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. Resumen.
Introduccién. El trasplante pulmonar es la alternativa de tratamiento en pacientes con
enfermedad pulmonar grave. Sin embargo, el 50% de los pacientes muere a la espera de
uno, entre otras razones por lesién del tejido pulmonar por complicaciones que sufre el
donador, lo cual deriva en edema. La funcién de la barrera endotelial es un proceso
esencial que garantiza la homeostasis del espacio vascular e intersticial. El acido salico
(AS), es un componente estructural del endotelio, compuesto por sacaridos unidos a
proteinas de membrana, y cuya participacion en la permeabilidad puede darse a través de
la liberacién del AS. La Perfusion Pulmonar ex vivo (PPEV) es una alternativa para
evaluar y reacondicionar pulmones no aptos para trasplante a través del uso de Solucion
Steen®, aunque el alto costo limita su uso. Por lo que en este trabajo se evalud y
comparo el efecto de la solucién Steen® y solucién dextran baja en potasio enriquecida
con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias)
en pulmones porcinos sometidos a dos horas de perfusion ex vivo, a través de los
cambios fisioldgicos, y estructurales, asi como el dano del GE a través de los niveles de
acido sialico (AS). Material y Métodos. Estudio prospectivo longitudinal en el que se
utilizaron diez cerdos Landrace divididos en dos grupos: grupo | (n=5) perfusion con
solucion Steen®, y grupo Il (n=5) perfusion con solucion Cirex; se evaluaron durante 2
horas de PPEV. Resultados. Todos los bloques pulmonares fueron sometidos a PPEV
sin complicaciones durante el tiempo de estudio. En ambos grupos los valores
hemodinamicos y gasométricos se mantuvieron dentro de limites de referencia (ANDEVA
MR p=NS). La distensibilidad estatica (ANDEVA MR p = 0.017), Ppic, Raw, Paw
(ANDEVA MR p<0.05), mostraron cambios en ambos grupos, sin rebasar rangos de
referencia. Los dos grupos tuvieron el mismo grado de edema microscopico y cambios en
la presencia del glicocalix endotelial, pero el grupo Il tuvo mayor peso en el analisis
gravimétrico (TS p=0.559). Los dos grupos mostraron incremento en las concentraciones
de AS el cual fue unicamente significativo a la basal (p<0.05 T-Student) en el
perfusato.Conclusiones. La PPEV de dos horas en un modelo porcino con solucion de
Steen o con solucién Cirex no evitan la degradacion del AS y GE, asi como la presencia
de edema radioldgico y gravimétrico, sin embargo, no deterioran la histologia, ni la funcion

pulmonar.

Palabras Clave: perfusion pulmonar ex vivo, glicocalix endotelial, acido sialico.



Abstract. Lung transplantation is the treatment alternative in patients with severe lung
disease. However, 50% of patients die waiting for one, among other reasons for lung
tissue injury due to complications suffered by the donor, which results in lung edema. The
function of the endothelial barrier is an essential process that guarantees homeostasis of
the vascular and interstitial space. The function of the endothelial barrier is an essential
process that guarantees homeostasis of the vascular and interstitial space. Salic acid
(SA), is a structural component of the endothelium, composed of saccharides bound to
membrane proteins, and whose participation in permeability can occur through the release
of SA. Ex Vivo Lung Perfusion (EVLP) is an alternative to evaluate and recondition
unviable lungs for transplantation through the use of Steen® Solution, although its high
cost limits its use. In this experimental trial, were evaluated and compared the STEEN®
solution’s and low potassium dextran solution enriched with albumin (Cirex) effects in
porcine lungs during two hours in ex vivo lung perfusion (performed at the National
Institute of Respiratory Diseases) evaluated through pulmonary physiological parameters
and concentration of SA. Material and methods. Longitudinal prospective study in which
ten Landrace pigs were divided into two groups: group | (n = 5) infusion with Steen®
solution, and group Il (n = 5) perfusion with Cirex solution; were evaluated during 2 hours
of EVLP. Results. All lung blocks underwent EVLP without complications during the study
time. In both groups hemodynamic and gasometric values were kept within reference limits
(ANDEVA MR p = NS). The static distensibility (ANDEVA MR p = 0.017), Ppic, Raw and
Paw (ANDEVA MR p <0.05), showed changes in both groups, without exceeding
reference ranges. Both groups had the same degree of microscopic edema and changes
in the presence of endothelial glycocalix, but group Il had a greater weight in the
gravimetric analysis (TS p = 0.559). The two groups showed an increase in AS
concentrations which was only significant in comparition with baseline (p <0.05 T-Student)
in perfusate. Conclusions. The PPEV during two-hour in a porcine model with Steen's
solution or with Cirex's solution does not prevent the degradation of AS and GE, as well as
the presence of radiological and gravimetric edema, however, it does not deteriorate the

histology or lung function.

