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RESUMEN

RECONSTRUCCION DE ARTERIA PULMONAR EN PERROS CON
ALOINJERTOS DE ARTERIA PULMONAR LIOFILIZADA O TRATADA CON
GLUTARALDEHIDO Y ACIDO GLURTAMICO.

Con el fin de obtener una protesis que sirva como reemplazo de arteria pulmonar, 24 perros
sanos de entre 15 y 18 kilogramos, fueron utilizados, para evaluar la utilidad, cambios en la
funcion cardiopulmonar, angiogréficos, macroscépicos y microscopicos, producidos en la
arteria pulmonar despues de ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada
0 tratada con glutaraldehido y &cido glutamico. Los animales fueron divididos en cuatro
grupos de estudio: Grupo 1 (n=6) Se realiz6 medicion de parametros hemodinamicos y
gasométricos; Grupo Il (n=6) Se efectlo reseccion y reanastomosis de la arteria pulmonar;
Grupo 11l (n=6) Se realizd reseccion de la arteria pulmonar y esta se reconstruyo con un
aloinjerto de arteria pulmonar liofilizado; Grupo IV (n=6) Se reseco la arteria pulmonar y
se reemplazé con un aloinjerto de esta, tratado con glutaraldehido. La duracion del estudio
fue de 4 semanas realizando evaluaciones periddicas de forma clinica. Al finalizar el
estudio se examind macroscopicamente la formacion de trombos u obliteracion del
segmento vascular, asi como la formacion de adherencias. Microscopicamente se evalud la
cicatrizacion del injerto a la arteria pulmonar, inflamacion, presencia de rechazo,
calcificaciones y el estado de ambos tejidos. Resultados. Todos los animales sobrevivieron
al procedimiento quirdrgico y al tiempo de estudio sin presentar ninguna alteracién clinica,
radioldgica y gasométrica. Con respecto a los pardmetros hemodindmicos solo las presiones
de la arteria pulmonar asi como las resistencias pulmonares del grupo IV mostraron
cambios estadisticamente significativos (ANOVA p<0.05 y Tukey/Kramer p<0.05) en
comparacion con los otros grupos de estudio. Microscopicamente en el grupo IV la
permeabilidad se redujo hasta en un 75%. Conclusion. Se puede concluir que la
liofilizacion es una opcidn para la preservacion de arterias pulmonares caninas, las cuales
pueden ser utilizadas como injerto de reemplazo de la misma en un modelo experimental
canino, ya que presenta una buena integracion y cicatrizacion. Es un material facil de
preparar, tiene adecuada resistencia, y un manejo quirurgico facil, ademas de un bajo costo.

Palabras Clave. )
Acrteria pulmonar, Aloinjertos, Liofilizacion, Glutaraldehido y Acido Glutamico.



I.- INTRODUCCION.

1.- Anatomia y fisiologia del sistema circulatorio.

La funcion principal del aparato cardiovascular (sistema circulatorio) es la de transportar
sangre en forma continua a través de los vasos sanguineos para suministrar oxigeno (02),
nutrientes y otras substancias (mediadores quimicos, hormonas y elementos del sistema
inmunolégico) a todos los tejidos del cuerpo, asi como la remocion de biéxido de carbono

(CO2) y bioproductos del metabolismo celular de los mismos.

V/asos sanguineos.

Los vasos sanguineos son un sistema de conductos elésticos que pueden modificar su
didmetro y que forman un circuito cerrado para permitir el retorno de sangre al corazon. En
este circuito la sangre avanza por las arterias que conforme se van ramificando y haciendo
mas pequefias se transforman en arteriolas y dan origen a una red o cama vascular de
capilares, los cuales cambian y se vuelven a unir para formar vénulas y venas que regresan
la sangre al corazon.

Existen cuatro tipos de vasos sanguineos: arterias, arteriolas, capilares y venas, los cuales se
diferencian entre si por el grosor de las capas que componen su pared, asi como por el tipo
de sangre que transportan.

Las arterias y las venas en condiciones normales siempre van juntas. (!

1.1.- Arterias.

Las arterias son las encargadas de llevar sangre oxigenada y con nutrientes desde el corazén
hacia los distintos 6rganos y tejidos del cuerpo. Todas las arterias transportan oxigeno por
su luz, que es la region del vaso por donde pasa la sangre, a excepcion de la pulmonar que
Ileva pocas cantidades de éste.

Las arterias se encuentran formadas por tres capas denominadas tunicas: externa o

adventicia, media y la interna o intima. &

Tunica adventicia: se compone de fibras de colagena y elasticas. Esta tiene como funcion

dar soporte al vaso sanguineo.



Tunica media: estd compuesta por capas concéntricas de fibras musculares lisas, elasticas,
reticulares y proteoglicanos, su funcion es la de permitir que el vaso se distienda o se

contraiga.

Tunica intima: se encuentra formada por una capa de endotelio (que esta en contacto con
la sangre), membrana basal, una capa de tejido conectivo subendotelial laxo y otra capa de

tejido elastico. La funcion de ésta es evitar la formacion de trombos.

Tipos de arterias.

En los vertebrados superiores la composicion de las capas de las arterias son similares a la
salida de los ventriculos, sin embargo conforme se van distribuyendo y ramificando en las
diferentes regiones corporales, estas cambian la estructura de sus paredes para tener una
mayor capacidad de distenderse (vasodilatacion) o para contraerse (vasoconstriccion) y
amortiguar las pulsaciones y presiones que produce el corazén durante el latido, por lo que
las arterias que se encuentran mas cercanas a éste tienen mayor cantidad de tejido elastico,
mientras que las mas lejanas poseen mas fibras de tejido muscular. Estas caracteristicas
hacen que las arterias sean divididas en dos tipos: arterias elésticas o de conduccion y las

musculares o de distribucion.

Arterias elasticas: Son las arterias de gran calibre o arterias mayores (aorta, tronco
braquiocefalico, carotidas, pulmonares, subclavias e iliacas), las cuales se caracterizan por
que, durante la eyeccion (expulsion) de sangre del corazén, sus fibras se distienden y acttan
como un reservorio de presion y energia que cuando el corazdn deja de bombear sangre,
estas vuelven a su calibre normal y la presion que almacenaron se transforma en energia
cinética que empuja la sangre hacia las arterias musculares con un flujo mas o menos

continuo.

Arterias musculares: Son arterias de mediano calibre (humerales, radiales, intercostales,

esplénica, mesentéricas, femorales, popliteas y tibiales) que se dilatan o se contraen de



acuerdo a las necesidades de la region a irrigar y son las encargadas de distribuir la sangre

en las diferentes regiones del cuerpo.

1.2.- Arteriolas.

Son las ramas més pequefias de las arterias y estan formadas por tres tunicas de las cuales la
externa esta constituida por tejido conectivo laxo, vasa vasorum y fibras nerviosas. La
tinica media, posee de una a cuatro capas de células musculares lisas y pocas fibras
elasticas, mientras que la intima es muy similar a la arterial con un endotelio, lamina basal,
subendotelio, fibras elasticas y fibras de colagena.

Las arteriolas también tienen la capacidad de dilatarse y contraerse, gracias a estas
caracteristicas son las encargadas de determinar el flujo y presion con la que irrigan las
diferentes regiones del cuerpo.

Las arteriolas son vasos de distribucion con alta presion y bajo flujo por lo que también

reciben el nombre de arteriolas de resistencia.

1.3.- Capilares.

