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ABREVIATURAS 

ACE 

cNANC 

HTK 

iNANC 

Kf.c 

mKf.c 

NEP 

SNC 

SSF 

uw 

Acctilcolincstcrasa 

Sistema cxcitatorio no adrcnérgico no colinérgico 

Solución de pn .. -scntación histidina-triptofano-cctoglutamto 

Sistema inhibitóriO no adrcnCrgi'do n¡,· ~oliriérgico 

Cocficicnt~ de filtración capilar. 
. . . 

COcficic!llC de filtració!J capilar modificad~ 

Endopcptidasa neutra 

Sistema nervioso central 

Sol!-Jcióó saliria fisiológica .<~aCI al 0.9%) 

U-nivcrsid:id de \Visconsin 
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ltESUMEN 

EV ALUA.CIÓN DEL EDEMA EN LA. PllESEllV ACIÓN PULMONAll CON UN 

MODELO DE PEllFUSl6N AISLA.DA. Arrecia Rmnírcz José Luis. Desarrollada en el 

Instituto Nacional de Enfcnncdadcs Respiratorias. 

Un problema común en el trasplante pulmonar es el desarrollo de edema el cual impide que el tejido 

se..,_ implantado exitosamente. La técnica. soluciones y tiempos de preservación del pulmón 

dctennina en gran medida el éxito del trasplante. Actualmente no existe un método de preservación 

idóneo, por lo que el interés por el estudio de aspectos relacionados con la técnica de preservación 

ha tomado un gran auge. El objetivo de este trabajo es evaluar mediante un modelo de órgano 

aislado y peñundido, la penncabilidad capilar después de 12 h de preservación pulmonar, 

dctenninando el coeficiente de filtración capilar CKfo) en pulmones preservados y dctenninar la 

sustancia P y acctilcolina endógenas en diferentes tiempos de preservación (O. 1. 6. 12 y 24 h) al 

final de cada tiempo se dctennino la concentración de sustancia p por prueba de ELISA y 

acetilcolina por 1-IPLC. Utilizamos a 42 conejos Nueva Zelnnda. anestesiados con pentobarbital 

sódico, se les extrajo el bloque cardiopulmonnr. El grupo control (11=6) el Kfc se evaluó 

inmediatamente después de extraído el bloque. en los demás gn1pos el bloque se preservo por 12 h 

en las siguientes condiciones: n) Sangre intravnscular. (11=6. b) Solución Salina (SSF n=6). e) 

Solución Universidad de Wisconsin. (U\V. n=6) y d) Solución de Brctschncider (HTK n=6). 

Dctenninación de sustnneia P (n =6) y acctilcolina (n=6). Los resultados del Kfc en el grupo control 

se m:intuvieron en rangos nom1ales (2.X5±0.83 ml/cmM20/minlg)micntras que los grupos 

experimentales tuvieron los siguientes valores: Sangre 12.33±1.90. SSF 10.82±2.29.UW 

15.27±3.9K, HTK 6.29±1.83 ml/cml-l20/min/g. Asi que los mejores resultados correspondieron al 

de los pulmones preservndos con solución de 1-ITK. Los resultados para In sustancia P y 

Acctilcolina endógenas tuvieron los siguientes vnlores sustancia P ( 17.0±2.6. 8.4 ±1.7. 0.6 ± 0.1. 

o. 7 ±0.2 y 0.3 ± 0.11) para Acetílcolina +colina (57.89±1.19. 22. 77± 1.36. 3.05±0.11. 2.44C± 0.16. 

1.32 ±0.57 µM/ml/min) Concluimos que todas las soluciones de preservación mostraron una 

tendencia a incrementar el Kfc. En el grupo de Sangre d..: SSF y de UW. fueron particulannentc 

nitos. siendo el grupo más consistente el grupo de 1-ITK. Nuestros resultados sugieren que la 

Acctilcolina y sustancia P podrian estar pnrticipando en los cambios de pcnncabilidad vascular del 

pulmón donador, por lo que se requieren mns estudios para poder detenninar su papel y la posible 

utilidad de nntagonistas de estos neurotransmisores en la preservación pulmonar. 
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INTRODUCCION 

El tr1u71/u111c p11/n1a11ar 

El trasplante de pulmón ha pasando en los últimos años de ser una técnica experimental con 

resultados dudosos en clínica humana. a ser una posibilidad en el tratamiento de algunas 

cnfcnncdadcs tcnninales irreversibles ( Cooper JO ~ 1992). La posibilidad de realizar un trasplante 

de pulmón se remonta a los inicios del siglo XX. El antecedente más antiguo Jo cncontrn.mos en ln..o; 

descripciones de las técnicas vnsculari:..~ que hizo Alcxis Carrcl; sin embargo. los trabajos 

experimenta.les se inician en Jos ai'ios SO con Metras. Juvcnelle y Hardin (citados por Hardy y col. 

J 963. Veith y col. 1983. y Calhoon y col. 1991 ). 

El primer trasplante pulmonar clínico se realizó en Ja Universidad de Mississippi en el ai'io de 1963 

por el Dr. J. Hardy (J-fardy y col. 1963). El paciente logró una sobrcvida de 18 días. indicando la 

posibilidad de lograr un injerto pulmonar funcional. Entre la.década de los 60 y 80. un total de 39 

pacientes recibieron un alotra.splnntc pulmonar. Dcsgmc;indamcntc. los resultados no fueron 

satisfactorios. ya que únicamente 2 pacientes lograron sobrcvidas relativamente prolong:idas. de 

::aproximadamente JO meses (Vcith y col. 1983). 

Los principalc,;s problemas relacionados- con este- desalentador panorama fueron por un lado los - :- ,_- '· - ,. 

biológicos. los inmunosuprcsorcs disponiblCs, ~~. _ese·: cOi.Onccs no eran capa.ces de modificar 

sustancialmente el fenómeno de n:chazo •. y po~ ot~o lado. Jos .. relacionados con la tCcnica quirúrgica,. 

principalmente en la anastomosis bronquial (C:Íll~oo.rñ y'é_ol. 1991). 

A partir de 1980 la introducción 'de l~ ciclosporina A como- principal agente inmunosllprcsor 

pcn11itió un nuevo auge internacional en el trasplante pulmonar clínico. asf conlt? su . inició en 

nuestro pais. 

Aunque actualmente ya se han superado los problemas relacionados con la técnica. quirürgica y con 

la terapia inmunosuprcso~ Ja experiencia mundial demuestra que realizar un trasplante de" pulmón. 

es ntás dificil que trasplantar otros órganos (Cooper y col. J 992). 
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Debido a que usualmente hay un periodo de isquemia en el órgano a trasplantar .. desde que se extrae 

del donante y es transportado hasta donde está el receptor y se implant.."l. en él .. se han desarrollado 

métodos que pretenden reducir ni minimo las lesiones que pudieran sufrir los órganos a trasplanmr. 

Aunado a Ja escasez de donadores .. no se ha desarrollado un método de preservación adecuado que 

permita . la conservación de los pulmones sin dañar su funcionalidad por periodos de tiempo 

prolongados (Snntilhin y col. 1988 .. Sotrcs y col. 1993. Witter y col. 2000.) 

Todo· ello ha provocado un renacimiento del interés por aspectos relacionados con la técnica de 

preservación. En el momento actual .. el pulmón puede ser almacenado (en hipotcnnia) durante 4 h 

sin que su f~nción empeore ( Belzcr F y col 1988 .. Torre y col. 1991 .. Aoc y Col. 1996._ Chiag y col. 

2001) 

Durante la preservación existen algunas alteraciones celulares. Cuando le falta oxigeno a la célula 

ésta recurre 01 101 vía nnaeróbica .. incrementándose la producción de ácido láctico e hidrogenioncs 

(Fukusc y col. 1999). Esto dctcnnina acidosis intracelular y. a Jo largo • se agotan los depósitos de 

ATP. Jo que conduce a Ja allcrnción progresiva de la bomba de Na-K ATPasa. produciéndose una 

entrada masiva de Na .. a Ja célula. con la consecuente entrada de agua y producción de edema 

celular (Fukuse y col. 2001 ). 

En 1994 o·Annini y col. realizaron t.""Studios para detcnninar el curso temporal del deterioro de Jos 

organclos celulares en el tejido pulmonar después del paro circulatorio y muerte (D.Amlini y col. 

1994). Estos autores examinaron por microscopia electrónica semicuantitativa el grado de lesión 

celular de acuerdo al aglutina.miento de la cromatina rnitocondrial. al edema intracelular y a la 

integridad de la membrana. Concluyeron que Ja mayoría de Jos diferentes tipos de células del 

pulmón toleran de 30 a 60 min de hipoxia isquémica sin que se produzcan lesiones irreversibles. 

Para tratar de prolongar esta tolerancia. se han diseñado diversas técnicas de preservación que se 

emplean en clínica humana; cnf"riamicnto tópico. enfriamiento mediante circulación extracorpórea. 

perfusión intra-artcrial y el sistema de auto perfusión originalmente descrito por Robicsek y 

adoptado por el grupo del (Cooper y col. 1992) en Pittsburgh. Sin embargo hasta el momento. 

ninguna de ellas ha demostrado ser superior a las dcm:is. Asi pues. el terreno abierto a la 

investigación en esta linea es nn1plio. 

Numerosos estudios han demostrado que los métodos de preservación adecuados para los llamados 

órganos sólidos no funcionan en la preservación pulmonar. Los resultados de estos experimentos 
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han sido contradictorios • aunque cspor.idicamcntc aparecen en la litera.tura avances de preservación 

pulmonar. estos reportes resultan útiles únicamente en la fase experimental. Desgraciadamente. no 

han sido lo suficientemente consistentes o reproducibles para permitir su aplicación clinica y con 

ninguno de ellos ha sido posible realizar procuraciones rutinarias prolongadas. 

Después de más de JO años de investigación sobre preservación pulmomar. actualmerúc ·se tiene 

bien establecido que periodos cortos de isquemia. de entre 5 y 7 horas {en hipotermia -_-y con 

soluciones especiales). todavía son compatibles con una buena función pulmonar. 

El método de preservación pulmonar preferido en la actualidad incluye una perfusión del pulmón a 

través de la arteria pulmonar con solución de Eurocollins y prostaglandimt E2. Soluciones como la 

de la UW y fünnacos antagonistas del fhctor activador de plaquetas {PAF) también se han utilizado. 

La falla del trasplante pulmonar estñ asociada con una aha m01·bilidad y mortalidad. Las causas de 

este proceso son aún desconocidas pero el resultado es un marcado decremento en la fimción 

pulmonar que involucra hipoxia progresiva y edema pulmonar (King y col. l 997). Desde el punto 

de vista clínico. la disfunción pulmonar que ocurre inmediatamente despuCs del trasplante de un 

pulmón con una preservación inadecuada se caracteriza por una disminución en la presión parci::ll 

de oxigeno y un aumento en la resistencia vascular pulmonar. 