Keywords: ex vivo pulmonary perfusion, endothelial glycocalix, sialic acids.
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1 Introduccion
1.1. Trasplante pulmonar.
1.1.1. Antecedentes histéricos.

El trasplante pulmonar es un tratamiento efectivo para pacientes que cursan con
enfermedad pulmonar terminal que conduce a la pérdida de la funcidén ventilatoria del
paciente. En el afo de 1963 el Dr. Hardy de la Universidad de Mississippi realizé el primer
trasplante pulmonar humano, adquiriendo el pulmén post-mortem de un paciente fallecido
por falla cardiaca y cuya sobrevida del paciente fue de 18 dias (1). En el afio de 1981 se
realizé el primer trasplante cardio-pulmonar exitoso realizado en la universidad de
Stanford, y utilizaron ciclosporina como agente inmunosupresor (2). Posteriormente el
equipo de la universidad de Toronto, en el afio 1983 realiz6 el primer trasplante unilateral
en un paciente con fibrosis pulmonar idiopatica, el cual tuvo una sobrevida de 6.5 afos
(3). En el afio de 1988 se realiz6 el primer trasplante pulmonar doble sin trasplantar el
corazon y para el afio de 1989 se realizé el primer trasplante bilateral, dando inicio a una
nueva etapa en el trasplante pulmonar. La situacibn mundial actual de trasplante
pulmonar de acuerdo al reporte emitido por la Sociedad Internacional de Trasplante de
Corazon y Pulmon (por sus siglas en inglés, ISHLT) en el ano 2019 se realizaron un total
de 4128 trasplantes pulmonares, de los cuales en su mayoria fueron doble o bilateral
secuencial (4). En México el primer trasplante pulmonar se realizé en 1989 en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorio, en un paciente con fibrosis pulmonar, quien tuvo
una sobrevida de 9 anos. De acuerdo con el Centro Nacional para Trasplantes
(CENATRA) desde la instauracion del trasplante pulmonar en México se han reportado un

total de 9 trasplantes pulmonares y solo uno en el 2019. (5)

1.1.2. Enfermedades pulmonares que predisponen al trasplante pulmonar
Existen diferentes enfermedades capaces de producir insuficiencia respiratoria terminal, y
se clasifican de acuerdo a su fisiopatologia en obstructivas, restrictivas, hipertensivas e
infecciosas (3). Las guias emitidas por la ISHLT establecen que el trasplante pulmonar
esta indicado para pacientes que cursan con una enfermedad pulmonar terminal no
neoplasica que conllevara a la pérdida de la funcion respiratoria de manera irreversible y
cuya sobrevida no sea mayor de 12-18 meses (6). Y de acuerdo al porcentaje de casos
presentados a nivel mundial, la indicaciéon primaria para el trasplante pulmonar es:

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) 34 %, fibrosis pulmonar idiopatica 24 %,
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fibrosis cistica 17%, deficiencia de alfa 1 antitripsina 6%, lo cual deriva en la formacién de
enfisema, hipertension pulmonar idiopatica 3%, fibrosis pulmonar no idiopatica 4%,
bronquectasia 3%, retrasplante 2.6% y sarcoidosis 2.5%. Ademas de existir otras
indicaciones para el trasplante estan incluidas enfermedades del tejido conectivo
(enfermedad pulmonar intersticial), bronquiolitis constrictiva, hipertension secundaria a

cardiopatias congénitas (3,7). Cuadro 1.