Son las estructuras méas pequefias del aparato cardiovascular, se localizan a nivel tisular y
son el sitio funcional para el intercambio de oxigeno, nutrientes, electrolitos y productos de
desecho celular. Estos unen arteriolas con vénulas pero principalmente forman redes
ramificadas que permiten un intercambio rapido y directo de gran cantidad de substancias.
Los capilares no tienen tunica externa ni media, pero si poseen una intima que se compone
por una capa de células endoteliales y una membrana basal con lo que la sangre solo tiene

que atravesar una capa celular para llegar a los tejidos y nutrirlos.

El paso de sangre de las arteriolas a las vénulas se da a través de derivaciones

arteriovenosas que pueden ser de dos tipos: anastomosis arteriovenosas y las metarteriolas.

Las anastomosis arteriovenosas surgen del lado arteriolar (precapilar) son puentes para el
paso de sangre a toda la red capilar, se encuentran formadas por células musculares lisas y
actian como un esfinter con el que se regula la distribucién del flujo sanguineo,

dependiendo de las necesidades del érgano a irrigar.



Los capilares verdaderos siempre presentan un esfinter precapilar que al relajarse o
contraerse da origen a un fenémeno Ilamado vasomocion que permite el flujo continuo de

sangre a los tejidos.

La metarteriola es el canal por el cual pasa la sangre directamente desde una arteriola
terminal hasta una vénula, esta también cuenta con tres tunicas de la cual la adventicia
presenta tejido conectivo laxo, la media compuesta por células musculares lisas y la intima

un endotelio y ldmina basal.

A los capilares se les puede dividir en dos clases:

Capilares continuos: se encuentran en el tejido pulmonar, muscular y tejidos conjuntivos,
éstos se caracterizan por que sus membranas forman un anillo sin interrupciones alrededor

del capilar.

Capilares fenestrados: contienen poros o fenestraciones en sus membranas y se localizan
en el rifidn, intestino delgado, plexos coroideos de los ventriculos encefalicos, cuerpos

ciliares de los ojos, higado, médula dsea y bazo.

Las vénulas se forman de la union de varios capilares y su funcion es la de recolectar la
sangre de los capilares y llevarla hacia las venas. Son de tres tipos: postcapilar, de
coleccion y muscular. Las dos primeras Gnicamente tienen tdnica intima a diferencia de la
vénula muscular que si esta formada por las tres tdnicas, de las cuales la media posee

mausculo liso, por lo que estas actGan como un esfinter.

1.4.- Venas.

Las venas tienen como papel principal recoger sangre de las vénulas y retornarla al corazén
derecho a través de las cavas superior (craneal) e inferior (caudal). Estos vasos a diferencia
de las arterias transportan sangre no oxigenada y con subproductos del metabolismo celular

de los tejidos, a excepcién de las venas pulmonares que si acarrean sangre oxigenada.



Al igual que las arterias tienen la capacidad de dilatarse o contraerse para adaptarse a los
cambios de presion y volumen sanguineo que pasa por ellas, aunque en condiciones
normales la presion que llevan es menor a la de las arterias. Se encuentran constituidas por
tres capas aunque con grosores diferentes al de las arterias. La tUnica adventicia esta
constituida por tejido conectivo, fibras elasticas y haces longitudinales de fibras musculares
que permiten el sostén del vaso. La tinica media esta formada a base de musculo liso, asi
como por fibras de colagena que permiten la dilatacion y constriccion. La tdnica intima
tiene un endotelio con un revestimiento interior con valvulas semilunares para asegurar la

circulacion en un solo sentido.

Se clasifican en pequefias, medianas (humerales, radiales, intercostales, esplénica,
mesentéricas, femorales y tibiales) y venas mayores o de gran calibre (cavas,
braquiocefalicas, yugulares). [

1.5.- Irrigacion e inervacion de los vasos sanguineos.

Tanto en las arterias como en las venas la tlnica adventicia se encuentra irrigada por un
sistema de capilares y por la vasa vasorum, mientras que la media y la intima recibe aporte
sanguineo por difusién de la sangre que se encuentra dentro del vaso. La inervacion esta

dada por el nervis vascularis que son fibras simpéticas del sistema nervioso auténomo.

2.- Circulaciones.

La sangre fluye del corazén hacia los diferentes tejidos del cuerpo y regresa de éstos al
mismo a través de dos tipos de circulacion: Circulacion menor o pulmonar que utiliza
como bomba al corazon derecho y la Circulacion mayor o sistémica, periférica o general

en donde la sangre es bombeada por el corazon izquierdo.

Existe otro tipo de circulacién denominada microcirculacion donde se lleva a cabo el

intercambio de nutrientes y oxigeno (O,). 8!



2.1.- Circulacion sistémica, mayor, periférica o general.

La circulacion mayor o sistémica se inicia cuando el ventriculo izquierdo bombea la sangre
ya oxigenada hacia la aorta tordcica ascendente (craneal), arco aortico, aorta toracica
descendente (caudal) y la aorta abdominal (aorta abdominal descendente). Desde el arco
aortico se va ramificando y llega a cada regién del cuerpo a irrigar y asi en cada una de
estas se continua ramificando hasta transformarse en arteriolas, posteriormente en capilares
en donde se realiza el intercambio de oxigeno y nutrientes, donde la sangre con bidxido de
carbono (COz2) y productos del metabolismo celular pasa a las vénulas que se van haciendo
mayores hasta formar las venas de cada 6rgano, las cuales drenan hacia las venas cavas

que llevan la sangre hasta el atrio derecho. Y

2.2.- Circulacion menor o pulmonar.

La circulacion pulmonar tiene como fin transferir oxigeno del medio ambiente a la sangre
no oxigenada proveniente de todos los tejidos del cuerpo.

La sangre procedente de todo el organismo llega al atrio derecho (auricula derecha) a través
de las venas cavas (craneal y caudal o superior e inferior) y pasa al ventriculo derecho en
donde nace la arteria pulmonar. La circulacion pulmonar se inicia cuando el ventriculo
derecho se contrae y la valvula tricispide se cierra (para evitar el reflujo hacia el atrio),
entonces el ventriculo expulsa la sangre al tronco de la arteria pulmonar (que también cierra
sus valvulas semilunares para evitar el reflujo hacia el ventriculo), ésta se divide en arteria
pulmonar derecha e izquierda que se ramifican para originar una arteria para cada lobulo
pulmonar y conforme avanzan dentro de su lébulo respectivo, estas ramas contindan
subdividiéndose en arteriolas y a nivel alveolar se transforman en capilares en donde se da
el intercambio de gases. Los capilares pulmonares drenan la sangre oxigenada en vénulas
que se van haciendo progresivamente mayores hasta formar las venas de cada I6bulo
pulmonar, las cuales regresan la sangre al atrio izquierdo del corazén, de donde pasa al

ventriculo izquierdo para ser bombeada nuevamente a la circulacién mayor, -8 101213

3,- Trastornos y tratamientos de la Arteria Pulmonar.
La arteria pulmonar es la arteria funcional de la pequefa circulacion que conduce la sangre

no oxigenada del corazén derecho a los pulmones, emerge de la parte superior e izquierda



del ventriculo derecho, es un vaso de calibre grueso (en promedio 10 mm). Bajo el arco de
la aorta se divide en sus dos ramas, derecha e izquierda, contra la pared del saco
pericardico. " **! Cualquier alteracion de la via vascular, principalmente a nivel de la arteria
pulmonar puede afectar el intercambio gaseoso y producir insuficiencia respiratoria que a

su vez provocan cambios en la hemodinamia y oxigenacién de los tejidos del organismo.