Ln~ nuevas técnicas quin"rrgicas han ido abriendo nuevas posibilidades en eÍ ·tratamiento y curación 

de órganos en pacientes afectados por patologías importantes. Sin embargo. el problema principal 

con el que se han i,;nfrcnt.ado los cirujanos y que durante mucho tiempo les ha limitado. ha sido la 

tolerancia a la isquemia que presentan prñcticamcntc todos los órganos y que les obligaba a realizar 

intervenciones en muchos casos contrarreloj {Muhlbacher y col. 1999). De ahí que fuera necesario 

investigar en el desarrollo de nuevas soluciones que pcnnitieran prolongar en I~ - medida de lo 

posible dicha tolerancia. Para ello era necesario por un lado. reducir los requerimientos energéticos 

de las cClulas durante la ;:maerobiosis y por otro conseguir una capacidad a.mo~iS,~ádo~ ndécuada 

que impidiera o retrasara al máximo la acidosis metabólica que se da durante la ana.erobíosis y de 

este modo la glucosa pudiera seguir mctabolizándose de fonna que la provisión de energía para 

cClulas durante la isquemia quedara garantizada (Erhard y col.1993). 

Las cClulas cndotelialcs son muy sensibles a los estímulos nocivos como lo son la hipoxia. 

exposición a ci.tocinas. cndotoxinas. colesterol. y estímulos fisicos tales como la mnnipulación 

quirúrgica. 

En esta respuesta a los estímulos. las cc!lulas cndotcliales se modifican y participan profundamente 

en la respuest...-. inflaJllatoria. Esta respuesta ''llamada activación cndotelinl"' modifica 
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comportamiento y por tanto induce cambios en In función provocando vasoconstricción, 

coagulación y aumento en In adhesividad plaquctaria. 

El agotamiento de las reservas intracelulares de tri fosfato de adcnosina (ATP). en 'un· tejido hipóxico 

se asocin con incapncidnd pnra mantencr·el balance iónico. mÓdifi"caci~nes· en la'.homeostasis del 

calcio, disfunción mitocondrinl. liberación de c;.zi.:Oas hidroÍiti~; actiVaC:ió~ ::·d~ ~ sist~ni~ Como 13 

fosfolipasa A2 y enzimas vinculada".s·:~I ;;,ct~b~l~Sn~o"de~ á~ido ~~q~~-~~rii~ -'~~tic:~t-~os._évcntos 
involucrados en el complejó mccimisr'no~d~ d~fi? ~CJul~.r·_P.<?·r;~,ip~pCñ.:.Sió~::"<~-~-c~lt'.~ col 1988, 

Chien y col. 2000). -. 

Adicionalmente aparecen modificaciones en Ja ·permco.biÜdad 'e ·¡nt~Si-idacÍ.'de la b~i-f-~r~i'~ridotelial. y 

la activación leucocitaria con cambios e~~ la· ~d.Í~~i~idad ··i~trit:~l~l~Í-; :; I~· ~~ri;g~~Úu~ -pl~quctaria y 

fenómenos de coagulación intravascular. ·\:~'.;'.·~·.-.~/> .;~'».'.~ </"' .. ; ·· .... ;~· 

:::;~;;:;~,:~:.;:::53¿~~~~~~~FT:::= 
los niveles del mismo y produciendo peroxi!:',itrit~ el ::,'~u.al ~-~u~ : per~xid~c_ió~-~ de_~ _liJJ!dos. en la 

membrana aumentando el daño tisular. 

Se ha reconocido que la preservación cxitos:i .dcl injcrto.·cs un-fáCtor·importantc cn,cl trasplante 

clinico. A pesar de los beneficios demostrados· por- Ja' hipotcmtia el dru:lo secundario al efecto 

""isquemia reperfusión .. limita en gran medida la viabilidad del injerto. 

La crioprcservación ha sido utilizada en la preservación de órganos en el medio clínico. pnra inhibir 

la actividad mctabólic:i del tejido. Sin embargo~ aún a cero grados existe hidrólisis de ATP por parte 

del tejido: éste al ser incapaz de obtener energía a travCs de la glucolisis aeróbica. inicia 

mecanismos de anncrobiosis produciendo hidrogcniones y acidificación del medio: la consecuente 

caida de pl-1 produce dallo endotclial. (Chae y col. 1998). 

La creación de soluciones alcalinas permite la est:ibilidad del medio y la preservación del tejido La 

histidina es un amortiguador efectivo y es un aminoácido que contribuye a la estabilidad ácido base 

del medio cxtracelular. Varios investigadores han demostrado que las soluciones con histidina 

permiten mejor la preservación del tejido miocárdico y del endotelio artcrial.(Erhard y col 1994) 

En l 99K. Takigami y col. describieron que Ja utilización de una solución con histidina pronmevc In 

glucólisis aeróbica y. por Jo tanto la recuperación de ATP y el mantenimiento de la preservación 

endotclial (T:ikigami y col. 1998). 
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Dentro de la investigación clínica se han desarrollado un gran número de soluciones de 

preservación. Existen soluciones de las lltunadas intracelulares. lns cuales contiene una 

concentración osmótica. de sodio y de calcio similar al cnton10 intracelular. De 1..~tns. las más 

utilizadas son las de la Universidad de Wisconsisn. la solución de Eurocollins y la solución de 

histidinn-cctoglutarato~triptofano (HTK). también llamada de Brctschncidcr ( \Vright y col. 2000; 

Chiag y col. 2001 ). Las soluciones intraccluJ3res tienen In vcntnja de disminuir la necesidad de 

equilibrar Jos gradientes nomt::ilcs transmcnlbranalcs posterior n In rcpcñusión y. por ende. 

disminuye el cdemn y el dai\o consiguiente. 

P<>.dh/c purticipació11 de nc11rntran.-.·nri.n>res (ucctilc<>li11u J' . .;ustmrcla P) 

El tejido nervioso es uno de los tejidos mas sensibles al efi .. -cto nocivo de In hipoxia. Se snbc que las 

neuronas del cerebro detienen rápidnmcntc su meuibolismo a los S ó 10 segundos de presentarse 

cese completo de la irrigación sanguínea. y que al cabo de pocos minutos de isquemioi puede ocurrir 

daño irrevcr~ible de este tejido (Guyton y Hall. J 997). Por lo tnnto. es posible que uno de los 

primeros fenómenos que ocurra durante el periodo de prescrv:ición pulmonar sea la lesión ·de las 

cCJulas nerviosas. con liberación subsecuente de sus neurotransmisores. Muchos de estos 

neurotransmisores pueden tener efecto ;d nivel de Ja vasculatura pulmonar. y por lo tanto tener 

influencia sobre la pcm1cabilidad capilar durante la preservación pulmonnr. En especial. Ja 

acetilcolinn (neurotransmisor del sistema vagal) y In sustancia r (neurotransmisor del sistema 

excitatorio no-adrcnérgico no-colinCrgico [cNANC] son potentes mcdiadon.:s que incrementan la 

permc..'lbilidnd vascular en diversos tejidos ( Dclaunois A y col l 994a. Segura y col. 1999). 

Acctilcolina. La Acetilcolinn es el principal neurotransmisor posganglionar del sistema nci=vioso 

parasimpático (Dclaunois y col. l 994b) :isi como de las motoneuronas. las fibras preganglionarcs 

tanto del parasimpático como del simpático y muchas neuronas del sistema nervioso central (SNC) 

(ganglios basales. corteza motora. etc). 

Se sintetiza en la tcnninal nerviosa a partir de la colina y la acctilcocnzima A procedente de las 

mitocondrias. por medio de In enzima colina-acctiltransfcra.sa. (Dclaunois y col. 1993 .. 1995). Las 

concentraciones de acctilcolina en la fibra nerviosa están rcgulad:is por la actividad de Ja colina­

acetiltransfcrasa y por la rccaptnción de colina por las mismas tcnninalcs nerviosas que Ja liberaron. 

Este neurotransmisor se alrnaccnn en vesículas de la tenninal nerviosa .. de donde puede ser liberada 

al exterior cuando esta estructura es estimulada. Se ha demostrado que In cstimulación directa de l::i 

tenninal nerviosa por factores locales como la hipoxia puede liberar acctilcolina (Dclaunois y col. 

1993). Una vez liberada., Ja acctilcolinn es capaz de interactuar con dos tipos de receptores: 
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nicotinicos y muscarinicos. La estimulación del receptor colinérgico muscarinico interviene 

múltiples fenómenos celulares tales como la contracción y relajación del ml1sculo liso en diferentes 

órganos. la disminución del cronotropismo e inotropismo cardíacos. la estimulación de glñ.ndulas 

exocrinas y en acciones cxcitatorias e inhibitorias en SNC. En el pulmón la acctilcolina provoca 

contracción del músculo liso bronquial y vascular a través de los receptores M3 y M2. 

respectivamente. y en la microcirculación provoca contracción de la célula cndotelial. con lo que 

incrementa la pcnncabilidad vascular. favoreciendo la salida de líquido al espacio intersticial 

(Delaunois y col. l 994b). La interacción de la acctilcolina con su receptor cesa r.ipidamcnte debido 

a la hidrólisis de la acctilcolim1 en colina y acetato. mediada por la enzima acetilcolincstcrasa 

(ACE) que se encuentra cerca de los receptores. 

La acc~ilcolina. además. es un ncuromodulador con otras vías neurológicas. ya que. por ejemplo. se 

ha demostrado que en pulmones aislados y peñundidos de conejo la acctilcolina exógcna induce 

liberación de sustancia r de las fibras nerviosas del sistema cNANC (Delaunois y col. 1993). 

Sustnncia P .. La sust.."lncia P es un péptido de 11 aminoácidos que se encuentra distribuido en el 

sistema nervioso central y periférico de muchas especies. incluyendo el humano (Ludenberg y col. 

1983). Fue descubierta en 1939 por Van Eulcr y Gaddum en extractos de cerebro e intestino de 

equinos (cimdo por Joose y col. 1988). Estos extractos contenían un factor espasmogénico e 

hipotcnsor cu~•a acción no era afectada por la atropina. Van Euler y Gaddum prepararon un polvo 

seco para hacer varios experimentos y se refirieron a él como P. abreviación de .. polvo.,; así se 

desarrolló el tém1ino de sustancia P (Joose y col. l 9MK). 

l..:. sustancia r se loc.."lliza en los nervios de diversas especies incluyendo el humano. es sintetizada 

sobre todo en el ganglio nodoso del nervio vago y luego es trasportada a lo largo del vago a las 

ramas periféricas aferentes pulmonares (Bamcs y col. 1991. Martins y col. 1990). 

En las vías respiratorias la sustancia P se encuentra almacenada en las fibras nerviosas aferentes 

denominadas fibras c. pertenecientes al sistema NANC. Este neuropéptido es liberado de las fibras 

C cuando éstas son estimuladas por f"actorcs como el humo de cigarro o la ca.psaicina (Lundenbcrg y 

col. 1983. Dclaunois y col. 1993). La enzima responsable de la degradación de la sustancia P y. por 

lo tanto. de la tenninación de su efecto. es Ja endopcptidasa neutra (NEP). también llamada 

neprilisina. 