Cuadro 1.-Clasificacion de enfermedades pulmonares, de acuerdo al diagnéstico y guia

de seleccion de candidatos a trasplante pulmonar.

|.- Neumopatia de origen Il.- Neumopatia de origen lll.- Neumopatia de origen IV.- Neumopatia de origen
obstructivo intersticial infeccioso vascular
Enfisema / EPOC Fibrosis pulmonar idiopatica Fibrosis quistica Hipertension pulmonar primaria
Enfisema / Da-1-A Sarcoidosis Bronquiectasias Hipertensién pulmonar
Bronquiolitis obliterante Enfermedades del tejido VEF1 =/< 30% predicho o VEF1 Zgi”';iiga con cardiopatia
(retrasplante) conectivo > 30 predicho L/min/m2 con g ’
. . < .
VEF'<25% predicho no reversible Granuloma eosinofilico |nternam|er|‘t0.s., frecuentes, PaO? 55 mm Hg,lndlcé
descenso rapido. cardiaco < 2 Presion auricula
y/o PaCO,=/> 55 mmHg y/o cor
Enfermedad pulmonar L. ) derecha > 15 mm Hg
pulmonale. ) VEF1, hemoptisis masiva o . i
ocupacional caquexia Presién arterial
Preferencia sobre tratamiento Neumonitis por hinersensibilidad q : pulmonar media > 55 mm Hg
con CO, porip PaC02 > 50 mm Hg

Toxicidad d
oxicidad por drogas Pa02 < 55 mm Hg

Linfangioleiomatosis

Enfermedad sintomatica y
progresiva

Funcién pulmonar anormal sin
sintomas. Capacidad vital <60-70
% predicho.

DLCO< 50-60% predicho

EPOC = Enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Da-1A= Deficiencia de a-1
antitripsina. VEF1 = Volumen espiratorio forzado del primer segundo. DLCO =
Capacidad de difusién de mondxido de carbono. NYHA = Clasificacion funcional de la
New York Heart Association. (Tomado de Santillan D. 2005) (3) .

1.1.3. Factores gue limitan el trasplante pulmonar
Aunque el trasplante pulmonar es una alternativa terapéutica que incrementa la sobrevida
de los pacientes con enfermedad pulmonar terminal, éste no se encuentra exento de
complicaciones tanto pre trasplante como pos trasplante que interfieren con el éxito del
procedimiento. Dentro de los problemas que pueden presentarse pre trasplante se

encuentran la escasez de donadores, lo cual en México es un gran problema que limita la
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consolidacién de este procedimiento, ya que dos tercios de los pulmones de donadores se
descartan por no cumplir con los criterios de seleccion. Mientras que después del
trasplante puede ocurrir disfuncion temprana del injerto, secundaria al dafio por isquemia
reperfusion (DIRP), y asi como también pueden presentarse problemas con la

inmunosupresion, cicatrizacion bronquial, y la presencia de infecciones (8).

Todos estos factores conllevan a la lesidén del endotelio vascular, principalmente el
glicocalix (proteoglicanos, glicosaminoglicanos y acido sialico), lo cual puede provocar la

formacion edema pulmonar.

1.1.4. Endotelio vascular.

El endotelio vascular es uno de los primeros sitios que se dafan durante los procesos
inflamatorios. La pérdida y el dafo directo al glicocélix se ha identificado en diversos
procesos patologicos como el dano por isquemia-reperfusiéon (9), siendo el endotelio el
organo clave en la formacion de edema y ademas de ser una barrera fisica entre la
sangre y la capa media de los vasos o los tejidos en el caso de los capilares, tiene un
papel fundamental en el mantenimiento del homeostasis vascular (10,11). El endotelio
vascular es una capa unicelular que recubre en su cara luminal a todas las venas, arterias
y capilares, donde por si solo forma su pared. Las células endoteliales producen éxido
nitrico (NO) el cual mantiene el tono basal de vasodilatacién de arterias y venas, y la
prostaciclina (PGl;) que también tiene accion vasodilatadora; el equilibrio sobre el
diametro de los vasos se mantiene con la produccion de sustancias vasoconstrictoras
como la endotelina, el tromboxano A2 y el anion superéxido. Estas células producen
sustancias antitrombéticas que se encuentran en la superficie (en el glicocalix) como el
heparan sulfato y el proteoglicano trombomodulina, que regulan la fibrindlisis ya que
producen el factor activador tisular del plasminégeno y su inhibidor (PAI-1), regulando la
proliferacion celular a través de la produccién de sustancias estimulantes del crecimiento
(factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento basico derivado de
fibroblastos y endotelina-1) y de inhibidores del crecimiento (factor de crecimiento
transformador 3, NO y PGl») (12).

