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Resumen

El trasplante pulmonar se ha constituido como una opcién terapéutica efectiva
para pacientes con enfermedad pulmonar irreversible. Sin embargo el éxito del
trasplante continda siendo afectado principalmente por la falla primaria del injerto
caracterizada por dafio en la membrana alveolo capilar con la consecuente
generacion de edema, estableciéndose como la principal causa de mortalidad
posoperatorio. En el presente estudio postulamos que ante la lesion de células
nerviosas por la hipoxia y otras fuentes no neuronales se da la liberacion de
serotonina (5-HT) (5-hidroxitriptamina) la cual podria tener un efecto sobre la
permeabilidad vascular, para ello se extrajo el bloque cardiopulmonar de 24
conejos divididos en 4 grupos: Control, SSF 24h, SSF + Metiotepina 1X10° M y
SSF + SB204741 1X10° M. El coeficiente de filtracion capilar (Kfc) y el peso
pulmonar se midieron inmediatamente en el grupo control para evaluar
permeabilidad vascular y ganancia de peso a expensas de edema; el resto se
preservo en SSF a 4°C por 24h previo a su analisis. Los resultados indican que
durante la preservaciéon pulmonar se encuentra presente 5-HT y esta es lo
suficientemente necesaria para provocar dafio al tejido y producir edema; sin
embargo, al utilizar antagonistas para los receptores de 5-HT se pude aminorar el
dafio e inclusive tener mediciones de Kfc muy cercanas a las obtenidas en nuestro
grupo control. Podemos concluir que 5-HT juega un papel importante durante la
isquemia/reperfusion (I/R) al favorecer la lesion endotelial provocando cambios en
la permeabilidad vascular pero con el uso de antagonistas de 5-HT (Metiotepina y
SB 204741) se puede atenuar significativamente el dafio pulmonar, lo que guiaria
a implementar estrategias de intervenciéon farmacologica para prolongar la

viabilidad del 6rgano con fines de trasplante.




Introduccioén

Antecedentes Historicos

Los trasplantes han sido uno de los avances mas significativos en medicina a
partir de la segunda mitad del siglo XX y continian siendo en muchos casos el
anico tratamiento efectivo en la insuficiencia organica terminal. A principios de los
60’s, ya existia una base de conocimientos por parte de fisidlogos y anatomistas
acerca de los requisitos para mantener viables los 6rganos y su funcionamiento
fuera del cuerpo. El desarrollo de bombas de perfusiéon, permitié el uso de circuitos
artificiales para estudiar la fisiologia organica, facilitAndose este tipo de estudios
en mayor medida por la sustitucibn de la sangre por perfundidos sintéticos,
soluciones de electrolitos, solutos y vitaminas, asi como el uso de temperaturas

bajas para alterar el metabolismo, convirtiéndose en una poderosa herramienta.

El trasplante de érganos ha avanzado experimentalmente desde hace 50 afios
hasta establecerse como el tratamiento de eleccibn para pacientes con
enfermedad terminal del érgano involucrado, con tasas de supervivencia del
paciente e injerto superiores al 90% anual, por lo que la dltima década ha sido
marcada por un aumento significativo en el nimero de trasplantes, receptores en
lista de espera y centros de ejecucién, pero ante la escasez de 6rganos
disponibles para el procedimiento, hay una extrema necesidad de mejorar el uso
de los mismos por lo tanto un paso crucial en el proceso de trasplante radica en su
preservacion, descrita como "la linea de suministro para el trasplante de érganos”
[1], cuyo objetivo principal es mantener el tejido y la funcion organica durante el
almacenamiento (24 h o menos) de modo que el injerto funcione en la reperfusion.
En la actualidad hay dos enfoques en la conservacién de la mayoria de érganos
trasplantables: estéatica o dinamica. El almacenamiento de frio estatico (AFE) es el
método estatico principal, mientras que la maquina de perfusion hipotérmica
(MPH) y otros métodos de perfusién como la maquina de perfusion normotérmica

y persuflacion de oxigeno corresponden a la conservacion dinamica [2].




Preservacion pulmonar

Desde 1983, el trasplante de pulmon ha disfrutado de un éxito cada vez mayor y
se ha convertido en el apoyo principal para la mayoria de las patologias
pulmonares en etapa terminal, sin embargo el pulmén es un O6rgano que
histéricamente ha presentado un reto importante, debido a su alta sensibilidad

ante la lesion hipoxica [2].

En 1986, Haverich y col. encontraron que el lavado pulmonar con un volumen y
velocidad de flujo de perfundido altos, resultaba en una mejor refrigeracion y
funcionamiento después de la reperfusion [3]. No obstante, los problemas
significativos de edema y dafo por isquemia- reperfusion (I/R) seguian presentes,
lo que incentivé a continuar el refinamiento de la preservacion, reconociendo a la
perfusién continia como un método complejo debido a la pregunta asociada sobre
el mantenimiento de la ventilacibn mecéanica junto con la perfusion vascular. De
igual forma, existen propuestas para utilizar la perfusion continua caliente en la
evaluacion de la funcién pulmonar después del AFE; sin embargo, estos métodos
no han alcanzado una extensa aplicacidon en la clinica ya que favorecen la
infeccion pulmonar, sepsis y falla multiorganica eventual en el paciente

trasplantado [4].

En la actualidad ciertos problemas durante el trasplante pulmonar relacionados
con la técnica quirdrgica e inmunosupresion han sido superados, a pesar de ello la
supervivencia a largo plazo apenas se ha modificado. En el proceso del trasplante
es necesaria la utilizacion de un injerto previamente sometido a un periodo
isquémico determinado, dicha preservacion tiene un doble objetivo: minimizar el
efecto de la isquemia con el fin de mantener su integridad morfologica y
bioquimica para asi optimizar su funcionamiento una vez implantado, y por otro

lado, que esta integridad se mantenga el mayor tiempo posible [4].

El mecanismo de lesion pulmonar por isquemia-reperfusion es extremadamente
complejo y aiin no se ha dilucidado en su totalidad, por tal motivo existe una gran

cantidad de trabajos de experimentacion dedicados a mejorar el conocimiento




sobre dicho mecanismo, asi como la preservacion pulmonar y respuesta al injerto.
La mayoria de los grupos enfocados en trasplante pulmonar utilizan el lavado del
lecho vascular con distintas soluciones a través de la arteria pulmonar, las cuales
tienen como objetivo minimizar los efectos de la isquemia y el impacto que ésta
tiene sobre la posterior reperfusion del injerto, por lo que para contrarrestar el

edema celular, la composicién iénica de la solucion es fundamental [5].