Los efectos de la sustancia r c.xógcna en las vias aéreas mcluycn broncoconstncc1ón. vasoc.hl;1t<.1c1ón 

y un incremento en la pennc:ibilidad vascular. Por Jo menos en el conejo parte de este efecto es por 

acción directa de la sustancia P sobre las células cebadas y fibras nerviosas vagalcs. involucrando la 
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liberación de acctilcolina (Delaunois 1992. Tanaka y Grunstcin 1984). Debido a su capacidad para 

producir estos efectos. se ha sugerido que este péptido desempeña un p:tpcl importante en la 

patogéncsis del a.smn y de otras enfcm1cdadcs n.~piratorias (Barnes y col. 199 l ). A nivel del 

parénquima pulmonar. diversos estudios han demostrado que la sust:mcia P cxógcna puede inducir 

edema pulmonar por incremento en la pem1cabilidad endotelial (Delnunois y col. 1993. 1994). Este 

efecto ha sido atribuido a Ja dcgrnnulación de las de las células cebadas. con In consecuente 

libcra!=ión de serotonina e histrunina (Dclnunois J 992). 

El pu'111r1tr ui.,./atlo J' pcefundiúo 

El método de pulmón aislado y perfundido fue descrito por primera vez en 1903 por Brodic y Díxon 

y. desde entonces. ha sido ampliamente utilizando en distinras especies anímales (ratas. conejos. 

perros, cerdos) como una herramienta metodológica en estudios farmacológicos. toxicológicos y 

bioquímicos del pulmón (Dmke y col. 197X. Andrade y col. 2000. Bakcr y col. 2001 ). 

Esta preparación tiene la ventaja di: pennitir la ..:valuación de varios partametros fisiológicos. 

(Hachida y cols 1988, \Valmarth y col.1992). Una de las ventajas distintivas del pulmón aislado y 

pcñundido es que se lleva a cabo en órganos intactos en donde los contactos intercelulares así como 

los contactos cntri.: las e.:lulas ,,. la matriz cxtracclular se mantienen inalterados además de que entre 

las fonnas más utilizadas para medir la fbnnaeión de edema en condiciones experimentales se 

encuentran la extravasación del colorante azul de Evans o de albUminn marcada radiactivamente. y 

la medición de la ganancia de peso (relación peso seco/peso hún1cdo). Este Ultimo método de 

medición de edema es el que se empica en Ja preparación de pulmón aislado y peñundido para 

estudiar los can1bios de Ja pcnncabilidad capilar. midiendo un coeficiente de filtración capilar 

(Kf.c) (To'\vnslcy y col. 1986. Gustin y col. 1992). El valor de esta variable se obtiene al medir Ja 

cantidad de fluido que es filtrado a tmvés del endotelio cuando la presión capilnÍ es repentinamente 

incrcmi:ntada durante algunos minutos. Este partamctro se mide en mililitros de fluido que cruzan 

por el lecho microvasculnr por minuto. por gramo de tejido pulmonar. por cmH:O de incremento de 

la presión capilar ( 1-lakitn y col. 1989. l 9MX). 

Como ya se comentó antcrionncnte. uno de los problemas más importantes que conducen al fracaso 

del trasplante pulmonar es el cku'\o endotdial y. por lo tru1to. la técnica del pulmón aislado y 

perfundido podría ser de utilidad para evaluar este problema (Kcnnit y col. 1967. Park..:r y col. 

l 983 ). Con este razonamiento. uno de Jos primeros objetivos del presente estudio fue desarrollar en 

nuestro laboratorio la preparación de pulmón aislado y pcrfundido para evaluar la calidad de la 
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preservación pulmonar mediante las modificaciones del Kf,c. Cabe señalar que en el tiempo en el 

que se confeccionó este protocolo e 1997) no existían en la literatura biomédica publicaciones que 

usaran esta preparación para evaluar la preservación pulmonar (hasta el segundo trimestre de 2002 

han aparecido ya tn .• ~ publicaciones: Chac y col. 1998. Sasaki y col. 1999. Wittcr y col. 1999). 

Ademas. se pretendió diseñar esta preparación con tccnologia relativamente simple e infraestructura 

ya instalada. ya que los equipos comerciales para esta preparación son relativamente caros (entre 

$40,000 y $60.000 dólares). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La solución 1-ITK ha sido ampliamente usada con éxito en preservación de órganos sólidos. pero no 

se ha evaluado bien su utilidad en la preservación pulmonar. El modelo de pulmón aislado y 

pcñundido podría generar i'1fonnación para evaluar la utilidad de esta solución HTK. en 

comparación con otros métodos de preservación. a travCs de la medición de un coeficiente de 

pcnncabilidad c.."lpilar. Los equipos comerciales son relativamente caros y en k1 actualidad no 1,;stán 

a nuestro alcance poder adquirirlos. En vista de que la viabilidad del pulmón es relativamente corta 

debido. entre otr.is cosas. a daño dd capilar con aun1cnto de su permeabilidad. es in1portantc 

investigar los posibles mcc.."lnismos del daño. que podrian ser la liberación de sust:lncias endógenas 

capaces de incremcnt:lr Ja pcnncbiliad vascular. Por Jo tanto. se plantean las siguientes pn .. '"guntas: 

¡,Podr:i la solución HTK cvit:lr el deterioro de la pem1cabilidad vascular durante la preservación 

pulmonar? ¡,Podrá el modelo de pulmón aislado y pcrfundido ser implementado con infraestructura 

propia de un laboratorio de fisiología•! ¡,Habrá liberación de neurotransmisores durante la 

preservación p~lmonar y cuál será su cinética con respecto al tiempo'! 
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HIPÓTESIS 

1 . Es posible desarrollar Ja preparación de pulmón aislado y pcrfu~dido con tecnologia ·simple y 

empicando infraestructura '.habitual~c.nté, disp_oniblc Cn' la~omtorios de investigación en 

fisiología básica. 

2. La preservación pulmonar con_ soluciÓ~ ·l·ITK· pro"'.~··.mcnOs deteriora" de la pcrmc:ibilidad 

capil::tr que la presCivación- · Cn' s<:>iu~iÓn_ salina,. fi~¡~l~:Sica: (SSF) o mv o con sangre 

intmvaseular. 

3. Durante la preservación pulmonar con SSF. se produce liberación endógena de sustancia P y 

acctilcolina. 

00.JETIVOS GENERALES 

1. Evaluar mediante una preparación de pulmón aislado .Y peñundido la penncabilidad capilar 

después de 12 h de preservación pulmonar con diversos métodos de preservación. 

2. Evaluar mediante una preparación de pulmón aislado y pcñundido In cinética de prOducCión de 

acctilcolina y de sustancia f>. 

OD.JETIVOS ESPECIFICOS 

1 . 1 Dcsa.-rollar la técnica de pulmón aisla.do y pcñundido de conejo en el Instituto Nacional de 

Enfcnncdadcs Respiratorias. 

1.2. Determinar cuál di.: las siguientes mCtodos de preservación pulmonar causa menos nltcracioncs 

del coeficiente dc filtración capilar modificndo cri1Kt:C>: 

Almacenaje conscrvando_l~ sangre intravasctilar. 

Solución s:ilina fisiol~gi~-i (0.9.%) 

Solución de la U\V 

Solución l-ITK 
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2. t. Dctern1inar Ja tasa de producción de acctilcolina y sustanci:i P en Jos líquidos recuperados del 

Jecho intravaseular una vez transcurrido diferentes tiempos de preservación (O. l. 6. 12 y 24 h). 

MATERIAL V METODOS 

En su primera fase tuvo un diseño prospectivo. longitudinal. experimcntnl y analitico. Como se 

puede observar en la figura 1. las preparaciones de pulmón nislado y peñundido de conejo se 

pn..~ervaron por 12 h en cuatro condiciones diferentes (sangre intravascular (n=6)9 SSF (n=6) •. UW 

(n=6) o l-ITK (n=7)). y las modificaciones del mKf.c al final de este periodo se compararon con el 

grupo control (n=7). cuya medición de mK.f..c fue a Jos pocos minutos después de Ja obtcrlción del 

bloque cnrdiopulmonar. Por otro lado. en preparaciones de pulmón aislado Y.. pcñundido 

preservadas por 24 h en SSF (conteniendo un bloqueador muscarinico o un inhibidor de pi-otcasas). 

se extrajeron muestras de solución intravascul:ir a las O. 1. 6. 12 y 24 h. en las cuales se 

dctcnninaron las concentraciones de ncctilcolina o sustanci:t P 

A11inrule.<i 

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda machos con un peso aproximado de 2.5 a 3.0. Kg que se 

mantuvieron en condiciones convencionales de biotcrio y alimentación ad //bilum. 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 (US National Rescarch Council 1999). 

IS 
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SSF 

1.M/ 

CONTROL 

SSF+APR 

SSF<tF"IS 
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PRESERVACION 
24 h.4ºC 

f•lguru l. /Jisefto del protocolo experimental. l!.11 pu/mane.o; m ... ·ltulo ... · ele conejo ... · . ..-c.- tletcrminaron los cocficienlf!s 
de jiltr<1cián copilar mocliflc<1tlo (11tJ.:f.c) tle ... pm!.o; de prc.w~rvarlos por 12 lt en diferente.o; contliciones. En otra ... · 
(JU/moncs .n." deterntinú In fa.o;a de producción de acetilcolina (A Ch) y ... -u ... ·tancta P f.'"P) durante la preser\'aci011 
por ~-1 lt. ·"-'·1··....,__.,o/uciá11 ... ·a/inaflsioMJ:ica. l/IV=.voluciún 1/e Un1\'crsitlatl ele 11·;,.,·co1M·1n. /ITK-=sa/11ción 
h1 ... ·1uhna-tr1ptofium-ccloj.:lularato .• ·IPR...,,aprotinina, F/,"t'...,ji.u1.\"li>:1nina 

16 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
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Los conejos se ancstcsiar-on pr-ofundamente con una inyección única intramuscular de clorhidrato de 

xilazina (3 mg/kg i.m., Rompun"". Baycr) y pentobarbitnl Sódico (2K mg/kg i.v .• Scdalforte.,, Salud 

y Bienestar Animal SA). Para obtener el bloque cardiopulmonnr se disecó y canuló la tráquea de 

cada animal para ventilarlos mcclmicamente ( l O ml/kg, frecuencia respiratoria de 55/min) con un 

ventilador para. pequeñas especies (l·farvard Appara.tus .. Modelo Starling. Massachusscts), después 

de lo cual se realizó una esten10tomía media. Se refirieron las venas cavas superior e inferior. 

Jnmcdiatamcntc después se inyectó en el ventriculo derecho hcparina (2000 UJ/kg) para 

postcrionncntc ligar las venas cavas y cxsanguinar ni animal. El bloque cardiopulmonar se extrajo 

de In cavidad tor.icica (Dossari GA y col 1998). El corazón se seccionó transversalmente en ambos 

ventrículos .. por debajo de las vñlvulas auriculovcntriculares, para colocar dos cinulas de cristal de 

15 mm de longitud por 3 mm de diámetro interno. una de las cuales se introdujo en In arteria 

pulmonar y la otra en la aurícula izquierda. Las estructun1s adyacentes fueron incluidas en la 

ligadura de la arteria pulmonar y la aurícula i7.quierda. con el fin de disminuir la distensibilidad de 

dichas estructuras para que no interfieran en el registro de la presión vascular. 

