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RESUMEN

El trasplante pulmonar es el tratamiento para pacientes con enfermedad respiratoria terminal
progresiva e irreversible. Sin embargo, a pesar de los avances técnicos e inmunolégicos, aln no
existe la solucién de preservacion que mantenga la viabilidad del injerto y disminuya el efecto de la
isquemia-reperfusion y la liberacion de mediadores quimicos como la endotelina 1 (ET-1) més alla
de 6 horas de preservacion. Las soluciones extracelulares como la solucion Dextran Baja en
Potasio (LPD) y la solucion Celsior se han utilizado con éxito para la procuracion pulmonar, pero
en realidad no se sabe cual de las dos proporciona una mejor calidad en la preservacion en un
modelo canino. Este trabajo evalud la funcién pulmonar después de preservacion prolongada con
LPD y Celsior a través de los cambios hemodinamicos, gasométricos y los niveles plasmaticos de
ET-1 en el trasplante pulmonar experimental canino. Se utilizaron 30 perros mestizos de los cuales
12 fueron donadores, 6 el grupo testigo (Grupo ) y 12 fueron sometidos a trasplante unilateral de
pulmén izquierdo (AUPI) con preservacion por 12 horas a 4° C con solucién LPD (Grupo Il) o
Celsior (Grupo llI); las mediciones se realizaron pre y postrasplante, y se determind la
concentracion plasmatica de ET-1. Resultados: la tasa de sobrevivencia fue mayor en los grupos |
y 1l (100, 66.6%) con respecto al grupo Il (33.3%) (p<0.02 ANDEVA, Tukey) el incremento de las
presiones pulmonares y las resistencias vasculares pulmonares asi como sus indices fue mayor en
el grupo 1l con respecto a los grupos | y Il, la expresién de ET-1 fue mayor a las dos y tres horas
postrasplante en el grupo ll, la presencia de edema, hemorragia e infiltrado neutrofilico en el
grupo 1l fue mas severo (p<0.05 ANDEVA p<0.01 Tukey), por lo que podemos concluir que la
solucién de preservacion Dextran Baja en Potasio es superior en la preservacién de la funcién
pulmonar en el trasplante.

Palabras clave: trasplante, preservacion, endotelina, Celsior, LPD



SUMMARY
Pulmonary transplant is the treatment for patients with progressive irreversible and

terminal respiratory disease. However in spite of technical and immunological
advances, still there does not exist the solution of preservation that supports the
viability of the graft and there diminishes the effect of the ischaemia-reperfusion
and the liberation of chemical mediators as the endothelin 1 (ET-1) beyond 6 hours
of preservation. The extracellular solution as the Low Potassium Dextran (LPD)
and Celsior have been in use successfully for the pulmonary procurement, but
actually there is not known which of the two provides a better quality in the
preservation in a canine model. This work evaluated the pulmonary function after
preservation prolonged with LPD and Celsior across the hemodinamyc, gasometric
and the plasmatic levels of ET-1 changes in the pulmonary experimental canine
transplant. There were in use 30 mongrel dogs of which 12 were donating, 6 at the
sham group (Group I) and 12 were submitted to unilateral transplant of left lung
by preservation for 12 hours to 4 © C by solution LPD (Group 11"%) or Celsior (Group
11'Y; the measurements were realized pre and postransplant, and there decided
the plasmatic concentration of ET-1.Results: the rate of survival was major in the
groups | and the 11" (100, 66.6 %) with regard to the group I (33.3 %) (p<0.02
ANDEVA, Tukey), the increase of the pulmonary pressures and the vascular
pulmonary resistances as well as his indexes was major in the group Il with
regard to the groups | and Il, the expression of ET-1 was bigger in the three and

two hours postransplant in the group 111

, the presence of edema, hemorrhage and
neutrofilic infiltrator in the group ' was severer (p <0.05 ANDEVA p <0.01
Tukey), for what we can conclude that the Low Potassium Dextran solution is top in
the preservation of the pulmonary function in transplant.

Key words: transplant, preservation, endothelin, Celsior, LPD



I. INTRODUCCION

El sistema respiratorio es un conjunto de 6rganos cuya funcién principal es el
intercambio de oxigeno y di6xido de carbono entre el organismo y el medio
ambiente '. Se divide arbitrariamente en parte superior e inferior en el humano,
mientras que en los animales en craneal y caudal, tomando como punto de
division el cartilago cricoides. La via aérea superior estd formada por narinas,
senos paranasales, laringe y faringe (que se divide en rinofaringe, orofaringe e
hipofaringe)?; mientras que la via aérea inferior se origina en la traquea, ésta
concluye en una bifurcacion llamada carina y forma los bronquios principales
derecho e izquierdo; cada uno de ellos entra en el pulmoén y se divide en forma
sucesiva hasta un namero no inferior a 23 generaciones terminando en sacos
alveolares®. En el humano cada pulmén se divide en I6bulos; el pulmén derecho
esta dividido en tres I6bulos superior medio e inferior, mientras que el pulmoén
izquierdo en dos I6bulos, superior e inferior; en el perro el pulmén derecho tiene
cuatro lobulos denominados apical (craneal), medio (cardiaco), diafragmatico
(caudal), y accesorio (intermedio), mientras que el izquierdo solo tiene tres l6bulos,
apical (craneal), medio y diafragmatico (caudal)®.

Los pulmones tienen una vascularizacion sanguinea doble, el sistema pulmonar y
el sistema bronquial. La vascularizacion pulmonar lleva sangre desoxigenada a
través de la arteria pulmonar, desde el lado derecho del corazén a cada pulmon.
Las arterias pulmonares entran con los bronquios principales, por los hilios
pulmonares y se dividen cursando en paralelo a las vias aéreas ramificadas, hasta
irrigar los capilares pulmonares que rodean los alvéolos. El sistema arterial
bronquial constituye la circulacion sistémica de la via aérea respiratoria baja; surge
de pequefas ramificaciones de la aorta y aporta sangre oxigenada a los tejidos de
las paredes de las vias aéreas y pleura. En cada pulmon el drenaje linfatico
converge en el hilio pulmonar y continda su progresion ascendente hacia las
cadenas linfaticas mediastinicas subcarinal y paratraqueal®. La inervacion esta
dada por ramas craneales del vago y por nervios originados de los ganglios

simpaticos toracicos superiores cuarto y quinto, que forman los plexos anterior y



posterior en el hilio y de alli dan origen al plexo peribronquial y periarterial que

acompafan a los bronquios y arterias, respectivamente.

1. ENFERMEDADES PULMONARES

Las enfermedades de las vias respiratorias tienen diversas causas, pero
comparten ciertas caracteristicas fisiopatologicas y clinicas como la limitacion del
flujo respiratorio provocado por la obstruccion intraluminal de las vias respiratorias
y el engrosamiento de las paredes o pérdida de la elasticidad de los tejidos
intersticiales, que es necesaria para conservar la permeabilidad de la via aérea.

La mayoria de los trastornos respiratorios se caracterizan por hipersecrecion de
moco, irritabilidad de las vias respiratorias y anormalidades del intercambio

gaseoso que originan tos, esputo, sibilancias y disnea®.

Existen varias patologias que pueden afectar las funciones del tracto respiratorio
inferior e interferir con la ventilaciéon y con el intercambio gaseoso, provocando
insuficiencia respiratoria. Algunas de éstas, son los procesos pulmonares
restrictivos (fibrosis pulmonar), infecciones, tumores, trastornos pulmonares

7,8,9,10,11

obstructivos e hipertensién pulmonar *2.

1.1. Procesos pulmonares restrictivos

1.1.1. Fibrosis pulmonar quistica

Es un trastorno generalizado de las glandulas exocrinas en la que predominan los
cuadros pulmonares y pancreéticos, se caracteriza por secreciones respiratorias
espesas, lo cual predispone a infecciones pulmonares frecuentes que provocan

cambios inflamatorios y fibréticos en el pulmon.

1.1.2. Fibrosis pulmonar idiopatica
Es el término que se usa clinicamente para la lesidon histolégica conocida como

neumonia intersticial, en la que los pulmones muestran areas muy fibréticas, al



lado de zonas casi normales o con moderada inflamacion y otras de quistes
multiples subpleurales que muestran la destruccién del parénquima pulmonar®.
En estos pacientes se presentan cambios pulmonares (fibréticos difusos en
ausencia de otras enfermedades sistémicas) con rapida progresion y alta
mortalidad'®. Esta enfermedad al igual que la fibrosis quistica representa a los

trastornos pulmonares restrictivos.
1.2. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

1.2.1 Enfisema pulmonar

Las EPOC son padecimientos en los cuales se presenta obstruccion progresiva e
irreversible en el flujo de aire, principalmente durante la espiracion; siendo una de
las enfermedades mas representativas el enfisema pulmonar™. El enfisema es
una enfermedad difusa caracterizada por destruccion de la pared alveolar y
formacion de espacios aéreos agrandados con obstruccion a la espiracion del flujo
de aire, hiperinsuflacién pulmonar y atrapamiento de gas®*®!"*819,

Uno de los factores desencadenantes de la enfermedad es el tabaquismo, y
factores hereditarios como la deficiencia de enzimas antiproteasas " *°. Aunque
la etiologia no es totalmente conocida, se cree que esta enfermedad se debe al
efecto de enzimas proteoliticas como la elastasa y otras proteasas derivadas de
los neutréfilos pulmonares, macréfagos y células mononucleares que destruyen
las paredes alveolares y a su vez producen el agrandamiento de los espacios

A 7,10,11,20,21,22,23,23,25
aereos .

1.3. Hipertension arterial pulmonar primaria

Es una enfermedad progresiva que se caracteriza por hipertension precapilar
pulmonar y es consecuencia de neumopatias intersticiales difusas (fibrosis
pulmonar idiopatica), enfermedades del tejido conectivo, esclerosis sistémica,

enfermedad mixta del tejido conectivo, artritis reumatoide y sarcoidosis?®.



El tratamiento para este tipo de enfermedades incluye diferentes terapéuticas
como: interrupcion del tabaquismo, educacion del paciente sobre la enfermedad,
uso de oxigeno complementario, aplicacion de inhibidores de proteasas,
administracion de esteroides y vasodilatadores, asi como algunos procedimientos

quirGrgicos’**

. Se han intentado diferentes procedimientos quirdrgicos para el
tratamiento de estas neumopatias, en los enfermos de enfisema pulmonar se
practica la bulectomia y la técnica de reduccién bilateral de volumen pulmonar con
reseccién no anatémica del tejido pulmonar 02728293031 gin embargo en estos
pacientes, asi como en los que padecen fibrosis o hipertension pulmonar con
calidad de vida inaceptable y esperanza de vida limitada, sin otras enfermedades
extrapulmonares graves asociadas, ni antecedentes recientes de neoplasia, se

considera la realizacion de trasplante pulmonar.

2. TRASPLANTE PULMONAR

El trasplante pulmonar (TP) se ofrece a pacientes con neumopatia avanzada de
caracter obstructivo, restrictivo, séptico o vascular sin otra alternativa terapéutica,
y que tengan una calidad de vida inaceptable y una esperanza de vida limitada, sin
otras enfermedades extrapulmonares graves asociadas ni antecedente reciente de

neoplasia.

El TP consiste en transferir un pulmén o ambos pulmones de un individuo a otro,
con el objeto de reemplazar la funcion de los que se encuentran dafiados. Cuando
se lleva a cabo un trasplante al paciente que recibe el érgano se le llama receptor,
mientras que la persona de la cual procede el érgano o tejido se le denomina

donante o donador®.