Las soluciones intracelulares como la Euro-Collins modificada o la de Universidad
de Wisconsin son ricas en K* para evitar que el Na’ penetre en la célula; sin
embargo uno de los problemas que plantean estas soluciones es que su elevado
contenido en potasio favorece la vasoconstriccion del lecho pulmonar y la
posibilidad de paro cardiaco debido a hipercalemia tras la perfusién. Por otro lado
la utilizacion de soluciones cristaloides con una presién oncética baja puede
favorecer el paso de agua desde el espacio intravascular al intersticial,
provocando la generacién de edema el cual puede comprometer la red capilar y
dificultar una perfusion homogénea durante la preservacion, lo que contribuiria a la

aparicion de lesiones por I/R [6].

De igual forma, en la préctica clinica algunas soluciones de preservacion incluyen
en su composicion inhibidores de xantina oxidasa debido a que las lesiones de
reperfusion se inician con una serie de acontecimientos bioquimicos durante la
fase isquémica caracterizados por un aumento de la hipoxantina tisular, la
encargada de convertir la xantina oxidasa es la enzima xantina deshidrogenasa,
que en presencia del oxigeno aportado por la reperfusion forma radicales libres de
oxigeno (RLO). Ademas el estrés oxidativo, en particular el producido por los
radicales Hidroxilo (HO-) y los Peroxinitrilos (ONOO-) es el responsable de la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo, lo que provoca peroxidacion de los lipidos de
membrana y determina importantes lesiones celulares, sobre todo en el endotelio
vascular pulmonar. Dicha peroxidacion lipidica genera potentes mediadores como
las fosfolipasas, en concreto la fosfolipasa A,, la cual facilita la movilizacion del
acido araquidonico y su metabolizacion posterior generando tromboxanos y

leucotrienos, mediadores proinflamatorios e importantes vasoconstrictores y




broncoconstrictores, por lo cual los inhibidores de la fosfolipasa A, también se han

estudiado en el campo experimental [4].

Falla Primaria del Injerto (FPI)

Ante el reconocimiento de las limitaciones terapéuticas frente al progreso de la
patologia pulmonar, el trasplante representa una opcién viable a la cual recurrir;
sin embargo no esta libre de complicaciones siendo la falla primaria del injerto
(FPI) una de ellas, caracterizada por ser una forma de lesiébn pulmonar aguda
desarrollada generalmente durante el postoperatorio inmediato, estableciéndose
como la principal causa de la mortalidad precoz a pesar de las refinadas técnicas
quirdrgicas y preservacion empleadas, lo que ha llevado a realizar consensos y
estudios que intenten identificar factores de riesgo y la fisiopatologia subyacente

para desarrollar posibles opciones terapéuticas [7].

En el afio 2005 la Sociedad Internacional de Corazén y Pulmén (ISHLT por sus
siglas en inglés) informd de un consenso para la estandarizacion de los criterios
de FPI precisando su definicion basada en el receptor de presion alveolar de
oxigeno (PaO.) /fraccion del valor de oxigeno inspirado (FiO;) y los resultados de
la radiografia de térax, donde se acord6 considerar a la falla primaria del injerto
como la presencia de edema pulmonar no cardiogénico en las primeras 72 horas
de la perfusion debido a una alteracion del propio parénquima pulmonar. Dicha
patologia es de gravedad variable (Tabla 1), llegandose a presentar un estado
severo en el 15% al 35% de los pacientes y segun datos de la ISHLT tiene

relacion con un 30% del éxito en el postoperatorio inmediato.




Tabla 1. Clasificacion de la falla primaria del injerto de la ISHLT. Presién alveolar de oxigeno (PaO,) /fraccién del

valor de oxigeno inspirado (FiO,) [8].

Infiltrados radiograficos
compatibles con Edema

Grado Pao,/Fio, Pulmonar
0 >300 Ausente
1 >300 Presente
2 200-300 Presente
3 <200 Presente

El curso clinico de la FPI grave se caracteriza por hipoxemia progresiva en
asociacion con la disminucion de la distensibilidad pulmonar, el cual puede ocurrir
inmediatamente tras la reperfusion del injerto o en dias posteriores. En la mayoria
de los casos, la mejoria clinica se puede lograr con la terapia de apoyo, aunque en
algunos pacientes con FPl la capacidad para mantener la ventilacion vy
oxigenacion continuara deteriordndose. Si no se trata adecuadamente y con
prontitud, esta hipoxemia persistente puede progresar a la inestabilidad
hemodinamica y disfuncion multiorganica. Ante tal situacion, la oxigenacion por
membrana extracorpérea (OME) ha sido considerada como un sistema util para
proporcionar apoyo cardiorrespiratorio en pacientes con disfuncion pulmonar grave
postrasplante y se ha utilizado en el 2% a 9% de los pacientes sometidos a este

procedimiento [9].

La isquemia-reperfusion es un factor determinante en la FPI pero algunos datos
sugieren que la prolongacion del periodo isquémico, el uso prolongado de bypass
cardiopulmonar, la transfusién masiva de sangre, muerte encefalica, preservacion
del injerto o la implantacion del mismo y posterior reperfusion pueden exacerbarla
0 provocarla. Varios estudios han intentado demostrar el efecto del tipo de
trasplante en el desenlace obtenido, incluyendo la FPI (Figura 1). Los resultados
aplicados tanto en los trasplantes pulmonares simples como bilaterales no son
concluyentes debido a que en estos estudios fueron empleadas diferentes

definiciones, variables de resultado y/o enfermedades subyacentes [10].
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Figura 1. Supervivencia global de pacientes con FPI de acuerdo al tipo de trasplante [11].

En relacién a la FPI, si bien se han hecho progresos para comprender mejor las
consecuencias del procedimiento de trasplante de pulmoén y su relacion con la
manifestacion clinica de esta patologia (muerte cerebral del donante, isquemia
pulmonar, preservacion en frio de érganos, reperfusion), todavia queda mucho
trabajo por hacer. Esté claro que el estrés generado por las especies reactivas del
oxigeno (ERO) durante el proceso de I/R es una importante fuerza motriz para la
FPI. Ademas de la lesiéon directa por las ERO en el endotelio y epitelio pulmonar,
se inician cascadas inflamatorias y aumentan los factores procoagulantes que

contribuyen a la lesiébn pulmonar [12].