Una vez obtenido ·el bloque cnrdiopuhnonar. y mantenido bajo ventilación mccinica a 50 

respiraciones por minuto y a 1 O ml/kg de volumen corriente. la sangre intravascular de los 

pulmones se eliminó introduciendo de manera anterógrada 100-150 mi de solución de preservación 

a través de la cánula C?Olocada en la arteria pulmonar .. a una· presión de 20-30 cmH20. (Dossari y col 

t 99K). Al finalizar este lavndo. se ·pinzaron las cánulas arterial y venosa. Los pulmones fueron 

hipcrinsuflados (3 veces el volumen corriente) para evitar zonas atclcctásicas y en estas condiciones 

la tráquea fue pinzada. El bloque cardiopulmonar se sumergió en un recipiente conteniendo la 

misma solución de preservación que se depositó en el lecho intravascular .. y se mantuvo a 4°C 

durante J 2 h. Este procedimiento se realizó en todas las preparaciones de pulmón aislado y 

prcfundido, c.xcepto en el grupo pn .• -scrvado con sangre intravascular, en el cual el pinzamicnto de 

las cánulas se hizo inmediatamente después de la extracción del bloque (sin realizar lavado) y 

sumergiéndolo en solución salina. 
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El bloque cardiopulmonar se conectó a un circuito de perfusión rccirculatorio. donde fue pcrfundido 

a un flujo constan_tc de 20 ml/min/kg de peso del aniimll (Kcrmit y col 1967). El circuito incluye 

una bomba peristáltica de circulación (NY-7550-62 Matcrflcx. Barrington. IL) con indicador de 

flujo de perfusión y tem1ómctro. así como un rcservorio venoso con trampa de burbujas. Para tener 

este rcscrvorio se utilizó un oxigenador de burbujas (modelo Bcntlcy 5. Baxtcr. USA). Se tuvo 

especial cuidado para evitar la entrada de aire ni sistema de perfusión. El bloque cardiopulmonar se 

colocó en una hamaca hecha con malla de Marlex"'° colgnd:i de un transductor de fuerza tensil. Una 

vez montados en esta hamaca. los pulmones se lavaron haciendo pasar líquido de perfusión hastn 

eliminar al máximo la sangre existente en el lecho vascular. para mantenerlos postcrionnente 

perfundidos con 400 mi de la solución artificial de peñusión Krcbs·ringer·bicarbonato conteniendo 

(g/I): glucosa 0.98. NaCI 6.90. KCI 0.354. CaCl·2H20 0.373. Mgso. 0.293. KH2ro. 0.162. 

NaHC0.1 2. 1. y 2.5°/t, de albúmina bovina. El pH y la temperatura fueron continuamente medidos y 

mantenidos en limites fisiológicos (pH 7.4 a 7.5. 37 a 38(tC). El pl-1 se controló añadiendo Nal·ICOl 

( 1 ~1) o burbujeando el liquido de pcñusión en el rcservorio venoso con una mczcln de 95'X1 de a~ y 

5o/.1dc ca~. 

Los pulmones se ventilaron con aire ambiental humedecido a un volumen corriente de JO ml/kg de 

peso. una frecuencia de 55 rcspiracioncs/n1in; y una presión final espiratoria (Pe) de 2 cml l;i;O. 

Ademas. los pulmones se hiperinsuflaron (3. veces el volumen corriente) periódicamente para evitar 

atclectasias. 

Las presiones arterial (Pa) y vcn~sa (Pv) se midieron en las cánuk1s fijadas en' ln .. á.rtéri~ p~lmona.r' y 

la aurícula izquierda. rcspectivament~ .. a través de catéteres (di~cf.ro cxt~~º·:·2:s··m~:·.·d~·ámct~o · 

ính:n10. 1.5 mm) conectados a transductores de presión (Gould 23XL~ 'Q~incy. MA). - Dichas 

presiones se ajustaron a cero a nivel del hilio pulmonar. 

Al cabo de 1 O a 15 min se obtuvo el equilibrio en el sistema.. que se caracte~izó por un esmdo 

isogravimétrico en el cual el peso del pulmón se mantuvo rekuivamcnte constante y· las presiones 

arterial y venosa se mantuvieron estables (Kennit y col. 1967 Roonc,.· y col. 2000). Dentro de 

nuestras condiciones experimentales la má.xima apertura de Jos vasos sanguíneos se obtic...'"tlc cuando 

la presión arterial c..~ mayor que la venosa y ésta es a su vez mayor que la presión al final de la 

espiración (Pa>Pv>Pe). A dichn condición se le conoce como la zonn 111 (\Vest 1996). Las 

presiones y el peso s.: registraron en un polígrafo de siete canales (modelo 70. Grnss. RI). 
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La pcm1cabilidad c:ipilar se midió a través del mCtodo de la doble oclusión (Gustin y col. 1992 

Haniuda y col J 996). como a continuación se describe. De fonn3 súbila se rea.liza un pinza.miento 

simultáneo de las cánulas arterial y venosa. durante la cual se produce inmediatamente un 

incremento de Ja Pv y un decremento de Ja Pa. y al c:ibo de 2 ó 3 segundos después ambas presiones 

se estabilizan (fis;:ura 2). En L-Stas condiciones la Pv fue considerada como un indicador de la 

presión capilar (Pe). Después de haber transcurrido aproximadamente 1 O segundos. se quita la doble 

oclusión y se restablece el flujo. Unos segundos después se incrementa la Pv en 1 O emH20 

mediante la oclusión parcial del flujo de salida venoso y se mantiene así durante 3 min (figura 3). 

Pa 

Lecho vascular 
pulmonar 

--Doble -
- oclusión- -

Flujo arterial Flujo venoso 

Pv 

D 
Pe 

Fi¡:ura ::!. 4\/edición de la presión capilar (/'e) al ocluir el lacio arterial y el venoso 
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Pa 

Aumento artificial de 
la presión capilar .. 

... ª.ª -· • 

Oclusión 
parcial 

(+10 cmH~O) 

J0."1': LUIS ARREO/.JI RAMIREZ 

Pv 

Flujo arterial Flujo venoso 

Fi¡:ura .t. IJc.\puc.'s de In dohle ocl11.\·1ún . . w• rt•i•.\·tnhlecc.• el Jl11jo y uno.\· ... e¡.:undos 
dt•,\pUé.\· .,.,. incrementa In PI· en I O cm// :O med1nnte la nclusiún parcial del fl11J·n 
\•t•no ... o y se 111nnlie11e as/ durante 3 1t1uu1111.\·. 
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Esto causa un aumento rápido del peso del pulmón debido a la congestión capilar. que dura 

aproximadamente de 30 n 60 segundos. seguido de una ganancia más lenta de peso. que representa 

el liquido filtrado a trnvCs del capilar (Gustin y col. 1992. Hakin y col. l 9KKa y l 9K9b) y \.'"Sto ocurre 

de los 60 n 180 segundos después de haber iniciado Ja oclusión parcial del lado venoso (li¡:,ura 4). 

Esta fase lenta de ganancia de peso es Ja que se utiliza para calcular el mKf.c. Al final de los 3 

minutos. y aún con Ja elevación de la Pv de 10 cmli20. se realiza otra doble oclusión pam obtener la 

Pe. El mKf.c se expresó como ml·min"1·cmH20"1·g·1 .. Jo que representó el líquido que se filtró a 

tmvCs del capil:lr (es decir. In g0111ancia de peso del pulmón. asumiendo que el líquido filtrado tiene 

una densidad de 1.0) por minuto de obstrucción venosa • por diferencia de Pe y por gramo de tejido 

pulmonar. Para evitar la influencia de la ventilación mecánica al momento del registro del mKf.c. 

Jos pulmones se desconectan temporalmente (por aproximadamente 4 minutos). 

'*' * 
---"'~ Peso Y 

-
t 

• • Pe 3 min Pe 

Fi¡;.:ura -l. R.eprestacir}11 ¡;.:ráficn de un reJi.!iMru tic mKfc. El pr1mer 111inutu se caracteri:::a por un incremento 
en la ganancia tic pe.o;o que corresponde n la con¡;:e.\·t1ó11 del capilar, y los siguientes e/o.\· 111it11'/os 
carr,•s¡xJtu/e11 a In fi/lrac1ún de //quitlo.\· a trnvé ... del capilar una \'e;: que ... ·e incrcn1e11tn la pre.\·tán l'eno.\·a a 
10 cm de 11:0 
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J>ctcr111i11acirln de lo ... · nrctliudarc.\· 1¡uln1ic:a . .; 

Algunos bloques cardiopulmonares se lavaron (como se describió arriba) usando SSF con 

fisostigmina 10"" M) p:tra inhibfr a la acetilcolincstcrasa. o bien con aprolinina (Trasylol ®· 1500 

unidades inhibidoras de kalicrcina por mililitro. KIU/ml) para inhibir a la endopcptidasa neutra 

(Roberts RF y col. 1998). Estos compueslos (fisostigmina y aprotinina) se empicaron con el fi~ de 

evitar la degradación de acetilcolina y sustancia P. respectivamente. Los pulmones se preservaron 

en estas soluciones por 24 ha 4ªC. A determinados intervalos (15min (basal) y l. 6. 12 y 24 h) los 

pulmones ernn sacados del refrigerador. se conectaba en el extremo arterial un frasco conteniendo el 

mismo tipo de solución usada (a 4ºC). 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 solución intravascular. Para asegurar que la muestra de 

líquido inlravascular proviniera del lecho capilar pulmonar. Jos primeros 5 mi de sotu'ci6J1 se 

desecharon. los siguientes 5 mi se colectaron en un tubo de ensayo. y los siguientes 1 O mi se 

desecharon tambiCn. En mediciones previas corroboramos que 20 mi dc solución son suficientes 

para hacer un recambio tot..'11 de liquido intravaseular. Las cánulas arterial y venosa fueron 

nucvamenle pinzadas y el pulmón sumergido otra vez en su solución de preservación a 4ºC. Todo 

este procedi111icnto de toma de muestras duraba no m:is de 5 min. Las muestras para detenninar 

ncctilcolina se congelaron a - 70ªC. y las destinadas para medir sustancia· P a -30ºC hasta su 

estudio. 

/Je1crn1i11ució11 dt! !t"u • .;1u11ciu_P. A las muestras de SSF.'con aprOtinina cxtíaidas del lecho vascular 

de los pulmones preservados se h..·~;'r~li~ó.~r.tp.~occ..~~ dc.c.x~rae.~ión.· Este consistió en.quc·a 1 ml·de 

la muestra se le añadió 1 mi d~ ñéid¡, trifl~-circ;acéti~O .i1 .-1 %. ~se. agitó mcclnicamcntc (Vortcx. ®). se 

centrifugó a 17.000 g (10497 rpm>°dur:inte_ 15:.'!lin a 4.ºC en una ultraccntrifuga (Bcckman. CA). y. 

se recuperó el sobrenadantc. 

J>a.m separar la sustancia P del sobrenadantc. se preparó una columna de cromatografia (Biorad. 

