O O3H3
v Z-

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EVALUACION DEL EDEMA EN LA PRESERVACION
PULMONAR CON UN MODELO DE PERFUSION AISLADA

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
TESIS DE MAESTRIA

PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS EN

B 1 OLOGI A A N I M A L
P R € ] E N T A
JOSE [ XV 133 '\ ARREOLA RAMIREZ

ASESOR: M. en C. MARIO H., VARGAS BECERRA

(7 UTELCIOn Generat de B

© 1 Mundic an ibliotecas
. o m2to e i - .~
enida g eleciianica ¢ im
mi tea pPresc af
PRy bajo fecepcisnay, . .
MEXICC. D, F. Tre——YUNiC 2002

[T

|

—
1



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS
CON
FALLA DE
ORIGEN



JOSE LUIS ARREOLA RANIREZ

CONTENIDO

ABREVIATURAS ...ttt e sttt eeriri e vttt ssr e beas st aenteeaeattebasararnasnasnnmiessnsbnnnas 4

RESUMEN ............... 5

INTRODUCCION .- O RPN 6
TRANSPLANTE PULMONAR.......cccoovviennnan 6
PRESERVACION PULMONAR ......... . .7

PARTICIPACION DE NEUROTRASMISORES ...

PULMON AISLADO Y PERFUNDIDO........... SO UL PN S 12
PLANTEAMIEN‘MTO DEL PROBLEMA. ...ttt era e e neras 13
HIPOTESIS ...l iai it et ieaietitstee e testeas rte et iaestet e e st et e et eseametesantatea s enreeatansssaasssessnsssensnnan 14
OBJETIVOS GENERALES. .........oooiiiiiol ot oeeoeeee e oot ees s ene e een e sesesssand e eeeee 14
OBJETIVOS ESPECH‘ICOS .................... 15
MATERIAL Y METODOS ......ov\oitceee st lcessiessetcenas iesseebien emassssssteseseerasanssssensasnssssssoen 15

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO...

ANIMALES. .L.ioiguveneseesmsseonses s eseses ereeseessssetassiaseesesoessisssssoesss s sresesses 16
OBTEN(:iON DEL BLOQUE CARDIOPULMONAR.............coeoeuunn. 17
LAVADO Y PRESERVACION PULMONAR. ...oo.c.cooroeeeoorreroeoeeeenen. 17
MEDICION DEL KFC ...\ oottt se s seaeeeesnasbesaesssassasenes 18
DETERMINACION DE MEDIADORES QUIMICOS........................ 22
DETERMINACION DE SUSTRANCIA P ..ccooiiiiiieneieecec e 22

DETERMINACION DE ACETILCOLINA ...

REACTIVOS EMPLEADOS. ...t e s e s aeae e r e e erannas 25

? TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




JOSE LUIS ARREOLA RAMIREZ

ANALISIS ESTADISTICO

.................................................................................................... 25
RESULTADOS ....coueniummanmasosssmmmsssosssssssssssssscesasserseessaseesesssserssmssmnmnsisisssssess 25
DISCUSION. v 29

DISENO DE LA PREPARACION..
'EVALUACION DE LA SOLUCION HTK.......cooomo.o.. : 31
_ LIBERACION DE NEUROTRASMISORES
CONCLUSIONES. ..o sesespssssoiesssssoss oo sosessee oo 33
REFERENCIAS .i1i o covrvvtssecesssssssessesssssseeessassssesssssssss o shsssssmsanssessossosssssssas s sesessssoensnssosses 34
ANEXOS e e e 41
3




JOKE LUIS ARREOLA RAMIREZ

ABREVIATURAS

ACE Acctilcolinestcrasa

cNANC Sistema excitatorio no adrenérgico no colinérgico

HTK Solucién de prcsur\_'ncién hislidina-trip‘lof‘nno-cctop’;lumm‘to.
iNANC v Sistema inilih}ldris no ii.arcnérgi'éd nfa: éolviﬁrérgicc»:

Kf.c Cocfcncnu. dc ﬁl(mclcn capnlnr ‘ :

mKfc Cocﬁcu.nlc d¢; ﬁltmclon capllnr modlﬁcado

NEP : Endopcplidasa nculm' - :

SNC Slstcma nervioso ocntml

SSF Soluc:on salm'\ ﬁsnoloyca (NaCI al 0. 9%)

uw Umvcrs-dad dc \Vnsconsm
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RESUMEN

EVALUACION DEL EDEMA EN LA PRESERVACION PULMONAR CON UN
MODELO DE PERFUSION AISLADA. Arrcola Ramircz Jos¢ Luis. Desarrollada en ¢l

Instituto Naci I de Enfermcedades Respiratorias.

Un problema comun ¢n cl trasplante pulmonar es ¢l desarrollo de edema ¢l cual impide que el tejido

sca  impl d La técni oluciones y ticmp de preservacion del pulmén
determina en gran medida cl éxito del trasplante. Actualmente no existe un método de preservacién

idonco, por lo quc cl interés por ¢l estudio de asy »s relack dos con la téenica de prescrvacion

ha tomado un gran auge. El objctivo de este trabajo ¢s cvaluar mediante un modclo de 6rgano
aislado y perfundido, la permcabilidad capilar después de 12 h de preservacion pulmonar,

determi do ¢l cocfici de filtracion capilar (Kfc) cn pulmones preservados y determinar la

sustancia P y acctilcolina enddgenas en diferentes tiempos de preservacion (0, 1, 6, 12 y 24 h) al
final dc cada ticmpo sc determino la concentracién de sustancia p por prucba de ELISA y

acctilcolina por HPLC. Utilizamos a 42 concjos Nucva Zcland iados con p barbital
sédico, sc lcs extrajo ¢l bloque cardiopulmonar. El grupo control (n=6) cl Kfc sc cvaluo
inmcdiatamente después de extraido el bloque, cn los demis grupos ¢l bloque se preservo por 12 h
c¢n las siguicntes condiciones: a) Sangre intravascular. (n=6, b) Solucion Salina (SSF n=6), c)
Solucion Universidad de Wisconsin. (UW. n=6) y d) Solucion dec Br hneid (HTK n=6).
Dctermi ion de ia P (n =6) y acctilcolina (n=6). Los resultados del Kfc en ¢l grupo control

s¢ mantuvicron cn rangos normales (2.85%0.83 ml/cmH20/min/g)micntras quc los grupos
cxperimentales  tuvicron los  siguicntes valores: Sangre  12.33%1.90, SSF  10.82+2.29.UW
15.2743.98, HTK 6.29+1.83 ml/cmH20/min/g. Asi que los mcjores resultados correspondicron al
de los pulmones prescrvados con solucion de¢ HTK. Los resultados para la sustancia Py
Acctilcolina endégenas tuvicron los sigui valores ia P (17.0426, 8.4 1.7, 0.6 + 0.1,
0.7 £0.2 y 0.3 % 0.11) para Acctilcolina +colina (57.89x1.19, 22.77+1.36, 3.05+0.11, 2.44C+ 0.16,

1.32 +0.57 puM/ml/min) Concluimos quc todas las solucioncs dc preservacion mostraron una

d: ia a incr ¢l Kfc. En cl grupo dc Sangre du SSF vy de UW, fucron particularmente

altos, sicndo ¢l grupo miis consistente cl grupo de HTK. Nucstros rcsultados sugicren que la

Acctilcolina y sustancia P podrian cstar participando cn los bios dc permeabilidad vascular del
pulmén donador, por lo que sc requicren mas cstudios para poder determinar su papel v 1a posible

utilidad de antagonistas dc estos necurotransmisorces cn la preservacion pulmonar,
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INTRODUCCION

El trasplante pulmaonar
El trasplantc de¢ pulmén ha pasando cn los ultimos afios de scr una técnica experimental con

resultados dudosos cn clinica humana, a ser una posibilidad en ¢l t de al,
La posibilidad de realizar un trasplanic

cnfermedades terminales irreversibles ( Cooper JD L 1992).
de pulmén sc remonta a los inicios del siglo XX. El antccedente mas antiguo lo encontramos cn las

descripciones de las técnicas vasculares que hizo Alexis Carrel: sin embargo. los trabajos

experimentales sc inician en los afos 50 con Mctras, Juvenclle y Hardin (citados por Hardy y col.
1963, Veith y col. 1983, y Calhoon y col. 1991).

El primer traspl pul; linico sc¢ realizd en la Universidad de Mississippi en ¢l afio de 1963
J. Hardy (Hardy y col. 1963). El pacicnte logré una sobrevida de 18 dias, indicando la

Entre la década dc los 60 y 80. un total dec 39

por ¢! Dr.

posibilidad dc lograr un injerto pulmonar funcional.
pl pul Desgracia los resultados no : fucron

pacicntes  recibicron  un ' alot
satisfactorios, ya que Gnicamente 2 pacicntcs Iograrcn sobrevidas relativamente  prolongadas, de

aproximadamente 10 meses (Veith v col. 1983)

te: dcs lcnmdor panorama _fucron por un lado los

Los principales problcmas rclaclonados -con
bl

‘ese cnlonccs no. ermn capaces- de modnl‘car

bioldgicos, los esorcs
sust 1 ¢l fenomeno de rect y por. olro lado los relacionados con la xu:mca qunrurg,lca,
principal ¢n'laa is bronqui I(CalhoomycoL I99l) 5

A partir de 1980 la introd ion ‘de’ la iclosporina ‘A’ como principal abcmc mmunosuprcsor .
permitiéd un nucvo auge inter I en cl- traspl pul lini asi como su

nucstro pais.