2.1. Desarrollo histoérico del trasplante pulmonar

Carrel y Guthrie crearon el antecedente inicial del TP al realizar un trasplante
heterotdpico de bloque cardiopulmonar como parte de sus experimentos de cirugia
vascular en la segunda década de este siglo®.

Los primeros TP experimentales en animales fueron realizados en la década de
los 40's por el soviético Vladimir P. Demikhov®. Sin embargo, pasaron
aproximadamente dos décadas para que James Hardy realizara el primer TP en
un prisionero de 58 afios de edad; el cual sobrevivio 18 dias, y muri6 debido a
complicaciones renales®. Menos de un mes después se efectud el segundo

trasplante registrado, en la Universidad de Pittsburg, el paciente sobrevivié 7 dias.

En 1980 ya se habian reportado 38 trasplantes pulmonares en el mundo, de los
cuales solo 16 pacientes lograron sobrevivir mas de un mes, sin embargo la era
de los trasplantes exitosos se inicié hasta el 7 de noviembre de 1983 cuando
Cooper y colaboradores en la Universidad de Toronto por primera vez trasplantan

un solo pulmén con supervivencia a largo plazo (6 afios) *°.

2.2. Trasplante pulmonar en México

En México, el 24 enero de 1989 los Doctores Patricio Santillan, Jaime Villalba y
Rogelio Jasso, realizaron el primer TP en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, en un paciente con fibrosis pulmonar, el cual sobrevivié por 9 afios®.
De acuerdo al Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA) en México se han
efectuado 31 trasplantes desde el afio 1989 hasta el 2008°¢. Segun el registro de
la International Society for Heart and Lung Transplantation en su reporte del 2008,
hasta el 30 de junio del 2007 se han reportado 25,950 trasplantes pulmonares en

el mundo®’.

2.3. Tipos de trasplante
Los tipos de TP pueden considerarse de acuerdo a la relacién genética entre

donador-receptor y a la patologia a tratar.



Por lo anterior, los trasplantes se clasifican en:

1. Autotrasplantes o autoinjertos; en los cuales se utiliza el tejido del propio
individuo, es decir, donador y receptor son la misma persona.

2. lsotrasplantes; entre gemelos idénticos o univitelinos, es decir, cuando
donador y receptor son genéticamente idénticos.

3. Homotrasplantes o alotrasplantes; en el que el donador y el receptor
pertenecen a la misma especie, pero genéticamente son diferentes.

4. Heterotrasplantes o xenotrasplantes; es el que se realiza entre sujetos de

diferentes especies®’.

Con base a la patologia a tratar las modalidades de Trasplante Pulmonar

clinicamente relevantes incluyen®:

1. Trasplante unilateral, el cual se lleva a cabo en pacientes con fibrosis®.

2. Trasplante doble o bilateral secuencial. Se utiliza principalmente en los
procesos sépticos, fibrosis quistica y bronquiectasias que requieren
necesariamente el trasplante bipulmonar.

3. Trasplante de bloque cardiopulmonar. Se reserva para situaciones especiales
(enfermedad pulmonar terminal, mas cardiopatia terminal), su frecuencia ha
ido en descenso en todo el mundo.

4.- Trasplante lobar se considera aun experimental

3. FACTORES QUE INTERFIEREN EN EL EXITO DEL TRASPLANTE
PULMONAR

Si bien el trasplante pulmonar es una alternativa de tratamiento que incrementa la
sobrevida en los pacientes con enfermedad pulmonar terminal, retirandolos de la
invalidez respiratoria, no se encuentra exento de tener complicaciones en el pre y
postrasplante. Entre los problemas que se encuentran antes del trasplante
sobresalen la falta de donadores y la preservacion pulmonar. Mientras que

posterior al trasplante se encuentran la hemorragia quirdrgica, la disfuncion



temprana del injerto, la cicatrizacion bronquial, la inmunosupresién, infecciones,

bronquiolitis obliterativa, pardlisis diafragmatica, falla organica multiple e infarto *°.

3.1. Falta de donadores

La falta de donadores puede presentarse por:

Poca consciencia de la sociedad a favor de la donacidén. Capacitacion técnica
deficiente para la deteccion y mantenimiento del posible donador y aunado a esto
es comun que después de la muerte cerebral los donadores cadavéricos por lo
regular hayan estado sometidos a eventos inflamatorios, intubacion prolongada,
episodios de infeccidn e hipotension, lo que aumenta la susceptibilidad del pulmén
a presentar dafio y respuestas aloinmunes*®*'. Consecuentemente solo de un 10
a 30% de los pulmones donados son aptos para ser trasplantados*. En México a
pesar del avance en los aspectos técnicos, terapéuticos e inmunologicos; la
escasez de donadores de pulmon continda siendo uno de los factores mas
importantes que reducen la aplicacién generalizada del trasplante pulmonar®,
porgue se obtienen 6rganos para trasplante de un 40% de donadores potenciales
y Unicamente el 7% de todos esos 6rganos procurados son pulmones *.

Otro factor que complica la donacion de pulmén son los aspectos legales y los

aspectos organizativos de los grupos de trasplante®.

3.2. Inmunosupresion

La inmunosupresién del paciente trasplantado se utiliza para disminuir la
incompatibilidad biologica® y evitar el rechazo que puede ser: hiperagudo, agudo
y cronico.

En la actualidad para evitar el rechazo del pulmén trasplantado se utiliza con
relativo éxito la terapia inmunosupresora triple a base de ciclosporina A,
azatioprina y prednisona. Sin embargo en este tipo de inmunosupresion se deben
vigilar periédicamente los niveles de ciclosporina A en sangre para mantener al
paciente en los rangos terapéuticos optimos y evitar el dafio renal. Ademas el uso

de prednisona en esta terapia triple también tiene que ser vigilada ya que puede



interferir con la cicatrizacion de la via aérea; por esta razon algunos grupos de
trasplante inician su administracidn una semana después del trasplante, aunque

hay grupos que la inician desde el primer dia.

A pesar de los grandes esfuerzos y avances obtenidos en los ultimos afios, el
rechazo agudo y sobre todo el cronico siguen siendo factores limitantes de la

supervivencia y de la calidad de vida de los pacientes trasplantados %

, ya que
en el curso de los primeros 30 dias postrasplante es probable que se presenten
uno o mas episodios de rechazo agudo que se diagnéstica mediante la aparicion
de infiltrados en la placa de torax, disminucion en la saturacion de oxigeno, biopsia
transbronquial, lavado bronquioalveolar y la determinacién de subtipos de
linfocitos en sangre periférica, medicion de tromboxanos en orina y lavados

bronquioalveolares, asi como la realizacion de gammagrafias perfusorias.

3.3. Cicatrizacion bronquial

La falta de circulacion sistémica o local en el bronquio hace que éste muestre
complicaciones a mediano plazo en la cicatrizacion postrasplante asi como
dehiscencia o estenosis, que en ocasiones requieren la colocacion de férulas y a
veces retrasplante. Para corregir este problema hoy en dia se realiza anastomosis

bronquial término terminal telescopeada.

4. PRESERVACION

Se define como preservacion a los métodos y estrategias utilizadas para mantener
la integridad morfoldgica, funcional y bioquimica de un 6rgano o tejido durante el
proceso previo al trasplante®.

La preservacion pulmonar es diferente a la que tienen los 6rganos sélidos, debido
a que el pulmén no solo posee una via vascular, sino también cuenta con una via
aérea que durante la preservacion pulmonar mantiene un metabolismo aerobio

(utilizando el oxigeno alveolar aun durante la isquemia), a diferencia de los

10



organos solidos que durante la preservacion basan su metabolismo en la isquemia
hipotérmica anaerobia. Por esta caracteristica el pulmon no tolera periodos de
isquemia mayores a 6 horas*, debido a que este metabolismo favorece durante la
isquemia el dafio oxidativo®® provocado por la formacién de radicales libres de
oxigeno (RLO) y la peroxidacion lipidica*’*®*° dafiando a las células de la
membrana alveolo-capilar, incrementando asi su permeabilidad debido a la lisis
generada. Durante la isquemia, también se inactiva la bomba Na'/K* provocando
la entrada de Na* en la célula y edema intracelular, otro de los factores causantes
de dafio celular es la alteracion de las concentraciones de Ca'" citosdlico, y la
liberacion de Fe que potencializan el efecto de los RLO. Los eventos antes
mencionados tienen como consecuencia la activacion, quimiotaxis adhesion y
transmigracién leucocitaria en el endotelio, lo que favorece la muerte

celular®’#9:50:51.52

Los cambios sufridos por el pulmoén durante la preservacion, a
Su vez ocasionan que en la reperfusibn se presente el dafio por isquemia
reperfusion (DIR), durante el cual se incrementa el dafio vascular y aéreo por la
liberaciobn de diferentes mediadores quimicos entre los que sobresalen las
endotelinas.

Aunque el desarrollo de las técnicas de procuracion y preservacion de 6rganos ha
mejorado de manera importante, depende de varios factores para que la
preservacion pulmonar tenga éxito, entre ellos: vias de perfusion, hipotermia,
estado de insuflacion del pulmén al ser almacenado, posprocuracion

(pretrasplante), tiempo de isquemia y la solucién de preservacion del érgano.

4.1. Tipos o vias de perfusion pulmonar durante la preservacion

Con la perfusién se busca lavar la via vascular y aportar nutrientes durante la
isquemia. Durante la procuracion el pulmon puede perfundirse de dos maneras, la
primera es la anterégrada que se realiza a través de la arteria pulmonar y es la
mas utilizada en el mundo y la otra via es la retrégrada en la cual la solucion de

preservacion se perfunde a través de las venas pulmonares. Algunos grupos de
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trasplante realizan las dos perfusiones en un mismo injerto para evitar la formacion

de trombos al realizar un segundo lavado®,

4.2. Papel de la hipotermia en la preservacion

Cuando un trasplante no se realiza de forma simultdnea, cualquier érgano a
trasplantar debe ser sometido a hipotermia durante la isquemia con el objetivo de
disminuir el metabolismo, asi como las reacciones bioquimicas y de degradacién
de los componentes celulares del pulmén. Actualmente la temperatura de

hipotermia que ha mostrado mejores resultados en el trasplante clinico es 4 C° 3.

4.3. Estado de insuflacion pulmonar durante el almacenaje
La insuflacion pulmonar durante la fase de preservacion tiene el fin de aportar
oxigeno a las células durante su almacenamiento en hipotermia y proveer un

metabolismo aerobio mas eficiente®*°°,

4.4. Soluciones de Preservacion

Una solucion de preservacion debe mantener la integridad morfoldgica y funcional
del tejido durante el proceso previo al trasplante y disminuir la liberacion de
mediadores quimicos durante el restablecimiento del flujo sanguineo del 6rgano
trasplantado.

En el pulmon estas soluciones tienen que prevenir el edema celular, el edema del
espacio intersticial, la acidosis y regenerar la actividad del ATP durante la

isquemia e isquemia-reperfusion®.

4.5. Tipos de soluciones de preservacion

De acuerdo a la composicién las soluciones de preservacién se dividen en: 1)
intracelulares con alto contenido de potasio, magnesio y fosfato [Euro-Collins (EC)
y Universidad de Wisconsin (UW)], y 2) extracelulares que contienen altas
cantidades de sodio y cloro [Celsior (Ce) y Dextran Baja en Potasio (LPD) por sus

siglas en inglés].
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Las soluciones intracelulares se han utilizado principalmente para la preservacion
de drganos solidos como rifion, pancreas o higado, (aunque la solucion EC
también fue utilizada para la preservacién del injerto pulmonar)®’, pero debido a su
alto contenido en K* producian vasoconstriccion severa, dafio endotelial, aumento

de la permeabilidad vascular y edema por reperfusién >7:°¢°

, por lo que han caido
en desuso y se ha optado por el uso de soluciones con bajo contenido en

potasio®.