Las investigaciones anteriores se han centrado en la mejora de las técnicas de
preservacion pulmonar para prevenir el dafio por isquemia-perfusién y FPI. Tales
técnicas incluyen factores como el volumen, temperatura, presion, componentes
de las soluciones de preservacion, la inflacion y los parametros de ventilacién de
los érganos durante el transporte. Estos protocolos no son universales y varian

entre las instituciones, lo que hace dificil su comparacion [13].

Han existido sOlo unos pocos ensayos controlados aleatorizados que examinan la
prevencion de la FPI durante el trasplante de pulmén, con un impacto modesto en
los pardametros clinicos [8]. Dentro de estos trabajos se han tomado diferentes
caracteristicas especificas para el donador como: sexo, edad, altura, peso, tipo de

procedimiento, dias con apoyo ventilatorio, estado de citomegalovirus, mecanismo

——
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de la muerte, gasometria arterial, antecedentes de tabaquismo, tiempos de
isquemia, broncoscopia, y los resultados de la tincion de Gram. Mientras que para
los beneficiarios son: algunas variables sociodemogréficas, tipo de trasplante,
altura, peso, diagnoéstico, citomegalovirus, funcién pulmonar, comorbilidades,
estado preoperatorio, la monitorizacion hemodindmica intraoperatoria, la
necesidad de circulacion extracorporea durante el trasplante y la solucion de

preservacion utilizada.

En estos ensayos se encontré que el trasplante pulmonar de donadores mayores
a 50 afos parece estar asociado con riesgos muy altos de FPI grado 3. De hecho,
la relacién entre las probabilidades de desarrollo de este grado y la edad de los
donadores muestra una tendencia lineal desde la edad de 35 afios, una tendencia
muy similar a la encontrada en los analisis de otra serie de datos del registro en la
ISHLT. Los resultados mas favorables parecen estar asociados con donadores
entre 20 y 30 afios de edad (Figura 2). Ademas el desarrollo de la FPI grave esta
asociado con una alta mortalidad operatoria y una pobre supervivencia a largo
plazo, donde uno de los factores de riesgo adicionales del grado 3 durante las
primeras 48 horas después del trasplante es el aumento de la presion arterial
pulmonar preoperatoria. Por lo cual, la identificacion de pacientes en riesgo, la
gestidn selectiva a través de estrategias de ventilacion para reducir la presion de
las vias respiratorias, el bloqueo para limitar la perfusion, el empleo de agentes
farmacoldgicos para reducir la lesidon por isquemia-reperfusion o la oxigenacion
por membrana extracorpOrea, podria mejorar los resultados de los pacientes

sometidos a trasplante de pulmén [14].
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Figura 2. Relacién de la edad del donante con la supervivencia del paciente en el trasplante pulmonar [11].

El mecanismo de lesién pulmonar debido a la isquemia-reperfusion es el resultado
de la interaccion entre diferentes procesos como los mencionados anteriormente,
y a pesar de que se han realizado diferentes investigaciones al respecto, se ha
dejado de lado el efecto que pudieran tener los neurotransmisores en dicha lesion.
El sistema nervioso autbnomo controla muchos aspectos de la funciones de las
vias respiratorias, incluyendo la regulacion de tono del muasculo liso, la secrecion
de moco por parte de las glandulas submucosas y células epiteliales superficiales
caliciformes, la permeabilidad vascular y el flujo sanguineo. Los datos recientes
sugieren que el mejoramiento de la actividad neuronal puede jugar un papel clave
en la sintomatologia y la fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias de las
vias respiratorias [15]. De esta forma, al ser las células nerviosas las mas
susceptibles ante la baja en la concentracion de oxigeno, es necesario estudiar lo
que sucede durante la preservacion pulmonar, en relacion a los cambios que

pudieran ocasionar algunos neurotransmisores.

En el Departamento de Investigacion en Hiperreactividad Bronquial del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) se ha iniciado una linea de
investigacion al respecto, comenzado a estudiar la participacion de acetil-colina y
sustancia P como inductores de cambios en la permeabilidad vascular en el

modelo de preservacion pulmonar, la literatura reporta que 5-HT juega un papel
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importante en muchas patologias, como la hiperreactividad bronquial, asma vy la
hipertension arterial pulmonar, lo cual nos da pauta para investigar este

neurotransmisor en la preservacion pulmonar.

Serotonina (5-HT)

La serotonina es una molécula con diversos efectos a nivel del sistema nervioso
central (SNC), asi como en la periferia. Actia como una hormona y un
neurotransmisor ubicuo en el reino animal, 5-HT también conocida como 5-
hidroxitriptamina, se aislé y caracteriz6 en 1948 por Maurice Rapport e Irvine
Page. El aislamiento de 5-HT se produjo después de décadas de investigacion
para caracterizar una sustancia vasoconstrictora que se sospechaba figuraba en
las plaquetas. En 1937, el cientifico italiano Vittorio Erspamer [16] aisl0 una
sustancia extraida de las células enterocromafines del tracto gastrointestinal,
responsable de causar la contraccion del musculo liso a la cual denominé
“enteramina”. Fue hasta 1952 que se demostr6 que tanto la enteramina como la 5-
HT eran lo mismo. Tras el descubrimiento original de 5-HT, muchos laboratorios
llevaron a cabo estudios paralelos para localizar e investigar la funcién de 5-HT.
Rapidamente se identific6 que esta presente en diversos tejidos incluyendo el
cerebro, pulmén, rifién, plaquetas, y el tracto gastrointestinal y que es una
monoamina biogénica, similar a la adrenalina, noradrenalina, dopamina y la

histamina [17].

La sintesis de 5-HT se lleva a cabo en un proceso de doble paso a partir del
aminoacido esencial triptéfano, el cual por medio de la Triptofano-hidroxilasa se
cataliza su conversién en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). En un segundo paso el 5-
HTP se descarboxila para formar finalmente la 5-hidroxitriptamina (Figura 3). Los
primeros estudios farmacoldogicos demuestran que la hidroxilacion vy

descarboxilacion ocurren casi instantaneamente en presencia de triptofano.
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Figura 3. Sintesis de 5-HT [18].