Aunque actualmente ya se han sup do los probl laci dos con la técni qutrurglm y.con

la tcrapia inmunosupresora, la experiencia mundial dv.muustrn que n.ahmr un trasplnntc de pulmén,

¢s mas dificil que trasplantar otros érganos (Cooper y col. 1992),

s TESIS CON
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La preservacidn pulmonar

Debido a que usualmente hay un periodo de isquemia cn ¢l érgano a trasplantar, desde que sc extrac
del donante y cs transportado hasta donde csta ¢l receptor y sc implanta cn €1, se han desarrollado
métodos que pretenden reducir al minimo las lesiones que pudicran sufrir los 6rganos a trasplantar,

Aunndo ala escascz dc donadores, no sc ha desarrollado un método de prescrvacion adecuado que

pcrrmm In conscrvaclon de los pulmones sin dafiar su funcionalidad por pcnodos de tiempo

prolongados (Santlll:m y.col. 1988, Sotrcs y col. 1993, Witter y col. 2000.)
ica_de

Todo‘c!lo ha provocado un r imi del i és por asp relaci dos con la
prcsi:rvacién.’ En ci momento actual, ¢l puimén pucde ser al do (cn hip mia) durantc 4 h
sin que su ﬁinci_én empcore ( Belzer F y col 1988, Torre y col. 1991, Aoc y col. 1996, Chiag y col.
2001) ; o

Durante la preser ién’ existen al, alteraci celulares. Cuando e falta oxigeno a la célula
ésta recurre a la via apacrabica, incr indose la prod 6n dec dcido lactico ¢ hidrogeniones

(Fukusc y col. 1999). Esto determina acidosis intracclular y, a lo largo | sc agotan los depdsitos dc
ATP. lo que conducc a la alteracién progresiva de la bomba de Na-K ATPasa , produciéndosc una
entrada masiva de Na® a la célula. con la consccuente entrada de agua y produccién de cdcma

celular (Fukuse v col. 2001).

En 1994 D Armini y col. rcalizaron estudios para determinar ¢l curso temporal del deterioro de los
organclos cclulares cn ¢l tgjido pulmonar después del paro circulatorio » mucerte (D°Armini y col.
1994). Estos autorcs cxaminaron por microscopia clectronica scmicuantitativa ¢l grado dec lesion
cclular de acucrdo al aglutinamiento dc la cromatina mitocondrial, al cdema intracclular » a la
integridad de ia mcmbrana. Concluyecron que la mayoria de los diferentes tipos de células del

pulmoén toleran de 30 a 60 min de hipoxia isquémica sin que se produzcan Icsionces irreversibles.

Para tratar dc prolongar csta tolerancia. s¢ han disciiado diversas téeni de preservacion que sc

: circulacion cxtracorparea,

cmpl ¢n clinica t enfriami topico. enfri
perfusion intra-arterial y el sistema de auto perfusion originalmente deserito por Robicsck y
adoptado por ¢l grupo del (Cooper y col. 1992) ¢n Piusburgh. Sin cmbargo hasta ¢l momento,
ninguna dc cllas ha demostrado scr superior a las demas. Asi pucs, ¢l terreno abicrto a la
investigacion en esta linca es amplio.

Numcrosos estudios han demostrado que los métodos de preservacion ad dos para los I do:

organos solidos no funcionan cn la preservaciéon pulmonar. Los resultados de estos experimentos

7 TESIS CON
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han sido di ios , quc csporidi aparccen cn la literatura avances de preservacion
pulmonar, cstos reportes resultan atiles anicamente ¢n la fase experimental. Desgraciadamente, no
han sido lo sufici i o reproducibles para permitir su apllcaclon chmca ¥ con

ninguno de cllos ha sido posible realizar procuraciones rutinarias prolongadas.

Después de mas de 30 affos de investigacion sobre preservaciéon pulmonar, actualmente 'sctiene
bicn establecido quc periodos cortos de isquemia, de entre 5 y 7 horas (en hipotcrmia y con

soluciones espcciales), todavia son compatibles con una bucna funcién pulmonar.. ’

El método dc preservacion pulmonar preferido cn la actualidad incluye una perfusion ' del pulmén a

través de la arteria pulmonar con solucién dc Eurocollins y pre landina E2. Soluci como la
de la UW y farmacos antagonistas del factor activador de plag (PAF) bién sc han utilizado.
La falla del traspl pul esta iada con una alta morbilidad y mortalidad. Las causas de

e¢ste proceso son aun desconocidas pero ¢l resultado cs un marcado decremento en la funcion

pulmonar que involucra hipoxia progresiva y edema pulmonar (King y col. 1997). Desde el punto

dc vista clinico, la disfuncion pulmonar que ocurre i di nente despudés del traspl de un

pulmén con una preservacion inadecuada se caracteriza por una disminucion en la presion parcial

de oxi > v un > en la resi ia vascular pulmonar.

lidades en ef tratamicnto v curacién

L.as nucvas técnicas quinirgicas han ido abriendo nucvas posi

de arganos en paci fi dos por patologias inpor . Sin embargo. ¢l problema principal
con ¢l que s¢ han enfrentado los cirujanos v que durante mucho tiempo les ha limitado, ha sido la
tole ia a la isq ia que pr practi todos los érganos v que lcs obligaba a realizar

intervenciones en muchos casos contrarrcloj (Muhlbacher v col. 1999). Dc ahi que !‘ucra necesario
investigar c¢n cl desarrollo dec nucvas soluciones que permiticran prolongar - en ln mcduda dc lo

posible dicha tolcrancia. Para cllo era necesario por un lado, reducir los r;qu:.rmm.mos cm:rgctlcos

d. “q

de las células durante la anacrobiosis v por otro cc ir una capacidad amort

adora

icra o retrasara al maximo la acidosis metabélica que s da durante la anacrobiosis. y de

que impi
cste modo 1a glucosa pudicra scguir metabolizandose de forma que la provision de cnergia. para
células durante la isquemia quedara garantizada (Erhard v col.1993).

Las células cndoteliales son muy sensibles a los estimulos nocivos como lo son la hipoxia,
exposicidn a citocinas, cndotoxinas, colesterol, y estimulos fisicos tales como la manipulacién
quirurgica,

En csta respucsta a los estimulos, las células cndoteliales se modifican y participan profundamente

cn la respucsta inflamatoria. Esta respuesta “llamada  activacion endotclial™  modifica  su

TESIS CON
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comportamicnto y por tanto ind bi cn -la fi prov riccidn,
coagulacién y aumento en la adhesividad plaquetaria. E :
El agotamicnto de las reservas intracelulares de trifosfato de adt.nosma (ATP) en’un ICJIdO hipéxico

sc asocia con i idad para ‘el balancc mmco mrvhf

cn Ia i dcl

calcio, disfuncion mnocondnal llbcrn én dc cnzxmas hxdrohucas  acl
fosfoli A2 y

Chicn y col. 2000).

Adici ! aparccen difi

la activacion | itaria con

fenomenos de co

membrana aumentando ¢l daiio tisular.

Sc ha reconocido que la preservacion cxilosa:'dcl injerto’es «,u'n; factor: importante cn el trasplante

clinico. A pesar de los benceficios demostrados por la”hipotermia ¢l dafio sccundario al cfccto

“isquemia reperfusion™ limita en gran medida la viabilidad del injerto.

La crioprescrvacion ha sido utilizada cn la preservacion de érganos en cl medio clinico, para inhibir

Ia actividad mctabélica det tejido. Sin ecmbargo, atn a cero grados cxiste hidrolisis de ATP por parte

dcl tgjido: éste al ser incapaz dc obtener cnergia a través de la glucolisis acrdbica, inicia

de anacrobiosis produciendo hidrogeniones y acidifi ion del dio: la cc

caida de pH produce dafio endotelial. (Chae y col. 1998).

La crcacién de solucioncs alealinas permite la cstabilidad del medio y Ia preservacion del tejido La
histidina ¢s un amortiguador cfectivo ¥ cs un aminoicido que contribuye a la cstabilidad acido base
dcl medio extracclular. Varios investigadores han demostrado que las soluciones con histidina

permiten mejor la preservacion del tejido miocardico y del endotclio arterial.(Erhard y col 1994)

En 1998, Takigami y caol. describicron  que la utilizacion de una solucién con histidina promucve la
glucolisis acrébica y, por lo tanto la recuperacion de ATP y cl mantenimicnto de la preservacion
cendotclial (Tukigami y col. 1998).

° TESIS CON
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Dentro dec la investigacion clinica s¢ han desarrollado un gran nimero de soluciones de
preservacion,  Existen  solucioncs de las  llamadas  intracelulares, las cuales contienc una
concentracidon osmética de sodio y de calcio similar al entorno intracclular. De ¢stas, las mas

utilizadas son las dec la Universidad de Wisconsisn, la solucién dc Eurocollins y Ia solucién dc

histidi | ato-trif > (HTK), también 11 da de Br hnecider ( Wright y col. 2000;
Chiag y col. 2001). Las soluci intraceluls ticnen Ia taja de disminuir la idad de
cquilibrar los gradicntcs normales tmnsmcuibmnalcs posterior a la reperfusién v, por cende,
disminuye ¢l cd y ¢l daiio igui v

Posible participacidn de neurotr es (acctilcolina y ia P)

El tcjido nervioso ¢s uno de los tejidos mas sensibles al eficto nocivo de la hipoxia. Sc'sabe que las
ncuronas del cercbro dceti rapid su bolismo a los'5 & 10 fos dc pr y SC
cese complcto de la irrigacién sanguineca, ¥ quc al cabo dé pocos minutos dc isqyctﬁﬁ bdcdc ocurrir
dailo irreversible de este tejido (Guyton vy Hall, 1997).. Por lo tanto, ¢s posible quc uno dec los

primeros fendmenos que ocurra durante ¢l periodo de preservacion pulmonar sca la lesion-de las

células ncrviosas, con liberacion subsccucnte de sus ncurotransmisores. Muchos de cstos
ncurotransmisores pucden tener cfccto al nivel de la vasculatura pulmonar. y por lo tanto tener

influcncia sobre la permecabilidad capilar durante la preservacion pulmonar. En especial, la

acctileoli {ncurotr: is del sistel vagal) » la sustancia P (ncurotr del si
excitatorio no-adrenérgico no-colinérgico [eNANC] son poi diadores que iner Ia

permeabilidad vascular en diversos tejidos ( Delaunois A v col 1994a, Scgura y col. 1999).