4.5.1. Solucién Dextran Baja en Potasio (LPD)
La solucién dextran baja en potasio (Cuadro 1) es una solucién de tipo extracelular

que contiene dextrano, el cual actia como agente onc6tico®®®

e
impermeabilizante, mantiene el agua en el compartimiento intravascular
disminuyendo el edema®®, reduce la agregacién eritrocitaria y plaquetaria con lo
que evita la formacion de trombos; ademas su bajo contenido en glucosa es
suficiente para mantener el metabolismo celular en hipotermia®?, por lo que desde
finales de los 90’'s se utiliza en la préactica clinica de algunos programas de

trasplante pulmonar®.

4.5.2. Solucidn Celsior (Ce)

La solucion Celsior es una solucion de tipo extracelular, compuesta por varias
sustancias entre las que sobresalen el lactobionato y manitol que actian como
impermeabilizantes al reducir el edema celular; glutatién reducido® e histidina que
disminuyen la formacion de radicales libres de oxigeno; glutamato que incrementa
la energia y previene la despolarizacion celular, el magnesio y la ligera acidosis
debida a la unién de todos sus componentes previene la liberacién de calcio®.
Esta solucién fue disefiada para la procuracion cardiaca, pero su bajo contenido

en potasio ha permitido su uso en la preservacién pulmonar®”®*,

Si bien tanto la solucién LPD como la Celsior han mostrado buenos resultados en

la preservacion pulmonar menor a 6 horas; su utilidad en preservaciones de mayor
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tiempo (isquemias de 12-24 horas), asi como el dafio que se produce por la
liberacion de mediadores quimicos después de esta y en la reperfusion durante el

trasplante pulmonar, no han sido estudiadas.

5. DANO ISQUEMIA-REPERFUSION

El dafio por isquemia reperfusion (DIR) es el lesibn que se produce sobre la
unidad funcional del érgano a trasplantar como consecuencia de la interrupcién del
flujo sanguineo y el restablecimiento del paso de sangre a través del mismo. En el
pulmoén el DIR se caracteriza por dafio alveolar no especifico, edema pulmonar e
hipoxemia inmediatamente después de la reperfusion pulmonar. A este dafio
también se le denomina edema de reimplantacion, respuesta de reimplantacion,
dafio por reperfusién o edema de reperfusién®, pero el término mas aceptado es
dafio por isquemia-reperfusion.

El DIR es una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad antes de
las 72 horas postrasplante y se asocia al incremento en el riesgo de rechazo
agudo, asi como a la disfuncién del injerto a largo plazo®’®>.

La falla primaria del injerto es la disfuncion del 6rgano trasplantado que se
presenta después de las 72 horas del trasplante y puede ser el resultado de los
eventos que ocurren desde la declaracion de muerte cerebral en el donador y los
que se presentan en el receptor postrasplante. Esta se ha asociado a la mortalidad

perioperatoria de un tercio de los pacientes sometidos a trasplante pulmonar**,

5.1. Endotelina 1 (ET-1)

Es importante recalcar el papel del endotelio en la generacion del dafio pulmonar
por DIR; el endotelio es un regulador de la liberacion de sustancias como la
endotelina uno (ET-1) la cual es capaz de originar dafio y probablemente falla
primaria del injerto.

La (ET-1) es un péptido formado por 21 aminoacidos, con diferentes actividades
biolégicas que estan involucradas en las enfermedades pulmonares. Posee

actividad vasoconstrictora superior a la angiotensina Il y la vasopresina®’, por lo
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que esta involucrada en el aumento de la resistencia vascular. También es un
regulador mitogénico del musculo liso favoreciendo el crecimiento de este en la via
aérea®®®. Ademas actlia como mediador inflamatorio por lo que tiene un papel
clave en las enfermedades de la via aérea, circulaciébn pulmonar y enfermedades
pulmonares inflamatorias agudas y crénicas’’.

La ET-1 se ha relacionado con diversas patologias en todo el organismo, sin
embargo se relaciona méas con las del aparato respiratorio por la gran extension
del endotelio pulmonar, en estudios en los que cuantificaron el RNAm en diversos
tejidos observaron que el pulmén cuenta con aproximadamente 5 veces mas del
mismo’*.

La ET-1 en el pulmoén se sintetiza principalmente en el endotelio vascular, via
aérea, células de musculo liso vascular, macrofagos alveolares y en menor grado
en el epitelio de la via aérea. Sin embargo ésta también circula en el plasma’?.

En la actualidad se conocen 2 tipos de receptores de endotelinas, el receptor de
endotelina A (ET,) vy el B (ETg) estos son parte de una superfamilia de proteinas
transmembranales. El ET, tiene mayor afinidad por la ET-1 y ET-2 que para la
ET-3, mientras que el ETg tiene afinidad por las tres”>.

Los receptores ETa en los pulmones normales se encuentran en gran cantidad en
el musculo liso vascular y de la via aérea, mientras que los ETg se encuentran en
el endotelio. La eliminacion de la ET-1 de la circulacion es en el pulmon, rifion e
higado y es mediada por los receptores ETg">"* ",

La activacién de los receptores ETa en las células de musculo liso produce
vasoconstriccion. Mientras que la activacibn de los ETg produce
broncoconstriccion, por otro lado, la activacion de los ETg localizados sobre las
células endoteliales produce vasodilatacion por el incremento en la produccion de
oxido nitrico (NO) ">",

Los factores que desencadenan la sintesis y liberacién de ET-1 y la expresion de
sus receptores estan influenciados por varios mecanismos fisicos y bioquimicos
entre los que sobresalen los estados agudos de hipoxia y el roce celular como el

gue se presenta en la reperfusion de los érganos trasplantados.
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Aunque el papel de la ET-1 en la patologia pulmonar aun no ha sido
completamente definido, es clara su importancia en la salud y enfermedad del
sistema respiratorio debido a su efecto en el tono vasomotor y broncomotor, asi
como en el proceso inflamatorio. El incremento en los niveles de ET-1 se ha
asociado al remodelamiento vascular en varios tipos de hipertension experimental
y clinica; también al asma debido a su efecto vaso y broncoconstrictor®®.

En el trasplante pulmonar la hipoxia y la reperfusion generada durante la
preservacion pulmonar, producen una respuesta endotelial severa provocada por
el DIR, en donde existe activacion, quimiotaxis y adhesion leucocitaria en el

endotelio®>"®

, ademas de una disminucién en la sintesis de proteinas que
desencadena en una muerte celular combinada entre necrosis y apoptosis, en
donde existe liberacibn de substancias vasodilatadoras (oxido nitrico Yy
tromboxanos) que promueven la expresion de la ET-17""87°.

Clinicamente el aumento en la adhesiéon leucocitaria al endotelio, la agregacién
plaquetaria, el edema intersticial y la disminucion de la vasodilatacion dependiente
del endotelio resultan en una obstruccién de tipo mecanico al flujo "*"%#°,

En el sistema cardiopulmonar la isquemia-reperfusion favorece la presencia de
arritmias posreperfusion, aparecen tipicamente la taquicardia ventricular y la

879 Una de las consecuencias finales del DIR es el

fibrilaciébn ventricular
desarrollo de falla organica multiple.

Con base en lo anterior y con el fin de incrementar la viabilidad de los pulmones
preservados por mas de 6 horas y favorecer el éxito del trasplante pulmonar, es
necesario encontrar una solucién de preservacion que disminuya la liberacion de
ET-1, asi como el DIR que se presenta al restablecer el flujo sanguineo pulmonar
durante el trasplante para evitar la lesibn de la membrana alveolo capilar,

extravasacion de liquido hacia el intersticio, edema y la disfuncion pulmonar.
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Il. JUSTIFICACION

Los pulmones preservados por mas de 6 horas sufren lesiones secundarias
debido al dafio ocasionado por el sindrome isquemia-reperfusion, dando como
consecuencia liberacion de ET-1 y alteracion de la membrana alveolo capilar que
se manifiesta generando edema intersticial y alveolar; provocando disfuncion
pulmonar del injerto trasplantado. Por ello resulta de vital importancia evaluar
soluciones de preservacion que disminuyan o atenlden estas lesiones cuando los

pulmones se preservan por mas tiempo.



ll. HIPOTESIS

El uso de las soluciones de preservacion Dextran Baja en Potasio y Celsior en el
pulmén preservado por 12 horas, disminuira el dafio causado por el sindrome
isquemia-reperfusion, por lo que no habra cambios gasométricos, hemodinamicos,

macroscopicos, microscopicos, ni expresion de ET-1.



IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general
Estudiar el efecto de la preservacion pulmonar de 12 horas con las soluciones
Dextran Baja en Potasio y Celsior sobre el dafio por isquemia reperfusion a través

de la evaluacion de la funcion pulmonar.

1.1. Objetivos especificos

-Evaluar los cambios gasométricos, hemodindmicos, macroscoépicos,
microscépicos y niveles plasmaticos de ET-1 que se producen durante la
isquemia reperfusion, después de preservar el pulmon durante 12 horas con

solucién LPD.

- Evaluar los cambios gasométricos, hemodindmicos, macroscopicos,
microscopicos y niveles plasmaticos de ET-1 que se producen durante la
isquemia reperfusion, después de preservar el pulmon durante 12 horas con

solucién Celsior.

- Comparar la sintesis ET-1 plasmatica con los hallazgos gasométricos,
hemodindmicos, macroscépicos y microscopicos postrasplante pulmonar después
de un periodo de preservacion de 12 horas con solucion Dextran Baja en Potasio y
Celsior.



V. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

1.1. Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo;
aprobado por el comité de bioética del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER “ICV”) y el Subcomité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales en Experimentacion (SICUAE) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UNAM).

1.2. Recursos

El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el INER “ICV”, y por el
Programa de becas para el Fortalecimiento del Posgrado Nacional (PFPN) del
Consejo de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).

Durante la realizacion del estudio participaron el personal médico y técnico del
Departamento de Investigacion en Cirugia Experimental del INER"“ICV”, quien
proporciond el quiréfano, equipo de anestesia inhalada, monitores y gasémetro
para la valoracion de signos vitales, instrumental, material y farmacos necesarios
para la realizacibn del procedimiento quirdrgico y para el seguimiento
posoperatorio de los animales. Ademas todos los reactivos quimicos para la
determinacion plasmatica de ET-1 y para la preparaciéon de las soluciones
preservadoras utilizadas en este proyecto.

También intervino el departamento de morfologia para el procesamiento de las
muestras de tejido sometidas a estudio.

Los animales que se sometieron a estudio se obtuvieron del bioterio del INER
“ICV”.



2. Animales 6 sujetos de experimentacion

Se utilizaron 30 perros mestizos clinicamente sanos con un peso entre 15-18
kilogramos sin importar el sexo ni la edad. Estos animales fueron tratados de
acuerdo a las Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (NOM ZO0-062 1999) y la Guia para el
Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio de los Estados Unidos de

América®®?,

2.1. Criterios de inclusion
Se incluyeron animales clinicamente sanos, sin antecedentes de enfermedad

desde su llegada al bioterio del INER “ICV” y hasta el momento de realizar el

procedimiento quirdrgico.
2.2. Criterios de exclusion

Animales que debido a complicaciones derivadas del trasplante no concluyeron el

tiempo de término de estudio.