Dentro del SNC, 5-HT es sintetizada y almacenada por las neuronas presinapticas
(neuronas serotoninérgicas, glandula pineal, y las neuronas catecolaminérgicas).
Igualmente, 5-HT se encuentra en nueve grupos de cuerpos celulares de la
protuberancia y del mesencéfalo. Un pequefio numero de nulcleos
serotoninérgicos también estan presentes en formacion reticular con fibras que
permanecen localmente dentro de la médula. De igual forma puede ser sintetizada
no neuronalmente, las fuentes en el tejido pulmonar son las células pulmonares
neuroendocrinas, posiblemente por mastocitos pulmonares y la liberacién de
neurotransmisores por parte de fibras nerviosas aferentes. Se ha mostrado
experimentalmente que 5-HT es liberada de células neuroendocrinas
pulmonares/cuerpos neuroepiteliales (PNECs/NEBs) durante la hipoxia aguda. Sin
embargo, pocos estudios han informado de los niveles de 5-HT en la circulacién

pulmonar in vivo o en un modelo de pulmoén aislado. La sintesis periférica de 5-HT
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se limita a las células enterocromafines y las plaquetas representan un sitio

principal de almacenamiento para 5-HT fuera del SNC [19] [20] [21].

Las acciones de 5-HT en el organismo son numerosas y complejas debido a la
gran variedad de subtipos de receptores sobre los que actia. Existen siete tipos
de receptores (5-HT1 a 5-HT7) que se dividen en subcategorias denominadas con
letras capitales (A-F) (Figura 4) [18]. El término receptor solo debera ser aplicado a
una entidad para la cual las clases de informacion estdn disponibles, y que
presente evidencia razonable de un papel funcional. Estos principios
posteriormente han sido adaptados para familias de receptores adicionales por el
Comité de Nomenclatura de Receptores de la Unién Internacional de
Farmacologia (NC-IUPHAR). La clasificacion actual ha ido progresivamente
adaptandose para acomodar la nueva informacibn que se obtiene de los
receptores tanto recombinantes y nativos, ademas de favorecer un alineamiento
de la nomenclatura con el genoma humano para evitar diferencias entre especies
[22].

CANAL(ES) IONICO

5-HT 55
5-HT3B
5-ht 3¢
K= RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA-G +VE
|
5-HT p+—— —— 5-HT,
S-HT1g*— Cio Gg = SNtg
5-HT , * CAMP - 5-HT,
e > 5-
5-ht1E" """""""""""""""" ? 5 5 ht5A
5'ht1 F‘ """""""""""""""" e R e > 5'ht58
—> 5-HT
Gq 2A
PLC - 5-HT g
— 5-HT2C

Figura 4. Representacién gréafica de la clasificacién de los receptores 5-HT. Subtipos de receptores representados
por cuadros y minasculas no han demostrado una funcion definitiva en sistemas nativos. Adenosin monofosfato

ciclico (AMPc); Fosfolipasa C (PLC); negativo (-ve); positivo (+ve) [22].

13

——
| —



Como ya se comento anteriormente uno de los problemas mas importante que
conducen al fracaso del trasplante pulmonar es el deterioro de la funcion capilar
que genera edema vy dificulta el intercambio gaseoso, los mecanismos
responsables aun no se conocen con certeza por lo que en este trabajo
pretendemos encontrar nuevas estrategias que permitan aminorar el dafio en el
tejido pulmonar existiendo evidencia de que 5-HT favorecer la lesion endotelial
induciendo cambios en la permeabilidad vascular, si podemos bloquear este
efecto con el uso de herramientas farmacologicas se podrian prolongar la

viabilidad del pulmon.

Justificacion

Uno de los problemas que dificulta la realizacién de trasplante pulmonar es el
rapido deterioro de la funcion capilar, presentandose la falla primaria del injerto
provocando edema, lo que dificulta el intercambio gaseoso. Los mecanismos
responsables de este deterioro ain no se conocen con certeza; sin embargo, la
optimizacién de las condiciones de preservacion para minimizar el dafio endotelial
continta siendo la clave del éxito temprano del trasplante. Si en este estudio se
demuestra que 5-HT participa en la alteracion de la permeabilidad vascular,
guiaria a implementar nuevas estrategias de intervencion farmacoldgica que
prolongaran la viabilidad y aumentaran la cantidad de dérganos con fines de

trasplante.

Hipétesis

La serotonina incrementa la permeabilidad capilar en el 6rgano almacenado, por lo
tanto, la inhibicion de 5-HT durante el periodo isquémico proporcionaria un efecto

protector para aminorar el dafio endotelial provocada por la I/R.
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Objetivos

Principal

Evaluar la participacion de serotonina en los cambios de permeabilidad vascular

durante la preservacion pulmonar.

Particulares
En pulmones de conejo preservados por 24h.
» Determinar la tasa de liberacion de 5-HT y MAO.
» Demostrar que la inhibicion de 5-HT disminuye el deterioro de la
permeabilidad capilar.
» Evaluar el efecto de antagonistas de serotonina, especifico 5-HT.g
(SB204741) e inespecifico 5-HT1, 5-HT, 5-hts, 5-htg y 5-HT; (Metiotepina)

sobre la permeabilidad vascular de pulmones preservados.

Material y Métodos

Animales de estudio

En el estudio se utilizaron conejos macho, raza Nueva Zelanda (peso corporal de
2.5-3.0 kg), mantenidos en el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias bajo un ambiente controlado de temperatura 21 + 1 °C, 50-70% de
humedad y ciclos de luz oscuridad 12/12h, con un régimen de alimentacion y agua
ad libitum. Los animales fueron manejados de acuerdo a los lineamientos de la
Ley General de Salud de México y la Guia para el cuidado y Uso de los Animales

de Laboratorio para el Distrito Federal [23].

Obtencidn y preparacion del bloque cardiopulmonar

El bloque cardiopulmonar se extrajo de 24 conejos divididos en 4 grupos: Control y
SSF 24h perfundidos con 250mL de solucion salina al 0,9% (SSF), SSF +
Metiotepina 1X10° M y SSF + SB204741 1X10°® M. El coeficiente de filtracion
capilar (Kfc) y el peso pulmonar se midieron inmediatamente en el grupo control
para evaluar permeabilidad vascular y ganancia de peso a expensas de edema; el

resto se preservo en SSF a 4°C por 24h previo a su analisis.
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Cada animal se anestesié mediante inyeccion de clorhidrato de Xilazina (3mg/kg
i.m, Procin® / Pisa Agropecuaria) y una dosis de pentobarbital sédico (28mg/Kg
i.v, Anestesal® Pfizer). Se disec6 y canuld la trdquea para ventilarlos
mecanicamente (volumen corriente de 10mL/Kg, frecuencia respiratoria de 55/min)
usando un ventilador para pequefias especies (Starling, Harvard Apparatus,
Holliston, MA), tras lo cual se realizé una esternotomia media para exponer el
blogue cardiopulmonar. De manera inmediata se inyectd en el ventriculo derecho
heparina (2000 Ul/kg) para posteriormente ligar las venas cavas y exsanguinar al

animal.