Acectilcolina. La Acctilcolina ¢s ¢l principal ncurotr i ¥ bi del si nervioso
parasimpatico (Dcl is ¥ col. 1994b) asi como dc las motoncuronas, las fibras preganglionares

tanto del parasimpatico como del simpitico y muchas ncuronas del sistema nervioso central (SNC)
(ganglios basales, corteza motora, c¢tc). ’

A proced de las

Sc sintetiza en la terminal nerviosa a partir de la colina y Ia acetil
mitocondrias, por medio de la cnzi coli ctilte erasa. (Decl is ¥ col. 1993,1995). Las

concentraciones de acetilcolina cn la fibra nerviosa estian reguladas por la actividad de la colina-

acctiltransferasa y por la recaptacion de colina por las mismas terminales nerviosas que la liberaron.
Estc ncurot isor sc al cna on vesiculas de la terminal nerviosa, de donde pucde ser liberada

al exterior cuando esta estructura ¢s estimulada. Se ha demostrado que la cstimulacion directa de 1a
terminal nerviosa por factores locales como la hipoxia pucde liberar acctileolina (Detaunois » col.

1993). Una vez liberada, la acetilcolil cs capaz dec interactuar con dos tipos dc receptores:

0 TESIS CON
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La cstimulacion det r P colindérgico muscarinico interviene cn

nicotinicos y
multiples fenémenos cclularcs tales como la contraccion y relajacion del masculo liso en diferentes

organos, la dismi ion del cronotropi ¢ inotropi cardiacos, la cstimulacion de glandulas
exocrinas y en i ias ¢ inhibitorias cn SNC. En cl pulmoén la acetilcolina provoca
contr ion  del ¥ lo liso bronquial y 1 a través de los reecptores M3 y M2,

respectivamente, y en la microcirculacion provoca contraccion de la célula endotelial, con lo quc

incrementa Ia permeabilidad vascular, favoreciendo la salida de liquido al cspacio intersticial

{Dclaunocis y col. 1994b). La inter ion de la acctilcolina con su r P cesa rapid; dcbido
a la hidrélisis de la acctilcolina en colina y diada por la i acetilcoli asa
(ACE) que sc encuentra cerea de los receptores.

La acctilcolina, ademas, s un ncur dulador con otras vias ncuroldgicas, ya que, por ¢cjemplo, se
ha demostrado que en pul islados y perfundidos dc sjo la acetilcoli S ind

liberacion de sustancia P dc las fibras nerviosas del sistema cNANC {Declaunois y col. 1993).

Sustancia P. La sustancia P ¢s un péptido de 11 inoacidos quc se ra distribuido ¢n cl

sistema nervioso central vy periférico de muchas especics, incluyendo ¢l humano (Ludenberg v col.
1983). Fue descubicrta en 1939 por Van Euler y Gaddum en extractos de cercbro ¢ intestino de
cquinos (citado por Joosc y col. 1988). Estos cxtractos contcnian un factor espasmogénico c
hipotensor cuya accién no cra afcctada por la atropina. Van Euler y Gaddum prepararon un polvo
seco para hacer varios experimentos y se refiricron a él como P, abreviaciéon de *“*polvo™; asi se
desarrolld el término de sustancia P (Joose y col. 1988).

La sustancia P sc localiza cn los nervios de diversas especies incluyendo ¢l humano, cs sintetizada
sobre todo en el ganglio nodoso del ncrvio vago y luego cs trasportada a lo largo del vago a las

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

En las vias respiratorias la ia P sc ra al da ¢n las fibras nerviosas aferentes
denominadas fibras C, per i al si NANC. Estc ncuropéptido ¢s liberado de las fibras
C cuando éstas son estimuladas por factores como el humo de cigarro o la capsaicina (Lundenberg v
col. 1983, Dclaunois y col. 1993). La i resg ble de la degradacion de la ia P yv. por
lo tanto, dc la tcrminacion dec su cftcto, es la endopeptidasa neutra (NEP). también llamada
neprilisina.

Los cfectos de la ia P exégena en las vias aéreas incluyen broncoconstriceion, vasodilatacion
¥ un incr cn la per bilidad v lar. Por lo cn ¢l congjo parte de este efecto es por

accion directa de la sustancia P sobre las células cebadas y fibras nerviosas vagalces. involucrando Ia
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libcracion dc acctileolina (Delaunocis 1992, Tanaka y Gr in 1984). Dcbido a 'su idad para
producir cstos cfectos, s¢ ha sugerido que cste péptido desempeiia un papel importante cn la

patogéncsis del asma y de otras enfermedades respiratorias (Barnes v col. 1991). A nivel del
P 5 puede ind

parénquima pulmonar, diversos cstudios han demostrado que la
cn la permeabilidad endotcelial (Dclaunois v col. 1993, 1994). Estc

A pul por in

cfecto ha sido atribuido a la degranulacion de las de las células ccbadas. con la consccuente

liberacion de scrotonina ¢ histamina (Delaunois 1992).

El pulmdn aislado y perfundido

El método dec Iméd islado y pcrfundido fuc descrito por primera vez en 1903 por Brodic y Dixon

v, desde cr ha sido ampli utili do en distintas especics animales (ratas, congjos,
dologica e¢n dios farmacolégicos, toxicolégicos y

perros, cerdos) como una her
bioquimicos dcl pulmén (Drake y col. 1978, Andrade y col. 2000, Baker y col. 2001).

Esta preparacion ticne la ventaja de permitir la evaluacion de varios paramctros fisioldgicos,
(Hachida y cols 1988, Walmarth y col.1992). Una de las ventajas distintivas del pulmén aislado y
perfundido cs que se lleva a cabo ¢n érganos intactos en donde los contactos intercclulares asi como

los contactos entre las células y la matriz extracelular se mantienen inalterados ademds de que entre
d en condiciones experi les se

las formas mas utilizadas para medir la formacién de
encuentran la extravasacion dcl colorante azul de Evans o de albumina marcada radiactivamente,

ia de¢ peso (relacion peso scco/peso humcedo). Este dltimo método de

la dicion dc la
mcdicion de edema es ¢l que s¢ emplea en la preparacidon de pulmén aislado y perfundido para
estudiar los cambios de la permeabilidad pilar. midicndo un cocfici de filtracion capilar

(Kf.c) (Townslcy y col. 1986, Gustin y col. 1992). El valor dc esta variable sc obticne al medir la
n capilar ¢s repentinamente

cantidad de fluido que cs filtrado a través del endotelio cuando la pre:

incrementada durante algunos minutos. Este parametro se mide en miililitros de fluido que cruzan

por ¢l lecho microvascular por minuto, por gramo de tcjido pulmonar, por cmH,O de incremento de
la presion capilar ( Hakim v col. 1989, 198K).

Como ya sc comenté anterionmente, uno de los problemas mas importantes que conducen al fracaso
i del pulmé islado y

del trasplante pulmonar ¢s ¢l daiio endotelial y. por lo tanto, la
perfundido podria ser de utilidad para cvaluar este problema (Kermit » col. 1967, Parker y col.
1983). Con cste mazonamiento, uno de los primeros objetivos del presente estudio fuc desarrollar en
nucstro laboratorio la preparacion de pulmén aislado y perfundido para cvaluar la calidad de la
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preservacion pulmonar mediante las modificaciones del Kfic. Cabe scialar que en ¢l tiempo en ¢l

que sc confecciond cste protocolo (1997) no cxistian cn la literatura bi &di publi i qQue
usaran ¢sta preparacion para cvaluar la preservacion pul (hasta ¢l do trimestre de 2002
han aparccido ya tres publicaciones: Chac y col. 1998, Sasaki y col. 1999, Witter y col. 1999).

Adcmas, sc pr di6 di csta pr ion con logia relati imple ¢ infracstructura

ya instalada, ya que los cquipos comcrciales para csta pr son relati caros (entre

$40,000 y $60,000 ddlarcs).
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La solucion HTK ha sido ampliamente usada con éxito cn preservacion de érganos sélidos, pero no
s¢ ha cvaluado bicn su utilidad cn la preservacion pulmonar. El modclo de pulmén aislado y
perfundido podria gencrar informacién para cvaluar la utilidad dec esta solucion HTK, en
comparacion con otros métodos de preservacion., a través de la medicidén de un cocficiente de
permeabilidad capilar. Los equipos comerciales son relativamente caros v en la actualidad no estin
a nuestro alcance poder adquirirfos. En vista de que la viabilidad del pulmén es relativamente corta
dcbido. entre otras cosas, a dafio del capilar con aumento de su permeabilidad. ¢s impornante

libcracidon de sust ias endoge

investigar los posibles mecanismos del dafio, que podrian ser la

paces de incr r la permcebiliad vascular. Por lo tanto, se pl las siguic preg
iPodra la solucion HTK cvitar ¢l deterioro de la permeabilidad vascular durante la preservacion
pulmonar? ;Podri ¢l modelo de pulmon aislado y perfundido ser impl do con infracstructura

propia dc un laboratorio de fisiologia? ;Habra liberacion de ncurotransmisores durante Ia

prescervacion pulmonar y cual serd su cinética con respecto al ticmpo?
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HIPOTESIS

dido con‘tccnolugia’simplc v

1. Es posibic desarrollar la pn.pamclon de g Imé islad y perfi
cmpleando mfmcslruclum Imbllualmz.nn. duspomblc cn labbrntoriosdc investigacion  en

fisiologia basica.
mcnos dctcnoro de: la permeabilidad
i (SSF) o UW. o con sangre

capilar ‘que’ la ‘prescrvacion  en
intravascular,
3. Durante la prescrvacion pulmonar con SSF s¢ produce liberacion endégena dc sustancia Py

acctilcolina.

OBJETIVOS GENERALES

1. Evaluar medi una prep ion de pul:ﬁén aislado y perfundido - la_permeabilidad capilar

después de 12 h de preservacion pulmonar con diversos métodos dé preservacion.

2. Evaluar mediante una preparacion de pulmén aislado v perfundido la’ cinética’ de 'prod cion de
acctileolina y de sustancia P. ' EEEE o .

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Desarrollar la técnica de pulmé islado 'y perfundid dc‘ cjo cn cl Instituto Nacional de

Enfcrmedades Respiratorias.
1.2. Determinar cudl de las siguicntes mc(odos de pnscrv:\cxon pulmonar causa menos alteraciones

del cocficicnte de filtracion capilar modlﬁl:ado (mec)

e Almacenaje conservando la sangrc mtra\'ascular.