CA.). que se equilibró añadiéndole 200 mg de BioGcl P-2 fino (Biorad). seguido de 1 mi de 

acctonitrilo y después se le añadió 10-25 mi de ñcido trifluroacético al 1 'X,_ Ya lista Ja. columna se le 

mi.adió el sobrcnadante de las muestras. quedando la sustancia P atrapada en el gel de la columna. El 

siguiente paso fue añadir l O mi de ácido trifluroacético para lavar. descartándose lo cluido. 
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Para despegar la sustancia P de Ja columna se le aplicaron lentamente 3 mi de una solución ~0:40 de 

acetonitrilo: ácido trifluoracético al 1 %. y el eluido recuperado (los mismos 3 mi que se añadieron a 

la columna) se recuperaron en un tubo de plástico estéril. Este cluido se concentró mediante-una 

centrifuga ni vacío a 37ºC (Spccd Vac. Sava.nt. Francc). Lo. muestra se almacenó a -20 ºC· (Reveo. 

TX). hast::a el momento de realizar el ELISA. 

Para la detcnninación de la concentración de sustancia P en las muestras d.c liquido i.' .. l.~rU~3.sculnr 

por prueba de ELISA se utilizó un equipo comercial (catálogo 1400. R&D. Z\1inn~p01is." M~). Este 

equipo consta de una micropfaca de 96 pozos. que en su concavidad tienen fijos c:i~·~ic~e·rJ>oS. de 

cabra anti-conejo. a los que se añaden 50 Jd de sustancia P conjugada con fosfatn.sa alcalina. y 50 

Jll de muestra. asi como 50 µI de anticuerpos de conejo anti-sustancia P. Durante las 2 h de 

incubación a temperatura ambiental en un agitador horizontal. la sustancia. P contenida. en la 

muestra compite con la sustancia P conjugada con fosfatnsa alcalina por Jos anticuerpos anti­

sustancia P. Durante esta reacción los anticuerpos anti-sustancia P son cnptados por los anticuerpos 

fijos en la plac:i: Después de un lavado con solución amortiguadora para eliminar el CXC\.."SO de 

sustancia P no unida a anticuerpos. se añaden 200 Jtl de parn-nitrofcnilfosfato. que es un sustrato 

para la tbsfat.asa alcalina. cuya reacción genera un compuesto con color. La microplaca se 1 ... ~ en un 

lector de CLISA. a 405 nm. y los resultados se comparan con una curvn csuindar elaborada con 

concentraciones conocidas de sustancia P. De acuerdo a este principio. cuan10 mas suslanein r haya. 

en las muestras. menor cantidad de sustancia P conjugada scr.i captada y. por lo tanto. menor color 

en Ja lectura. 

De acuerdo al fabricante del equipo empicado para la detcm1inación de sustancia P. este an:ilisis 

tiene una se11sibilidad de 9.76 a J0.000 pg/ml. y muestra una rcaclividad cn~:z:ada de Sp% ~on o~"~os 

pCptidos muy relacionados como son los fragmentos 3:-11.' 4-11. 7-11 y l_-4, de_ la sustanda P .. 

cledosina. alfa neurocinina. beta ncurocinina y somatostatina. 

/Jctcrnti11aci<J11 úe <1cetilc<-1linu. Para la detenninación de acctilcolina se utilizó un cromatógrafo 

liquido de alta presión marca Varian (Tx USA). integrado. entre otros elementos. por una bomba 

(modelo 6299 Pcrkim-Elmer, Norwalk. CT)9 una toma de muestras (isslOOC Perkin-Elmcr .. USA)>" 

un programa computacional par:i el análisis de d::atos (StarVarfan v4.0). 

L .. "lS muestras de SSF con fisostigmina. cxtrnidas del lecho vascular pulmonar. se descongelaron en 

hielo inmediatamente antes de su análisis. Se tomaron l O µI con una micro jeringa y se introdujeron 

al equipo de HPLC. En este equipo la muestra pasa succsivan1cnte por un sistema atrapador de 
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fisostigminn. luego por una columna C 1 K y finalmente por una unidad IMER que contiene 

acctilcolinesterasa y colina oxidasa (Bionnlitical Systcm). 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 oxidad:.. por la colina oxidasa en betain:i y peróxido. Este último 

elemento (peróxido) es registrado por un detector electroquímico (Lc-4C. Bioanalitical System. 

\Vcst Lafayettc. IN). Cuando existe colina en la muestra .. ésta también puede ser detectada al entrar 

a la segunda reacción enzimñtic.."l (colina oxidasa). Sin embargo. los picos de elusión de la 

acctilcolina y colina son diferentes. lo que pennite su identificación por separado. La información 

obtenida fue analizada y almacenada mediante el programa especifico. El tiempo de Ja corrida de la 

muestra fue de 20 min a una presión de 1 15-130 mmHg. Los tiempos de retención (donde aparecían 

los picos corrcspicntcs a acetilcolina y colina) se corroboraron previamente durante la elaboración 

de las curvas csttlndar de ambos compuc...,.tos. y fueron de 9.5 y 13.6 min. rcspt.-ctivamente. Después 

de obtener el cromatograma (fi~ura 5) se determinó Ja altura de cada pico mediante el programa 

computacional y los resultados se compararon con curvas estándar de acctilcolinn y colina. 

elaboradas a partir de concentraciones conocidas de estos compuestos y procesadas en el HPLC de 

la misma tbrma que las muestras. 

A B 

11EMPO EN MJNtrros 

Fi¡:uru S.Ejcn1plo Je cromato¡.!rnma 
(llP/,.C)domle oh.o;erva11 lo... pico.\ 
correspondiente.v a corrc.\pu!ntc ... - a 
acetilcolina (A) .v colina(JJ)) tomados durante 
la elahoración de ta. .. curva ... - e ... ·tándar <le 
a111bo ... · compuc ... 10...-. En la parte .\·11per1or d<.• 
ct1dt1 pico M! .o;e1laln11 lo.\· lie111pu.\· de refo..•1u.:iú11 
que fi1erun d<.• 9.5 y 13.6 mi11, 
re.<ipcclivamcnte. 
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Reactivo ... · enrpleudo ... · 

La aprotinina y el cloruro de xilacina fücron adquiridos como productos comcr-cialcs de venta en 

farmacias (Trnsylo100 y Rompum .... .-cspcctivamcntc. Bnycr de México). La albümina bovina. Ja 

acctilcolina,. la fisostigmina y .-cactivos diversos fueron comprados de Sigma México. 

La solución HTK Cuc donada por Comercializa.dora Mcx-Mundo SA. México. La solución UW se 

obtuvo del Instituto Nacional de la Nutrición y Ciencias Médicas Salvador Zubin.in. 

Andli.'ii.v c..vtadl'>tic<.J 

Los dntos referentes a la pcn_ncabilidad capilar (mKf.c) siguieron una distribución no nom1al. por 

lo que se usaron pruebas estadísticas no parnmétri'4LS. Así. estos datos fueron analizados en fonna 

descriptiva a través de medianas y extremos. y en fom1a comparativa por el análisis de varianza 

no pararnétrico de Krustal-Wallis~ seguido por la prueba U de Mann-,Vhitncy. Los datos 

correspondientes a las conccntraciom .. --s de acctilcolina )' sustancia P fueron analizados por análisis 

de varianza y prueba l de Studcnt para datos pareados. Las comparaciones múltiples fueron 

corrcgid::a.s por el mCtodo de Bonfcrroni. La significancia estadística se fijó a una p<0.05 

unimarginal. 

RESULTADOS 

El primer objetivo del trnbnjo se cumplió al poder implementar con material ya insta.Indo en 

nuestro laboratorio la técnica de pulmón aislado y pcñundido de conejo. la cual utilizamos como 

herra.micnra metodológica para estudiar y evaluar el efecto de la prc..""Scrvación pulmonar sobre la 

generación de edema. Las principales adaptaciones que se hicieron a la técnica. en comparación 

con los equipos comerciales o con las técnicas descrit::a.s en ouos paises. fueron las siguientes 

(figura 6): 1) Encontramos que un ox.igcnador de burbujas. de los empicados en cirugía cardiaca. 

funcionó bien como rcservorio y atrnpador de aire. 2) Las llaves electromagnéticas que suelen 

usarse en otros modelos fueron sustituidas por llaves de tres vías. montadas sobre un estructura de 

acrílico. que además sirvió de soporte para las mangueras. para que no influyeran sobre el peso de 

la preparación. 3) La oclusión parcial del retomo venoso. que en otros modelos se realiza 
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manualmente. la logramos mediante una columna de 1 O cm de altura que desembocaba a un 

extremo abierto. hacia la cual se desviaba el flujo mediante una llave de tn..-s vias. Esto nos 

pem1itió aumentar la presión a 1 O cml-f::O de manera estable durante todo el tiempo requerido. 4) 

Encontramos que la suspensión del bloque cardiopulmonar en una hamaca de Marlex nos 

pem1itió mantenerlo en posición anatómica. de fom1a tal que cvit..."lba dobleces (y obstrucciones 

parciales o total1..-s) de los va.sos sanguincos por una mala posición. 

Fi¡.:ura. 6 EquiptJ de pulntiJn ai ... tado .J.' p1!rfuntlidt1 de ct1nejt1, de.'iarrt11ladt.1 l!n nuc.1ilrtJ 
labaraUJritJ. c..·tJn.Ua Je tran.'itluctore.<t de prc.'iiiJn (P) J•ful!r:.a tl!n.dl (1). bt1mha 

pcri.Wdltica (JI), re.n•,.•orit1(HJ. intcr,·amhiatlor Je temperatura(/) .r ventilador(,..). 
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Con respecto a la evaluación de las diferentes condiciones de preservación pulmonar (figura 7)., 

encontramos que el mKf:c en el grupo control (inmediatamente después de In c.xtracción del 

pulmón) fue "de 1.96 ml·min-1·cmH20"1·g·1 (extremos de 1.21-6.93). En comparación con estos 

valores., los observados en las preparaciones preservadas con SSF., sangre y UW fueron 

significativamente más elevados 19.34 (3.59-19.82). p = 0.005; 11.90 (5.49-17.55). p = 0.04~ y 

13.34 (3.25-23.72). p = 0.009, rcspectivamentcJ. Por su parte., los mKf~c en el grupo HTK no 

alcanzaron diferencias csbdisticamcntc significativas 7.11(l.32-41.18).,p=0.11., con respecto al 

grupo .control. En el grupo HTK uno de los valores fue excesivamente nito., sin que se pudiera 

encontrar una explicación sntisfactoria. Aun si se climin::i este posible valor extremo (011tlicr)., el 

grupo se mantiene sin diferencia estadística con respecto al control (p = 0.20). 