Fig. 5 Exposicion del bloque cardiopulmonar e inyeccion de heparina.

El bloque cardiopulmonar se extrajo de la cavidad toracica. El corazén se seccion6
transversalmente a nivel de las valvulas auriculoventriculares, para colocar dos
canulas de cristal de 5 cm de longitud por 3 mm de diametro interno, una en
la arteria pulmonar a través del ventriculo derecho y otra ubicada en la auricula
izquierda. Las estructuras adyacentes fueron incluidas mediante la ligadura de la
arteria pulmonar y auricula izquierda con seda trenzada 2-0, para disminuir la
distensibilidad de las mismas y evitar que interfirieran en el registro de la presiéon

vascular.
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Lavado y Preservacion pulmonar

Una vez obtenido el bloque, se mantuvo bajo ventilacibon mecanica, la sangre
intravascular de los pulmones se eliminé mediante infusion anterograda (100-
150mL de solucién de preservacion) a través de la canula pulmonar, a una presion
de 20 cmH,0 (generada mediante la elevacion a 20 cm de altura del reservorio
con solucion). Al final del lavado, se pinzaron simultaneamente las canulas de
forma que el lecho vascular mantuviera dicha solucion. Los pulmones fueron
hiperinsuflados 3 veces el volumen corriente para evitar zonas atelectdsicas y en
estas condiciones la traquea fue pinzada. El bloque cardiopulmonar se sumergio
en un recipiente conteniendo solucion salina isotonica (NaCl al 0,9%), y se

mantuvo a 4°C durante 1, 6, 12 y 24h hasta su estudio.

Fig. 6 Ventilacion y lavado del bloque cardiopulmonar.

Pulmén aislado y perfundido

El bloque cardiopulmonar se monté en una hamaca hecha con malla de Marlex®
colgada de un transductor de fuerza tensil (FT03, Grass Instruments, Co., Boston,
MA). A su vez, se conectd a un circuito de perfusion recirculatorio, constituido por
una bomba peristaltica de circulacion (NY-7550-62 Materflex, Barrington, IL) con
indicador de flujo de perfusion y termometro. Durante esta etapa se mantuvieron
ventilados con aire ambiental humedecido a un volumen corriente de 10mL/Kg,
frecuencia respiratoria de 55/min, PEEP de 2 cmH,0. Ademas, periédicamente se

hiperinsuflaron para evitar atelectasias.
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Fig. 7 Equipo de pulmoén aislado y perfundido para las mediciones de mKfc.

Los pulmones se lavaron haciendo pasar liquido de perfusion hasta eliminar al
maximo la sangre remanente en el lecho vascular, para posteriormente
mantenerlos perfundidos a un flujo constante de 10mL/min con 500 mL de la
solucion artificial de perfusion Krebs-Ringer-bicarbonato conteniendo (g): NaCl
6.90, KCI 0.354, CaCl-2H,O 0.373, KH,PO, 0.162, MgSO4-7 H,O 0.293,
NaHCO3; 2.1, Glucosa 0.98 y 2.5% de albumina bovina (g/L). El pH y la
temperatura fueron continuamente medidos y mantenidos en limites fisioldgicos
(pH 7.4 a 7.5, 37 a 38°C). El pH se control6 afiadiendo HCI (1M).

Fig. 8 Bloque cardiopulmonar en el sistema de pulmoén aislado y perfundido.
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Permeabilidad vascular

Las presiones arterial (Pa) y venosa (Pv) se midieron a través de las canulas
fijadas en la arteria pulmonar y la auricula izquierda respectivamente, conectadas
a transductores de presion (Gould 23XL, Quincy, MA). Dichas presiones se
ajustaron a cero a nivel del hilio pulmonar. Al cabo de 10 a 15 min se obtuvo el
equilibrio en el sistema, que se caracterizd6 por un estado isogravimétrico en el
cual el peso del pulmén, las presiones arterial y venosa se mantuvieron
relativamente estables; dichos parametros (peso y presion) se registraron
mediante un poligrafo multicanales (Dynograph Recorder R611, Beckman
Instruments, Palo Alto, CA). Dentro de nuestras condiciones experimentales la
maxima apertura de los vasos sanguineos se obtuvo cuando la presion arterial sea
mayor que la venosa y ésta es a su vez mayor que la presién al final de la

espiracion (Pa>Pv>Pe).

Para evitar la influencia de la ventilacion mecanica al momento del registro del
mKfc, los pulmones se desconectaron temporalmente (aproximadamente 4 min).
La permeabilidad capilar se midi6 a través del método de la doble oclusién, el cual
consistié en realizar de forma subita un pinzamiento simultdneo de las canulas
arterial y venosa, lo que produjo inmediatamente un incremento de la Pv y un
decremento de la Pa, y al cabo de 2 6 3 seg ambas presiones se estabilizaron. En
estas condiciones la Pv se consideré como un indicador de la presién capilar (Pc).
Después de haber transcurrido aproximadamente 10 seg, se quitd la doble
oclusion y se restableci6 el flujo. Unos segundos después, se incrementé la Pv en
10 cmH,0 mediante la oclusién parcial del flujo de salida venosa y se mantuvo asi
durante 3 min. Esto caus6 un aumento rapido de peso pulmonar debido a la
congestion capilar, que duré aproximadamente de 30 a 60 seg, seguido de una
ganancia mas lenta de peso, que significo el liquido filtrado a través del capilar
entre los 60 a 180 seg después de haber iniciado la oclusion parcial del lado
venoso. Esta fase lenta de ganancia de peso es la que se utilizé para calcular el
mKfc. Al final de los 3 min, y aun con la elevacion de la Pv de 10 cmH,0, se
efectuo otra doble oclusion para obtener la Pc. EI mKfc se expres6 como mL-min’

L.emH,0t.g?, lo que representé el liquido que se filtrd a través del capilar (es
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decir, la ganancia de peso del pulmén, asumiendo que el liquido filtrado tiene una
densidad de 1.0) por minuto de obstruccidon venosa, por diferencia de Pc y por

gramo de tejido pulmonar.

o | =1=1
‘me,c: ml=min=cmH,0:g ‘

P 4+ v

y v

O I

Peso
Pv (+10 cmH)0)
'® T Fmin '
p Cc Aumento artificial de la p C
presion capilar
fa';';'i-v_',.b,-A Y
Lecho vascular Lecho vascular
pulmonar pulmonar
Pa Oclusion parcial Pv
(+10 cm H,0) -
Pa Pv Pa Pv
DOb.b; > - DOb!e »
oclusion Pc Flujo arterial Flujo venoso oclusion Pc
Flujo arterial Flujo venoso Flujo arterial Flujo venoso

Fig. 9 Representacién grafica de un registro de coeficiente de filtracién capilar (mKfc), el primer minuto se
caracteriza por un incremento en la ganancia de peso y los siguientes dos corresponden la filtracién de liquido a
través del capilar al aumentar la presion venosa 10cmH,0O. Presidn arterial (Pa), presion venosa (Pv), presién capilar
(Pc) [24].