* Solucié s:\hnnﬁn" it (09%)

» Solucion de la UW -

=  Solucion HTK
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liquidos recuperados del

2.1. Determinar la tasa de produccidon de acctilcolina y st ia P en los
Iccho intravascular una vez transcurrido diferentes ticmpos de prescrvacion (O, 1, 6, 12 y 24 h).

MATERIAL Y METODOS

Descripcicn general del estudio

En su primera fase tuvo un disefio prospectivo, longitudinal, experimental y analitico.- Como sc

pucdc obscrvar cn la figura 1, las preparaciones de pulmén aislado y perfundido: de jo sc
preservaron por 12 h en cuatro condiciones diferentes (sangre intravascular (n;—'6), SSF (nf;ﬁ)..UW
(n=6) o HTK (n=7)), ¥ las modificacioncs dcl mKf.c al final de¢ este periodo se ccmpar."lrén con cl
grupo control (n=7), cuya medicion de mKf.c fuc a los pocos minutos después de ‘Ia obtencion i;lr.‘l
bloque cardiopulmonar. Por otro lado., en preparaciones de pulmon  aislado y_""' bérfﬁndido
hibidor de pre )

do un bloq d inico o un i

preservadas por 24 h en SSF (
sc cxtrajeron mucstras de solucion intravascular a las 0. 1, 6. 12 y 24 h, cn las - cuales’sc

determinaron las concentraciones de acctilcolina o sustancia P

Animales

Sc utilizaron congjos Nucva Zclanda machos con un peso aproximado de 2.5 a 3.0 Kg que sc

mantuvicron cn condici convencionales de bioterio y alimentacion ad libitum, de acucrdo con

los lincamicntos para ¢l uso de animales de laboratorio de la Ley General de Salud de México yla
Guia para el Cuidado y Uso dc los Animales de Laboratorio (US National Research Council 1999).
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el
PRESER- L
W VACION &
- 12 1. 4°C |
HTic =
>
CONTROL _
>
SSF+APR
PRESERVACION
SSFEIS 24 h.4°C
Im || Ic l12 I:a
RECAMBIO Y TOMA
DE MUESTRA
SP (ELISA)
ACh (HPLC)
Figura 1. I)r\cho (I«.l pr lo exper I. En pul lados de se determinaron los coeficientes
de filtracion cay lificade {lnl\f ) despud, de prcu.-rvnrlu\ por 12 h en diferentes condiciones. Ei
pulmones se determing la tasa de . de (1Ch) v P (SP) durante la pru\en'ncldn
por 24 h. SSF=solucion salina iologi Ul =ysolucion de Uni idad de Wi, TR /i
hustid 7 tutarato. APR=apr ina, F15=f
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Obsencidn y preparacion del bloque cardiopul,

Los jos s¢ iaron profundamente con una inycccion Gnica intramuscutar de clorhidrato de

xilazina (3 mg/kg i.m., Rompun™, Bayer) y pentobarbital s6dico (28 mg/kg i.v., Scdalforte™, Salud
y Bicnestar Animal SA). Para obtencr el bloque cardiopulmonar s¢ disccd y canuld la triquea de
cada animal para ventilarlos mecanicamente (10 ml/kg, frecuencia respiratoria de 55/min) con un

ventilador para pequeiias especics (Harvard Apparatus, Modclo Starling, M. t ), despud
de lo cual s¢ realizdé una esternotomia media. Sc refiricron las venas cavas superior ¢ inferior.
di d. ¢s sc inyectd en el ventriculo derecho heparina (2000 Ulkg) para

posteriormente ligar las venas cavas y exsanguinar al animal. El bloque cardiopulmonar s¢ extrajo

tr: v cn ambos

de la cavidad toricica (Dossari GA v col 1998). El corazén sc
ventriculos, por debajo de las valvulas auriculoventriculares, par colocar dos cinulas de cristal de
15 mm de longitud por 3 mm de¢ diametro interno. una de las cualcs se introdujo en la artcria
pulmoﬁar ¥ la otra cn la auricula izquicrda. Las estructuras adyaccntes fucron incluidas en la
lipadura dc la artcria pulmonar y la auricula izquicrda, con cl fin de disminuir la distensibilidad de

dichas cstructuras para quc no interficran en ¢l registro de la presién vascular.

Lavado y preservacidn pulmonar

Una .vez - obtenido el bloque cardiopul .y enido  bajo  ventilacié ani a 50
respiraciones ™ por miﬁuto y a 10 ml/kg dec volumen . corricnte, la sangre intravascular de los
pulmones sc_eliminé introducicndo de mancra anterégrada 100-150 ml de solucién de prescrvacién
a través de la canula colocada ¢n la arteria pulmonar, a una presion de 20-30 cmH;O. (Dossari v col
1998). Al finalizar cste lavado. s¢ pinzaron las cinulas hnérial ¥ venosa. Los pulmones fucron

hiperinsuflados (3 veces ¢l volumen corricnte) para cvitar zonas atelectiasicas y en estas condiciones

la traquca fuc da. E! bloq cardi [ r sc. sumcrgio cn un recipicnte contenicndo la

misma solucién de preservacion que sc deposité cn el lecho intravascular, ¥ sc¢ mantuvo a 4°C

durante 12 h. Estc procedimiento sc realizé en todas las preparaciones de pulmé islado »
prefundido, excepto en ¢l grupo preservado con sangre intravascular, cn cl cual cl pinzamicnto de
las cinulas se¢ hizo i di despuds de la extraccion del bloque (sin realizar lavado) v

sumergiéndolo en solucién salina.
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Medicidn del mKf,c

El bloque cardiopulmonar se concctd a un circuito de perfusion recirculatorio, donde fuc perfundido
a un flujo constante de 20 mi/min/kg de pceso del animal (Kermit y col 1967). El circuito incluye
una bomba pcrisl..:iltica dc circulacion (NY-7550-62 Matcerflex, Barrington, IL) con indicador de
flujo de perfusion y termémetro, asi como un reservorio venoso con trampa dec burbujas. Para tener
e¢ste reservorio sc utilizé un oxigenador de burbujas (modelo Bentley 5. Baxter, USA). Sc tuvo
especial cuidado para evitar la entrada de aire al sistema de perfusion. El bloque cardiopulmonar se

Igada de un tr d >r de fucrza teansil. Una

colocd en una hamaca hecha con malla de Marles™
vez montados cn csta hamaca, los pulmones se lavaron haciendo pasar liquido de perfusion hasta

climinar al maximo la sangre cxistentc en ¢l leccho lar, para los postcriormente
perfundidos con 400 ml de Ia solucién artificial de perfusion Krebs-ringer-bicarbonato contenicndo
(&/M): glucosa 0.98, NaCl 6.90, KC! 0.354, CaCl-2H,0 0.373, MgSO, 0.293, KH2PO, 0.162,
NaHCQO; 2.1, y 2.5% dc albtiimina bovina. El pH y la temperatura fucron continuamente medidos y
n snidos en limi fisiologi {(pH 7.4 a 7.5, 37 a 38°C). El pH sc controld aiadicndo NaHCO;

(1M) o burbujeando ¢l liquido de perfusion en ¢l reservorio venoso con una mezcla de 95% de Oz y
5% de CO-.

Los pulmones s¢ ventilaron con aire ambicntal humedccido a un volumen corricnte de 10 ml/kg de
peso, una frecuencia de 535 rcsp:racuoncs/mm, ¥ una. presion- final espiratoria (P..) de 2 emil,O.

Ademas, los pulimoncs sc hlpcrlnsuﬂaron (3 veees cl volumen corricnte) p;.nodncamum. para cvitar

atelectasias.

ulmonar ¥ o

Las presionces arterial (Pa) y vcnosn (Pv) s¢_ mldlcron cn las canulas !uadas t.n la’ aru.

la auricula izquicrda, n.spccnvnmcnu., a tmvcs de catctcrm (dmmctro L\lcmo. 2. 5 ‘mm:’
“MA)." Dichas

interno, 1.5 mm) co dos a-t ductores dc -presion (Gould 23\L "Qu C:

presioncs se ajustaron a ccro a nivel del hilio pulmonar.

Al cabo de 10 a IS5 min sc obtuvo cl equilibrio cn el sistema. que sc caracterizd por un estado

isogravimétrico en ¢l cual ¢l peso del pulmon sc vo rclati 1 v las pr
arterial y venosa se mantuvicron estables (Kermnit y col. 1967 Rooney v col.. 2000).. Dentro de
nuestras condici experi les la maxima apertura de los vasos sanguincos se obtiene cuando

la presion arterial es mayor que la venosa y ésta ¢s a su vez mayor que la presion al final de Ia
espiracion (Pa>Pv>Pe). A dicha condicion sc Ic. conoce como Ila zona Il (West 1996). Las

presiones y ¢l peso se registraron en un poligrafo de sicte canales (modelo 7D, Grass. RI).
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La permeabilidad capilar se midié a través del método de la doblc oclusion (Gustin y col. 1992
Haniuda y col 1996), como a continuacion s¢ describe. De forma subita s¢ realiza un pinzamicnto
simultinco dc las canulas arterial y venosa, durante fa cual sc produce inmediatamente un

incremento de Ia Pv y un decremento de la Pa, yalcabode 26 3 ! dcspuc: t presiones

sc cstabilizan (figura 2). En cstas condiciones la Pv fuc considerada como un indicador dc la

presion capilar (Pc). Después de haber tr rido aproximad 10 d sc quita la doble

1 ble

i6n y sc r ¢l flujo. Unos segundos después sc incrementa la Py en 10 emHO

mediante la oclusion parcial del flujo de salida venoso y se manticne asi durante 3 min (figura 3).