2.3. Criterios de eliminacién
Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no fue

provocada por el procedimiento quirargico.

2.4. Criterios de terminacion 6 punto final humanitario
Animales que debido al procedimiento presentaron signos de sufrimiento que no
se mitigd mediante las medidas de control del dolor, o complicaciones que

afectaron la dindmica del estudio.

3. Grupos de estudio



En 12 animales se realizO0 alotrasplante unilateral de pulmon izquierdo (AUPI),
mientras que en 6 solo se llevo a cabo diseccidén y pinzamiento del hilio pulmonar;

para su estudio fueron divididos en 3 grupos:

Grupo | (n=6) Testigo. Se realizd toracotomia, diseccion del hilio pulmonar y
pinzamiento de la arteria pulmonar, venas pulmonares y bronquio principal
izquierdo.

Grupo Il (n=6) AUPI con solucion Dextran Baja en Potasio (LPD) por 12 horas a
4°C.

Grupo lll (N=6) AUPI con solucién Celsior por 12 horas a 4° C.

Los 12 animales restantes, se emplearon en el estudio como donadores de bloque

cardiopulmonar.

3.1 Preparacion de las soluciones de preservacion
Las soluciones de preservacion LPD y Celsior, fueron preparadas 12 horas antes
en el laboratorio del Departamento de Cirugia Experimental del INER “ICV”, de

acuerdo a las férmulas utilizadas en otros estudios (Cuadro 1).

4. Anestesia

Todos los animales operados se sometieron a ayuno de doce horas para sélidos,
ocho para liquidos y fueron premedicados con sulfato de atropina a 0.022 mg/kg
SC y maleato de acepromacina (Calmivet Vétoquinol S.A., Cedex, Francia) a
razén de 0.02 mg/kg IM. Posteriormente la anestesia se indujo con propofol
(Diprivan Milan Italia) a una dosis de 6 mg/kg IV. Acto seguido se realizd
tricotomia amplia y lavado con jabén quirdrgico en el hemitérax izquierdo, zona
inguinal derecha y region cervical lateral y ventral en los receptores, mientras que
en los donadores se realiz6 en el esterndn. Después los animales fueron
colocados sobre la mesa de cirugia en posicion decubito dorsal y se intubaron
con una sonda orotraqueal (Baxter, California, USA), conectada a un ventilador

de volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un vaporizador (Isotec 3



Ohmeda). Finalmente se colocé en posicidon decubito dorsal (donadores) o
decubito lateral derecho (receptores) y se realizo la antisepsia de las zonas con
yodo povidona (Dermodine Solucion, Dermodex S.A. de CV.) Durante todo el
estudio la anestesia se mantuvo con isofluorano al 1.5% (Laboratorios PISA,
Guadalajara, Jalisco, México).

Todos los animales se ventilaron con un volumen corriente de 10 ml/Kg, una
fraccion inspirada de oxigeno (FiO,) de 100% y 20 respiraciones por minuto;
durante todo el procedimiento quirtrgico se vigilaron los signos vitales con un

monitor para electrocardiografia (Datascope Passport).

5. Técnica quirurgica

5.1. Técnica quirargica del Donador

A través de una esternotomia media con limite superior en el hueco supraesternal
y limite inferior con el apéndice xifoides (Figura 1 A), se disecé y secciond la vena
acigos, posteriormente se disecaron y se refirieron la vena cava craneal, caudal y
la trAquea, inmediatamente después se disecaron y refirieron el tronco de la arteria
pulmonar y aorta, se hizo una jareta (Figura 1 B) sobre la base de la arteria
pulmonar con material absorbible 4 ceros (Prolene, Ethicon, New Jersey, USA). Se
administraron 5000 Ul/kg de heparina 3 minutos después se colocé un catéter en
el sitio de la jareta, el cual se dirigio hasta la rama izquierda y se inicié con la
procuracion y preservacion del injerto, perfundiéndose (Figura 1 B) in situ la

solucién a estudiar (LPD o Celsior) a 4° C%°#3

, con una presiéon de 20 cm de agua ,
a dosis de 20 ml/kg, inmediatamente se ligaron las venas cavas, se dej6é que se
vaciara el corazén y se ligo el tronco aortico, se realizdé un corte en la orejuela
izquierda para liberar la solucion que se estaba perfundiendo y una vez que el
pulmén se encontraba completamente lavado, se seccionaron las cavas y aorta,
posteriormente se pinzd y secciond la trAquea. Finalmente se extrajo el bloque
cardiopulmonar (Figura 1 C) "%,

Con el blogue cardiopulmar exvivo, se disecd y secciono el hilio pulmonar a

trasplantar (izquierdo), solo que la seccion de las venas pulmonares izquierdas



incluyé un colgajo de auricula izquierda para facilitar la anastomosis de éstas
durante el trasplante. Ademas antes de seccionar el bronquio principal izquierdo
éste fue pinzado (para evitar la salida de aire del pulmon a trasplantar). Concluido
esto, el pulmén se sumergié en semi-insuflacion en un recipiente estéril que
contenia la solucion estudiar (c.b.p cubrir al 6rgano), por ultimo se cubrié con

gasas estériles, y se mantuvo en refrigeracion durante 12 hrs a 4°C®.

5.2. Técnica quirurgica del receptor

5.2.1. Cateterismo

Previo a la realizacion del trasplante se llevé a cabo cateterismo de la arteria
pulmonar (AP) y arteria femoral derecha (AF) para la monitorizacion de los
parametros hemodindmicos pulmonares y sistémicos.

Con el animal en posicion decubito dorsal, se realizé venodiseccion de la vena
yugular derecha para la cateterizacion de la AP, se insertd un catéter de
termodilucion de diamétro 5F (Swan Ganz, Standard Thermodilution Balloon
Catheter, Edwards Lifesciences, Ontario, Canada), que se dirigi6 a la arteria
pulmonar (lo cual fue identificado con el trazo que marcaba el monitor de signos
vitales) con este se registré la hemodinamia pulmonar, presion venosa central y
con la ayuda de una computadora de gasto cardiaco (Hemodynamic Profile
Computer Spectramed model SP-1445, Oxnard, CA-USA), se calculdé el gasto
cardiaco (GC) y las resistencias vasculares pulmonares y sistémicas®®’.

La cateterizacion de la AF también se llevd a cabo por arteriodiseccion y se
introdujo en esta un catéter de polivinilo de una sola luz (Cordis Corp, Johnson &
Johnson, CA, USA), que fue conectado a un monitor de electrocardiografia
(Datacospe Passport, New Jersey, USA) para la monitorizacion de los valores

hemodinamicos sistémicos.

5.3. Técnica de trasplante pulmonar
Concluido el cateterismo se coloco al paciente en decubito lateral derecho y se

realizd toracotomia izquierda a nivel del quinto espacio intercostal, se expuso el



pulmon izquierdo, se secciono el ligamento pulmonar, y el pulmoén y se cubrié con
una compresa, se expuso el hilio pulmonar, se disecaron la AP, el bronquio
principal y las venas pulmonares hasta su entrada a la auricula izquierda (Figura 2
A), enseguida se pinzaron y seccionaron la arteria pulmonar y el bronquio, se
colocé una pinza de Satinzky sobre la auricula izquierda, sin ocluir las venas
pulmonares derechas y se seccionaron las venas pulmonares izquierdas en su
entrada a la auricula izquierda. En el grupo testigo (grupo I) se realiz6 el mismo
procedimiento, excepto que el pulmon no fue retirado solo fue pinzado durante 45

minutos restableciéndose su perfusion y ventilacion pasado este tiempo.

5.4. Implante

Posterior a la neumonectomia, el pulmén a trasplantar que se mantuvo en
refrigeracion fue llevado al quir6fano (Figura 2 B) donde se inicio el trasplante con
la anastomosis del colgajo de auricula izquierda con surgete continuo y material
de sutura no absorbible 4 ceros (Prolene, Ethicon, New Jersey, USA), se continud
con la anastomosis de la AP (Figura 2 C) también con surgete continuo y
utilizando el mismo material con el que se suturé la auricula. Al finalizar la
anastomosis vasculares, se retiraron los clamps vasculares y se inicid la
reperfusion del injerto (Figura 2 D), por ultimo se llevo a cabo la anastomosis del
bronquio principal izquierdo con surgete continuo para la parte membranosa y
puntos separados para la parte cartilaginosa utilizando material absorbible 4 ceros
(Figura 2 E), (PDS, Ethicon, New Jersey, USA) y se concluyo el trasplante, se
insuflé el pulmén hasta que no fueron aparentes zonas de atelectasia. Se coloco
una sonda endopleural conectada a un sello de agua, la toracotomia se cerrd por

planos. Al terminar el cierre convencional se retir6 la sonda endopleural.

6. Evaluacion
Cada evento experimental tuvo una duracion de 24 horas, al término del tiempo
de estudio, los animales fueron sometidos a eutanasia con una sobredosis de

pentobarbital sédico.



En todos los animales se realiz6 una evaluacion gasométrica, hemodinamica y
determinacion plasmatica de ET-1 en los siguientes tiempos:

Inmediatamente después del cateterismo (la cual se consider6 como basal),
posterior a la toracotomia, posneumonectomia, al finalizar las anastomosis
vasculares, al finalizar el trasplante (cuando se concluyé la anastomosis
bronquial), a los 15 y 30 minutos durante la primera hora postrasplante, cada hora
durante las 3 horas siguientes y la Ultima muestra se tomo a las 24 horas
posteriores al trasplante.

Después de que se cumplieron las 4 horas de las evaluaciones, se extrajeron los
catéteres y se reconstruyeron los vasos sanguineos utilizando material de sutura
no absorbible de 6-0 (Prolene, Ethicon, New Jersey, USA) y se realiz6 el cierre
convencional de las zonas intervenidas.

Para la ultima evaluacion, se cateterizO nuevamente, se conectdé al animal al
monitor de signos vitales y a la computadora de gasto cardiaco, bajo las mismas

condiciones del dia anterior (implante pulmonar).

6.1. Evaluacion gasométrica

Para la evaluacion gasométrica se tomé 1 ml de sangre arterial y venosa con
jeringas heparinizadas (100UIl) y se procesaron inmediatamente en un analizador
de gases (AVL Compact 2, Blood gas analyzer) para determinar el efecto de la

reperfusion y ventilacion del injerto, se valoraron los siguientes parametros:

A) Presion parcial arterial de oxigeno (PaO,)

B) Presion parcial arterial de bidxido de carbono (PaCo,)
C) Saturacion arterial de oxigeno (Sa0.)

D) Saturacidn venosa de oxigeno (SvO,)

E) Presion venosa de oxigeno (PvO,)

F) Presion venosa de dioxido de carbono (PvCOy,)



G) pH arterial
H) pH venoso
I) Diferencia arterio venosa de oxigeno (DavOy)
Como parametro de dinadmica de distensibilidad pulmonar se empled la presion

inspiratoria maxima (PIM).

6.2. Evaluacion hemodinamica
Hemodinamicamente se evaluo:

A) Frecuencia cardiaca (FC)

B) Gasto cardiaco (GC)

C) indice cardiaco (IC)

D) Presion arterial media (PAM)

E) Presion media de arteria pulmonar (PMAP)

F) Presion de oclusion o de cufia (PO)

G) Presién venosa central (PVC)

H) Resistencia vascular pulmonar (RVP)

) indice de resistencia vascular pulmonar (iRVP)
J) Resistencia vascular sistémica (RVS)

K) indice de resistencia vascular sistémica (iRVS)
L) Corto circuito (QsQt) (parametro que evalla ventilacion y perfusion)

El gasto cardiaco fue obtenido mediante el método de termodilucién que se basa
en el registro electronico de las presiones, del volumen a infundir y de la

temperatura central del paciente que son detectadas por la computadora de GC,



posteriormente el liquido ingresa a la auricula derecha, ventriculo derecho y AP es

registrado y finalmente la computadora reporta la diferencia de las temperaturas®®.
Para la medicién del GC, se inyectaron tres bolos de 5ml de solucién salina a 7° C.