La arteria pulmonar sufre de patologias tanto congénitas como adquiridas (aneurismas,
neoplasias pulmonares, trombosis, estenosis, infecciones, traumatismos o enfermedades
congénitas) las cuales tienen que ser reparadas mediante la reseccion y reconstruccion
quirdrgica con injertos vasculares que acten como conductos que permitan mantener el
flujo sanguineo del ventriculo derecho hacia los pulmones evitando asi, cambios
gasométricos, hemodinéamicos sistémicos y la muerte. ™ ! Un injerto vascular ideal debe
ser facil de implantar, tener poca degeneracion o desarrollo de trombos, permitir el
crecimiento del mismo, no debe de requerir del uso de anticoagulantes asi como, resistente

a infecciones y tener baja antigenicidad. 7+ ¢]

En la actualidad se llevan a cabo multiples investigaciones para encontrar el conducto
vascular ideal para sustituir la arteria pulmonar, ya que tanto los injertos sintéticos como los
bioldgicos utilizados clinicamente, estdn muy lejos de ser el material ideal, ya que ninguno
tiene la capacidad de crecimiento potencial por lo que su durabilidad es limitada, son
trombogénicos, se calcifican, estenosan o no tienen las mismas dimensiones del segmento

que se va a resecar.

Dentro de los materiales sintéticos utilizados se encuentra los tubos de dacrén, que aunque
cumplen su funcién, por su baja porosidad hay que suministrar heparina a los pacientes,
ademas tienen pobre neoformacion de la intima y de tejido interno que en ocasiones
provoca que estas se calcifiquen y estenosen promoviendo la reoperacion del enfermo para
su reemplazo. También se ha utilizado politetrafluoroetileno, que aungue tiene una mayor
reepitelizacion, también requiere del uso de antiagregantes plaquetarios para evitar su
obstruccién, ademéas por su alto costo en nuestro medio, no se tiene acceso a ellos y la

reconstruccion de la arteria se dificulta. **!



En cuanto a los materiales bioldgicos se han utilizado homoinjertos de aorta irradiados, sin
embargo la pared de éstos injertos con frecuencia se calcifica dentro del primer afio,
posteriormente se degenera provocando estenosis e insuficiencia del vaso. 2! También se
ha reportado el uso de homoinjertos de aorta y arteria pulmonar crié preservadas, las cuales
fueron inicialmente utilizadas en un esfuerzo para reducir la prevalencia de la falla del
conducto a largo plazo, sin embargo los pacientes a los que se les colocaron tuvieron que
ser reoperados porque estas se calcificaron. *® Otro material que se ha utilizado es el
pericardio bovino tratado con glutaraldehido y se ha observado que en éstos no se forman
capas que produzcan una obstruccion progresiva del injerto, permiten que el diametro de
los conductos de arteria pulmonar puede moldearse al tamafio que requieran los pacientes,

potencialmente retrasan el deterioro y calcificacion del mismo y su subsecuente reemplazo.
[22]

Clinicamente los productos vasculares protésicos y homoinjertos disponibles, basicamente
no son viables, por lo que en los dltimos afios la fabricacion de éstos reemplazos ha
involucrado el concepto de que la estructura de los tejidos sea generada a partir de células

vasculares, [1& 23241

En la actualidad existen muchos métodos de preservacion que permiten la viabilidad de los
tejidos, entre los que sobresale la liofilizacion y la preservacion en glutaraldehido. La
liofilizacion es un proceso quimico unitario, mediante el cudl es posible secar o deshidratar
un compuesto previamente congelado, su aplicacion proporciona una alternativa util de
preservacion a largo plazo ya que le confiere estabilidad a diferentes compuestos de origen
biologico, aunque las condiciones experimentales para su aplicacion deben ajustarse

cuidadosamente a las caracteristicas de cada caso en particular.

La utilizacion de la liofilizacion como un método de preservacion para injertos vasculares
presenta ciertas ventajas ya que una vez concluida la liofilizacion del injerto vascular, este
se procesa para su esterilizacion con gas, para lo cual uno de los injertos vasculares se

coloca dentro de un empaque individual y transparente, caracteristicas que facilitan la



identificacion, el acceso y la eleccion del injerto vascular. Asi mismo, los injertos
vasculares se mantienen almacenados a temperatura ambiente y no se requieren de grandes
espacios para su almacenamiento. ®°! La preservacion de injertos vasculares mediante su
tratamiento con glutaraldehido consiste basicamente en mantenerlos sumergidos en una
solucion preparada con glutaraldehido diluido en una amortiguador de fosfatos
inmediatamente después de su procuracion, El glutaraldehido es un agente quimico
esterilizante que se ha utilizado ampliamente para mejorar la tolerancia y la durabilidad de
las bioprétesis. 2! Ademas mantiene su integridad arquitectonica y reduce la antigenicidad
del tejido blogueando el fenémeno de rechazo. ¥ Sin embargo, la calcificacién de las
bioprotesis tratadas con glutaraldehido es una consecuencia importante de este tratamiento,
28T qunque esta disminuye de manera importante cuando el tejido tratado con glutaraldehido
se somete a un tratamiento con &cido | — glutamico. ?® %! Independientemente de que con
cualquiera de las dos técnicas de preservacion mencionadas anteriormente los injertos
vasculares no inducen respuesta inmune celular en el huésped con lo que se evita el uso de

inmunosupresores, (26 28.30.31, 32, 33]

Los problemas relacionados con el comportamiento de los injertos vasculares a largo plazo
comunes a las dos técnicas de preservacion incluyen principalmente el mantenimiento de
un injerto vascular permeable, ya que la permeabilidad parece disminuir conforme avanza
el tiempo de la colocacién del injerto vascular aumentando el porcentaje de estenosis B %%
1 ademas de que la viabilidad de las células endoteliales pospreservacion del injerto
vascular también disminuye, incluyendo la capacidad para reendotelizar in vivo el injerto

vascular colocado. 2% 3035 361

En base a lo anterior y considerando que los injertos vasculares ideales para ser utilizados
como reemplazo de arteria pulmonar deben de tener una estructura de tejido vascular, se
puede pensar que preservar arterias pulmonares mediante liofilizacion o tratamiento con
glutaraldehido evitaran la degeneracion de las mismas, el desarrollo de trombos, tendran

baja antigenicidad y restringiran el uso de anticoagulantes.



I1.- JUSTIFICACION.

En la practica diaria de la cirugia clinica en medicina veterinaria, con mucha frecuencia la
presencia de patologias que afectan el flujo sanguineo del ventriculo derecho hacia la
arteria pulmonar, requiere de la reseccién y reconstruccion de la arteria misma. Para esto se
han utilizado diferentes sustitutos tanto sintéticos como bioldgicos, pero no existe una
prétesis vascular ideal que no sufra trombosis, calcificacion, estenosis o que tenga las
mismas dimensiones del segmento resecado, por lo que se dificulta la reconstruccion,

ademas de su elevado costo.

En la actualidad se cuenta con el desarrollo de nuevas técnicas para la preservacion de
tejidos, como la liofilizacion y tratamiento con glutaraldehido y &cido glutdmico, las cuales
reducen la antigenicidad, evitan la trombosis y la calcificacion de los injertos, en este
estudio se propone el uso de la liofilizacion y el tratamiento con glutaraldehido para la
preparacion de arterias pulmonares procuradas de cadaveres, con el fin de obtener una
bioprotesis vascular que su estructura sea de tejido vascular y pueda ser utilizada como

reemplazo de la arteria pulmonar cuando ésta sea lesionada.