40 o 
~ 
b 30 :E ¡;¡ 

§ 
~ 20 o Figuru 7. Se t11ue.\·tra11 los 

co rc.vultados ÚI! los 

g o .._ o coejicietltc.o; de filtración 
§!!. capilar modificado (mKf.c) 

i 
10 6'!!:. o en pu/1t1ones preservados 

8 o o s- por I :! Ir en la.o; diferentes 

....ffi..=- o d) _ft_ condiciones. 
o Control s¡¡:- S.ngre ---uw HTK 

Finalmente, en cuanto a la dctenninación de neurotransmisores se cncontr-ó que tanlo para 

J::i sustancia P como para In ncctilcolina Ja mayor producción ocurria durante Ja primera hora de 

preservación. con una disminución paulatina en función dd tiempo (fi¡:uras 8 • 9 y 10). Cabe 

notar que. en el caso de In de1cm1inación de acetilcolina. a pesar de la presencia constante de 

fisostigmina en las muestras se detectó una mucho mayor cantidad de colina que de acctilcolinn. 
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Puesto que esta. colina es producto de la hidrólisis de la acctilcolina. se decidió sumar ambos 

resultados en ca.da tiempo de preservación. 

20 
E o, 15 .e 

a.. 
10 (U 

·¡:::; 
e:: 
ro 5 tn 
::::¡ 
(/) o 

Basal 6 12 24 

Tiempo (horas) 

Fi¡.:uru 11. Ta.'fa de proúucciún ele sustancia P en pull11ones pre.n:n•arlru· por 2-1 
/taras a./ ºC. Cada barra corresponde al (prumcdio ±ec) del ne11rtJtrn'1s111i ... ·nr 
(SP) acumulaclu de.<rde el momento en que .se tomo la n1uestra previa ha.'fta el 
tiempo .<reflalaclo. excepto en el periodo ba.<ra/ que corresponde a lo.,· primero ... · IS 
mln de pre.<rervación 
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Fi¡:JITfl Y. Ta.•>a de producción de act•/i/cnlinn en pu/J11011es prc.\·en•atln.\· por 2./ hora.\· a ./ 
"'C Cada hnrrn corrc.<;pnndr al (promedio ±ec) del neurotransmisor (Ach J acun1ulaclo 
dc.wlL• L•I mo1111Ht10 en que se tn1110 la 11111estra previa hasta el tic111¡m .w!ña/ndn, excepto en 
el pcnodo hu.\·af que cnrrc•.\ponc/l• a lo.\· printcros 15 ntin de prc.w!rvación. 
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30 

Fígul'a JO. l~ihcrncián relativa de anthos neurotran.nttfa·ore.<; en pubnones 
pr~·ervados por 2../ hora.\· a ../ "C. /..a explicación .<;obre los tiempo ... · 
aparecen en la Fig. 8 
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DISCIJSION 

El trasplnntc 1mlmonar es una alternativa ternpCutica para los pacientes con enfermedad pulmonar 

tenninal. yn que actualmente se han superado los problemas · n.:laciona~os con la -· tCcnica 

quirúrgica. el cuidado postopcratorio y la lcrapia inmunosuprcsora. Sin embargo. su aplicación 

clinica es todavía limitada (Kclly 2000) debido a Í.."l.ctorcs de diforcntc índole. 

En muchos paises uno de los principales factores que limita la ~1plicac1ón de un trasplamc 

pulmonar es la escasez de donadores. Al menos en I\.1Cxico no existe una cultura de donación de 

órganos y. aunque hay intentos de introducir en la opinión pública este concepto a travCs de 

diversos medios de comunicación. sus resultados son alm desalentadores. Ademas. los pocos 

c:111didatos deben cubrir ciertos rcquisilos para ser considerados como posibles donadores de 

pulmon. como cs d 1ener 1111 pulmón funcional y libre di.! 1nfi:cción (Sa11111la11 ~col J .. 10.::;:) En .:si..: 

scntido. la complicación m:.ls rclevanh.: de la muerte cerebral es la formación de edi:tna pulmon;1r 

ncurogCnico. y los l;¡rgos periodos de intubación traquc..,I ~· vent1lac1ón 111ce:in1ca ;1s1s11da n los 

qm: cstan so111e11dos Jos posibles donadon.:s hacen que se;;1 muy ¡lft;1 l;1 pos1b1ltdad de encontr:u 

una 111fi:cc1ón pulmormr activa (Torre y col 19"1 I l 

Aunado a la escasez de donadores. no existe un rnétodo de pres¡;rv:1c1011 pulrnonar optimo. Se han 

rcah7..:tdo 11111un1erablcs investigaciones cn las que se mod1tic..·111 amplmmente los 111étodos. 

1cen1cas y solucionc:s de preservación. siempre con el fin de protcger al pulmón durame la 

isquemia. Sin embargo. los resultados han sido controvers1:ilcs (Mullcr y col l lJ'J7. Kelly 2000). 

Por lo tanto. el estudio de los métodos de preservación del puhnon sigui: siendo una linea de 

111'\cst1gac1ón de gran importancia. 

l>i ... ·,•1io tic /u prcp11rucil111 1/e pu/11uJ11 ui.,./utl<J y pcrfi111tlitlo 

Uno de los primeros objetivos del presente trabajo fue.: el inlcntar desarrollar el modelo de pulmón 

aislado y perfundido de conejo con l:i infraestructum disponible cn ·nuestro laboratorio. Se 

realiz.."lrun diversas adaptaciones que. en general. tuvieron- un exccknte dcscmpcilo. logr:i.ndose 
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registros confiables y muy parecidos a los publicados por diversos labomlorios d..: otros paises. 

L.os cambios que consit.lcmmos m:'ts im¡1ortantes son los siguicnles. 

1. Encon1mmos que un oxigenador de burbujas. de los empl..:ados en cirugía cardiaca. timcionó 

bien como rcscrvorío y alrapador de aire y tuvo la venlajn adicional de que se podía 

inlroducir fücilmellle un calCter para burbujear con CO: la solución d..: Krcbs-ringcr­

bicarbonalo. con d fin de acidíficarla en caso necesario. y por una de sus llaves de tres vias 

se podía tOJnar muestr.is p~1ra corroborar el pM. Adem:is. el oxigenador lÍene un serpcntin de 

teflón en contacto con la solución de Krebs-ringer-bicarbonalo por cl que circula agua 

calienle que permitc tener a 37°C In solución. aunque pam ello se requirió un recirculador 

tCrmico. Aunque el uso de este tipo de oxigcnadores en experimentos nninmles se inició en 

los m1os 90 (Kurntani y col. 1992). hasta ant'-"~ de iniciar el presente trabnjo no se había 

emph;ado en la preparación de pulmón aislado y perfundido. Sin embargo. en l 99K apareció 

ya mm publicación en In que los mttores le dan este uso al oxigenador (Detry y col.1998). 

Colocmnos una malla de f\.1arle.x..,. en un aro pl:istico. a manera de una hamaca. con la 

timtlidad de colocar· d hinque cardiopulmonar sobre ..:sta y ponerlo en una posición 111.as 

a11:.1tómic;1 Este detalle fue unportante porque en otras posiciom;s (por ejemplo. poniCndolo 

sohre una supcrtic1e plan.a) frecuentemente ocurría oclusión parcial de los grandes vasos. 

111odilic:.11H.lo an11icmlmcnli: l;1s pn.:s1oncs regístrat.las. Esta hamaca fue colgad;1 en el 

transductor de fucrz;1 tensil para poder registrar los C.."1.mbios de peso duranrc las mediciones 

Jcl mf..:.t:c L;1 malla tiene la venlaJa de poder usarla en repetidas ocasiones. 

En lugar de llaves clectromagnClicas para la oclusión arterial y venosa. empicamos llaves de 

tres vias. l.as cuales estuvieron tijas a un soporte de acrílico. discfü1do para evitar vibraciones 

durante las maruobras de oclusión. Este soporte sirvió adem:is para que las mangueras del. 

c1rcu110 se ascntnran en su base y no influyera en el peso del pulmón. 

-t En otros cqmpos la elev;1c1ón transitoria de la presión venosa se realiza ocluyendo 

parcialmente con una pin7-"l. el tubo correspondiente. Esta maniobra. al ser hecha de fonna 

manual. dificuh;1 mantener constante la elevación de la presión y cx:asion.., riesgo de 

vibraciones que influyen en el peso del pulmón. Par.i evitar esto. derivamos el ílujo venoso 

(con una llave de tres vías) hacia una manguera de I_ O cm de altura con el extremo superior 

abierto hólcia un sistema de cascada,.' rccolccta.ndo el liquido de perfusión para su 

rcinlegración al circuito. Este diseño. pcnnitió que la maniobra de incrementar Ja presión 

venosa se hiciera con mucha. precisión durante tres minutos requeridos para medir el mKf.c. 
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En el contexto del trasplante pulmonar en humanos. una vez que sc extrae el pulmón 

frccuenh::ruentc ocurre dai\o celular endotclial. con desestabilización de las membranas celular y 

mitocondrial y libi.::ración de enzimas proteoliticas. A fin de disminuir este tipo de daños durante 

la preservación se han utilizado soluciones especiales para la pr-eservación. Si nucstr-os resultados 

en conejos pueden ser extrapolados al humano. el presente trabajo sugicn: que la solución l-ITK 

pod.-ia ser una buena opción para las procuraciones pulmonares. ya que mostró una clara 

tendencia a mantener valores de mKf.c ccrCilnos a los del grupo co111rol. incluso ltgeramcruc 

menores que los obtenidos con otrns soluciones habitualmente empicadas para la pr-escrvación 

pulmonar. como la solución U\V. Entre los pulmones que se preservaron con 1-ITK. uno prl.!sentó 

un mKfc excl.!sivamcntc allo. Aunqu..: esle valor exlremo (0111/lt.•r) podria h;ib..:r ongmado una 

mayor- dispersión y. por lo tanlo . ..:xphcar 1::1 ausencia de diferencias con ..:1 grupo control. ..:ste no 

ftu; el caso. ya que las pn1..:bas emplc:idas fueron no par;unCtncas (que solo _iuzgan la posición 

rcl;1tiv::1 o jerarqui.:1. con respecto a los <lc1nas '1.!llcne:-: del grupo) .-'\dcm~ts. l.:i d11ninac1011 dc l!Stl.! 

\'alor extremo no 1nodific6 las conclus1ones. Nuestros rcsuhados concu..:rdan con un estudios 

h..:cho en primates (Van Gulik y col. l lJ43 ). en el que la solucmn l ITh:. llt..: comparada con la 

solución U\\' para preservar el hloqu..: c;1rd1opulmonar. Los :nnorcs cncontraron que amba..."> 

soluciones tuvieron una ..:ficacia s111ular d..:spu~s de preservar el bloquc por mii.s d.: 20 h. Sin 

embargo. morfblógicamcntc pulmones preservados en solución HTK presentaron un menor daño 

ultraestruc1ural (Human y col.1993). 

Los posibles mcca.nismos por los cuales la solución HTK c.i..:rc..: un efecto benCfico sobr-c 

d órgano preservado_ así como la descripción de sus componentes. se com..:ntan en el anexo 1 . 