6.3. Determinacién de ET-1 en plasma

Para la determinacion de la concentracién plasmatica de ET-1, se tomaron
muestras sanguineas directamente de la AP al mismo tiempo que se realizé la
medicion de los parametros gasométricos y hemodinamicos, las cuales fueron
transferidas a tubos con EDTA gque se centrifugaron (CS-6R centrifuge Beckman)
a 1500 rpm por 15 minutos a 0° C y el plasma sobrenadante se colectd en tubos
de polipropileno y se almacenaron a -20° C hasta que las muestras estuvieron
completas para su cuantificacién por medio de la prueba de ELISA (Endothelin-1
immunoassay 900-020 A Assay designs) (Figura 3 Ay B).

Una vez completado el nimero de muestras, la ET-1 fue concentrada y extraida
posteriormente con la técnica de columna C Sep Pack 18, (C15 Sep-Pack columns
cartriges Milipore Corporation, Marlborough Massachusetts, USA). Para esto, cada
muestra se descongeld y se mezcldo con 1.5 ml de acido acético al 20%
(manteniendo una proporcion 1:1), se centrifugé a 4500 rpm por 10 minutos y se
recuperd el sobrenadante. Inmediatamente después la columna se activd con
metanol absoluto, agua desionizada, y metanol al 10%. Posteriormente se
deposito la muestra en la columna, se aplico acido acético al 10% y se procedi6 al
lavado de la columna con acetato de etilo. Acto seguido se procedio al eluido de la
muestra con una mezcla de metanol absoluto mas bicarbonato de amonio. El
eluido se colecté y se evapor6 en un concentrador centrifugo al vacio;
obteniéndose un pellet que se almacen6 a — 20° C hasta el siguiente dia. Por
altimo se realizo la prueba de ELISA (Figura 3 C) con un kit comercial (Endothelin-
1 immunoassay 900-020 A Assay designs) para la medicion de ET-1 a través del
pellet reconstituido; de acuerdo a las instrucciones del fabricante.(Figura 3 B y C).

6.4. Evaluacion macroscépica



Al concluir el tiempo de estudio (24 horas postrasplante) los animales se
sometieron a eutanasia con una sobredosis de Pentobarbital Sodico (Anestesal,
Pfizer S.A. de C.V. México), acto seguido se incidi6 nuevamente la herida
quirurgica y se valoro el estado del pulmén trasplantado, asi como el de las
anastomosis y se tomaron muestras del I6bulo pulmonar caudal tanto en el grupo

testigo como en los trasplantados.

6.5. Evaluacion microscopica

Para la evaluacion histoldgica las muestras se fijaron en formaldehido al 10%, se
incluyeron en parafina, se realizaron cortes de 4 micras y se tifieron con
hematoxilina-eosina. El estudio se realizé con microscopia de luz y se determiné

grado de hemorragia, edema e infiltracién neutrofilica®.

7. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa SPSS 13.0 para Windows
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) y se utilizaron la prueba ANDEVA y Tukey para
identificar entre que grupos hubo diferencia de medias. Todos los valores de

p <0.05, se consideraron significativos.



VI. RESULTADOS

En el grupo | todos los animales (100%) sobrevivieron al procedimiento quirdrgico
y a todo el estudio. Mientras que en los grupos de trasplante el 100% de los perros
operados sobrevivieron a la cirugia, pero no al tiempo de estudio establecido, ya
que 1 animal (16.6%) del grupo Il y 4 animales (66.6%) del grupo lll fallecieron
antes de las 24 horas. Al comparar entre grupos solo se observo diferencia
importante entre el grupo | y Il (p < 0.02 ANDEVA, Tukey).

1. Hallazgos gasométricos

Durante todo el tiempo de estudio gasométricamente la SaO,, SvO,, PaCO,,
PvCO,, DavO,, asi como los pH arteriales y venosos se mantuvieron dentro de los
valores fisioldgicos de referencia.

1.1. Presion arterial de oxigeno

En todos los grupos de estudio la PaO, disminuyé postoracotomia y pos
pinzamiento del hilio pulmonar (Grupo 1) o posneumonectomia (Grupos Il y Ill) en
comparacion con sus valores basales. En los grupos de trasplante estos valores
se mantuvieron hasta los 240 minutos postrasplante en contraste con los del grupo
| en los que a partir de los 30 minutos después de haber sido despinzado el hilio
estos valores volvieron a sus parametros normales de referencia. Sin embargo la
disminucién mostrada por los grupos de trasplante solo fue significativa a los 120 y
180 minutos postrasplante (p< 0.05 ANDEVA, Tukey). A las 24 horas poscirugia
en los grupo | y Il la PaO, retornd a sus valores normales a diferencia del grupo lli
en el que nunca se recuperaron (p< 0.01 ANDEVA, Tukey). (Gréfica 1)

1.2. Presion venosa de oxigeno

En los tres grupos la PvO, disminuyd después de la neumonectomia y de la
anastomosis vascular. Al concluir el trasplante ésta se incrementé en comparacion
con sus valores basales, pero a los 15 minutos postrasplante disminuyo

nuevamente y se mantuvo asi hasta el final del estudio en los animales del grupo



[ll, sin embargo esta disminucion soélo fue importante a los 180 minutos
postrasplante (p<0.05, ANDEVA, p<0.01 Tukey) en comparacion con el grupo I.
En el grupo | se presentd incremento de la PvO; en comparacion con sus valores
basales a partir de los 60 minutos, éste se mantuvo hasta los 240 minutos
postrasplante, a las 24 horas disminuyo al valor que tenia antes de la cirugia. En
los animales del grupo Il a partir de los 30 minutos postrasplante se incremento y

asi permanecio hasta el final del estudio vs sus valores precirugia (Gréafica 2).

1.3. Presion inspiratoria maxima

La PIM en los tres grupos se observd incrementada después de la
neumonectomia y después de la anastomosis vascular, sin embargo al concluir el
trasplante en el grupo | disminuyé hasta que regresé a sus valores basales, los
cuales se mantuvieron hasta el final del estudio. Los grupos Il y Il presentaron
incremento de la PIM (vs valores precirugia) inmediatamente después de finalizar
la anastomosis bronquial, la cual se mantuvo hasta el fin del estudio. Al comparar
entre grupos, el incremento de ambos grupos a los 30, 60, 120, 180 y 240 minutos
postrasplante fueron estadisticamente significativos (p<0.05 ANDEVA, p<0.01

Tukey) con respecto al grupo | (Grafica 3).

2. Hallazgos hemodinamicos.
Hemodinamicamente la FC, GC, IC, PVC, presiones arteriales sistémicas, RVS e
IRVS, QsQt y la PO (cuiia) no mostraron cambios importantes durante todo el

estudio, manteniéndose dentro de sus valores de referencia.

2.1. Presion sistolica de la arteria pulmonar

La PSAP en los tres grupos mostrO incremento posneumonectomia en
comparacion con sus valores basales. En los grupos de trasplante este incremento
se mantuvo hasta el final del estudio, mientras que el grupo | inmediatamente
después del despinzamiento bronquial volvid a sus valores normales. Al comparar
entre grupos el incremento mostrado por el grupo Il fue significativo en

comparacion con el grupo | (p<0.05 ANDEVA, Tukey) (Grafica 4).



2.2. Presion diastodlica de la arteria pulmonar

En los grupos Il y Ill se pudo observar que la PDAP se incrementé después de la
neumonectomia en comparacion con sus valores basales, los que volvieron a sus
valores normales al concluir las anastomosis vasculares. Sin embargo a partir de
los 15 minutos postrasplante se incrementaron nuevamente y este incremento se
mantuvo hasta los 240 minutos postrasplante en donde retornaron a sus valores
precirugia. A las 24 horas postcirugia de nuevo se aumentaron. Los animales del
grupo | presentaron incremento de la PDAP al despinzar los vasos sanguineos,
pero ésta disminuyé a sus valores basales al despinzar el bronquio y asi se
mantuvieron durante todo el tiempo de estudio. Al comparar entre grupos este
incremento de la PDAP sélo fue significativo a las 24 horas postrasplante en el
grupo Il en comparacion con el grupo | (p<0.01 ANDEVA, Tukey) (Grafica 5).

2.3. Presion media de la arteria pulmonar

La PMAP en los tres grupos de estudio se incrementd después de la
neumonectomia con respecto a sus valores basales, pero esta disminuy6
inmediatamente después de concluir las anastomosis vasculares y asi se
mantuvieron en los animales del grupo |. En los animales de los grupos
trasplantados se incrementaron nuevamente a partir de los 15 minutos
postrasplante y asi se mantuvieron hasta el final del estudio. Al comparar entre
grupos el incremento mostrado por el grupo de pulmones preservados con LPD
fue significativo a los 15, 60 y 120 minutos postrasplante en comparacién con el
grupo | (p<0.05 ANDEVA, p<0.01 Tukey). Mientras que el incremento que
presentd el grupo Celsior (grupo lll) solo fue significativo a los 30 minutos y 24

horas postrasplante vs el grupo control (p<0.05 ANDEVA, Tukey) (Grafica 6).

2.4. Resistencias vasculares pulmonares
En los tres grupos se present6 incremento de las RVP posneumonectomia. En el

grupo | éstas retornaron a sus valores normales inmediatamente después del



despinzamiento de los vasos sanguineos pulmonares. El incremento mostrado en
el grupo Il después de la neumonectomia volvid a sus valores basales al concluir
las anastomosis vasculares, pero sufri6 nuevamente incremento a los 60 minutos
y se mantuvo hasta los 240 minutos postrasplante. Sin embargo este incremento
disminuyo a sus valores precirugia a las 24 horas postrasplante. En el grupo Il el
incremento de las RVP mostrado posneumonectomia, permanecié hasta los 240
minutos de haber trasplantado el pulmén, pero volvieron a sus valores normales a
las 24 horas postrasplante. Al comparar entre grupos el incremento que se
presento en el grupo Il fue significativamente diferente post anastomosis vascular
con respecto al grupo Il (p<0.05 ANDEVA, p<0.01 Tukey) y a los 120, 180 y 240
minutos postrasplante en comparacion con el grupo | (p<0.05 ANDEVA, p<0.01
Tukey) (Grafica 7).

2.5. indice de resistencias vasculares pulmonares

Con respecto al iRVP, los grupos de trasplante mostraron incremento a partir de
que se realizd la neumonectomia y éste se mantuvo hasta los 240 minutos
postrasplante, pero volvié a sus valores normales a las 24 horas de la cirugia. En
el grupo | se observé incremento del iRVP posneumonectomia, pero retornaron a
sus valores precirugia inmediatamente después del despinzamiento de los vasos
pulmonares y asi permanecieron hasta el final del estudio. Al comparar entre
grupos el incremento observado en el grupo Il después de concluir las
anastomosis vasculares fue significativo con respecto al grupo Il (p<0.01
ANDEVA, p<0.05 Tukey) y a los 15, 120, 180 y 240 minutos postrasplante con
respecto al grupo | (p<0.01 ANDEVA, p<0.01 Tukey). ElI grupo Il mostré
incremento significativo con respecto al grupo | a los 60 y 180 minutos
postrasplante (p<0.01 ANDEVA, p<0.05 Tukey) (Grafica 8).

