e IL-8 en casos de lesion pulmonar indu-
cida por lipopolisacaridos en ovinos. A diferencia de
los resultados de este estudio de Kuklin et al,>” las
concentraciones de TNF-a del grupo IR adrtica +
tezosentan de nuestro estudio se redujeron de forma
significativa, a pesar de un aumento adicional de las
concentraciones de ET-1, y las concentraciones de
IL-1f se redujeron ligeramente. Si bien este hallazgo
puede parecer incongruente al principio, Peralta
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et al'® hallaron que el tezosentan redujo las con-

centraciones plasmaticas de TNF-o inducidas por la
IR hepética en ratas, y Fedak et al’! informaron que
el bosentan redujo la expresién miocardica del TNF-
o en la IR en ratas. Ademas, Juergens et al’® inves-
tigaron el efecto antagonizante del bosentan en los
efectos proinflamatorios de la ET-1 en los receptores
de la ETg en cultivos de monocitos humanos. Ese
elegante estudio mostrd que el bosentan inhibié de
forma significativa la producciéon de TNF-a (-64%)
inducida por la ET-1 y no tuvo ningtn efecto des-
tacado en la produccién de IL-1B, y los autores lle-
garon a la conclusion de que los receptores de la ETg
en los monocitos actian como fuente primaria para
inducir el TNF-a y tienen un efecto muy bajo en la
produccion de IL—IB.38 Por ultimo, nuestros resul-
tados indican que el tezosentan redujo la respuesta
inflamatoria tras la IR adrtica.

La estimulacion de la liberacion de ET-1 durante
la lesiéon pulmonar por IR esta asociada con el
aumento de la permeabilidad microvascular y el
peso del pulmén.>*'* Este aumento del agua tisu-
lar y la extravasacion de albumina pueden repro-
ducirse en el laboratorio mediante la infusion de
dosis altas de ET-1 y parece estar mediada por los
receptores de la ET, y ETy.>” La ET-1 ha demostrado
estimular la produccion del factor activador de las
plaquetas y del factor de crecimiento del endotelio
vascular, conocidos ambos por aumentar la per-
meabilidad vascular.® Sin embargo, apenas existen
pruebas de que la propia ET-1 pueda inducir la
extravasacion de albimina, excepto posiblemente
como efecto secundario de la liberacion del péptido
natriurético atrial o mediante la accion sinérgica de
la ET-1 con el factor activador de las plaquetas para
facilitar el edema de las vias o del parénquima res-
piratorios.’® Observamos que el bloqueo de los
receptores ET, y ETg por parte del tezosentan
impidié el desarrollo del edema pulmonar inducido
por la ET-1 tras la IR adrtica. Coincidiendo con
nuestros resultados, Kuklin et al*” informaron que
el tezosentan mejora el aumento de la permeabili-
dad microvascular inducida por la ET-1 en el tejido
pulmonar de ratas septicémicas. Rossi et al'’
también hallaron que el tezosentdn contrarrestd por
completo el aumento del liquido pulmonar extra-
vascular inducido por la endotoxina.

En nuestro estudio, el tezosentdn atenuo los cam-
bios morfoldgicos asociados a la lesiéon pulmonar
como demuestra la reduccién de la congestiéon, de
la infiltraciéon de PMNN y de la hemorragia intraal-
veolar. Donaubauer et al*' informaron que la
inhalacion de LU-135252, un antagonista del
receptor de la ET,, a dosis bajas redujo la gravedad
de la inflamacién intersticial y la hemorragia
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intersticial en la lesion pulmonar experimental
inducida por el agotamiento del surfactante. Por
altimo, nuestros resultados indican que el bloqueo
de los receptores de la ET, y la ETg por parte del
tezosentan a una dosis de 10 mg/kg en bolo mas 1
mg/kg en infusién continua revierte los cambios
histoldgicos tras la IR aortica.

Un aspecto esencial es hallar la dosis y la
duracion exactas de la infusion de los antagonistas
de los receptores de la ET-1, a la vez que se estudian
los efectos beneficiosos potenciales frente a la lesion
por IR. Battistini et al** informaron que la neumo-
nitis por inmunocomplejos se vio atenuada por un
antagonista selectivo de la ET, y una dosis baja de
un antagonista no selectivo del receptor ET,/ETg,
mientras que una dosis elevada de este ultimo
componente aumento el grado de acumulacion de
neutrofilos y de lesiones hemorragicas. De acuerdo
con la mejor informacion de la que disponemos, en
la literatura no existe ningtin estudio publicado que
investigue el efecto del tezosentan en las lesiones de
organos distantes inducidas por la IR adrtica. Por
tanto, tuvimos en cuenta los estudios de Clozel et
al,'® Rossi et al'” y Krause et al® a la hora de decidir
la dosis y la duracién de la infusiéon en nuestro
estudio. La semivida del tezosentan en ratas es de
unas 2 h,'® y por eso administramos tezosentan en
una inyeccién en bolo seguida de una infusién
intravenosa continua durante los periodos de IR. Se
informé que la administracion de 10 mg/kg de
tezosentdn en bolo intravenoso fue bien tolerado
por las ratas Wistar conscientes.'® Antes de empezar
este estudio también realizamos un estudio piloto
para comprobar la tolerancia de las ratas a 10 mg/kg
en bolo mas 1 mg/kg/h en infusién continua de
tezosentan. Si bien no realizamos determinaciones
hemodinamicas, lo que puede considerarse una
limitaciéon de este estudio, la dosis parecié ser bien
tolerada por las ratas sometidas a IR adrtica o
laparotomia simulada. No se produjo ningtin falle-
cimiento prematuro durante el experimento.
Puesto que sacrificamos a las ratas inmediatamente
después de finalizar el periodo de reperfusion, no
disponemos de datos sobre el efecto del tezosentan
en la mortalidad posterior a ese periodo.

En resumen, los resultados de este estudio indi-
can que el tezosentan atenta la lesiéon pulmonar
inducida por la IR adrtica en ratas. Proponemos
que los mecanismos de este efecto protector del
tezosentan son la reduccion del estrés oxidativo y
la peroxidacion lipidica en el tejido pulmonar, la
reduccién de la respuesta inflamatoria sistémica y
la extravasaciéon microvascular pulmonar, y la
inhibicion de la infiltracion leucocitaria. Sin
embargo, son necesarios estudios experimentales
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adicionales para esclarecer los mecanismos molecu-
lares del efecto protector del tezosentan frente a la
lesion pulmonar inducida por la IR adrtica.

Los autores agradecen a Actelion Pharmaceuticals (Allschwill,
Suiza) la generosa donacion del vial de tezosentan. Los kits
comerciales para los andlisis bioquimicos fueron patrocinados
por Actelion (Estambul, Turquia).
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