I11.- HIPOTESIS.

La liofilizacion y el tratamiento con glutaraldehido méas acido glutdmico, son métodos de
preservacion de tejidos, los cuales reducen la antigenicidad, evitan la trombosis y la
calcificacion de los injertos, ademas son de bajo costo, entonces el preservar arterias
pulmonares mediante éstos procedimientos permitira obtener una bioprotesis vascular que

pueda ser utilizada como reemplazo de la misma cuando esta sea resecada.



IV.- OBJETIVOS.

1.1.- Objetivo general.
Evaluar la utilidad, cambios en la funcion cardiopulmonar, angiogréficos, macroscopicos y
microscopicos producidos en la arteria pulmonar de perros, después de ser reconstruida con

aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y tratada con glutaraldehido y &cido glutamico.

1.2.- Objetivos especificos.
Valorar los cambios que se producen en la funcién cardiopulmonar, de perros, después de
reconstruir la arteria pulmonar con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y tratada con

glutaraldehido y &cido glutdmico.

Evaluar los cambios angiograficos que sufre la arteria pulmonar de perros, después de ser
reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y tratada con glutaraldehido y

acido glutamico.

Determinar los cambios macroscopicos que se producen en la arteria pulmonar de perros,
después de ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y tratada con

glutaraldehido y &cido glutamico.

Evaluar los cambios microscopicos que se producen en la arteria pulmonar de perros,
después de ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y tratada con

glutaraldehido y acido glutamico.



V.- MATERIAL Y METODOS.

1.- Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 24 perros mestizos, clinicamente sanos, sin importar el sexo o la edad, con un
peso entre 15 y 18 kg, seis de éstos animales fueron donadores y 18 receptores. Todos los
animales se manejaron de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana "y de la Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos. *®

1.1.- Criterios de inclusion.
Se incluyeron perros clinicamente sanos, que no presentaron antecedentes de alguna
enfermedad respiratoria desde que llegaron al bioterio del INER y antes de que se les

realizard el procedimiento quirdrgico.

1.2.- Criterios de exclusion.
Los animales con datos clinicamente patolégicos desde su llegada al bioterio del INER y
previos al procedimiento quirtrgico o con antecedentes de alguna cirugia de torax fueron

excluidos del estudio.

1.3.- Criterios de eliminacion.
Todo animal que presento signos clinicos de cualquier patologia que no se haya provocado
por el procedimiento quirdrgico fue eliminado.

2.- Recursos.

El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) e Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la
Nutricion “Salvador Zubiran”.

En este estudio participaron el personal médico y técnico del departamento de Investigacion
en Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, quien
proporciono los quiréfanos, equipos de anestesia inhalada, monitores y un gasémetro para

la valoracién de signos vitales, asi como el aparato de rayos X e instrumental necesario para



la realizacion de los procedimientos quirdrgicos, tratamientos y seguimiento postoperatorio

de los animales.

También intervino en este estudio el personal del departamento de Investigacion en
Morfologia del INER, quien proceso las muestras de los tejidos sometidos a estudio. La
preparacion de las arterias liofilizadas, preservacion en glutaraldehido al 0.01% vy el &cido
glutdmico para el lavado de éstas con el fin de retirar el exceso de glutaraldehido fue
proporcionados por el departamento de Investigacion en Cirugia Experimental del INER.

Los animales que se sometieron a estudio se obtuvieron de los centros antirrabicos de la
ciudad de México y fueron preparados en el bioterio del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias.

3.- Obtencidn de las arterias pulmonares

Todos los perros fueron sometidos a anestesia general con pentobarbital sédico (Anestesal,
Pfizer) a dosis de 28 mg/kg intravenoso y se realizd tricotomia y antisepsia de la regién
esternal con limite craneal en la entrada del térax y caudal en la apdfisis xifoides del
esternon. Inmediatamente cada animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en posicion
decubito dorsal, se les coloco una cénula orotraqueal, se conectaron a un ventilador de
volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA) y fueron ventilados con un volumen
corriente de 10 ml/kg una fraccion inspirada de oxigeno (FiO;) de 100% y 20 respiraciones

por minuto.

Se delimito la zona quirdrgica con campos de tela estériles, se incidid la region esternal por
su linea media, el esternon fue seccionado en su linea media y se colocd un separador de
Finochieto para hacer visibles las estructuras de la cavidad toracica. Acto seguido se llevo a
cabo la diseccidn y seccion de la vena &cigos, se diseco y refirieron las venas cavas (craneal
y caudal), tronco de la arteria pulmonar, asi como la traquea y una vez realizado esto a cada
animal se le administré heparina a dosis de 20 Ul por kg de peso, finalmente a cada perro
se le administr6 una sobredosis de pentobarbital sddico e inmediatamente después se

extrajo el blogue cardiopulmonar.



Una vez que el bloque se encontrd fuera de la cavidad, se disecd el tronco de la pulmonar y
se secciono desde su salida del corazon hasta su entrada en cada pulmén, inmediatamente la
arteria se sumergid y se lavé en 100ml de una solucion de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9%
adicionada con 5000 Ul de heparina, 8000 Ul de penicilina procainica y 1 g de sulfato de
estreptomicina por cada 500ml de solucion. Una vez que se lavo la arteria, se colocaron tres
canulas de silicon (una en el tronco y otra dentro de cada una de las ramas) en la luz con el
fin de mantener la estructura tubular durante los procesos de preservacion con liofilizacion

0 su tratamiento con glutaraldehido. (Figura.1)



Figura 1. Mantenimiento de la estructura tubular de la arteria pulmonar mediante

canulas de silicon. Previo a su proceso de liofilizacion.

3.1.- Liofilizacion de los injertos vasculares arteriales

Una vez que las arterias se lavaron y se montaron sobre los tubos de silicén, se colocaron
dentro de un matraz Erlenmeyer (Figura 1) que fue sellado con papel parafilm y congelé a
una temperatura de — 70° C durante 24 horas. Posteriormente se liofilizo a una temperatura
de —43° C, con una presion de vacio de < 300 x 10-03 B. Una vez liofilizada se retiraron las

canulas y se empaquetaron para su esterilizacion con oxido de etileno. B¥ Las arterias



esterilizadas, se almacenaron a temperatura ambiente hasta el momento de su utilizacion.
(Figura 2)

3.2.- Preparacion de la arteria pulmonar con glutaraldehido.

Una vez que las arterias se lavaron y se montaron sobre los tubos de silicon, se depositaron
dentro de un recipiente de polipropileno con una soluciéon amortiguada de fosfatos con
glutaraldehido a una concentracion de 0.001%, con pH de 7.4 y temperatura de 4° C.
(Figura 3)

En ésta solucion, las arterias se almacenaron durante 15 dias y transcurrido este tiempo los
injertos vasculares se desmontaron de las canula y se introdujeron nuevamente en la misma
solucion hasta dos dias antes del procedimiento quirargico, que fue cuando se lavaron

durante 30 minutos con salina fisioldgica al 0.9 % para retirar el exceso de glutaraldehido.

Concluido el lavado la arteria se almaceno en una solucién de &cido glutdmico al 0.001%
durante por 48 horas a 4° C. (Figura 4) Transcurrido éste tiempo e inmediatamente antes de

su uso, las arterias se lavaron con una solucioén salina al 0.9%.



Figura 2. Muestra la arteria pulmonar liofilizada empaquetada y esterilizada

Figura 3. Preparacion de arterias con glutaraldehido, solucion amortiguadora de fosfatos.