Lecho vascular
pulmonar

Pa Pv
[ Doble >

-— oclusion -— Ig

’ c

Flujo arterial Flujo venoso

Figura 2. Medicion de la presion capilar (Pc) al ocluir el lado arterial y el venoso
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Aumento artificial de
la presion capilar

(+10 cmH.0)

Flujo arterial Flujo venoso

Figura 3. Despuds de la doble oclusion, se reestablece el flujo v unos segundos
despuds incremesta la PV en 10 cmliO mediante la oclusion parcial del flujo
venoso y se manticne asi durante 3 minuios.
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Esto causa un aumento nipido dcl peso del pulmoén dcbido a la ion pilar, que dura
aproximadamente de 30 a 60 do: ido de¢ una in mas lenta de peso, que representa
cl liquido filtrado a través del capilar (Gustin y col. 1992, Hakin y col. 1988a y1989b) v ¢sto ocurrc

de los 60 a 180 scgundos despuds de haber iniciado Ia oclusién parcial del lado venoso (figura 4).

Esta fasc lenta de ganancia de peso es la que se utiliza para calcular ¢l mKf,c. Al final de los 3
minutos, y aun con la clevacion de la Pv de 10 cmH,O, sc rcaliza otra doble oclusion para obtener la
Pc. El mKf.c sc expresé como mlmin-cmH:0'g!, lo que representd ¢l liquido que se filtrd a
través del capilar (es decir, la ganancia de peso del pulmoén, asumicndo que ¢l liquido filtrado ticne
una densidad de 1.0) por minuto dc obstruccion venosa ., por difcrencia de Pc y por gramo de tejido

pulmonar. Para cvitar la influencia de la ventilacidon mecanica al momento del registro del mKfc.,

los pul sc descc an poral {por aproximad. 4 mi ).

Peso

i}‘ oo o3l ookl 0y

@ - ®
Pc 3 min Pc

en la ganancia de peso que cor de ala del capilar, y los

corresponden a la filtracion de Ilqunln\ a través del capilar una vez que
10 cm de F1;0

dos

Figura 4. Represtacion grifica de un registro de mAﬁ: El primer minuto se caracteriza por un incremento

s incrementa la presion venosa a
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Determii ion de los liadores qui

Algunos bloques cardiopulmonares sc¢ lavaron (como sc describié arriba) usando SSF con

a la acctilcoli . © bicn con aprotinina (Trasyvlol ®, 1500

fisostigmina 10 M) pam i
unidades inhibidoras de kalicreina por miililitro, KIU/ml) para inhibir a la cndopcptidasa ncutra
(Roberts RF y col. 1998). Estos compucstos (fisostigmina v aprotinina) sc emplcaron con ¢l fin dc
cvitar la degradaciéon de acctilcolina ia P, respecti Los pul s¢ prescrvaron
cn cstas soluciones por 24 h a 4°C. A determinados intervalos (15min (basal) y 1, 6. 12 y 24 h) los
pulimones cran sacados del refrigerador, se concctaba cn el extremo arterial un frasco contenicndo el

mismo tipo de solucién usada (a 4°C), cl cual s¢ cievaba a una altura de 20 ¢m con cl fin de que por

cl extremo venoso se expulsara cl total de la solucion intravascular. Para ascgurar que la mucstra de
liquido intravascular provinicra del leccho capilar pulmonar, los primeros 5 ml de solucion se

d haron, los i 5 ml se colectaron en un tubo de cnsayvo. y los siguicntes 10 ml sc

d haron bién. En cdiciones previas corroboramos que.20 ml de solucién son suficicntes
para hacer un rccambio total de liquido intravascular. Las cdénulas arterial y venosa fucron
nucvamcente pinzadas v ¢l pulmon sumergido otra vez cn su solucion de preservacion a 4°C. Todo
cste procedimiento de toma de mucstras duraba no mis de 5 min. Las mucstras para determinar

acetilcolina sc laron a -70°C, » las destinadas para medir sustancia’ P a -30°C hasta su

estudio.

Determi ion de io P A Ias mucstras dc SSF con aprotlmna c\lmidns dcl lecho vascular

de los pulmoncs prcscrvados se les’| n.ahz un’ proccso dv. gﬂmccnon Esu. consnstno cn quc a ]l ml-de

la mucstra se lc afiadio 1 ml dc acxdo xnﬂuoroaccuco al l%. sc aguo mccamcamcnlc (Vortex ®), sc

centrifugé a 17.000 g (I0497 rpm) dur:mu: 15 min’ a 4.°C cn una ultracentrifuga (Beckman, CA). v |

d

sc recuperod el soby

Parma scparar la ia P del sol da s¢ prepard una col dc er grafia (Biorad
CA.), quc sc cquilibré aiiadiéndole 200 mg dec BioGel P-2 fino (Biorad). scguido de 1 ml dc
ilo y d r' 5s s lc afiadié 10-25 ml de acido trifluroacético al 1%. Ya lista la columna sc le

afiadié cl sobrenadante de las muestras, quedando la sustancia P atrapada en ¢l gel de la columna. El

siguicnte paso fue aiiadir 10 ml de icido trifluroacético para lavar, descartandose lo cluido.
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Para desy la ia P de la col sc le aplicaron 1 3 ml de una solucién 60:40 de

acctonitrilo: acido trifluoracético al 1%. y cl cluido recuperado (los mismos 3 ml quc se afiadicron a

ia columna) sc rccuperaron cn un tubo de plistico cstéril. Este cluido se concentré mediante-una
centrifuga al vacio a 37°C (Specd Vac, Savant, France). La mucstra sc almacend a —ZQ °C:(Revco,

TX), hasta ¢l momento dec realizar ¢l ELISA,

travascular

Para la determinacién de la cntracién de P cn las muestras de liquido

por prucba de ELISA sc utilizdé un cquipo comercial (catilogo 1400, R&D, l\"linn_c‘;lpa S. MN) Estc

cquipo consta de una microplaca de 96 pozos, quc en su concavidad. ticacn ﬁjos' anticucrpos:. dc -

cabra anti-concjo, a los que s¢ afladen 50 ul de ia P conjugada con fosf: leali v.50
pl de muestra, asi como 50 ul dc anticuerpos dec concjo anti-sustancia P. Durante las* 2 h dc

incubacién a ¥ bi | en un agitador horizontal, la sustancia P contcnida en Ia

da con fosf: alcalina por los anticucrpos anti-

mucstra compitec con la ia P cc
sustancia P. Durante csta reaccion los anticucrpos anti-sustancia P son captados por los anticucrpos
fijos cn la placa: Decspués de un lavado con solucién amortiguadora para climinar ¢l exceso de
sustancia P no unida a anticucrpos, s¢ afiaden 200 pl de para-nitrofenilfosfato. que ¢s un sustrato
para la fosfatasa alcalina, cuya reaccion gencra un compucsto con color. La microplaca sc lec cn un
lector de ELISA, a 405 nm. v los resultados se comparan con una curva cstandar claborada con
concentraciones conocidas de sustancia P. De acucrdo a este principio. cuanto mas sustancia P haya

en las muestras, nicnor cantidad de sustancia P conjugada serii captada y. por lo tanto, menor color

en la lectura.

ion de 5 ia P, cste

De acuerdo al fabricante del equipo empleado para Ia deter
ticne una sensibitidad de 9.76 a 10,000 pg/ml, y mucstra una rca;lividqd cruzada de 50% con otros

péptidos muy relacionados como son los fragmentos 3-11,"4-11,.7-11- v 1-4 ‘de’ la sustancia” P,

cledosina, alfa ncurocini beta neurocinina y atina
Derer ion_de ilcoli Para la dcterminacién de acctilcolina; se-utilizé un cromatégrafo
liquido dec alta presion ‘marca Varian (Tx; USA), integrado, cntre otros cl por-una . t b

(modclo 629, Pcrkim-EImctv','Norwalk. CT), una toma de muestras (iss100C Perkin-Elmer, USA) v
un programa comp i I para ¢l andlisis de datos (StarVarian v4.0).

. se des sclaron ¢n

Las mucstras de SSF con fisostigmina, extraidas del lecho vascular pul

hiclo inmecdiatamente antes de su andlisis. Sc tomaron 10 ul con una microjeringa y se introdujeron

al equipo de HPLC. En cstc cquipo la mucstra pasa sucesi por un si atrapador dc
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| C18 y final por una unidad IMER quc conticnc

fisostigmina, lucgo por una
System). Medi este  si toda la

acctilcolinesterasa  y  colina  oxidasa (Bionalitical
acctilcolina presente en la mucstra es hidrolizada por la primera cnzima cn acetato y colina y.
dada por la colina oxidasa cn betaina y peroxido. Este altimo

posteriormente, la colina es o
clemento (perdxido) es registrado por un detector clectroquimico (Lc-4C, Bioanalitical System,
West Lafayctte, IN). Cuando existe colina cn la mucstra, ésta también pucde ser detectada al entrar
atica (colina oxidasa). Sin cmbargo, los picos dc clusion de la

a la d.

acctilcolina y colina son diferentes, lo que permite su identificacion por scparado. La informacion
t ida fuc lizada v al d. di cl programa espccifico. El ticmpo dc la corrida de la

mucstra fuc de 20 min a una presiéon de 115-130 mmHg. Los ticmpos de retencidn (dondc aparccian

los picos correspi a acctilcoli » colina) s¢ corrot on previ d c la claboracion

de las curvas dar dc b pucstos, y fucron dec 9.5 y 13.6 min, respectivamentc. Despucs

srama (figura 5) sc determind la altura de cada pico mediante ¢l programa

de ot cl cr
computacional v los resultados s¢ compararon con curvas and de acctilcoli ¥ colina,
claboradas a partir de concentraci co idas dc estos [+) ypr das en ¢! HPLC dc

la misma forma que las muestras,

Figura S.Ejemy de cr mrama
(7IPLC)donde ~se observan los  picos
corresy i a corresy a
ilcolina (4) v calina(i3)) los durante
la elaboracion de las curvas estiandar dc
A 3 ambos compucestos. In la parte superior de
cada pico se seitalan los tiempos de r ich
que  fueron de 9.5 v 135.6 min,
. ' . . . . ¢ M . . . respectivamente.
TIEMPO EN MINUTOS
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Reuactivos empleados

La aprotinina y ¢l cloruro de xilacina fuecron adquiridos como productos comerciales de venta en

farmacias (Trasylol” y Rompum®™, respectivamente, Bayer de México). La albamina bovina, la

1i ina y reactivos diversos fucron comprados de Sigma México.®

acetil 1a fi.