3. Hallazgos macroscépicos
En el 83.3% de los animales del grupo | (5 perros) el pulmén operado se observo
de aspecto normal, sin embargo en el animal restante (16.6%), el pulmon se

encontr6 con edema leve. En el grupo Il, en 5 animales (83.3%) el pulmén



trasplantado se observo normal, pero en 1 (16.6%) perro, este se encontro
congestionado y con edema severo con presencia de espuma en traquea.
Mientras que en el grupo lll en todos los casos (100%) el pulmén trasplantado
desarroll6 congestion y edema con presencia de espuma en la traquea y zonas de
atelectasia principalmente en el I6bulo caudal. Al comparar dentro de cada grupo
no se observo diferencia significativa, sin embargo entre grupos el edema
observado en el grupo Il fue muy importante con respecto al testigo y preservado
con LPD (p< 0.001 ANDEVA, Tukey) (Figura 4 A, B, Cy D).

4. Hallazgos microscoépicos

Microscopicamente en el grupo | 50% de los animales presentaron hemorragia y
edema, de los cuales, en 2 (33.3%) perros, éstos fueron moderados y en 1
(16.6%) severos (Cuadro 2 y 3). Ademés en uno de estos animales se observo
infiltrado neutrofilico leve (Cuadro 2).

En el grupo Il todos (100%) los animales mostraron hemorragia, que fue leve en 1
(16.6%) caso, moderada en 4 (66.6%) y severa en 1 (16.6%) (Cuadro 2). En el
100% de los animales trasplantados se observo presencia de edema: leve en 2
(33.3%) perros, moderado en 3 (50%) y severo en 1 (16.6%) (Cuadro 2). Ademas
2 animales mostraron infiltrado neutrofilico de los que 1 (16.6%) fue moderado y el
otro (16.6%) severo (Cuadro 3).

En los 6 (100%) animales del grupo Il se observé hemorragia y edema, leve en 1
perro (16.6%), moderada en 3 (50%) y en 2 casos severa (33.3%). (Cuadro 4).
Ademas en este grupo todos los animales desarrollaron infiltrado a base de
neutréfilos: leve en 2 (33.3%) animales y moderado en 4 (66.6%) (Figura 5 A, B, C
y D).

Al comparar la presencia de hemorragia, edema e infiltrado neutrofilico dentro de
cada grupo, no se observé diferencia significativa. Entre grupos solo se observé
diferencia importante en el infiltrado neutrofilico que mostré el grupo Il vs el grupo
| (p<0.027 ANDEVA, p<0.020 Tukey).

5. Hallazgos bioquimicos (Evaluacién plasmatica de ET-1)



Con respecto a la concentracion de ET-1 en plasma se observé que en todos los
grupos de estudio se liberd inmediatamente después de realizar la toracotomia y
durante todo el tiempo de estudio en comparacion con sus valores basales. En el
grupo | la mayor expresion de ésta fue postoracotomia y empezd a disminuir
inmediatamente después del despinzamiento bronquial y asi se mantuvo hasta el
final del estudio, aunque se presentd incremento de ésta, sus valores siempre
estuvieron dentro de los rangos normales (Grafica 9). En los animales en los que
el pulmén se preservé con solucién LPD (grupo 1) el mayor incremento en la
liberacion de esta se observé a los 120 después de concluir el trasplante y
empez6 a disminuir a los 180 minutos después de éste, no obstante a las 24 horas
sus niveles se incrementaron nuevamente, pero en ninguno de los casos rebaso
los limites de referencia (Gréfica 9). Mientras que en el grupo Il el aumento en la
concentracion plasmatica de ET-1 se presentd a los 120, 180 y 240 minutos
postrasplante, solo que en estos animales el incremento si fue superior a los
valores de referencia. En este grupo a las 24 horas la expresion de ET-1 retorné a
sus valores basales. Al comparar dentro de cada grupo no se observo ninguna
diferencia significativa (p=NS ANDEVA, Tukey), pero al comparar entre grupos el
incremento mostrado por el grupo Ill fue significativo tanto con el grupo Il (p<
0.05, ANDEVA, Tukey) como con el grupo | (p< 0.001, ANDEVA, Tukey). Ademas
la expresion de ET-1 del grupo Il también fue significativamente diferente con el
grupo | (p< 0.003 ANDEVA, Tukey) (Gréfica 9).



VII. DISCUSION

Existen muchas patologias que pueden afectar las funciones del tracto respiratorio
inferior e interferir con la ventilacion y con el intercambio gaseoso, provocando
insuficiencia respiratoria’. Algunas de estas enfermedades ceden a los
tratamientos médicos, sin embargo las de origen intersticial (fibrosis pulmonar),
obstructivo (enfisema), asi como las vasculares (hipertensién pulmonar), provocan
dafo pulmonar progresivo e irreversible; que interfiere de manera significativa con
las actividades cotidianas de los pacientes y los convierte en invalidos
respiratorios dependientes de 0,8,

Los pacientes con enfermedad pulmonar terminal e insuficiencia respiratoria tienen
como Unica alternativa de tratamiento (para incrementar su sobrevida) el
trasplante pulmonar, que puede ser, unilateral, bilateral,corazén-pulmén(bloque
cardio-pulmonar) y lobar (experimental).

Aunque el trasplante pulmonar es benéfico para los pacientes, en México solo se
beneficia un porcentaje muy pequefio de ellos debido a varios factores, entre los
que sobresale el tiempo de preservacion del injerto. Los pulmones que se
preservan por mas de seis horas sufren dafio severo en la membrana alveolo-
capilar, esto se debe a que no existe una solucidon de preservacion adecuada que
mantenga la integridad morfolégica y funcional del pulmén, y que disminuya la
liberacién de mediadores quimicos al restablecer la circulacién sanguinea en el
pulmén trasplantado, estos ultimos lesionan la membrana alveolo capilar y
ocasionan el conocido dafio isquemia-reperfusion (DIR) 5.

El DIR es un fendbmeno que involucra dafio endotelial, el insulto que recibe el
endotelio es el responsable de la liberacién de especies reactivas de oxigeno,
prostaglandinas, citocinas, agregacion leucocitaria y plaquetaria, activacion del
sistema complemento y endotelinas, los cuales incrementan la permeabilidad
capilar®™ y formacién de edema pulmonar. La expresién clinica del DIR puede ir
desde una leve afectacion pulmonar radiol6gica, hasta una forma grave con
hipoxemia importante, disminucion de la distensiblidad pulmonar e hipertensiéon

pulmonar con edema y fracaso primario del injerto®.



Las endotelinas son miembros de una familia de péptidos, constituida por tres
isoformas (ET-1, ET-2 y ET-3), de las cuales la ET-1 es la forma mas abundante y

es secretada por el endotelio pulmonar®*%*

y dado que el endotelio pulmonar es el
mayor componente de la unidad alveolo-capilar, la accion de ésta es importante
para mantener la integridad y funcionalidad de esta estructura debido a que
mantiene el equilibrio entre la vasodilatacion y la vasoconstriccion, la
permeabilidad vascular y proliferacién celular proinflamatoria®®°.

Ademas se ha reportado que la ET-1 en el trasplante pulmonar, interviene como
un factor importante en el DIR, asi como en el rechazo agudo y cronico del pulmoén
trasplantado, sin embargo no existen estudios en los que se mencione en qué
momento se da la liberacion de ésta después de preservar un pulmoén por mas de
6 horas, por lo que es importante conocer los niveles de plasméaticos

de la ET-147'93'94'95'96'97'98.

Para incrementar la viabilidad de los o6rganos preservados se han utilizado
soluciones intracelulares (con alto K™ y bajo Na") y extracelulares (bajo K* y altas
concentraciones de Na* y CI).

Anteriormente el uso de soluciones de tipo intracelular para la preservacion
pulmonar era comun, sin embargo se observO que este tipo de soluciones
provocaban vasoconstriccion severa e incrementaban el tono vascular y las
resistencias vasculares pulmonares, favoreciendo la acumulacion de Na’
intracelular y por lo tanto edema pulmonar.

Hoy en dia para la preservacion pulmonar se utilizan soluciones extracelulares y
se ha demostrado que evitan la entrada de Na* a la célula evitando el edema,
ademas contienen sustancias que actian como impermeabilizantes por su alto
peso molecular con lo que se incrementa la presibn oncética en el espacio
intravascular. También contienen antioxidantes que evitan la peroxidacion lipidica
de las membranas celulares y liberacién de diferentes mediadores quimicos.

En este trabajo se evaluo el efecto de la preservacién pulmonar por 12 horas con
dos soluciones extracelulares, sobre la funcion hemodinamica, gasométrica y

liberacion de ET-1 pre y postrasplante pulmonar en perros.



En este estudio se observo una sobrevivencia mayor en los animales del grupo | y
II; ésto pudo originarse porque en estos animales no se presentdé dafio de la
membrana alveolo capilar y permiti6 mantener la funcion pulmonar y cardiaca a
diferencia de los animales del grupo lll en los que se produjo DIR que generé
edema pulmonar y cambios en la hemodinamia y oxigenacion de estos animales,
lo cual finalmente provocé falla cardiaca derecha y ésto coincide con lo descrito
por Franke y cols®® que realizaron trasplantes de pulmones preservados por 24
horas en cerdos y observaron que los 6rganos preservados con solucion LPD
tienen mejor sobrevida que los preservados con Celsior. Sin embargo los
resultados observados en este trabajo no se relacionan con los observados por
Sommer y cols quienes también preservaron pulmones por 24 horas con las
mismas soluciones LPD vy Celsior y reportaron que con cualquiera de las dos
soluciones utilizadas para la preservacion, el pulmén tenia buen funcionamiento
durante las 2 a 4 horas posteriores al trasplante, pero después de este tiempo
desarrollaban DIR caracterizado por edema pulmonar.

Gasométricamente el mantenimiento de la SaO,, SvO,, PaCO,, PvCO,, DavO, y
pH arteriales y venosos dentro de los valores fisioldgicos de referencia, se debe a
que los animales se mantuvieron con ventilacion controlada con una FiO, del
100% y tenian el pulmoén derecho sano, lo cual quizd compensé el deterioro del
pulmaon izquierdo.