Figura 4. Se puede observar el momento del lavado de la arteria

pulmonar con &cido glutdmico en el agitador

4.- Grupos de estudio.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos de estudio.

Grupo | (n=6); Se realizé medicion de parametros hemodinamicos y gasométricos



Grupo Il (n=6): Mediante toracotomia lateral izquierda se efectud seccién y anastomosis

de la arteria pulmonar izquierda.

Grupo 111 (n=6): Se realizo diseccion y reseccion de la arteria pulmonar izquierda y ésta se

reconstruyo con un aloinjerto de arteria pulmonar liofilizado.

Grupo 1V (n=6): Por medio de toracotomia, se reseco y reconstruyo la arteria pulmonar
izquierda con un aloinjerto de ésta, tratado con glutaraldehido al 0.01% lavada para retirar

el exceso de este con &cido glutamico.

5.- Anestesia.

Los animales se prepararon con 24 horas de ayuno para solidos y 12 horas para liquidos.

La anestesia en todos los grupos de estudio se indujo con hidrocloruro de xilacina
(Rompun, Bayer) a dosis de 0.1 mg/kg y 6 mg/kg de propofol (Recofol, PISA) via
intravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa e inmediatamente después se les aplico
dipirona (Metamizol Sodico-Nondol-Sector Salud) a dosis de 28 mg/kg IV como

analgésico. %

6.- Técnicas quirurgica receptor.

Una vez anestesiados los animales fueron colocados sobre la mesa de cirugia en posicion
decubito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal (Baxter 6 Fr). Acto seguido se
procedio a la tricotomia y lavado con jabdn quirdrgico de la region costal izquierda,
tomando como referencia el limite caudal de la region escapular y la doceava costilla.
Finalmente se realiz6 la antisepsia de la zona con yodo povidona (Dermodine Solucion,
Dermodex S.A. de C.V.). Posterior a esto, cada animal fue colocado sobre la mesa de
cirugia en posicion decubito lateral derecho y se conectd la canula orotraqueal a un
ventilador de volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un vaporizador (Isotec

3 Ohmeda) y la anestesia se mantuvo con isofluorano al 3.5%. (Figura 5)



Todos los animales se ventilaron con un volumen corriente de 15 ml/kg y una fraccion
inspirada de oxigeno (FiO,) de 100% y 20 respiraciones por minuto, durante todo el
procedimiento quirdrgico y se vigilé la frecuencia cardiaca con un monitor para
electrocardiografia (Datascope Passport). “?) Antes de iniciar la cirugia y después de
delimitar la zona quirargica, los injertos de arteria pulmonar tratadas con glutaraldehido a
utilizar fueron lavados por tres periodos de 10 minutos cada uno con solucién de cloruro de
sodio (NaCl) al 0.9% estéril adicionada con acido glutdmico, para retirar el exceso de
glutaraldehido. [*! Mientras que las arterias liofilizadas también antes de iniciar la cirugia,
se sumergieron por un lapso de 10 minutos en solucion de NaCl al 0.9% estéril para su
rehidratacion. También despues de que las arterias fueron lavadas y rehidratadas se tomo
una muestra para cultivo microbiolégico. 1

En los grupos II, 111 y IV se realiz6 toracotomia izquierda a nivel del quinto espacio
intercostal, que es el sitio en donde se tiene mejor acceso al hilio pulmonar. La piel se
incidio con bisturi, inmediatamente se procedi6 al corte y hemostasia del musculo escaleno
(también con bisturi), posteriormente se continu6 la incision con tijera del muasculo serrato
ventral y se expuso el quinto espacio intercostal. Los masculos intercostales se incidieron
en su parte media con tijera para evitar lastimar los vasos intercostales que viajan por la
parte caudal de cada costilla y se expuso la pleura (Figura 6), la cual fue incidida con tijera,
inmediatamente después se coloco un separador de Finochieto, se diseco y reseco la arteria
pulmonar izquierda (Figura 7), la cual fue substituida con una rama de las arterias que
fueron preparadas, mediante una anastomosis termino-terminal con material de sutura no
absorbible de polipropileno 4-0 (Prolene, Ethicon) y sutura continua (Figura 8). Acto
seguido se revisd que no exista sangrado en la zona de las anastomosis y se contino con la

colocacion del sello de agua y cierre convencional.



Figura 5. Animal de experimentacion colocado sobre la mesa de cirugia en posicion
decubito lateral derecho, conectado al equipo de anestesia y al monitor cardiaco del

laboratorio de Investigacion Quirurgica del INER.



Figura 6. Fotografia que muestra la diseccion de los musculos intercostales internos.

Notese la integridad de la pleura parietal.



Figura 7. Fotografia que muestra la anastomosis de la arteria pulmonar con un aloinjerto

liofilizado.



Figura 8. Fotografia que muestra el injerto de arteria pulmonar liofilizado. AP; Arteria

Pulmonar. I; Injerto Liofilizado. A; Aorta. C; Corazon. P; Pulmon.

7.- Sello de agua.

El sello de agua fue elaborado con una botella de cuello ancho, la cual fue llenada en una
tercera parte con agua, posteriormente se tapo el frasco con un tapén al que se le hicieron
dos agujeros, por uno de ellos se paso un tubo de vidrio largo y por el otro un tubo de vidrio
maés corto. El tubo largo se coloco a 1.5 centimetros por debajo de la superficie del agua y
el tubo de silicon que provenia de la cavidad pleural se conecto a éste tubo largo para que el
gas saliera a través del mismo, cuando se aumentara la presion intrapleural al insuflar los

pulmones. Una vez que el aire salié de la cavidad y se condujo por el tubo de drenaje y por



el tubo largo de vidrio, éste pasa por debajo del agua de la botella y el aire borbotea hacia la

superficie y sale al exterior por el tubo de cristal corto. **!
8.- Evaluacion.

8.1.- Clinica.

La duracidn del estudio fue de 4 semanas, los animales fueron evaluados de forma clinica
dos dias antes del procedimiento quirurgico, diario durante la primera semana postcirugia y
cada tercer dia durante las tres semanas restantes. Dentro de ésta, se evalu6 el grado de
disnea de acuerdo a una escala modificada a la utilizada por la Medical Research Council,
%31 1a cudl se basa en la severidad de la misma: 0= sin dificultad para respirar después de

correr, 1= dificultad para respirar después de correr, 2= dificultad para respirar en reposo.

La evaluacion clinica consistio en realizar observacién de cada animal dentro de su jaula,
toma de temperatura, valoracion de la coloracién de mucosa oral, auscultacion de la
cavidad toracica mediante estetoscopio para evaluar la frecuencia respiratoria, ruidos
respiratorios, y frecuencia cardiaca. Después de la cirugia ademéas de esto, se reviso la
existencia de inflamacion y/o sangrado de la herida quirtrgica, asi como, la presencia de

enfisema subcutaneo sugerente de neumotdrax.

El grado de disnea se evalub sometiendo a los animales a una prueba de estres, la cual se
llevo a cabo primero observando a los animales en reposo dentro de su jaula,
posteriormente cada animal camind una distancia de 20 metros y finalmente corriendo
(recorriendo la misma distancia) e inmediatamente después de esto se observo si los
animales presentaban dificultad para respirar, vigilando la frecuencia respiratoria y
cardiaca, escuchando los ruidos respiratorios, se observo si presentaban respiracion toracica

0 abdominal, asi como la coloracién de la mucosa oral.