La solucién HTK fuc donada por Comercializadora Mex-Mundo SA, México. La solucién UW s¢
obtuvo del Instituto Nacional de 1a Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubiran.

Andlisis estadistico

Los datos rcferentes a la pcn_ncabilidad capilar (mKf.c) siguicron una distribuciéon no normal, por
lo quc sc usaron prucbas cstadisticas no paramétricas. Asi, estos datos fucron analizados cn forma
descriptiva a través de medianas y extremos, v cn forma comparativa por ¢l analisis de varianza
no paramétrico de Krustal-Wallis, scguido por Ia prucba U de Mann-Whitnecy. Los datos

corresy 1i alas ciones de acctilcolina y sustancia P fucron analizados por andlisis

de varianza y prucba t de Student para datos. parcados. Las comparaciones maltiples fucron
corregidas por ¢l método de Bonferroni. La significancia cstadistica se fijo a una p<0.05

unimarginal,

RESULTADOS

El primer objctivo dcl trabajo sc cumplid al poder implementar con material ya instalado en
nucstro laboratorio la téenica de pulmon aislado y perfundido de congjo, la cual utilizamos como

herrami ctodolégica para cstudiar v evaluar el efecto de la preservacion pulmonar sobre la

genceracion de edema. Las principales adaptaciones que se hicicron a la técnica, cn comparacion
con los cquipos comercialcs o con las técnicas descritas en otros paises. fucron las siguicntes
(figura 6): 1) Encontramos que un oxigenador de burbujas. de los empleados en cirugia cardiaca,
funciond bien como reservorio v atrapador de aire. 2) Las llaves clectromagnéticas que suclen
usarse cn otros modclos fucron sustituidas por laves de tres vias, montadas sobre un estructura de
acrilico, que ademas sirvié de soporte para las mangucras, para que no influycran sobre ¢l peso de

la preparacion. 3) La oclusion parcial del retomo venoso, que en otros modelos se realiza
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manualmente, la logramos mediante una columna de 10 cm de altura que descmbocaba a un

extremo abicrto, hacia la cual se desviaba cl flujo mediante una llave dc tres vias. Esto nos

permitio aumentar la presion a 10 emH20 de manera estable durante todo cl ticmpo rcquerido. 4)

Encontramos quc la suspension del bloque cardiopulmonar en una hamaca de Marlex nos

permitic mantencrlo en posicién anatémica, de forma tal que evitaba dobl

parciales o totales) de los vasos sanguincos por una mala posicion.

(v obstr ionc:

! Pulmon alsladb y p(.rfundldo
i

Figura. 6 Equipo de pulmd, istado y perfundido de

peristdltica (1), reservorio(R), inter

laboratorio. Canﬂu de transductores de prc\uht (P} y fuerza tensil (T), bomba
bi. de

desarrollado cn nuestro

) v iador(s).
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fici dc preser i6n pul (figura 7),

Con' resy ala L] ién de las diferentes cc
cncontramos qu;: ¢l mKf,c cn ¢l grupo control (inmediatamentc después de la extraccion dcel
pulmén) fuc de 1.96: ml-min~-cmH,0" g (extremos de 1.21-6,93). En comparacién con cstos
valores, - los bbscrvados cn - las- preparaciones prescrvadas con SSF, sangre y UW fucron
significativamentc mas ‘clevados [9.34 (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, respectivamente]. Por su parte, los mKf.c cn ¢l grupo HTK no
alcanzaron diferencias estadisticamente significativas 7.11 (1.32-41.18), p = 0.11, con rcspecto al
grupo vconu}-ol.‘ En ¢l grupo HTK uno de los valores fue cxcesivamente alto, sin que sc pudicra

isfz ia. Aun si sc climina cste posible valor extremo (outlier), cl

rar una at
grupo sc mantienc sin difercncia estadistica con respecto al control (p = 0.20).

o
— 40
e
2 30
ps o
[=]
k4
& 20 o 8 Figura 7. Se muestran los
[ [co) resultados de los
S (@] - Qo coeficientes de filtracion
~ - LA capilar modificado (mKf c)
P 10 > Q en pulmones preservados
E 8 o o 8 - por 12 ) en las diferentes
A (@] (o] 8 condiciones.
" Control TSSF_ Bangre  uUw HTK
Final en a la determi ion de neurot €s Sc cncontré que tanto para

la sustancia P como para la acctilcolina la mayor produccion ocurria durante la primera hora de

preservacion. con una disminucion paulatina en funcion del ticmpo (figuras 8 , 9 y 10). Cabe
1i a pesar de la presencia constante de

notar que, cn ¢l caso dc la determi ion dc acctil
fisostigmina cn las muestras sc detecté una mucho mayor cantidad de colina que de acctilcolina.
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Puecsto que esta colina ¢s producto de la hidroélisis de la acetilcoli se¢ decidio sumar b
r Itados cn cada ticmpo dc preser

= 20

=

-

Qo

« 10

=]

c

= 5

w

jun }

w 8}

1 6 12 24
Tiempo {horas)

Figura 8, Tasa de procd; ion de £ en pul, preservados por 24
horas a 4 °C . Cada barra corresy. e al (pr Fee) del neuror :
~FP) lado desde el en que se tomo la muestra previa hasta el
tiempo sefalado, excepto en el periodo basal que corresponde a lox primeros 15
min de preservacién
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60
=
= 40
=
8
£ 20
2
¢}

Basal 1 6 12 24
Tiempo (horas)

Figura 9. Tasa de proc de lcolina en pul) preservados por 24 horas a 4
°C Cade barra corresy e al (7 lio +ee) del neurot 2 Aclh )

desde el momenio en que se tomo la muestra previa hasta el tiempo sefalado, excepto en
el periodo baxal que corresponde a lox primeros 15 min de preservacion.

100
£ g0 c sP
= A ACh
8 60
[
5 40
<
5 20
=
— N

o — 1 -
o} 10 20 30
Tiempo (horas)

Figura 10. Liberacién relativa de ambos neur en pul

preservados por 24 horas a 3 °C, La expli ion sobre los ti
aparecen en la Fig. 8
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DISCUSION

El trasplante pulmonar s una alternativa wrapcéutica para los pacicntes con l.l’lh.""Ldad pulmonnr

n_hnr jos con Ia

tenuinal, “va que actualmente s¢ han ' supcrado los. proble
quirargica. ¢l cuidado postoperatorio y la terapia inmunosupresora.’ Sin embargo. su aplicacion
clinica es todavia limitada (Kelly 2000) debido a factores de diferente indole:

En muchos paiscs uno de los principales factores que limita la apli 5n de un traspl >

pulmonar cs la escascz dc donadores. Al menos en México no existe una cultura de donacion dc

aunque hay intentos de introducir ¢n la opinion publica cste coneepto a través de
los pocos

arganos v,

1i de cor i ion, sus resultados son aan desalentadores. Ademis

diversos
candidatos deben cubrir cicrtos requisitos para ser considerados como posibles donadores de
pulmon. camo ¢s ol tener un pulmon funcional ¥ libre de infececién (Santillan » col 1993). En es

sentido, Ia complicacion mas relevante de la muerte cercbral es la formacion de edema pulmonar
neurogdnico. v los largos periodos de intubacion traqueal v ventilacion mecamea aststida a los
que estin somctidos los posibles donadores hacen que sca muy alta Ia posibilidad de encontrar

una infeccion putmonar activa (Torre y col. 1991).

Aunado a la escascz de donadores. no existe un método de preservacion pulmonar optimoe. Sc han
rcabizado innumcerables  investigaciones en las que se moditican amphamente los mdétodos.
iempre con ¢l fin de proteger al pulmon durante la

1997, Kelly 2000),

téenicas v soluciones de preservacion,
isquemia. Sin cmbargo, los resultados han sido controversiales (Muller v col

Por lo tanto. ¢l cstudio de los métodos de prescervacion del pulmon siguce siendo una linea de

mmestigacion de gran importancia.

Disciio de la preparacicn de pulmaon aistado y perfundideo

arrollar ¢l modclo de pulmon

Uno de los primeros objetivos del presente trabajo fue el intentar d
©fracstructura . disponible ' en ‘nucstro laboratorio. Sc

aislado » perfundido de concjo con la

realizaron diversas adaptaciones que. en gencral. tuvicron® un excelente descmperio. lograndose
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registros confiables y muy parccidos a los publicados por diversos laboratorios de otros paiscs.

l.os cambios quc consideramos mas importantces son los siguicntes.

Encontramos quec un oxigenador de burbujas, de los empleados en cirugia cardiaca, funcioné

bicn como rescrvorio ¥ atrapador de aire y tuvo la ventaja adicional de que se podia
introducir ficilmente un catéter para burbujear con CO: la solucion de Krebs-ringer-
hicarbonato. con ¢l fin de acidificarla en caso nceesario, y por una de sus llaves de tres vias
s¢ podia tomar mucstras para corroborar ¢l pH. Ademas, ¢l oxigenador tiche un serpentin de
teflon en contacto con la solucion de Krebs-ringer-bicarbonato por ¢! que circula agua
calicnte que permite tener a 37°C Ia solucion, aunque para cllo se requirid un recirculador
térmico. Aunque ¢l uso de cste tipo de oxigenadores en experimentos animales sc inicié en
los ajlos 90 (Kuratani y col. 1992), hasta antes de iniciar ¢l presente trabajo no se habia
empleado en la preparacion de putlmon aislado v perfundido. Sin cmbargo, en 1998 aparccio

a una publicacion en la que los autores le dan este uso al oxigenador (Detry v col. 1998).