Determinacion de Mediadores Bioquimicos

Mediadores bioguimicos

Algunos bloques cardiopulmonares se lavaron usando SSF con pargilina 1X10° M
para inhibir a la Monoamino oxidasa (MAQO). Este compuesto se emple6 con el fin
de evitar la degradacion de 5-HT. Los pulmones se preservaron en esta solucion
por 24h a 4°C y durante este periodo el liquido intravascular se cambio 5 veces en
su totalidad a diferentes intervalos de tiempo (15 min, 1, 6, 12 y 24h). Para
efectuar este recambio de liquido intravascular, el blogue cardiopulmonar era

sacado del refrigerador, se conectaba en el extremo arterial un frasco conteniendo
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el mismo tipo de solucién usada a una temperatura de 4°C, el cual se elevaba a
una altura de 20 cm con el fin de que por el extremo venoso se expulsara el total
de la solucion intravascular. Para asegurar que la muestra de liquido intravascular
proviniera del lecho capilar pulmonar, los primeros 5mL de solucion se
desecharon, los siguientes 5mL se colectaron en 5 tubos eppendorf obscuros
colocando 1mL en cada uno de ellos, y los siguientes 10mL se desecharon
también. En mediciones previas se corroboro que con 20mL de solucién son
suficientes para hacer un recambio total del liquido intravascular. Las canulas
arterial y venosa fueron nuevamente pinzadas y el pulmon nuevamente sumergido
en su solucion de preservacion a 4°C. Todo este procedimiento de tomo de
muestras duraba no mas de 5 min. Las muestras para la determinacion de la

serotonina fueron congeladas a -70°C.

Determinacion de 5-HT

A las muestras de SSF con pargilina extraidas durante diferentes intervalos de
tiempo (15 min, 1, 6, 12 y 24h) del lecho vascular de los pulmones preservados se
les realiz6 un Inmunoensayo enzimético (ELISA delinglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) para la determinacion cuantitativa de 5-HT. Se utiliz6 un
kit de ELISA comercial (catalogo 40-371-25002, GenWay, San Diego, USA), con
un rango de deteccion 0.08 ng/mL —19.8 ng/ mL el cual contiene una microplaca
con 96 pozos en tiras separables cubierto con antisuero anti-conejo (cabra). De tal
manera y siguiendo las instrucciones del fabricante, la preparacion de las
muestras se realiz6 colocando 20uL de cada una de las muestras y controles en
un tubo de vidrio, para después colocar 100uL de Buffer de ensayo en cada uno
de los tubo y agitar, después se pipeteo 25uL de Reactivo de acilacion e
inmediatamente, se agito, se cubrieron los tubos y se colocaron en bafio maria por
15 min a 37°C, después se les colocod 2mL de Buffer de ensayo en cada tubo se

agito y se centrifugaron por 10 min a 1500 x g.

Una vez que las muestras fueron centrifugadas damos paso al procedimiento de la
prueba ya que el sobrenadante solo es estable por 1h a 18- 25°C, asi que

siguiendo las indicaciones del fabricante se colocaron 50uL de cada estandar,
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control y muestra acilados en su respectivo pozo de la microplaca, después 50uL
de serotonina biotina y 50uL de serotonina antisuero en cada pozo, enseguida se
cubrié la placa con un plastico adhesivo y se dej6é incubando por 90 min a
temperatura ambiente (18-25°C) sobre un agitador orbital a 500 rpm. Una vez
terminado el tiempo de incubacion se retird el plastico, se desechd la solucion
incubada y se lavé la placa 3 veces afiadiendo en cada pozo 250uL de buffer de
lavado diluido 1:20, retirando el exceso de la solucion invirtiendo la placa sobre
una toalla de papel. Ya que se retiré el exceso, se coloco en cada pozo 150uL de
conjugado de enzima recién preparado con una diluciéon 1:101, se cubri6 la placa
nuevamente con un plastico y se dejé incubando por 60 min a temperatura
ambiente (18-25°C) sobre un agitador orbital a 500 rpm. Terminado el tiempo de
incubacion se retir6 el plastico y se lavo la placa 3 veces afiadiendo en cada pozo
250uL de buffer de lavado removiendo el exceso de solucion invirtiendo la placa y
poniéndola sobe una toalla de papel. Después se le colocé 200uL en cada pozo
de PNPP solucion sustrato se cubre la placa y se deja incubar por 60 min a
temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador orbital a 500 rpm. Una vez
terminado el tiempo de incubacién se destap6 la placa y se le colocaron 50uL de
PNPP solucion de alto en cada pozo mezclandolo al agitar suavemente la
placa. Finalmente se ley6 la placa en un lector de ELISA
(Multiskan MS, Labsystems, Helsinki, Finlandia) a una densidad 6ptica de 405 nm,
dentro de 60 min después de haber colocada la solucion de alto. Los datos se
analizaron utilizado el programa “Curve Expert 1.3” el cual nos permitié realizar
una curva estandar de los datos colocando los valores de las absorbancias (OD)
en el eje de las X y las concentraciones en el eje de las Y, la concentracion de las
muestras se tomaron directamente de la curva estandar ya que este método lo

permite asi.
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Determinacion de MAO

Pulmones preservados por 24h, donde durante este tiempo el liquido intravascular
se recambio 5 veces en su totalidad a diferentes intervalos (15 min, 1, 6, 12 y
24h), se les realiz6 una prueba de ELISA para la determinacion cuantitativa de
MAO (catalogo CSB-E110144h, CUSABIO, Hubei, China). Las muestras se
colectaron y almacenaron de tal manera y siguiendo las instrucciones del
fabricante; se centrifugaron por 15 min a 1000 x g, se removié el sobrenadante
colocando la muestra en tubos nuevos y se guardaron a -20 o -80°C hasta la

realizacion de la prueba.