Actuahn..:nte Ja solución HTK se ha ganado un lugar como una hcrr.un1enta cxitosa para 

la preservación multiorg:inic¡¡ para trasplante de corazón. higado y rifión. adcm:is de que se uliliza 

como solución cardioplCjiCil en Ja cirugía d..: corazón abierto. Sm embargo. hasta donde sabemos 

la solución HTK no se había utilizado para prcserv;ir solamente pulmón.(Brctschncidcr- 1-lJ J9MO) 

A la luz de nuestros resultados. considcrmnos que es conveniente rc..,Jizar mayores estudios con 

solución 1-ITK para. evaluar su efectividad en el trasplante de pulmón en el ser humano 

32 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



.Jr ~SH /.l J/S AU.IU!Ol.A /t,1.\1/IU::Z 

Liher11citl11 tic 11e11rotrr111 ... -,,,;.,.,,rc."i 

El d:uio pulmonar por isquemia-rcpcrfüsión está asociado a la k.-sión de; las cClulas cndotcliales. 

con el consiguiente incremento de la pcnneabilidad vascular y producción de edema intcrslicial 

y/o alveolar (Andrade y col. 2000). En el organismo humano la isqucmia-rcpcrfusión genera 

especies reactivas de oxigeno (ERO). que a su vez producen pcrox1dación de lipidos de 

memhmna. factor que es dctenninante en el mccmlismo de daño endotclial. Así mismo. los ERO 

producen modificaciones de las proteínas (enzimas. receptores. proteinas de canales) asociadas 

con estos lipidos. lo cual provoca traston1os de los sistemas de traspone con aumento en la 

permeabilidad para ¡1lgunos elementos como el calcio. 

Nosotros especulamos que uno de los primeros tejidos en sufrir el daño por isquemia en 

el pulmón dmmdo es el tejido nervioso. lo que podría causar la liberación de mediadores capaces 

de inlluir sobre la permeabilidad vascular. En el presente estudio pudimos comprobar que la 

acctileolirm y la sustancia J> tuvieron su mayor liberación en la primera hora de isquemia. con una 

d1snunuc1ón e:-o.;poncncial contbnne pasa.n las horas. Hasta donde sabemos. este i:s el 1>nmcr 

i.:s11u.lio qlh! dcmlh.:sua dich¡1 libt:r:1ción de neurotransmison .. 'S durantc l;i prcsi.:n.ación puhnonar. 

S1 cslos neurotransmisores rcaln1cntc cstñn involucrados en los cambios de pcnncabilidad. a 

p1 uncrn vista nuestros result;idos sugerirían que el 111a~ or dallo pulmonar di:beria ocurnr en las 

pnmeras horas dcspuCs de la procuración del órgano. lo que es contrario a la expcnenc1a clinica 

que corrobora que la viabilidad del pulmón se mantiene en las primeras 6 h. dr.:tcriorilndosc 

posteriormente. Para explicar esta paradoja. es importante sella lar que nuestras mcd1c1011t:s se 

lucieron bajo condiciones donde el metabolismo de estos neurotransmisores cstabn bloqueado. lo 

que pcrm111ó su ;icumulación en el lecho vascular puhnonar. En condiciones naturales es muy 

probable que tanto la acctilcolina como la sustancia P sean degradadas rapidamente por los 

sistemas enzimáticos correspondicntL-s (ACE y NEP. respectivamente). y c¡ue sólo cuando ..:~nos 

sistemas se ven agotados pueda sobrevenir el daño pulmonar. Esta posibilidad se refuerza por el 

hallazgo reciente de Carpentcr y Stenmark (2001 ). quienes encontraron que Ju hipoxia en ratas 

Jóvenes disminu~·e la expresión de NEP. que a su vez se correlaciona con un incremento de la 

pcnnc;tbilid:id vascular. En este estudio. los autores pusieron a ratas rcciCn destctatadas bajo un 

ambiente hipóxico (fracción inspirada de oxigeno del 1 O'Yo) durante 72 h. Ellos encontraron que a 

las 12 h de hipoxia. habia una disnlinución significativa de la transcripción del mRNA de la NEJ>. 
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medida mcdianh: RT-PCR. asi como una disminución progresiva de la nctividad de la NE.JI. 

evnluada por ensayo nuoromCtríco. que alcu.nzó signific.."lncia estadistica a las 24 h. Adcmtls. los 

<.tutores demostraron por inmunohistoquímica que la NEP pcrivascul.:ir disminuía a las 24 h y 

prtlcticamcntc desaparecía a las 4M h. lnteresantementc. 1nien1ras amis disnunuia la actividad de la 

NEP mñs se incrementaba Ja pcnneabilidad vascular (medida por el mCrodo de azul de Evans) 

Esle cambio de la pcnncabilidad füc revertido adminislrando NEP rccomhinatc o nntagonistas de 

Ja sustancia P. 

Por Jo anterior. una probable hipótesis que explica Jos cambios de pcnm.:abihdad 

observados en el pulmón duranlc la preservación es In siguien1c. lnmed1a1amcntc dl!spuCs de la 

procumció11 del órgano csistc una liberación de acctilcolina y sus1uncia P cuyo efecto nocivo 

sobre la permeabilidad vascukar se \'e adecuadamente contran-es1ado por los sislcmas enzimáticos 

respectivos. Al pasar la..-. horas. estos sistemas cnzimñticos van perdiendo progrcsi\"amcnlc su 

cticacin. lo que permite entonces que los neurotransmisores. aunque liberados ya 1!11 n1c11or 

car111dnd. 1enga11 un efecto sobre la red capilar. incrcmelllando su pcrmc;1hilidad. Esta hipó1csis 

dchertl ser corroborada con c..-stutlios futuros. en l!spccml utih;r.:mtlo hloqu..:adorcs de la 

acctilcolincs1crasa y/o de la NEP. 

CONCLUSIONES 

Es posible desarrolfar el modelo de pulmón aislado ~ pcrti111d1Jo con cqu1pl_-. de uso habitu;il 

en l;iboratorios de fisiología. 

2. La solución HTK parece- tener un efecto b..:nCfico sobre los cambios de penneabihdad 

vascular durante 13 pr~crvaci~n · ~~-Íin~mar. 

01.!spuCs de la proc~;~·¿¡~~)~~¡~-1on~i· J~;y una liberación de acctilcolum y sustancia P que 

disminuye prog~csi~mcr~;~:~o~~~~~ pa~»~r:i las ho~as. 
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ANEXO 1 

COMPONENTES DE LAS SOLUCIONES 

Solución trrK (también llamada solución de Rrctschncidcr o Custodiol®) 

Cm11idad Compoucn1c Conccnlrnción 

en 1000 mi (11111101/L) 

O.K766 g NaCI 15 

0.67JOg KCI ,, 
O. IH42 g Bi-2 cc1oghnarato potásico 

O.X312 g ~1gCI:? · <,I bO 

3. 7773 g 1 hst1dma HCI · 11:0 IX 

27.92X g IXO 

0.40X5 g Tnptófano 2 

5.4651 g Manitol 30 

0.0022 g Clontro de calcio 0.015 

50 mEq c1· 

PH 7, ../. osmolandacl 310 m<Jsn1/L 

La solución IITK es una de las mezclas comerciales m:is usadas en la preservación multiorgámca, 

especialmente para Ja preservación de órganos sólidos como corazón. higado y rilión. además de 

ser usada como solución cardioplCjica durante la cirugia cardioica (1-lacluda y col. 1996). Por Jo 

t.anto. la mayor parte de la discusión que se hace a continuación de las propiedades de c:ida uno 

de sus componentes esta bílS:tda en órganos sólidos. 
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En la solución 1-ITK la concentración de K' extracclular. c...-s baja, es suliciente para nmntener 

esl::tbili7 .... 1.da la 1nembrana. pero al nlismo lícmpo. es capaz de conlrarrestar el efecto "transitorio .. 

de Ca2+ extrncelular. hasta su completo equilibrio. El contenido de K' de la solución es de 10 

mmol/L. ligcrmncnlc su1>erior ni contemdo normal del K' extracclular {lfachida y col 1996). 

Cantidndes superiores pueden producir efocto opuesto. es decir. despoluriznción. adcmils de que. 

en el momento en que la solución de preservación se incorpore a la circulación sanguinc..1. una \'ez 

lenninada la intervención. las cantidades demasiado elevadas de K · extmcelular pueden excitar 

anormalmente las nu:mbranas celulares y. en el caso del corazón. puede dar lugar a arritmias 

(Bretschneider MJ l 9XO). 

Los iones de Mg2+ acllmn como antngonistas del calcio. por Jo que al añadir a la solución la 

C..'1.ntidad de 4 11111101/L. y junto con los niveles óptimos de K+ de 1 O mmol/L. se provoca una 

disminución de la cxcilabilidad de la membrana celular (Bclzaer F.y col J9XX). Cantidades 

superiores de 6 mmol/L de Mg2+ pueden producir. al menos inicialmente. el efecto opuesto. es 

decir. pueden liberar pane del Cn2+ inactivo que se halla fijado a las proteinas (Bclzaer F.y col 

l'JXX). 

Es import:une señalar qw: 1:1 solución tiene un pl-f 7.4. ya que una solución dcmasiado ácida 

podria. al igual que las concentraciones dcma.">iado elevadas de l\i1g2+. aumentar el Ca2+ libre 

c."tracclular al producir una liberación uticial del Ca2+ fijado en las proteinas (Erhard 19'13). 

Debido a la escasa concc1umc1ón de la ma~·ona de los clectrohtos. la soluc1on l ITJ..:. prcscnt:u-i:1 

un:1 cscnsa osmolnndad. Una solución de esta naturaleza (con osmolaridad menor a la del imerior 

dc In célula) pro\'ocaria la entrada de ngua ni interior de la célula y podria alterar In morfologia 

normal de la nusmn. hincharla e incluso romperla (Guyton 1997). Ademas. durnnh: In isquemia 

cicurre que. en lugar de los productos tenninales aeróbicos (CO: y agua) que no ticnen cfocto 

sobn.: In regulación osmótica. se acumulan grandes cantidades de ácido litctico. hidrogcmones y 

otros metabolito~ que si pueden ejerccr poder osmótico. Estas sustuncins deben ser cxpuls:1das 

rnp1dmnenh.: di.! la célula para evilnr la apanción de edcma celular. y csto se llevn a cabo a uavés 

de un mecamsmo de transporll.!' que requiere consumo de encrgia y que se inacti'\.·a con In 

;:1p;1dc1ón de :1c1dosis metabólica. Para reducir estos efectos y mantener la osmolaridad en 

alrl.!dcdor de 300 mOsnt!L. es dccir. para que sea isosmóstica como el plasma. se incluyó manitol 

en la sol11c1ón 1-ITK. El 1n::mi1ol C!" un compuesto mctabólicmm.:me incrh: y no eJcrcc nmguna 

pres1011 de sustrato que rcqtucra una elevación del metabolismo energCtico por pane e.fe l:1s 

células. y no es incorporado a la cClula a travCs de sistemas de transporte especiales que requ1ernn 

un gasto energético (Erhard y col. 1994). Además. actl1a como atrnpador de radicales libres de 
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oxigeno. ejerciendo en consecuencia un efecto protector. sobre todo al comienzo de la pcñusión. 

Finalmente la osmolaridad de la solución quedarñ en torno a 3 1 O mOsm/L. 