La pérdida de las propiedades fisiologicas del endotelio o disfuncién endotelial, como la
producida por aumento o distorsibn de la presion tangencial de la sangre sobre las

paredes vasculares (fuerzas de tension o shear stress), disminuye la capacidad
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vasodilatadora dependiente del endotelio y afecta otras funciones endoteliales como las
que regulan la coagulacion y la capacidad antioxidante, mucha de estas alteraciones
endoteliales comienza con cambios en el glicocalix (13).

Cabe mencionar que la barrera endotelial es una barrera continua y semipermeable que
forma el endotelio vascular, puede variar en grosor de acuerdo al érgano en el cual se
localice e incluso podemos encontrar diferencias en diferentes segmentos del endotelio de
un mismo o6rgano (14) y puede ser susceptible a estimulos ocasionados por agentes
infecciosos o componentes bacterianos, citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8),
especies reactivas de oxigeno, la ventilacion mecanica y factores quimicos externos o el
decremento de la presién atmosférica, que dafien o provoquen eventos inflamatorios en el
mismo, con la consecuente disfuncidon endotelial y la pérdida de la capacidad de la barrera
endotelial para evitar la extravasacion de liquidos y el edema pulmonar para el cual no

existe una terapia especifica para su disminucioén. (15, 16).

1.1.5. Glicocalix endotelial.
El glicocalix endotelial (GE) tiene diversas funciones y la pérdida de su integridad por
dafo al endotelio vascular repercute en la homeostasis con respuestas inflamatorias que

pueden conducir a la formacién de edema (14, 17). Cuadro 2.

Cuadro 2.-Principales funciones del glicocalix endotelial.

Funciones del glicocalix endotelial

« Protector, sensor y transductor de las fuerzas mecanicas de torrente sanguineo.
« Regulacion de la permeabilidad de agua y solutos.
« Regulacion de filtraciéon glomerular.
« Regulacién de la permeabilidad de macromoléculas.
« Regulaciéon de hematocrito capilar y del flujo sanguineo.
« Barrera de lafiltracion de lipoproteinas.
« Prevencién de adhesion de plaquetas y leucocitos al endotelio.
« Regulacion local de coagulacién (prevencion de trombosis, activacion de
fibrindlisis).
(Tomado de Frati-Munari AC, 2013) (18)
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1.1.5.1. Estructura.
El glicocalix endotelial es una capa que recubre la cara luminal del endotelio de arterias,
venas y capilares. Su espesor es variable y dependiendo del método de medicién, asi
como del tipo vaso sanguineo del que se trate, este puede medir entre 20 a 500nm y esta
formado por: componentes solubles, proteoglicanos, glucosaminoglicanos (GAG) y
glicoproteinas, las cuales poseen acido sialico que interviene en la sefializacion celular
(19). Los proteoglicanos son moléculas formadas por un nucleo proteico, generalmente se
encuentra constituido de sindecan, glipican y perlacan, al que se unen cadenas de
glicosaminoglicanos. Se han identificado cinco tipos de proteoglicanos hidrosolubles en el
glicocalix, los cuales son: heparan sulfato, condroitin sulfato, dermatan sulfato, queratan
sulfato y acido hialurénico, los cuales estan compuestos de polimeros lineales de
disacaridos cuya longitud es dependiente de acuerdo al grado de acetilacion y sulfatacion

y que llevan oligosacaridos acidos y acidos sialicos terminales (AS) (11).

La proporcion con la que se encuentran distribuidos estos proteoglicanos en el glicocalix,
varia de acuerdo a su localizacién, pero se ha estimado que el heparan sulfato constituye
el 50-90%, el segundo proteoglicano mas comun en la composicion del glicocalix es el
condroitin sulfato. El acido hialurénico representa un proteoglicano componente del
glicocalix que tiene la caracteristica principal de no estar unido a una proteina central. De
tal manera que los glucosaminoglicanos contienen diferentes sitios de unién para
proteinas derivadas del plasma. Junto con los diversos patrones de sulfatacion
observados en los glucosaminoglicanos, los cuales modularan el espesor del glicocalix y
por lo tanto las propiedades de permeabilidad vascular y capacidad de unién a proteinas

especificas (14).