Para el analisis de las muestras y siguiendo las indicaciones del fabricante, se
colocaron 100uL de los estandares previamente preparados y de cada una de las
muestras. Se cubrié con un plastico adhesivo y se dejo incubando por 2h a
temperatura de 37°C. Después se remueve el liquido de cada pozo pero no se
lava. A continuacion se afiadié 100uL de anticuerpo Biotina 1X en cada pozo, se
cubrié con un nuevo plastico y se dej6é incubando por 1h a 37°C, después se
aspiré y lavo cada pozo para afiadir 200uL de buffer de lavado usando una pipeta
multicanal, esto se repitié un total de tres veces dejando el buffer de lavado 2 min
entre cada uno de ellos, en el Ultimo lavado se invirtié la placa en toallas de papel
para retirar todo el liquido posible. Seguido se colocaron 100uL de HRP-avidin 1X
en cada pozo, se cubrié con un nuevo plastico y se dej6 incubando por 1h a 37°C.
Pasada la hora se repite el proceso de lavado previamente explicado, al terminar
se colocaron 90uL de TMB sustrato en cada pozo y se dejo incubar de 15-30 min
a 37°C protegiéndolo de la luz. Finalmente transcurrido ese tiempo se colocaron
50uL de la solucién stop en cada pozo y se midio la densidad 6ptica a 450 nm y
540 nm dentro de un lapso de 5 min después de haber colocado la solucion de
paro. Los datos se analizaron utilizado el programa “Curve Expert 1.3” el cual nos
permitié realizar una curva estandar de los datos colocando los valores de las
absorbancias (OD) en el eje de las X y las concentraciones en el eje de las Y, la
concentracion de las muestras se tomaron después de haber realizado el analisis

con el programa.
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Analisis Estadistico

Los datos se expresaron en forma de media aritmética + desviacion estandar y
error estandar de la media. El andlisis estadistico para mas de dos grupos se
realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguida de una
prueba post hoc Tukey / Dunnett. Se considerd estadisticamente significativas las

diferencias con un valor p<0.05.

Resultados

Con el proposito de evaluar el efecto de 5-HT durante la preservaciéon pulmonar
prolongada, primero se comprob6 que dicho neurotransmisor se liberaba en el
lecho vascular durante este proceso. En la Figura 10 se puede apreciar la cinética
de serotonina durante 24h, destacando que alcanza su pico maximo (0.702 *
0,391 ng/mL) de liberacion al tiempo cero (15 min), para después sufrir un
decremento importante en el tiempo 6 (0.274 + 0,126 ng/mL, p<0.01) en
comparacion a la basal. A partir de ese momento y hasta las 24h se incrementaron

los valores de 5-HT en dos fases sin llegar a ser estadisticamente significativo.

Cinética de 5-HT durante 24h en pulmones

preservados
p<0.01
p<0.01
= 0,9 p<0.05
£0,38 1
Sy
oo

o T0 T1 T6 T12 T24
Tiempo (horas)

Fig. 10 Tasa de liberaciéon de 5-HT en pulmones preservados por 24h a 4°C. Se muestra la desviacién estandar para
cada grupo presentando significancia estadistica (p<0.05) a partir de las 6h mediante prueba de Dunnett (posterior
a ANOVA de una via).
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Mediante la prueba de ELISA en liquido vascular se realiz6 la cuantificacion de la
MAO durante la preservacion (Figura 11), siendo esta la enzima que cataboliza a
5-HT. En el tiempo cero (15 min) se observo al el pico mas alto (1,909 + 1,103
IU/mL), en los siguientes intervalos se presentdé un decremento progresivo hasta
transcurridas las 12 horas (0,757 + 0,292 Ul/mL p<0.05) para después presentar
un aumento discreto a las 24 horas en la concentracion de la enzima sin llegar a
ser estadisticamente significativo (1,215 + 0,978 Ul/mL).

Cinética de MAO durante 24h en pulmones
preservados

p<0.05
I}

Concentraciéon de MAO (1U/ml)

T0 Tl T6 T12 T24
Tiempo (horas)

Fig. 11 Tasa de liberacion de MAO en pulmones preservados por 24h a 4°C. Se muestra la desviacion estandar para

cada grupo presentando significancia estadistica (p<0.05) mediante prueba de Dunnett (posterior a ANOVA de una
via) a las 12h.

Porcentaje de liberacion de 5-HT y MAO
100
90
20 --5-HT

--MAO
70

60

Liberacion (%)

50

40

30

TO T1 T6 T12 T24
Tiempo (horas)

Fig. 12 Tasa de liberacién en porcentaje con su desviacion estandar de 5-HT y MAO en pulmones preservados por
24h a 4°C respecto al valor inicial.
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Coeficientes de Filtracion Capilar
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Fig. 13 Efecto de la metiotepina y de SB204741 sobre los cambios de permeabilidad vascular en pulmones de
conejo preservados durante 24h a 4 °C. Cada circulo por separado representa el mKfc medido en cada animal,
presentando significancia de p<0.01 mediante prueba de Tukey (posterior a ANOVA de una via). El error estandar
de lamediay el promedio estan representados a la derecha de cada grupo.

Respecto a la evaluacion de las diferentes condiciones de preservacion se
encontré que el mKfc capilar del grupo control (inmediatamente después de
obtenido el pulmoén) fue de 3,67 + 0,912 mL - min™ - cmH,O™" - g*, mientras que
en el grupo de 24h con SSF presento un promedio de 20,48 + 1,278 mL - min™ -

"1 con una significancia estadistica de p<0.01, lo que corroboré el

cmH,0™ - g
estado de dafio endotelial tras la preservacion prolongada en dicho grupo. Para el
grupo de 24h con SSF mas metiotepina (antagonista inespecifico) se obtuvo un
mKf,c de 9,36 + 3,707 mL - min™® - cmH,O™ - g* siendo su comportamiento algo
erratico, llegando alcanzar un coeficiente parecido al de nuestra basal 6 un valor
casi tan alto como el de 24h con SSF, sin embargo los demas valores no tuvieron
tanta dispersién por lo que fue significativo respecto al grupo control y de 24 horas
sin antagonistas. Finalmente el grupo adicionado con SB204741 (antagonista
especifico para 5 HT,g) presentd un valor de 6,93 + 1,300 mL - min™ - cmH,0™" - g
! siendo méas estable en sus mediciones comparado con el de metiotepina,
conservando valores por debajo de 10 mL - min™ - cmH,0™ - g tejido™, mostrando

significancia (p<0.01) con el grupo de 24h SSF.
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Discusion

En la realizacion del presente estudio pudimos comprobar que la 5-HT es un
importante neurotransmisor que se libera durante la preservaciéon pulmonar,
nuestros resultados expresan que con el uso de antagonistas fuimos capaces de
reducir la permeabilidad vascular evitando un mayor dafio por la I/R en los
pulmones preservados, ademés se observd una mejor respuesta por parte del

antagonista especifico para 5-HT,g (SB204741) que con el uso de metiotepina.