La histidina actl1a como sustancia amortiguadorn. y con ella se disminuye el rh .. ~go de necrosis 

cclulor y se deplcton menos los alnmcenes de ATP. lo que a su vez se traduce en una mejor y más 

inmcdiota función del órgano. Conforme el :leido lilctico y los hidrogcnioncs se van produciendo 

en el interior de la cClula van siendo expulsadoS al espacio extracclular. por Jo que el pl-f del 

compartimiento cxtrucclular se acidifica. Si el pl-f baja de 6 la bomba de ácido láctico e 

hidrogeniones se inactiva. con lo cual dicha..-. sustancia se acumularán rápidamente. provocando 

un aumento de la osmolaridad de In cCluln. que nbsorheril agua. aumentando su volumen y 

olterando su morlblogia y su función. Ademas. el ¡icumulo continuo de metabolitos en el interior 

de la cClula haffin que se bloquee la reacción de la glucólisis anacróbi~ con lo cual dcj;irá de 

producirse energia y se ir.in ngotando los depósitos de ATP. hasta caer por debajo del limite 

pennitido. que es de 4 Jtmol/g de peso~ por dehajo de este límite el órgano se considera 

irrecuper.iblc. 

De ahí que el principal objclivo de la hist1dina s...::1 una correcta amortiguación del pl-1. que evite o 

retrase ¡d mñx.imo posible la :icidificación. Esto permitiría prolongar el tiempo de isquemia al 

retrasar al final 1.k la glucólisis anacróhíca. qui.: es la responsable de proporcionar la energía 

neccsana a la célula duramc la anoxm. y evitar o retrasar la aparición de lesiones irreparables de 

l;1 cstruclur..\ celular que impidan un nunmll fimcionamicnto del órgano despuCs del tr.isplantc. 

El papel principal del triptofono es el de proteger a las membranas celulares impidiendo que las 

sustancias con grnn pockr osmótico y que se hallan en cnntid:tdcs importantes en la solución. 

como es el caso de la histidina y el clorhidrato de histidina. puedan penetrar a la célula y alterar 

su osmolaridad 

El cctoglutarato es uno de los sustratos clnves en el ciclo del :leido citrico (ciclo de Krcbs). ya que 

su descomposición en ilc1do succimco es el único paso de dicho ciclo en el que se obtiene energía 

en forma de ATP. Es tatnbiCn precursor del •icido glutámico. aminotlcido protector de membranas 

celulares. En la solucion HTK la cantidad utili7 .. ada proporciona el sustrnto m .. "Cesario para 

producir mas energía durante el comienzo de la pcrfüsión. antes de que Ja anaerobiosis se haya 

instaurado por completo~ con ello la celula dispondr..i de una cantidad extra de ATP. la que puede 

ser necesaria tanto para sobn;v1v1r dur41nte In 1squenua como para empezar a funcionar de nuevo 

al final de la procuración. 
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Como es posible que no todo el cctoglutnrato sea utilizndo por lns celulns antes que se in~taurc In 

mmcrobiosis. el cctoglutarnro sobrante puede incorpo~rse de· nuevo ciclo-.· de · Krcbs y 

proporcionar una energía extra que 

debida durante In isquemia . 

. Cuntid..~d.· 

en 1000 mi 

35.83 g L.nCtobiOnato de pOtasio 

3.4 g 

0.60g MgSO, 

5 mi NaOH 

20ml KOl-I 

17.83 g R.afinosa 

1.3 g Adcnosina 

0.9:?g Glutmión 

0.136g Alopurinol 

:'Og/L Almidón 

pl-1 7. -l. o ... ·11111/arulaci 320±/0 mfhm /. 

(mmol/L) 

JOOmM 

25 mM 

51111\t 

5N 

5N 

301111\t 

5 1111\t 

~ m!\1 

1 m!\t 

La solución de '\'isconsm pretende no sólo prevenir el edema celular (con lactobionato ~ 

r¡lfinosa. que manucnen el ngua fuera de In cClula)_ sino in1cntando ntinimtz...,r las consccuenc1;is 

de la rcpeñusión (contiene glutatión y alopurinol para inhibir la formación de rad1calcs libres de 

oxigeno) y ayudando a regenerar los ATPs perdidos (mediante fosfatos). De esta solución cl.is1ca 

se han propuesto diversas modificaciones. Se ha demostrado má..-; efoctiva en el higado. pnncreas 

y r11lón (aunque con este tnmbiCn se puede usar. si el proceso va a ser r.l¡>ido en el 1icmpu. la 

solución de Eurocollins. quc cs más asequible y económica). La solución de Ja u11i,ers1dad de 

\\'isconsin se puede considerar como la solución est.indar para la mayoría de los órganos 
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Solución snlinn 

Cnnlidad Cmnponcnlc 

en 1000 mi 

NaCI 

pll 7 . .J. osmularulaú .)()8 n10 ... n1/J# 

45 

Jf,J:ih" J.U/S AIUU~"O/.A /tAAf/RH/. 

Conccnlmción 

(mmol/L) 

150 
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Evaluation of the Vascular Permeability After 12-Hour Preservation of 
Rabbit Lungs in HTK Solution 

J.L. Arrecio, P. Segura, B. Vanda, and M.H. Vargas 
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Flg 1. Eftect ot d•trerent lung-pt'eservation concht1ons on the 
m0Chf1ed capdl<iry pet"moabthty coed1c1onl (mKf,c). Horizontal 
bars represent tne mod1an ot each group. •p -::: .05. 
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"cnou., oh .. 1ru.:1io11. l"'r I'<' 111<.·rcn1c111 (hc1 .. 1e .uul .. tunn~ \cnuu .. 
uh.,1r11.:1ionJ, untl pera: ul lun¡: 1 ..... uc. l"u .nu1d lhc inl1uen•·c ol 
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mcJmn <111J nmgc. 
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"' cun h.: !>ccn in Fiµ l. our rc .. uli.. 'h''""l.!'d llHll c1unpl1r.::d 
"1.1.ilh 1h.:: ,,,..,;:r.c m.:::i .. ur.:J immc<Jio11cl~· ;1Clcr lun¡; pnicurc­
mcnl in lhc cunlrul grnup (l.'lf• (l.::?:I In h.1J.l) mL • min ·• • 
cml l.!Cl 1 

• g · 1 J. thu .. c pr<.ºp01ro11i11n' pn:,cncd with IVU. 
SS. ¡1nú UW ,nJu1it>n' !>1111".:ú 111cro.~•1-..c.:J mKf.c ''uluc,. ¡•J.J.J 
(.1.StJ to IY.H:!). /' = .tMl!i; 11.~I (!'iA.t.1 tu 17.5.:"il.¡• = .O.J; and 
l.l .. l.J (."l.::?:S 10 ::?:J.71). ¡• '"- .llO'J. rc'P'o"<.'ll'cl~·J. B~· cun1r:i .. t. 
nrKr ... · <.¡1Juc' round in pr.::¡1;ir;11iun' pr.: .... ·n .. ·<J """·ith l IT..._ 
.. oJution (7.11Cl.."l::?:11141.1~1. /' · .IJJ ,!11.1 mu d11l .. ·r lrum 
1h•• .. c ,,1 ... ._•n•·d 111 <.'••nlrt•I !!ft•11p 1"111 .. 1. .. :1... ••f tlill••rcnc .. • 
p.·r .. 1 .. 1ctJ C\Cll 11 .1 l"'"'"'''J • .- t1111l1cr 11••1111 "J" .i ... i...·1 .. ·d . 

DISCUSSION 

l.11111.! 1r.1n,ploin1;111t111 " .111 111.·1c;1 .. 111!!h p.:rl1•11n<.""d 1hc1;1· 
l'•'Ull<.' nu•~l.1111~ ltH 1cr111111,1l pul111<•11.11~ .. 11 ... .-;o .. ...-, J.J •• :11 .. ·1c111 
p1 .. • .. cn.;11u1n ••I d••ll•'r 11111~ " ,,,.,..,._·1alcd "-•lh cnd•>1hcl1;il 
~..i1,1;1n1011!<.!". lf.:,1;ih1h.-;111<•11 ••I nlÍtn..:h .. ndrt.11 :ond .. · .. ·ll 111.·111· 
b1.011c-. .• 111J pr"ll.'<•h 11•' '-'llJ'' 111.:-. rclc.1-.,·' .·\1111 •11)! .... 11.i1-
l1nn" u .. cJ "-llh 1hc .11111 In .tnh:ilur<1lc "ud1 tl.1111¡1~c ª" 1h._· 
.. 1ur<1¡.!C 111 donor 11111¡.! in pr<."" .. L"l".111011 '"lulit111'. In lhc 
prc-.cn1 '"""rl.. "-C ... ,ulu.11c.1 thc 1....-nnc;1h1l11~ ul puln11u1;in· 
l•l•,.•d ,,,-, .. c1, ;1í1.:r prc'<.'1".tlltlll "llh llTK .. ,,Ju1u111 .1nd. 
thou~h m•l uplinl.11. ""'e luun.l lh;il c1Kour;1~init r._·-.ulh wc1 .. • 
.1d1i<.!"'t:•I hy lhl' ..... 11111011. r>ur rc .. uli.. .1ro: in hn .. • wi1h ;1 

¡ircviuu' 'tutJ~·" in primlll•º'· 111 "hkh llTK '"lu1u1n "1.1.ll' 
..:u111par • .-t.J .... 11h U\\' .... 1l1111on tur hc;ut-lun)!' hloci... lr;111 ... 
pl.1ntalu1n in h.;1!1<>1.•11 ... Tli.: .... • .1u1lu•r" f••llll<I llMt prc ... :l"a· 
111>11 r .. r up 111 :?:ti hour .. 111 c1thcr ...... 11111011 "ª' ct111¡ilJ~· 

~; ::~:~; :~~ .. pll~ ~ 1:1111~ ,,:.uc~~::: :~le /. h•·, r~1;1¡1l.: r111111~c 111~~:·, r~~::~: :;:~~:.~ 
puinl ol •1c""" lhc llTf..: .... 11L111u11 .. .-.. ·1ncd '" y1cld ht.·11 .. •1 
11•·rl••r111ólnCc ... ,11 .. ·c prC!>Cl"""l..111<•11 111 1h1' "'lu1i11n '""ª"' ª'"''" 
d;11c<J 1<1 le"'' puhn11no1ry· uhr.1 .. 1ruc1ural dcra11)!C111 .. ·111 

llTK '••h11111n h;1' ~01inc.t ;1 ..... ·11-c .. 1;ihl1 .. hcd n•k i11h1111 .. • 
lhcrnpcutic :1rn1:1m.::nt•Hiu111 for ..... ,1¡1.1 ur)!ml 1r.an,pll111lit· 
lion. ltlonf:! "1.1.ith lh ¡1n•lcc11 ... .: rol<."" .;.¡,. <."llHhopl<.""¡,!.ÍC '"lutiun 
<Juring op.::n-hco1rl .,ur~cl""). l•ul :1 .. f;1r ¡""e """'"" 11 h,1., 1101 
1,ccn cmplo~c<J 1n ht11nan 11111)! lr;111 .. pl;1111.111.,11. ""'he u: .. 1hcr 
.. uhition .. 'uch ;1 .. U\\' :111~1 Eun• .. ·ullln' .ir.· .. 11c11 u .. ctl. In 111._. 

li)!ht uf our rc-.uh ... h1rlh<.""r 'IUthc' on lh•• po .. ,.thk '"'" ••I 
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