8.2.- Hemodinamica y gasométrica.
Se realizé evaluacion de los parametros hemodinamicas y gasométricos previo a la cirugia,

inmediatamente después de colocar el injerto en la arteria pulmonar y al final del estudio.



Los parametros hemodinamicos evaluados fueron: frecuencia cardiaca (FC), gasto cardiaco
(GC), presion media de arteria pulmonar (PMAP), presion arterial media sistémica
(PMAS), resistencia vasculares pulmonares (RVP), resistencia vasculares sistémicas
(RVS). Mientras que los parametros gasometricos evaluados fueron: presion inspiratoria
méaxima (PIM), presion parcial de oxigeno (02) y bioxido de carbono (CO2) al igual que el
pH tanto en las muestras sanguineas arteriales como en las venosas. [*! El analisis
estadistico de éstos datos se llevo a cabo mediante analisis de varianza (ANOVA y

procedimiento Tukey/Kramer).

Para la evaluacion de los pardmetros hemodinamicos pulmonares se disecO y colocd un
catéter de Swan Ganz 7F en la vena yugular derecha, el cual se dirigié hasta la arteria
pulmonar, posteriormente este catéter fue conectado a una computadora de registro de gasto
cardiaco (Hemodynamic Profile Computer Spectramed model SP-1445, Oxnard, CA-USA)

y al monitor de electrocardiografia. (Figura 9)

Para la toma de muestras y medicion de los parametros hemodinamicos sistémicos, se
realizd diseccion de la arteria y vena femoral derecha y se les introdujo un catéter de
polivinilo. El catéter arterial se conect6 al monitor de electrocardiografia y el catéter venoso
fue conectado a una columna de agua con la que se midi6 la presion venosa central. ! A
través de éstos tambien se llevo a cabo la toma de muestras sanguineas arteriales y venosas
en las que se realizd la evaluacion de los gases sanguineos con un gasometro (AVL
Compact 2, Blood gas analyzer). Posteriormente éstos datos fueron anotados de forma

individual en hojas de registro. (Suplemento 1)

8.3.- Radioldgica.

Se tomaron placas de rayos X ventro-dorsales del térax, para evaluar radiograficamente,
presencia de neumotorax, llenado pulmonar, asi como la silueta cardiaca, traquea, eséfago,
vena cava y la posicion del diafragma. Los estudios se realizaron antes, inmediatamente
después del procedimiento quirdrgico y cada semana hasta que concluyo el tiempo de

estudio.



8.4.- Angiogréfica.

Al finalizar el estudio en todos los animales se realizé un estudio angiogréafico de la arteria
pulmonar y se evaluo la permeabilidad de la misma. Para esto a través del catéter colocado
en la vena yugular derecha se inyecté material de contraste (Conray 400) y se tomo una
placa radiografica ventro dorsal durante el momento de la inyeccidn, con lo que se hicieron

aparentes los vasos sanguineos del pulmon. (Figura 10)

8.5.- Macroscopica.

Una vez transcurridas 4 semanas postcirugia los animales fueron sometidos a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sodico (Anestesal), macroscopicamente se reviso el estado de la
anastomosis donde se coloco el injerto liofilizado o preparado con glutaraldehido y acido
glutamico respectivamente y mediante observacion directa se evalué su integracion,
cicatrizacion, presencia de trombos, estenosis del injerto, dehiscencia, infeccion o rechazo

del injerto. (Figura 11)



Figura 9. Monitoreo de los parametros hemodindmicos, mediante la colocacion de

catéteres conectados a una computadora de registro de gasto cardiaco



Figura 10. Angiografia ventro - dorsal de un animal del grupo II, en la que se observa la

silueta cardiaca, la vena cava craneal (C) y la Arteria Pulmonar permeable (Flecha).



Figura 11. Procuracion del injerto de arteria pulmonar al término del estudio, valoracion

macroscépica del estado de la bioprotesis.

8.6.- Microscdpica.

Para la evaluacion histoldgica se tomaron muestras de la arteria pulmonar izquierda e
injertos al momento de realizar el procedimiento quirdrgico y al finalizar el estudio, dichas
muestras se fijaron en formaldehido al 10%, posteriormente fueron incluidos en parafina, se
les realizaron cortes de 4 \ los cuales se tifieron con hematoxilina-eosina y tincion
tricromica de Masson. Una vez tefiidas, por microscopia de luz a campo claro se les evalud
la presencia de formacion de trombos, inflamacion, dehiscencia o rechazo del injerto.



VI.- RESULTADOS.

1.- Control microbioldgico de las arterias pulmonares.

Los cultivos microbiologicos realizados a las arterias pulmonares cuando concluyeron los
15 dias de preservacion en el glutaraldehido, después de su liofilizacion y antes de ser
colocadas como injerto en la arteria pulmonar siempre resultaron negativos. Los cultivos

realizados a la solucion de preservacion también fueron negativos.

2.- Hallazgos clinicos.

Todos los animales (100%) sobrevivieron al procedimiento quirtrgico y al tiempo de
estudio establecido. En los tres grupos de estudio ningin animal sometido a cirugia
presento alguna diferencia clinica significativa, ya que sus constantes fisiologicas
(temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria) se encontraron dentro de los parametros
normales. Con respecto a los ruidos respiratorios en todos los animales (100%) durante los
cinco primeros dias después del procedimiento quirdrgico, presentaron disminucién de
éstos en el hemitérax izquierdo, sin embargo éstos se normalizaron a partir del sexto dia
postcirugia.

En todos los animales (100%) operados la coloracion de las mucosas antes, después del
procedimiento quirargico y durante todo el tiempo de estudio se observo de color roséceo.
A la revision de la herida quirurgica se presento inflamacion durante la primera semana
postcirugia. En ningan perro (0%) se presento sangrado posquirdrgico, ni enfisema
subcutaneo después de la cirugia y la herida quirdrgica en los grupos I, 111 y IV de estudio

se encontro bien cicatrizado a las dos semanas posteriores al procedimiento quirdrgico.

Con respecto a la evaluacion de la disnea, todos los animales, cuando se les someti6 a la
prueba de estrés tuvieron una evolucién satisfactoria sin problemas para respirar (grado 0).
Al comparar éstos hallazgos dentro de cada grupo y entre grupos no se presento diferencia

estadisticamente significativa (ANOVA y procedimiento Tukey/Kramer). (Cuadro 1)

Evaluacion de la disnea



RESULTADOS

GRADO DE DISNEA GRUPOS DE ESTUDIO
Grupo Il Grupo Il | Grupo IV

0

(Sin dificultad para respirar después de correr) 6 6 6
1

(Dificultad para respirar después de correr) 0 0 0
2

(Dificultad para respirar en reposo) 0 0 0

p = ns (ANOVA)

Cuadro 1. Muestra el grado de disnea observado durante la evolucion clinica en los tres

grupos de estudio, después de colocar un injerto vascular en la arteria pulmonar izquierda.

3.- Hallazgos radioldgicos.

Radioldgicamente, al observar las placas ventrodorsales, inmediatamente después del
procedimiento quirdrgico y al dia posterior a este, se observd imagen sugerente de
neumotorax en la parte craneal del hemitorax izquierdo, sin embargo no se observaron
zonas de atelectasia en ningun lébulo pulmonar, la silueta cardiaca, traquea, esoéfago, vena
cava y diafragma se encontraron en su posicion anatémica correcta dentro de la cavidad
torécica. El aire observado en la cavidad empez6 a disminuir a partir del tercer dia
postcirugia y desaparecio por completo en el dia 5 posterior a ésta. En las placas posteriores
y durante todo el estudio, en ningun perro (0%) se observé algun cambio, ya que las placas
radiograficas mostraron los campos pulmonares normales sin zonas de atelectasia, asi como

la posicidn anatémica del corazén, traquea, eséfago y vena cava.