Dentro del entendimiento de la fisiopatologia de la lesion por isquemia-reperfusion
se ha demostrado un vinculo entre esta y el dafio endotelial, los mecanismos
involucrados en este fenbmeno permanecen en controversia, siendo uno de ellos
la participacion de algunos neurotransmisores con respuesta en el tono vascular
[25]. En relacién a esto, mediante la utilizacién de antagonistas selectivos y por la
comparacién con la farmacologia de receptores recombinantes, ha sido reportado
un efecto dual de 5-HT segun el receptor estimulado, asi a través del receptor 5-
HT1g [26] produce vasoconstriccion en arterias y venas de gran calibre o efecto de
vasodilatacién debido a la estimulacion del receptor 5-HTos [27] [28], ambos
receptores ampliamente distribuidos en el sistema cardiovascular (células

endoteliales y de musculo liso) [18] [22] [29].

Basados en lo anterior y a los hallazgos de la relajacién del endotelio dependiente
de 5-HT antagonizado con el uso de metiotepina [30] y SB 204741 [27, 31-33]
empleamos un modelo de pulmoén aislado y perfundido con el propdsito de evaluar
el efecto de 5-HT y estos antagonistas durante la preservacion pulmonar
prolongada, sin embargo para tal efecto primero se comprobdé que dicho
neurotransmisor se encontraba en el lecho vascular durante este proceso,
suponemos que dicha liberacion es consecuente en primera instancia a la lesion
nerviosa por la hipoxia sostenida durante el periodo isquémico, ya que se ha visto
durante hipoxia aguda y cronica modificaciones en los niveles plasmaticos de
serotonina, asi como de otras fuentes no neuronales como las células

neuroepiteliales, la actividad del transportador de 5-HT, y la expresion de sus
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receptores [34]. Durante la primera hora observamos que los niveles de 5-HT
fueron los mayores, para después tener un declive de los mismos a las 6h debido
a su posible recaptura por parte de las células endoteliales y plaquetas, asi como
su catabolismo mediado por la MAO. A partir de ese momento y hasta las 24
horas se incrementé 5-HT en dos fases, la primera de ellas posiblemente por la
liberacion por parte de las plaguetas remanentes (una fuente importante durante la
isquemia-reperfusion) en sitios isquémicos a pesar del lavado pulmonar realizado
[35, 36]. Previo a la ultima fase se observé un equilibrio entre 5-HT y MAO para
posteriormente tener un aumento; probablemente el de 5-HT como consecuencia
de su segregacion proveniente de las células endoteliales (previamente
capturada) y/o su sintesis de novo por las mismas [37] [38] [39], y la elevacion de
la MAO. Algo que cabe resaltar es que durante el proceso de la cinética de 5-HT y
MAO uno esperaba que las concentraciones de ambas fueran inversamente
proporcional a lo largo de las 24h, siendo que a mayor concentracion de MAO
habria una menor cantidad de 5-HT, pero en ambas se observo el mismo

comportamiento presumiblemente en respuesta a un mecanismo homeostatico.

Encontramos que al adicionar antagonistas de 5-HT a las soluciones de
preservacion durante la fase isquémica resulta en una disminucion significativa de
la permeabilidad vascular en los pulmones preservados. El mecanismo por el cual
estos farmacos ejercen un efecto fisiolégico protector permanece incierto,
proponemos que estos antagonistas al acoplarse a los receptores 5-HTg inhiben
la relajacion vascular mediada principalmente por oxido nitrico (ON) al aumentar la
guanosina monofosfato ciclica intracelular en el musculo liso [32, 40]. En los
pulmones preservados Unicamente con SSF al no inhibirse la produccion de ON
podrian alterarse los mecanismos de adhesién que controlan el contacto celular
endotelial evitando que permanezca la barrera entre la sangre y el tejido [41]
favoreciendo el movimiento de fluido a través del lecho vascular acorde al
equilibrio de Starling [42, 43]. En el grupo del antagonista especifico (SB204741)
los mKfc fueron menores respecto al de metiotepina suponemos que es debido a

la menor afinidad que posee este ultimo al receptor 5-HT .
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Considerando que la mayor liberacion de 5-HT fue durante las primeras horas,
mismo intervalo en que se ha visto que son viables los pulmones para trasplante
estariamos implicados en una controversia, sin embargo una explicacién hipotética

podria ser que durante este tiempo MAO degrada eficientemente a 5-HT.

Otra cosa que se puede observar en relacion a la eficacia de la enzima MAO es
que esta va disminuyendo a lo largo del tiempo ya que en el grupo de SSF 24h
donde no contiene pargilina la cual evita que MAO pueda degradar a 5-HT, al cabo
de las 24h visiblemente y al realizar el analisis de mKfc el pulmoén presenta
edema, por lo tanto pese a que se da una disminucién significativa en la cantidad
de 5-HT por diferentes factores, la que permanece en el lecho vascular del pulmén
por muy poca que se considere en comparacion de las primera horas es lo

suficientemente necesaria para producir cambios en la permeabilidad vascular.

Conclusion

Para conseguir un resultado éptimo en el trasplante pulmonar, es necesario una
correcta extraccion y preservacion del pulmon donante. A pesar de los multiples
trabajos que se han desarrollado en el campo experimental con el fin de mantener
el pulmén en las mejores condiciones y el mayor tiempo posible para su
implantacion, su repercusién en la practica clinica ha sido excepcional y la
incidencia del la FPI apenas se ha modificado en los ultimos 10 afios. 5-HT puede
jugar un papel importante en el proceso de I/R al favorecer la lesion endotelial y
generacion de edema. El uso de antagonistas de 5-HT (Metiotepina y SB 204741)
administrados en las soluciones de preservacion durante el periodo isquémico en
el modelo de pulmoén aislado puede atenuar significativamente el dafio pulmonar,
aunque solo fuimos capaces de hipotetizar el mecanismo responsable de tal
efecto protector; sin embargo, proponemos continuar explorando esta intervencion
farmacoldgica y esperemos que en un futuro el desarrollo de nuevas estrategias
en la preservacién pulmonar hagan mejorar los resultados del trasplante pulmonar

a corto y largo plazo.
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