La disminuciébn de la PaO, en todos los grupos de estudio después del
pinzamiento del hilio pulmonar (Grupo I) o posneumonectomia (Grupos Il y 1) en
comparacion con sus valores basales, fue originada porque al ocluir la luz de los
vasos sanguineos y del bronquio se interrumpié el paso de sangre y aire hacia un
pulmon lo cual evitd el correcto intercambio gaseoso. En el grupo | el retorno de la
PaO, a sus valores normales a los 15 minutos después de despinzar el hilio y el
mantenimiento de éstos hasta el final del estudio se debié a que eran pulmones
sanos en los que al restablecerse el flujo sanguineo se permitié su funcionamiento

normal'® a diferencia de los descrito por P van der Kaaij y cols'™*

que en un
modelo de isquemia caliente en ratas notaron disminucion de la PaO, en el primer

dia de haberlos sometidos a ésta. En los animales que fueron trasplantados, es



decir los grupos Il y 1, la PaO, no retorn6 a sus valores basales a pesar de que
se encontraban ventilados con una FiO, del 100%, posiblemente porque al
restablecerse el aporte sanguineo en el pulmén trasplantado se presentd dafio
alveolo capilar y DIR que ocasionaron una disminucion en la relacién ventilacion
perfusion e hipoxemia como lo describieron Salvatierra y Okada®*'%. Lo
observado en este estudio no coincide con lo descrito por Keshavjee y cols*® que
encontraron una PaO; por arriba de los 500 mmHg inmediatamente después del
trasplante de pulmones preservados por 12 horas con LPD. Tampoco concuerdan
con lo reportado por Franke y cols® que después de trasplantar pulmones
preservados con Celsior y LPD por 24 horas en cerdos encontraron que la PaO,
permanecia mejor después del trasplante en los pulmones preservados con LPD.
Por otro lado los hallazgos de este estudio son diferentes a los reportados por
Sommer® quien reportdé que los pulmones preservados con Celsior durante las
primeras 7 horas postrasplante mantienen mejor PaO, que los preservados con
LPD. Asi mismo lo descrito en este trabajo tampoco coincide con lo observado por

Oka y cols'®

gue preservaron pulmones de conejos por 30 horas con diferentes
soluciones y después los reperfundieron ex vivo; y encontraron que los
preservados con LPD mostraban la PaO, dentro de sus limites normales. Por otro
lado lo observado en este estudio también es diferente a lo reportado en los
estudios realizados por el grupo de trasplante del hospital Marqués de Valdecilla
Espafia, cuando compararon el uso de la solucion LPD y una solucién intracelular
y describieron que la solucién LPD favorece la oxigenacion y disminuye el tiempo
de ventilacion mecanica y la estancia de los pacientes en las salas de cuidados
intensivos'®,

El retorno de la PaO, a sus valores basales a las 24 horas observado en el grupo
de LPD posiblemente fue originado porque el pulmon derecho compenso la
disfuncion del pulmén izquierdo.

El incremento en la PIM posneumonectomia en los tres grupos y al concluir la
anastomosis vascular, fue probablemente ocasionado porque el bronquio se
encontraba pinzado y s6lo se estaba ventilando un pulmon. En el grupo | ésta

regresé a sus valores normales porque ambos pulmones estaban sanos y al



despinzar el bronquio se permitio el paso de aire a los 2 pulmones. Mientras que
en los grupos Il y Il al concluir el trasplante el incremento en la PIM fue mayor en
el grupo lll, ésto fue originado por que el dafio sufrido en la membrana alvéolo-
capilar durante la isquemia y la reperfusion ocasion6 edema intraalveolar que
afectd la distensibilidad pulmonar y ésto se correlaciona con lo reportado por
Theodore'® y Hachida'®® quiénes observaron que el edema pulmonar que se
produjo después de trasplantar pulmones preservados por 12 horas en perros,
deteriord la distensibilidad del mismo. No obstante, o observado en este trabajo
es diferente a lo que describié Wittwer y cols®’, quienes al utilizar la solucién
Celsior para preservar pulmones de rata por 2 horas observaron que la PIM no se

alteraba después de este tiempo.

El incremento en las presiones de la arteria pulmonar (PSAP, PDAP y PMAP) y las
resistencias vasculares pulmonares después de la neumonectomia pudo ser
provocado por el pinzamiento del hilio pulmonar, ya que solo un pulmén recibe
aporte sanguineo y disminuye de forma severa el flujo en el lecho vascular
pulmonar, lo que incrementa significativamente presion y resistencias vasculares
pulmonares (RVP) *. Aunque, también pudo deberse a que durante la ventilacién,
la presion positiva ejercida por el ventilador favorece la compresion de los vasos
intraalveolares con lo que se incrementan las RVP y la presion en la arteria
pulmonar (mientras que en la respiracion espontanea, la presion intratoracica
negativa la disminuye y da un valor menor)*®®*%’ Después del trasplante, el
incremento de las RVP y presiones de la arteria pulmonar en ambos grupos
(mayor en el grupo Il) se presentd porque el pulmon recién trasplantados sufren
DIR y éste, incrementa la permeabilidad capilar, provocando edema pulmonar de
reperfusion no cardiogénico, debido a la alteracion en el parénquima pulmonar y
se acompafia de un incremento de las resistencias vasculares pulmonares,
disminucién de las distensibilidad pulmonar, incremento en la permeabilidad
capilar y edema alveolo intersticial con alteracion en la oxigenacion como lo
describi6 Bierman®®®, Este incremento también fue probablemente originado por
que el dafio endotelial que sufre la membrana alveolo capilar, provoca la

quimiotaxis, agregacion, adhesion y migracion de algunas células sanguineas que



obstruyen de forma mecanica el paso de sangre y disminuyen la vasodilatacion
dependiente del endotelio®" %% Estos hallazgos también se relacionan con los

® y Ramos™® que estudiaron la anestesia durante el

que reportaron Triantafillou®
trasplante pulmonar y observaron que una de las respuestas a la reperfusion del
injerto es el aumento generalizado de las presiones pulmonares como
consecuencia de la lesion vascular secundaria a la isquemia del injerto y que
produce edema intersticial y alveolar. En otro estudio realizado por Sommer y cols
donde compararon la preservacién pulmonar con soluciones Celsior y LPD,
describieron que la solucion LPD produce incremento en las presiones
pulmonares, y estd asociado a edema pulmonar producido por el DIR que se
produce al concluir el trasplante. Otro Factor que pudo provocar el incremento de
las RVP y presiones de la arteria pulmonar es la hipoxia observada debida al

edema pulmonar como lo descrito por Tabhut **!

que compard diferentes
soluciones extracelulares y demostr6 que la solucidn Celsior reduce la
presentacion de edema por reperfusion del injerto en estudios clinicos en
humanos, sin embargo estos resultados no se comparan con los observados en
este trabajo, en los cuales el edema observado de forma macroscopica y el
incremento en las RVP se presentd con mayor severidad en el grupo tratado con
solucion Celsior.

La congestion y el edema pulmonar severos observados de forma macro y
microscopica en el grupo lll, puede explicarse de la siguiente manera; el dafio
producido en la membrana alveolo capilar durante la isquemia y la reperfusion
interfirid en las presiones hidrostaticas y osmdticas junto con la disfuncién
endotelial causaron el incremento de la permeabilidad capilar como lo describid
Rabanal al estudiar dos pacientes que mostraron edema pulmonar postrasplante
pulmonar por dafio por isquemia reperfusiéon*? y mencioné que el edema
posreperfusion en el trasplante pulmonar tiene un doble origen: la activacion
leucocitaria, la cascada inflamatoria con incremento de la permeabilidad endotelial
y la sobrecarga hidrostética sobre el pulmon injertado. Por otro lado los resultados
observados en este trabajo también coinciden con lo descrito por el mismo autor al

comparar el uso de solucién LPD vs Eurocollins modificado®, asimismo lo



observado por otros autores que mencionan que la solucion LPD disminuye el
edema pulmonar posreperfusion después de preservar durante diferente tiempo
pulmones con LPD°®°%1%113 gin embargo los resultados de este estudio no
concuerdan con lo observado por Sommer®® quién menciona que los pulmones
preservados con Celsior desarrollan menor edema pulmonar que los preservados
con LPD.

El infiltrado neutrofilico en los grupos trasplantados se origind en todos los
animales operados de este estudio, posiblemente ocasionado por la acumulacién
de células inflamatorias que no es un signo de proceso inflamatorio activo, sino de
incremento en la alerta inmunolégica por la presencia de materiales extrafios
siendo un factor perpetuante del dafio por isquemia reperfusion. Los resultados de
este estudio coinciden con lo descrito por Sommer quien después de 7 horas de
reperfundir pulmones preservados con Celsior y LPD en cerdos encontr6 edema
alveolar e infiltracién neutrofilica®®. En otra investigacién en ratas en la que se
valoré la lesién isquemia reperfusion en trasplante pulmonar con tiempo de
isquemia prolongado se observdé que después de 10 horas de isquemia se

presenté hemorragia pulmonar e infiltrado neutrofilico'**.

La relacion que guarda la ET-1 con el trasplante pulmonar se debe a la extensa
area endotelial que el pulmén presenta. En este estudio la liberacion de ET-1
después de llevar a cabo la toracotomia pudo ser originada por el trauma
originado con la colocacion del catéter pulmonar y la ventilacion mecanica dando
como resultado el incrementando de las presiones de la arteria pulmonar (aunque
este incremento no es severo). En el grupo | pudimos observar que los niveles
plasmaticos de ET-1 disminuyeron después del pinzamiento del hilio pulmonar, lo
cual posiblemente se debi6 a que el dafio generado por éste, no provoco
disfuncion endotelial severa y permitié que se revirtiera el efecto de la isquemia en
las horas siguientes. En los grupos de trasplante los niveles de ET-1 se
incrementaron porque la hipoxia y el trauma quirdrgico produjeron dafio endotelial
del pulmon preservado; como se ha mencionado en otros estudios clinicos y

experimentales sobre trasplante pulmonar, que han demostrado que la ET-1



puede acumularse en el tejido pulmonar antes y durante las primeras horas
después de la reperfusion®***°.

El efecto vasoconstrictor que tiene la ET-1 provocé el incremento de las presiones
de la arteria pulmonar y las RVP, lo cual ocasion6 un aumento de la permeabilidad
capilar que aunada al dafio preexistente (preservacion) favorecio la formacion de
edema pulmonar. Ademas se puede pensar que en este estudio la ET-1 favoreci6
la presencia del infiltrado neutrofilico, porque esta puede estimular la produccién
de citocinas por medio de monocitos o macréfagos y promueve la retencion de
neutroéfilos en el pulmdn, ésto en conjunto con la adhesion leucocitaria generd una
obstruccién de tipo mecanica al flujo que modifico la estructura de la membrana
alveolo capilar e incrementé la permeabilidad vascular, resistencias y presiones

pulmonares, asi como el edema pulmonar segtn lo descrito por Abraham y cols™*®.



VIIl. CONCLUSIONES
El perro es un buen modelo para el estudio del trasplante pulmonar, debido a que
permite realizar la evaluacion de diferentes parametros fisioldgicos y quirdrgicos

como se realizan en humanos.

La preservacion con solucion Celsior presenta una tasa de sobrevivencia

significativamente menor que el grupo testigo y el grupo LPD.

La preservacion por 12 horas con solucion de LPD o Celsior no evita las
alteraciones en la PaO2 después del trasplante pulmonar en perros aunque se

encuentren ventilados con una FiO, del 100%.

Tanto la solucién LPD como la Celsior no evitan los cambios en la PIM de los

pulmones trasplantados que fueron preservados por 12 horas.

El incremento en las presiones de la arteria pulmonar y RVP no se evita después
de la preservacién del injerto pulmonar con soluciones de LPD o Celsior.

Macroscopicamente la preservacién con solucion Celsior produce mayor edema

pulmonar, pero no de manera microscopica.

La hemorragia alveolar y el infiltrado neutrofilico que se producen durante al
sindrome por isquemia reperfusibn son similares después de 12 horas de

preservacion pulmonar con solucion de LPD o Celsior.



ANEXO | Cuadros

Componente LPD Celsior Funcidén
K* (mmol/l) 6 15 Electrolito
Na" (mmol/l) 138 100 Electrolito
Mg** (mmol/l) - 13 Electrolito
CI" (mmol/l) 142 0.26 Electrolito
Ca** (mmol/l) - 41.5 Precursor
energeético

HPO4* (mmol/l) 0.8 - Restauracion de

los niveles de

energia
S04% (mmol/l) 0.8 -
Histidina (mmol/l) - 30 Antioxidante
Manitol (mmol/l) - 60 Impermeabilizante
Glucosa (g/l) 0.9 - Impermeabilizante
Glutamato - 20 Substrato
(mmoll/l) energeético
Lactobionato - 80 Impermeabilizante
(mmol/l)
Glutatiéon (mmol/l) - 3 Antioxidante
Dextrano (g/l) 5 - Impermeabilizante

Cuadro No. 1 Composicién de las soluciones de preservacion (LPD y Celsior) preparadas en el

laboratorio del Departamento de Cirugia Experimental del INER “ICV”.