2  Colocamos una malla de Marlex™ ¢n un aro plastico. a manera de una hamaca. con Ia

tinalidad de colocar ¢! bloque cardiopulmonar sobre ésta » ponerlo en una posicion mas
I sdal

ste detalle fuc importante porque cn otras posici (por cjemy p
parcial de los grandes vasos.

anatémica

sobre una superficic plana) frect ocurria

maodificando  anificialmente las  presiones  registradas. Esta hamaea  fue colgada en ol
transductor de fucrza tensil para poder registrar Jos cambios de peso durante las mediciones

del mKtie. La malla tiene la ventaja de poder usarla en repetidas ocasionces.,

3 En lugar de llaves clectromagnéticas para la oclusion arterial y venosa. empleamos laves de
tres vias, las cuales estuvicron fijas a un soporte de acrilico, disciindo para cvitar vibracioncs
Estc soporte sirvié ademds para que las mangucras del

durante las maniobras dc oclusi
aran ¢n s base y no influyera cn el peso del pulmon.

circuto se

4 En otros cquipos la clevacion transitoria de la presion wvenosa se realiza ocluyvendo
di Esta iobra. al ser hecha de forma

parcialmente con una pinza ¢l tubo corr
¢ la cl ion de la presion » ocasiona: ricsgo. dc:

manual. dificulia €c
vibraciones que influyen en ¢l peso del pulmén. Para cvitar esto, derivamos ¢l flujo venoso
(con una Have de tres vias) hacia una manguera-de 10 cm de altura con el extremo superior
de cada, . recol do el liquido dc perfusion para su

abierto hacia un
reintegracion al circuito. Este disciio  permitié que la. maniobra de incrementar la presion

venosa se hicicra con mucha precision durante tres minutos requeridos para medir o mKf.c.
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Evaluacidn de la solucidn HTK

En cl contexto. del trasplante pulmonar ¢n humanos. una vez que se extrac el - pulmon

frecuentemente ocurre dafo celular endotelial. con desestabilizacion de las membranas celular y
drial y liberacion de i proteoliticas. A fin de disminuir cste tipo de¢ dados durante

Ia prescrvacién sc han utilizad 1 ss especiales para la preservacion. Si nuestros resultados

¢n concjos pucden ser extrapolados al humano. ¢l presente trabajo sugicre que la solucion HTK

n para las procuraciones pulmonares. ya que mostré una clara

podria ser una bucna op
tendencia a mantener valores de mKfic cereanos a los del grupo contral. incluso ligeramente

habitual ¢ pleadas para [a preservacion

os con otras sol

menores que los obte
pulmonar, como la solucién UW. Entre los pulmones que se preservaron con HTK. uno presento
un mKfe excesivamente alto. Aunquce cste valor extremo (owr/icr) podria haber orngimado una

on y. por lo tanto. explicar la ausencia de diferencias con ¢l grupo control. este no

mayor dispc
fue ¢l easo. ya que las prucbas cmpleadas fucron no paramdtricas (que solo juzgan la posicion
relativa o jerarquia, con respecto a bos demas valores del grupo) Ademas. la cluninacion do este
valor extremo no modificéd las conclusiones. Nuestros resuliados concuerdan con un estudios
hecho en primates (Van Gulik » col. 1Y93) ¢n ¢l que la solucion HTK fuc comparada con Ia
solucion UW para preservar ¢l blogue cardiopulmonar. Los autores encontraron que ambas
soluciones tuvicron una cficacia similar despuds de preservar ¢l blogque por mas de 20 h. Sin
cmbargo. mortfologicamente pulmones preservados en solucion HTK presentaron un menor daiio

ultracstructural (Human y col. 1993).

Los posibles mecanismos por los cuales la solucion HTK gjerce un cefecto benéfico sobre

sC CO en ¢l anexo 1.

¢l organo prescrvado. asi como la descripeidon de sus compc

Actualmente la solucion HTK se¢ ha ganado un lugar como una herrmmiienta exitosa para
la preservacion multiorganica para trasplante de corazon, higado v rifion. ademiis de que se utiliza
como solucion cardioplgjica en la cirugia de corazon abierto. Sin embargo, hasta donde sabemos

Ia solucion HTK no sc habia utilizado para preservar solamente pulmc’)m(Brctschncidc'r HJ 1980)

A la luz dc nuestros resultados, id 0s quc ¢s conveni realizar mayores cstudios con

solucion HTK para evaluar su efectividad en el trasplante de pulmoén en ¢l scr humano
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Liberacidn de neurotransmisores

El dailo pulmonar por isquemia-reperfusion estd asociado a la fesion de las células endotcliales,
con ¢l consiguicnte incremento de la permeabilidad vascular y produccion de cedema intersticial

y/o alveolar (Andrade v col. 2000). En ¢! organi I Ia isquemia-reperfusion genera

yas de oxigeno (ERO), que a su vez producen peroxidacion de lipidos de

especies  reacti

membrana. factor que es determi c en cl de dafio endotelial. Asi mismo, los ERO

Jas

producen modificaciones de las protcinas (. i recey cS, pr i de ics) aso
con cstos lipidos, lo cual provoca trastornos dc los sistemas de trasporte con aumento ¢n a

permeabilidad para algunos clementos como ¢l calcio.

os ¢n sufrir ¢l dafo por isquemia cn

Nosotros especulamos que uno de los primeros to
¢l pulmon donado ¢s ¢l tejido nervioso, lo que podria causar la liberacion de mediadores capaces
de influir sobre la permeabilidad vascular. En ¢} presente estudio pudimos comprobar que la
acctileolina v la sustancia P tuvicron su mayor liberacion en la primera hora de isquemia. con una

d on exponencial conforme pasan las horas. Hasta donde sabemos. este es ¢l primer

tudio que demucestra dicha liberacion de ncurotransmisores durante la presernvacion pulmonar,
dad. a

os
Si estos neurotransmisores  realmente estan involucrados cn los cambios de pernmeabi

primera vista nuestros resultados sugeririan que ¢l mayor dafio pulmonar debceria ocurnir en las

primcras horas despuds de la procuracion del organo. lo que es contrario a la experiencia clinica

abilidad del pulmén se mantiene en las primeras 6 h. deteriorandose

que corrobora que la S
posteriormente. Para explicar csta paradoja, ¢s importante sefalar que nuestras mediciones se
hicicron bajo condiciones donde ¢l metabolismo de cstos neurotransmisores estaba bloqueado. lo
que permind su acumualacion en ¢l lecho vascular pulmonar. En condiciones naturales ¢s muy
probable que tanto la acetilcolina como la sustancia P scan degradadas rapidamente por los

stemas enzinuiticos correspondicntes (ACE y NEP, respectivamente). y que solo cuando estos

sistemas s¢ ven agotados pucda sobrevenir cl daiio pulmonar. Esta posibilidad sc refucrza por cl
hallazgo reciente de Carpenter v S k (2001), qui raron quc la hipoxia cn ratas

Jovenes disminuye la expresion de NEP, que a su vez se correlaciona con un incremento de la

permeabilidad vascular. En este estudio. los autores pusicron a ratas recién destetatadas bajo un
ambicente hipoxico (fraccion inspirada de oxigeno del 10%) durante 72 5. Ellos encontraron que a
las 12 h de hipoxia habia una disminucién significativa dc la transeripcion del mRNA de Ia NEP.
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medida mediante RT-PCR, asi como una disminucion progresiva de la actividad de la NEP,
cvaluada por cnsayvo fluorométrico, que alcanzo significancia estadistica a las 24 h. Ademas. los

demostraron por inmunohistoquimica que la NEP perivascular disminuia a las 24 h v

autorg:

wnuia la actividad de la

practicamente desaparccia a las 48 h. Interesantemente, micntras mas dis
NEP mis s¢ incrementaba [a permieabilidad vascular (imedida por ¢l método de azul de Evans).
trando NEP rccombinate o antagonistas de

Este cambio de la permeabilidad fue revertido admir
Ia sustancia P,

Por lo anterior. una probable hipdtesis que expliea los cambios de permeabilidad
c d s de la

obscrvados en el pulmoén durante la preservacion cs la sigui c
procuracién del organo existe una liberacion de acetileolina y sustancia P cuyo cfecto nocivo
sobre la permeabilidad vascular sc ve adecuadamente contrarrestado por los sistemas enzimaticos
respectivos. Al pasar las horas. cstos sistemas cnziniiticos van perdicndo progresivamente su

cficacia, lo que permite cntonces que los ncurotransmisores, aunque liberados ya en menor

cantidad. tengan un cfecto sobre {a red capilar, incrementando su permcabilidad. Esta hipotes
debera ser corroborada con  estudios  futuros. en especial utilizando  bloqueadores  de a

acctilcolinesterasa y/o de la NEP.

CONCLUSIONES

1 Es posible desarrollar el modelo de pulmon aislado » perfundido con cquipo de uso habitual

e¢n laboratorios de ﬁsiologia.

La solucion HTK pamcu tcm.r un d‘cclo bcm.hco sobre los cambios de permeabihidad

N

vascular dur:mu. la p"!S(-rVZICIOH pulmonar.

una hb;.rnclcm de acullcolmn v sustancia P quce

3. Despuds dl. Ia procumcmn pulmon'\r ha

lisminuy prabrcsu o conforrm. pasnn tas l|oras
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ANEXO1
COMPONENTES DE LAS SOLUCIONES
Solucién HTK ( bién H d luciéon de Br hncider o Custodiol®)
Cantidad Componentc Councentracién
en 1000 nl C(mumnol/L)
08766 g NacCl 15
0.6710g KClI o
0.1842 ¢ Bi-2 ccetoglutarato potisico 1
0R8312 g MgCl; - 61O 4
3.7773 ¢ Hisudina HCL - 1.0 I8
27928 ¢ Iistidina 180
04083 g Triptofano 2
54651 Manitol 30
0.0022 g Cloruro de calcio 0.015
30 mEq cr
PH 7.4, osmaolaridad 310 mOsm-l.