4.- Hallazgos hemodinamicos y gasométricos.
En los cuatro grupos de estudio al comparar la frecuencia cardiaca (FC), presiones
arteriales sistemicas; (sistolica, diastélica y media) (PAS, PAD y PAM), gasto cardiaco

(GC), parametros gasometricos arteriales: presion arterial de oxigeno (PaO2), presion




arterial de bidxido de carbono (PaCO2), pH arterial y parametros gasométricos venosos:
presién venosa de bidxido de carbono (PvCO2), pH venoso, saturacion venosa de oxigeno
(SvO2), asi como la presion inspiratoria maxima (PIM) no mostraron cambios
estadisticamente significativos (p=NS, ANOVA y procedimiento Tukey/Kramer), debido a

que se mantuvieron dentro de sus valores fisiologicos normales.

Al realizar la evaluacién de la presion arterial pulmonar sistolica (PAPS) al finalizar el
estudio, esta se incrementd significativamente (ANOVA p<0.05) un 55% (X = 225 +
2.35mm / Hg.) en el grupo IV en comparacion con sus valores basales (grupo 1) después de
haber sido colocado el injerto vascular, asi mismo, este grupo mostré un incremento
significativo (procedimiento Tukey/Kramer p<0.05) del 47 y 46 % respectivamente con el
grupo Il y Ill. (Tabla 1, Grafica 1) En lo que respecta a la presion arterial pulmonar
diastolica (PAPD), aumento significativamente (p <0.05) un 50% en el grupo IV con

respecto al grupo I, Il y Ill. (Tabla 1, Grafica 2)

Tabla 1. Cambios hemodinamicos al finalizar el estudio.

Parametros Basal Control Liofilizado Glutaraldehido
hemodinamicos
PAPS 145+ 2.98 15,75+ 2.05 15.85 + 2.40 225+235*
PAPD 6.83+1.72 6.54 +1.43 6.83+1.13 10.28 £ 1.28 *
PAPM 10.16 + 1.49 11.01+£1.43 10.25+1.81 1355 +1.49 *
Pcufia 5.62 +0.41 7.54 +0.87 6.15+ 0.44 12.45 + 0.56**
RVP 2606.08+202.86 3815.6+418.37 2830.45+255.50 5044.08+439.99**

Promedio + error estandar
ANOVA p <0.05 entre grupos
Procedimiento Tukey/Kramer *p <0.05 ** p <0.01
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Gréfica 1. Incremento de la PAPS en el grupo IV en comparacion con sus valores basales y

entre grupos.
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Graéfica 2. Incremento de la PAPD en el grupo 1V en comparacién con el grupo |, 11y 111,
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Gréfica 3. Incremento de la PAPM en el grupo 1V al comparar entre grupos
(procedimiento Tukey/Kramer p<0.05).
Al valorar la presion arterial pulmonar media (PAPM) en el grupo IV se incremento
significativamente, (p <0.05) en un 33% en comparacion con el grupo I y Ill, con una
presion promedio de 13.55 + 1.49mm / Hg. al finalizar el estudio y un 25% con respecto al
grupo Il. (Tabla 1, Gréfica 3)

En el grupo IV la presién en cufia de la arteria pulmonar izquierda se incremento
significativamente (p <0.01) un 121% al término del estudio, en comparacion con el grupo

I, 87% con el grupo 11'y 112% con el grupo I11. (Tabla 1, Grafica 4)

Al realizar la evaluacion de la resistencia vascular pulmonar (RVP) encontramos un
incremento significativo (p <0.01) del grupo 1V en un 93 % con respecto al grupo I, un
47% en el grupo Il 'y un 85% en el grupo Il finalizado el tiempo de estudio. (Tablal,
Gréfica 5).

5.- Hallazgos angiograficos.



Al evaluar la permeabilidad de la arteria pulmonar mediante la realizacion de angiografias,

en los tres grupos de estudio se observo permeabilidad tanto de la arteria pulmonar como

del injerto (Figura 12).
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Gréfica 5. Incremento de la RVP en el grupo 1V en comparacion con el grupo 1y I11.



Figura 12. Angiografia ventro-dorsal de un animal del grupo I, en la que se observa la

silueta cardiaca, la vena cava craneal (C) y la Arteria Pulmonar permeable (Flecha).

6.- Hallazgos macroscopicos.

Cuando los animales fueron sometidos a eutanasia, a la evaluacion macroscopica de la
adventicia, en ningun grupo se presento evidencia alguna de infeccion, estenosis,
dehiscencia, o rechazo del injerto y se observo buena integracion del injerto hacia la arteria
pulmonar, la cual estuvo caracterizada por el desarrollo de tejido cicatrizal sobre ambas

anastomosis.



A la evaluacion de la luz del injerto en los 6 animales (100%) del grupo Il y Il se observo
permeable en su totalidad y con el endotelio perfectamente cicatrizado y sin presencia de
trombos. Mientras que en los animales del grupo 1V; 2 (33.3%) perros, mostraron
permeabilidad del 90% y buena cicatrizacion de su luz. Los otros 4 (66.6%) animales de
experimentacion de este grupo desarrollaron un trombo en todo el injerto, el cual solo

permitio tener permeable la arteria en un 75%.

7.- Hallazgos microscopicos.

Al realizar la evaluacion microscopica de los segmentos arteriales anastomosados asi como
de los injertos, las muestras de los seis (100%) animales del grupo Il tomadas al final del
procedimiento quirdrgico mostraron una apariencia normal con desarrollo de fibras de

colégena en el sitio de la anastomosis. (Figura 13).

El estudio histologico de la arteria pulmonar en cinco (83.3%) de los animales del grupo
I11, mostrd una presencia de fibras de colagena con orientacion longitudinal, sin presencia
de trombos. El animal restante (16.6%) de este grupo, desarrollo un infiltrado inflamatorio
a base de linfocitos en el sitio de la anastomosis. (Figura 14)
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Figura 13. Microfotografia a campo claro. Tunica adventicia, con apariencia normal de las
fibras de colagena. Izquierda: hematoxilina y eosina (HE), Derecha: tricromica de Masson

Ambas del grupo II.

L
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Figura 14. Arteria pulmonar liofilizada. Se observa la luz libre de trombos. l1zquierda;

infiltrado linfocitario (flecha). Tincion HE

En el grupo 1V, en todos los casos (100%) se observo desarrollo de tejido cicatrizal,
caracterizado por la formacién de fibras de colagena en forma desorganizada. Cuatro de
éstos animales (66.6%) presentaron depositos de colagena adheridos a la pared interna del
vaso sanguineo, también mostraron la presencia de un trombo que ocupaba

aproximadamente el 35% de la luz. (Figura 15)
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Figura 15. Cortes de arteria pulmonar del grupo 1V al finalizar el estudio. Izquierda:
trombo adherido a la pared, tincion HE. Derecha: Tricromica de Masson que muestra un

depdsito de colagena en el trombo



VII.- DISCUSION.

La conducta médica para el tratamiento de reemplazo con injertos vasculares, ha sido
influenciada por diversas experiencias adquiridas en la realizacion de distintos ensayos
tanto clinicos como experimentales, en los que se busca una protesis adecuada con el fin de
mantener el flujo sanguineo y evitar dafios en la funcién cardiopulmonar, permitiendo al

paciente realizar actividades fisicas basicas.