RESULTADOS MICROSCOPICOS

Hemorragia

Grado Grupo | Grupo Il Grupo lll
Ausente (0-10%) 3 0 0

Ligero (11-25%) 0 1 1
Moderado (26-50%) 2 4 3
Severo (51-100%) 1 1 2

Cuadro 2. Muestra el porcentaje de hemorragia que se observo en los tres grupos

Edema

Grado Grupo | Grupo Il Grupo lll
Ausente (0-10%) 3 0 0

Ligero (11-25%) 0 2 1
Moderado (26-50%) 2 3 3
Severo (51-100%) 1 1 2

Cuadro 3. Muestra el porcentaje de edema que se observo en los tres grupos

Infiltrado neutrofilico

Grado Grupo | Grupo Il Grupo Il
Ausente (0-10%) 4 4 0
Ligero (11-25%) 1 0 2
Moderado (26-50%) 0 1 4
Severo (51-100%) 0 1 0

Cuadro 4. Muestra el porcentaje de infiltrado neutrofilico que se observé en los tres grupos




ANEXO Il Figuras

Figura 1. A) Fotografia donde se observa la esternotomia media y se puede apreciar el bloque
cardiopulmonar en un animal del grupo donador B) Fotografia donde se aprecia la perfusion de la
arteria pulmonar y el lavado pulmonar en un animal del grupo donador C) Fotografia donde se
observa el bloque cardiopulmonar después de su extraccion y antes de la diseccién del pulmén

izquierdo en un animal del grupo donador.



Figura 2. A) Fotografia donde se observa la diseccién de la arteria pulmonar, bronquio principal
izquierdo y venas pulmonares en un animal del grupo de trasplante B)Fotografia donde se observa
al injerto pulmonar antes de ser trasplantado C) Fotografia donde se aprecia el inicio de la
anastomosis de la arteria pulmonar en un animal del grupo de trasplante D) Fotografia donde se
puede observar la reperfusion del injerto y el inicio de la anastomosis bronquial E) Fotografia donse
se aprecia el fin de las anastomosis vascular y bronquial en un animal del grupo de trasplante (fin
del trasplante) F) Fotografia donde se observa la toma de biopsia pulmonar en un animal del grupo

Il (nétese la coloracion normal del I6bulo pulmonar)



Figura 3. A) Fotografia donde se muestra el Kit comercial que se utilizé para la evaluacion
plasméatica de ET-1 B) Fotografia donde se muestran los reactivos para la determinacion de ET-1
plasmética C) Fotografia donde se puede observar la placa de ELISA después de la lectura de la
DO de ET-1.



Figura 4. A) Fotografia en donde se observa edema traqueal en un animal del grupo llI
B) Fotografia en donde a la exploracion de la cavidad toracica se aprecian los pulmones
congestionados en un animal del grupo lll C y D) Fotografia en donde se aprecia edema y

hemorragia pulmonar en un animal del grupo Il



Figura 5. A) Microfotografia del I6bulo pulmonar caudal izquierdo de un animal del grupo | en
donde se aprecia edema pulmonar (10x) B) Microfotografia del I6bulo pulmonar caudal izquierdo
de un animal del grupo | en donde se observa infiltrado neutrofilico (40x) C) Microfotografia del
I6bulo caudal pulmonar izquierdo de un animal del grupo Il en donde se observa infiltrado
neutrofilico (10x) D) Microfotografia del I6bulo pulmonar caudal de un animal del grupo 11l en donde

se observa hemorragia y edema pulmonar (10x).



ANEXO lll Graficas

RESULTADOS GASOMETRICOS

Grafica 1. Se muestra el comportamiento de la Presion Parcial Arterial de Oxigeno en los tres
grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa

* p<0.05 (ANDEVA, Tukey)

** n<0.01 (ANDEVA, Tukey)



Gréfica 2. Se muestra el comportamiento de Presion Parcial Venosa de Oxigeno en los tres
grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa
*p<0.05, ANDEVA, p<0.01 Tukey



Grafica 3. Se muestra el comportamiento de la Presion Inspiratoria Maxima en los tres grupos,
antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE el asterisco indica diferencia estadistica significativa

* p<0.05 ANDEVA, p<0.01 Tukey

Graficas

RESULTADOS HEMODINAMICOS



Gréfica 4. Se muestra el comportamiento de la Presion Sistélica de la Arteria Pulmonar en los tres
grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa.

*p<0.05 ANDEVA, Tukey.



Gréfica 5. Se muestra el comportamiento de la Presion Diastolica de la Arteria Pulmonar en los
tres grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa.
*p<0.01 ANDEVA, Tukey.



Grafica 6. Se muestra el comportamiento de la Presion Media de la Arteria Pulmonar en los tres
grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa.

*p<0.05 ANDEVA, p<0.01 Tukey.



Grafica 7. Se muestra el comportamiento de las Resistencias Vasculares Pulmonares en los tres
grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa.

*p<0.05 ANDEVA, p<0.01 Tukey.



Gréfica 8. Se muestra el comportamiento del indice de Resistencias Vasculares Sistémicas en los
tres grupos, antes y después del trasplante.

Datos presentados en media + DE él asterisco indica diferencia estadistica significativa.

*p<0.01 ANDEVA, p<0.05 Tukey.

RESULTADOS PLASMATICOS DE ET-1
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Gréfica 9. Se muestran las concentraciones plasméticas de ET-1 en los tres grupos pre y
postrasplante. En el grupo Il el incremento fue significativo a los 120, 180’ y 240’ con respecto al
grupo |y al grupo Il

*p< 0.05, ANDEVA, Tukey

**p< 0.001, ANDEVA, Tukey



ANEXO IV

GLOSARIO DE TERMINOS

e Frecuencia Cardiaca (FC): Bombeo sanguineo del corazén por minuto.
Evalla el estado hemodindmico del corazén, es un componente del gasto
cardiaco, juega un papel importante en el llenado y volumen sanguineo

diastoélico.

e Presion Arterial (PA): Fuerza ejercida por la sangre contra una unidad de
superficie de la pared del vaso. Es el producto del gasto cardiaco

multiplicado por la resistencia periférica.

e Presion Arterial Sistdlica y Diastélica (PAS y PAD): A la presion maxima
que alcanza la sangre en las arterias se llama presion sistdlica y a la
minima presion que ocurre al final de la didstole inmediatamente antes de la

apertura de la valvula aortica se le llama diastélica.

e Presion Arterial Media (PAM): Es la media de las presiones arteriales
medidas milisegundo a milisegundo en un periodo de tiempo y no es igual a
la media de las presiones sistélica y diastdlica, porque la presion arterial
sigue estando mas cercana a la presion diastolica que a la presion sistélica
durante la mayor parte del ciclo cardiaco. Por lo tanto esta determinada en
un 60% por la presion diastélica y en un 40% por la presion sistolica.

e Presion Sistolica de Arte ria Pulmonar (PSAP): Fuerza que ejerce la

sangre sobre la arteria pulmonar durante la sistole.

e Presion Diastélica de Arteria Pulmonar (PDAP): Fuerza ejercida por la

sangre a su paso por la arteria pulmonar durante la diastole.



Presion Media de Ar teria Pulmonar (PMAP): La media de las presiones
sistolica y diastolica pulmonar.

Presion de Oclusion (PO o C uia): Refleja la presion de llenado del atrio

izquierdo.

Presion Venosa Central (PVC): Es igual a la presion del atrio derecho
porgue ahi fluye la sangre de todas las venas sistémicas. Regulada por:

-La capacidad del corazon de bombear la sangre hacia el exterior de la

auricula y el ventriculo derechos hacia los pulmones.

-La tendencia de la sangre a fluir desde las venas periféricas hacia la auricula

derecha.

Gasto Cardiaco (GC ): Cantidad de sangre eyectada por el ventriculo por

minuto (I/min).

indice Cardiaco (IC): Ofrece informacion mas precisa de la funcién
ventricular al agregar el tamafio corporal, para obtener un valor de indice

hemodindmico se utiliza la medida y el peso del paciente.

Resistencia Vascular Pulmonar (RVP): Evalla la poscarga del ventriculo
derecho, clinicamente se mide la resistencia vascular calculada PMAP-
P.C/GC x 80.

indice de ResistenciaV ascular Pulmonar (iRVP): Es la resistencia

vascular pulmonar expresada en unidad de superficie corporal.

Resistencia Vascular Sistémica (RVS): Mide la poscarga o resistencia del
ventriculo izquierdo, midiendo el gradiente entre el comienzo y el fin del

circuito (presion arterial media y la presion arterial).



 Indice de Resisten cia V ascular Sistémica (iRVS): Es la resistencia

vascular sistémica expresada en unidad de superficie corporal.

o Diferencia Arterio-Venosa de oxigeno (DavO ;): Diferencia entre los

contenidos arterial y venoso de oxigeno.

e Corto circuito (Qs -Qt): Parte del gasto cardiaco que no contribuye al
intercambio gaseoso sanguineo pulmonar y se regresa sin oxigenar hacia la
sangre arterial en el hombre en reposo y consta de 2 componentes

principales:

1) corto circuito anatémico: porcion del gasto cardiaco que se encuentra en los
capilares pulmonares, representa menos del 2% del GC y en su mayor
parte es debido al drenaje venoso bronquial hacia el interior de las venas

pulmonares.

2) Corto circuito capilar: porcidon del GC que perfunde alveolos no ventilados,
lo cual se debe a la desigual relacion ventilacion perfusion, atelectasia, o al
gradiente de difusion

Se define como corto circuito la transferencia de sangre desde la circulacién
derecha a la circulacion izquierda sin pasar por las unidades de intercambio
gaseoso. Este fendmeno ocurre cuando los alvéolos no son ventilados porque
existe una obstruccién distal a ellos, se encuentran llenos de liquido u obliterados
0 porque existe una comunicacion vascular directa entre el sistema venoso y

arterial.

e Presion Parcial de Oxigeno (PaO ;): Cantidad de CO, disuelto en el

plasma que ejerce una presion parcial en las arterias.



Potencial de Hidrogeno arterial, venoso (pH): Logaritmo negativo de la
concentracion de hidrogeniones plasmaticos en sangre arterial y en sangre

venosa.

Presién Venosa de Oxigeno (PvO3): Cantidad de O, disuelto en el plasma

que ejerce una presion parcial en las venas.

Presion Venosa de CO, (PvCO,): Cantidad de CO, disuelto en el plasma

gue ejerce una presion parcial en las venas.

Saturacién Arterial de Oxigeno (SaO,%): Porcentaje de oxigeno saturado

en sangre arterial.

Saturacién Venosa de Oxigeno (SO ,%): Porcentaje de oxigeno saturado

en sangre venosa.

Presion Inspiratoria Maxima (PIM): Capacidad que tienen los pulmones
de distenderse, es subjetivo porque depende de la distensibilidad del

parénquima alveolar mas el volumen de aire.

Fraccion Inspirada de Oxigeno (FiO ;): Cada molécula se encuentra en
cierto porcentaje con relacion a las otras en la mezcla de gases. Asi el aire
contiene 20.93% de oxigeno, 0.93% de argon, 0.03% de dioxido de carbono
y 78.11% de nitrogeno. Este porcentaje se denomina la fraccion del gas en

la mezcla.
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