La solucion HTK ¢s una de las mezclas comerciales mas usadas cn la preservacion multiorgamen,

especialmente para la prescrvacion de organos sélidos como corazon, higado s rifidn. ademas de

ser usada como solucién cardiopléjica durante la cirugia cardiaca (IHachida y col. 1996). Por lo

tanto, la mayor parte de la discusion que se hace a continuaciéon de las

esta b da ¢n 6rganos soétidos.

de sus compe
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En la solucién HTK la concentracion de K° extracclular, ¢s baja, cs sufici para

zada la membrana, pero al mismo ticmpa. ¢s capaz de contrarrestar ¢l cfecto “transitorio™

cstabi
de Ca2+ extracelular, hasta su completo equilibrio. El contenido de K° de la solucion ¢s de 10
mmol/L.. ligeramente superior al contenido normal del K extracclular (Hachida v col 1996).
Cantidades superiores pucden producir cfccto opucsto, cs decir. despolarizacion. ademas de que.
en ¢l momento ¢n que la solucion de preservacion se incorpore a la circulacién sanguinea una vez
cxeitar

terminada la intervencion, las cantidades demasiado clevadas de K° extracelular pucden
anormalimente las membranas celulares v, en ¢l caso del corazon. pucde dar lugar a arritmias

(Bretschneider HJ 1980).

Los ioncs de Mg2+ acthian como antagonistas del calcio, por lo que al afdadir a la solucion Ia

cantidad de 4 mmol/L.. v junto con los niveles 6ptimos de K+ de 10 mmol/L. sc provoca una
dad dc la brana tul. (Belzaer F.y col 1988). Cantidades

i icion de la excitab

superiores de 6 mumal/l. de Mg2+ pucden producir, al menos inicialmente. ¢l efecto opucesto. os
as (Belzacr F.y col

decir, puceden liberar parte del Ca2+ inactivo que se halla fijado a las prot

10X%).

bmportante scialar que In solucion ticne un pH 7.4, ya que una solucién demasiado acida
podria. al igual que las concentmaciones demasiado clevadas de Mg2+. aumentar ¢l Ca2+ libre

extracclular al producir una liberacion iniciat del Ca2+ fijado en las proteinas (Erhard 1993).

Debide a la ¢ a concentracion de la mayornia de los clectrohtos. la solucion HTK prescntaria

< landad. Una solucién de esta naturaleza (con osmolaridad menor a la del interior

ur
de la célula) provocaria Ia entrada de agua al interior de la célula y podria alterar la morfologia

normal de la misma. hincharla ¢ incluso romperla (Guyton 1997). Ademas. durante la isquenia
ocurre que. en lugar de los productos terminales acrébicos (CO: » agua) que no ticnen efecto
sobre la regulacion osmética, s¢ acumulan grandes cantidades de dcido lactico. hidrogeniones v

otros metabolites que si pucden gjercer poder osmdtico. Estas sustancias deben ser expulsadas

rapidamente de la célula para evitar la aparicion de edema celular, y esto se lleva a cabo a trav

de un mecanismo de transporte que requicre consumo de cnergia » que se inactiva con la
ridad cn

aparicion de acidosis metabdlica. Para reducir cstos ofi s la

alrededor de 300 mOsnvVL. ¢s decir. para que sca isosmostica como ¢l plasma. sc incluyo manitol

en la solucion HTK. El manitol ¢s un ¥ > boli inerte » no gjerce nmguna

presion de sustrato que requicra una clevacion del metabolismo energético por parte de las

células. ¥ no ¢s incorporado a la célula a través de si dc tr porte especiales que req 1
un gasto energdtico (Erhard y col. 1994). Ademas, actiia como atrapador de radicales libres de
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oxigeno, gjercicndo cn consceucencia un efecto protector, sobre todo al de la perfi

Finalmente la osmolaridad de Ia solucion quedara en torno a 310 mOsmv/L.

La histidina actia como sustancia amortiguadora, » con clla sc disminuyc ¢l ricsgo de necrosis

celutar y se depletan menos los almacenes de AT, lo que a su vez se traduce en una mgjor. y mis

inmcdiata funcion dcl organo. Canforme ¢l acido lactico y los hidrogeni sc van producicndo
cn ¢l interior de la célula van siendo expulsado$ al espacio extr lular, por lo que ¢l pH dcl

compartimicnto extracelular se acidifica. Si ¢l ptH baja de 6 la bomba de Acido lictico ©

hidrogeniones sc inactiva. con lo cual dichas sustancia sc acumularan ripid. Prov: d
un aumento de Ia osmolaridad de la célula, que absorbera agua, do su vol v
alterando su morfologia » su funcion. Adcemus. ¢l lo continuo de metabolitos en ¢l interior

dc la célula harian que sc bloquce la reaccion de 1a glucolisis anacrébica, con lo cual dejar de
producirse encrgia v s¢ irin agotando los depositos de ATP, hasta cacr por debajo del limite

s de 4 prmol/g de peso. por debajo de este limite ¢l drgano se considera

pecrmitido, quc
irrccuperable.
De ahi que ¢l principal objetivo de Ia histidina sca una correcta amortiguacion del pH. que cvite o

retrase al maximo posible la acidificacion. Esto permitiria prolongar ¢l tiecmpo de isquemia al

retrasar al final de la glucolisis anacrobica. que cs la - responsable de proporcionar la cnergia
necesaria a la célula durante [a anoxia, y evitar o retrasar la aparicion de Iesionces irreparables de

Ia estructura celular que impidan un normal funcionamicnto del organo despuds del trasplante.

El papel principal del triptofano cs ¢l de proteger a las me anas cs I que las

sustancias con gran poder osmotico y que se hallan cn cantidades importantes cn ia solucion.
como us ¢l caso de Ia histidina y ¢l clorhidrato de histidina. pucedan penetrar a la célula y alterar

su osmolaridad .

El cetoglutarato ¢s uno de los sustratos claves en el ciclo del dcido citrico (ciclo de Krebs), ya que

su descomposicion cn acido succinico s ¢l unico paso de dicho ciclo en ¢l que sc obtiene encrgia
"

en forma de ATP. Es también precursor del scido glutami inoacido pre de
cclulares. En la solucion HTK la cantidad utilizada proporciona ¢l sustrato necesario para
producir mas cnergia durante ¢l comicnzo de Ia perfusion. antes de que la anacrobiosis se haya
instaurado por complcto: con cllo la celula dispondra de una cantidad extra de ATP, la que puede
ser necesaria tanto para sobrevivie durante Ia isquemia como para empezar a funcionar de nucvo

al final de la procuracion.
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Como ¢s posible que no todo ¢f cetoglutarato sca uullmdo por. las cuulas antcs quc s¢ instaure la

anacrobiosis, ¢l cetoglutarato sobrante pucde mcorpomr;n. ‘de nucvo clclo de "Krcbs

proporcionar una cnergia extra_que pucde ser m.ccsa a si-el ,or},’lno ha

conﬁumldo mas de Ia

debida durante la isquemi:

Concentracion
cn ‘I(;OO‘ m’l (nunol/L)
~35.83°g | Lactobionato de potasio’ 100mM

34g KH:PO, ) 25 mM
0.60g MgSO, SmM
Sml NaOH SN
20 mi KOH SN
1783 ¢ Rafinosa I0mM
13 g Adcnosina S mM
0.92g Glutation 3mM
0136 g Alopurinol 1 mM
50 g/l Almidon
pH 7.4 osmolaridad 320440 mCOsm- 1.
La sol on de Wi pretende no sélo prevenir ¢l edema celular (con lactobionato
rafinosa, que mantienen ¢l agua fucra de la célula). sino intentando mini las cc

de la reperfusion (conticne glutation v alopurinol para inhibir la formacion de radicales libres de
oxigeno) y ayudando a regenerar los ATPs perdidos (mediante fosfatos). De esta solucion clasica
s¢ han propucsto diversas modificaciones. Sc ha demostrado mas cfectiva en el higado, pancreas
v rifion (aunque con este también s¢ puede usar. si el proceso va a ser rmipido en el ticmpo. la
solucion de Eurocollins. que ¢s mids asequible v ¢conomica). La solucion de la universidad de

Wisconsin sc pucde considerar como la solucion estandar para la mayoria de los érganos
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Camidad Componcute Concentriciéon
en 1000 ml (nmol/L)
9gp NaCl 150

PH 74, osmolaridad 308 mOsmel.
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Evaluation of the Vascular Permeability After 12-Hour Preservation of

Rabbit Lungs in HTK Solution

J.L. Arreola, P. Segura, B. Vanda, and M.H. Vargas
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emii 0 ' gt ') those preparations presened with |vu
S8, and UW solutions showed inereased mKe vatues {9.34
(A5010 LYURD), £ = (05 1190 (53910 1758, = .04
13.34 (3.25 to 23.72), p = (MM, respectively). By contr:
mKLe values found in preparations preserved with nu\
solution [7.011 (132w 41,88y, £ == 1)) Jdid et difler tram
those observed 1o control group. This Lick ot diference
persisted even it i possitde outhier point was deleted.

nd

DISCUSSION

Lung transplan
peutic modality 1o
presenation of donor lung is assou
cell damage. destabilization af mitochondrial and ¢
Branes. and proteoh e enames release ™ Am
tions used with the aim to amchiorate such danmg,
storage of donor lung in presenition solutions, In the
present work we eval the per of pul v
Blood vessels after presensiation sith HTK \ulullun and.
though not optimal, we toumt that encouraging resulis were
.mlli\.\ul by |h|s svution. Qur results are in line with
ivus study” in primates, in which HTK sotution was
red with UW solution far heast-lungs bloch trens-
plantation in baboons. These authars foumd that presen
ton for up to 20 hours oo cither solution was cqually
uilective tor the success ol the esperimental heart-lung
Notransplantation. Howeser. from the  marphological
paint of siew the HTR solution seemed to yicld beiter
PEMOTMaNEe, SiNce Presenanon in this solution wis ass
ted 1o less pulmonany uitrastructural derangement.
HTK solution has gained a well-establisbed rote into the
therapeutic armamentarium for solid organ Iransplanta-
fion, along with ns protectise role as cardioplegic solution
during open-heart surgery, but as far as we kaow it has not
been emplosed in human lung transplantation, whese other
tions such s UMW and Eurocollins are often used. 1n the
light of our results, further studies on the possible tole of

W is an ncteasingh performed ther
terminal pulimonan discises. Deticwen
1ed with endothelial
11 mem-
conede-
is the

TESIS CON
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. Proc

HTK solution in the context of ¢
are warranied.
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