El desarrollo de conductos extracardiacos ha tenido grandes avances en la cirugia cardiaca
y la creacién de éstos ha disminuido la mortalidad de varias cirugias estandar, ademas de
que ha hecho posible la correccién de numerosas anormalidades cardiacas congenitas que

antes no se podian tratar, [* 2% 211

El método méas aceptado para sustituir la arteria pulmonar y permitir el flujo déptimo del
ventriculo derecho hacia el pulmén, es mediante la reconstruccion de la misma, utilizando
un protesis, sin embargo se ha reportado que del 45 al 84% de los pacientes operados con
éstos, tienen que ser reoperados a largo plazo, ya que éstos llegan a formar trombos o

calcificaciones e infecciones. 2% 25 %

Lo més reciente para el tratamiento de reemplazo de vasos sanguineos es la procuracion y
preservacion mediante la liofilizacion, la cual consiste en la deshidratacion del vaso
sanguineo mediante un proceso de congelacién, para disminuir las propiedades antigénicas

del implante, permitiendo asi, el reestablecimiento de la presion vascular normal. 272% 32

Otra opcidn en la terapia de reemplazo de vasos sanguineos y por sus propiedades quimicas
es el glutaraldehido, que se ha utilizado en la preservacion de injertos vasculares, debido a
que mantiene la integridad arquitecténica del tejido, confiriéndole rigidez y disminuir la
antigenicidad del vaso facilitando asi el transplante. Su preservacion consiste en sumergir
los injertos inmediatamente después de su procuracion en una solucion preparada con

glutaraldehido al 0.01%, mejorando la tolerancia y durabilidad de las prétesis. B



En el presente estudio se ha propuesto que estas dos técnicas reducen la antigenicidad del
injertd bloqueando el fendmeno de rechazo, evitando asi, la formacion de trombos y la

calcificacion de los injertos, permitiendo una distribucion de flujo adecuada.

Con el fin de probar esta hipdtesis, al realizar los cultivos microbiologicos del injerto
liofilizado y el injerto tratado con glutaraldehido después de 15 dias de preparados y antes
de que fueran utilizados para la sustitucion de la arteria pulmonar en el grupo Il y IV de
este estudio, encontramos que todos (100%) fueron negativos debido a que el
glutaraldehido actia como germicida desnaturalizando las proteinas de los agentes
infecciosos y con esto, también reduce la antigenicidad. Y Estos hallazgos tienen similitud
con los encontrados por el Dr. Ray y colaboradores, quienes tampoco observaron
crecimiento de microorganismos en sus cultivos de pericardio bovino tratado con
glutaraldehido que utilizé para formar tubos que se colocaban como substitutos de aorta

abdominal en perros. 148 4]

Al comparar la evolucion clinica de los perros sometidos a cirugia de transplante de arteria
pulmonar, se observo que todos los animales (100%) presentaron una evolucion clinica
satisfactoria sin presencia de sangrado posquirdrgico, enfisema subcutaneo o alteracién en
sus constantes fisioldgicas poscirugia y durante todo el tiempo que durd la investigacion,
porque ambos injertos se integraron bien al tejido vascular y tuvieron una adecuada
cicatrizacion con lo que se evito asi hemorragias y formacién de trombos, manteniendo una

buena hemodinamia e intercambio gaseoso.

En cuanto a la evaluacion de la disnea en este estudio, en ningun animal (0%) después del
procedimiento quirdrgico se presento dificultad para respirar, debido a un manejo
apropiado del dolor, el cierre de la pared torécica, y la correcta colocacién del sello de agua
evitando fugas de aire y las complicaciones que estas podrian provocar (neumotorax,

disnea, enfisema subcutaneo).

Radioldgicamente no se encontrd diferencia alguna, porque la bioprotesis se integrd sin

ningun problema al tejido vascular, sin mostrar presencia de hemorragia o una reaccion



inflamatoria severa. Esto es similar a lo que se observa en placas radiograficas simples, en
donde Unicamente podemos visualizar la estructura del pulmoén y la salida de los grandes
vasos sin tener mucha definicion en la arteria pulmonar por lo que se tuvo que corroborar
mediante la inyeccion de material de contraste (Conray 400) haciendo evidentes los vasos

sanguineos del pulmén, encontrando una permeabilidad en el 100% de los animales.

El incremento en las presiones pulmonares locales y la resistencia vascular pulmonar
encontrada en el grupo 1V, nos indican hipertensién pulmonar, siendo ocasionada por la
obstruccion en el flujo de la sangre que expulsa el ventriculo derecho, desde las arterias
pulmonares a las venas pulmonares y a la auricula izquierda, Debido a que la circulacién
pulmonar es un sistema de flujo alto y de presion baja no se mostraron alteraciones al

valorar las presiones sistémicas y gasométricas. %

Macroscépicamente en este estudio se presentd una buena integracion del injerto al tejido
vascular, con la luz del vaso completamente permeable debido a que en el implante
liofilizado proliferaron depoésitos de colagena bien organizada no sucediendo lo mismo en
cuatro animales (66%) del grupo IV que presento un trombo en la luz del vaso.
Actualmente no existe un trabajo sobre la adaptacion macroscopica del injerto liofilizado o

tratado con glutaraldehido sobre el endotelio vascular.

Las muestras examinadas por microscopia de luz a campo claro, en todos los grupos de este
trabajo mostraron buena integracién de la bioprotesis al tejido pulmonar, caracterizada por
una buena cicatrizacion, constituida por fibras de colagena y fibras elasticas, sobre el sitio
de anastomosis. Un animal (16.6%), mostré una reaccion inflamatoria minima con
presencia de algunos linfocitos. Estos datos sefialan que el tratamiento de vasos sanguineos
mediante la liofilizacion, efectivamente reduce la antigenicidad del tejido, con lo que se
bloguea el fendmeno de rechazo y lo convierte en un material inerte, ya que en ningln
animal (0%) se presento una reaccion de incompatibilidad a la protesis. La presencia de
linfocitosis en un animal (16.6%) del grupo |1, fue debida principalmente a un proceso de
inflamacion croénica en los que los linfocitos se presentan por motivos desconocidos. Sin

embargo este tipo de inflamacion cronica pudiera terminar en cicatrizacion.



VIIl.- CONCLUSIONES.

De acuerdo a lo descrito se puede concluir que:

La liofilizacion y el tratamiento con glutaraldehido son procesos quimicos adecuados que
permiten preservar arterias pulmonares para ser utilizadas como sustitutos de la misma y

mantener el flujo sanguineo adecuado entre en el ventriculo derecho y el pulmon.

La liofilizacién de arterias pulmonares caninas mantiene los parametros hemodindmicos y

gasométricos dentro de los limites normales.

Las arterias liofilizadas permiten desarrollar la formacion de un tejido cicatrizal mas

organizado evitando la obstruccidn de la luz del vaso.

Las arterias pulmonares tratadas con glutaraldehido incrementaron los parametros
hemodinamicos en la circulacion menor, haciéndolas por lo tanto, una proétesis inadecuada

para la sustitucion de la arteria pulmonar.

Las bioprotesis tratadas mediante liofilizacion 6 con glutaraldehido, preparadas tienen un
costo minimo en comparacion con el comercial, son faciles de preparar, poseen una

adecuada resistencia, flexibilidad y manejo quirdrgico.
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SUPLEMENTO 1.

Protocolo Reconstruccion de Arteria Pulmonar
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