Dentro de las principales funciones de las glicoproteinas se encuentra la sefializacién
celular y el reclutamiento celular desde el torrente sanguineo y esta compuesta por tres
familias de moléculas las cuales son las selectinas, integrinas e inmunoglobulinas (11,
20).

La funcién de las glicoproteinas esta determinada basicamente por dos componentes de
la estructura de glicocalix, los cuales son 1) el residuo o los residuos de azucar terminales

en la cadena o cadenas de oligosacaridos y 2) el sitio de unién del residuo de aminoacido
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(N- vs. O-) para la cadena de oligosacaridos a la proteina. El acido sidlico es un
carbohidrato cargado negativamente que se encuentra en oligosacaridos, polisacaridos,
glicoproteinas, gangliésidos y lipopolisacaridos y tiene una funcion determinante para

mantener la integridad de la barrera endotelial (21, 22).

Figura 1.- Esquema del estado fisiolégico del glicocalix.

Resumen esquematico del glicocalix endotelial en una condicién sana y enferma.
Izquierda: en un estado fisiolégico, el glicocalix endotelial protege contra la fuga de
proteinas, inflamacién y coagulacion. Heparan sulfatos, unidos a una proteina nucleo
de heparan sulfato, y hialuronano, obligado por ej. CD44, son los principales
componentes del glicocalix endotelial (EG). El orden y la modificacion de las
repeticiones de disacarido dentro de HS determinan el sitio de uniéon para proteinas
especificas. Derecha: tras la activacion endotelial, se produce la modificacion del
disacarido de heparan sulfato, lo que resulta en un cambio en los sitios de unién a
proteinas. Durante una enfermedad croénica, el EG se dafa, principalmente debido a la
regulacién ascendente de enzimas degradantes como hialuronidasa, heparanasa y
proteinasas. Tanto la modificacion de HS como la degradacion de EG provocan

inflamacién, coagulacion y pérdida de proteinas. (Tomado de Dane, Martijn. 2015). (23)
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1.1.6. Acidos sialicos.
Los acidos sialicos son una familia de acidos 2-ceto-3-deoxinonulosinico, compuestos de
nueve carbonos, normalmente terminan en una cadena de glicano ya sea N-glicano
(unidos a residuos de asparagina) u O-glicano (unidos a residuos de serina o treonina),
son expresados y secretados en la superficie celular y unidos a glicoproteinas,
gangliosidos y glicosaminoglicanos a través de una variedad de enzimas del tipo
sialiltransferasas (23). Actualmente se han identificado mas de 50 miembros en la familia
de acidos sialicos con caracteristicas estructurales especificas entre ellos, en mamiferos
se han identificado en mayor proporcion al acido N-acetilneuraminico (NeuSAc) y su forma

hidroxilada el acido N-Gluconeuraminico (Neu5Gc). (24, 25) Figura 2

Figura 2. Estructura quimica de dos formas de acido sialico.
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Estructura de los dos tipos de acidos sialicos mas comunes: acido N-
Acetilneuraminico (Neu5Ac) y acido N-. Gluconeuraminico (Neu5Gc) (Tomado de Karin
Ortner. W. 2007) (25).

Ademas de las formas de acidos sialicos Neu5Ac y Neu5Gc, existen otros miembros bien
identificados en esta familia como el acido 2-ceto-3-desoxy-D-glicero-D-Galacto-nononic
(Kdn) y el acido 5,7-diamino-3,5-7,9-tetr-desoxi-D-glicero-D-galacto-nonulosonico (acido
pseudoaminico); sin embargo, el acido Neu5Ac se expresa en mayor proporcion (26).

Como se ha descrito el endotelio vascular forma una barrera semipermeable entre la
sangre y el tejido subyacente que a su vez tiene un recubrimiento en su superficie
compuesto por glicoproteinas, glucolipidos, glucosaminoglicanos y proteoglicanos los

cuales en conjunto forman el glicocalix. Los acidos sialicos estan implicados en brindar
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diversas de estas propiedades mostradas por el endotelio (10).

Dentro de las diversas propiedades que los acidos sialicos confieren a las superficies
celulares se encuentra el aportar una carga negativa a los glicoconjugados, lo cual
promueve la repulsidon electroestatica de células que participan en los procesos
inflamatorios principalmente en moléculas altamente sialidadas, dando como resultado
una proteccion de las glicoproteinas de los efectos proteoliticos de las enzimas
producidas por las células inflamatorias. Otra importante propiedad que presentan los
acidos sialicos son la susceptibilidad a la accion hidrolitica de las sialidasas, sobre todo en
los acidos sialicos que contienen grupos O-acetilos que impiden la accién enzimatica (27).
Los acidos sialicos Neu5Ac y Kdn son los principales precursores en mamiferos para la
sintesis de otras formas de acidos sialicos y en otros vertebrados.

La célula endotelial, al ser altamente sialidada (aproximadamente 10 millones de
moléculas en eritrocitos y células endoteliales) median y modulan mecanismos
intermoleculares de adhesiéon, migracion e interaccién de células inflamatorias, tanto con
el endotelio como con la matriz extracelular, un aumento en su expresion puede por
ejemplo incrementar la adhesion de linfocitos B en su region CD22 y en la LFA-1 de los
linfocitos T, a través de los enlaces sialicidados a2-6. De la misma forma el decremento o
pérdida de los acidos sialicos en la superficie celular puede ocasionar el incremento en la
adhesividad y activacion de los neutrdfilos los cuales a su vez son generadores de
sialidasas, siendo de esta manera una pieza fundamental en el estudio de procesos
fisiopatologicos en el endotelio pulmonar (28).

Como ya se mencioné el trasplante de pulmoén en la actualidad no ha tenido el éxito
deseado porque existen diferentes factores como la ventilacion mecanica, dafo por
isquemia reperfusion etc., que predisponen a que se lesione el endotelio pulmonar y se
presente edema pulmonar; por esta razon el personal de la salud que se dedica a la
realizacion de este tipo de trasplante ha desarrollado diferentes estrategias para
incrementar la obtencion de érganos, mejorar las técnicas de preservacion, seleccidon de
donadores y recientemente se ha trabajado con la recuperacién de érganos que no eran

aptos para trasplante.

1.2. Estrategias para incrementar el éxito del trasplante pulmonar.
Durante las ultimas tres décadas se han generado diversos avances en la técnica

quirurgica, terapia inmuno-supresora y manejo post-operatorio de paciente, lo cual ha
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llevado a un incremento en la realizacion de este tipo de trasplantes e implementaciéon de
programas para trasplante pulmonar en todo el mundo en el que se establecen nuevos
criterios de seleccién tanto para donadores como receptores. El grupo de Toronto (29)
para evitar la falta de donadores, establecié una nueva forma de evaluar a los posibles
donadores, denominada escala de evaluacion de criterios extendidos para donadores de
pulmén, en la cual aparte de utilizar los principios de evaluacién basica (estudios de
grupo
incrementaron una nueva serie de parametros denominados extendidos, (los cuales se

imagen, morfo-funcionales, microbiolégicos, compatibilidad, sanguineo),

describen en el cuadro 3), asi como el uso de 6rganos proveniente de pacientes con

asistolia o paro cardiaco (parada cardiaca) (NHBD, del inglés, non heart beating donors).

Cuadro 3. Criterios de Seleccion de donador pulmonar sugeridos por el grupo de

trasplantes de Toronto.

Criterios de seleccion

Criterios estandar
(Donador ideal)

Criterios extendidos

Contraindicaciones
(Donador marginal)

Compatibilidad ABO
Antecedentes del donador
Edad

Tabaquismo, paquetes afios

Traumatismo toracico

Duracion de ventilacion
mecanica

Asma
Cancer

Tincién gram de esputo
Oxigenacion
Radiografia de térax

Broncoscopia

|déntica

< 55 afios
<20

Sin traumatismo
< 48 horas

No

No (excepto cancer de piel y
carcinoma in situ)

Negativa
> 300 mmHg
Limpia

Limpia

Compatible

> b5 afios
>20

Traumatismo localizado

> 48 horas

Si

Tumores primarios de SNC
Positiva

< 300 mmHg

Infiltrados localizados

Secreciones en vias principales

Incompatible

Politraumatizado

Antecedente de cancer

Infiltrados difusos

Pus persistente, signos de
broncoaspiracion

Detalla los criterios de seleccion extendidos para un donador de pulmoén utilizado por el

grupo de trasplantes de Toronto, cuando existe limitacion de 6rganos disponibles.
Modificado de referencias. (Adaptado de Yeung JC, 2009)(29).

Los o6rganos provenientes de donadores por parada cardiaca también han sido

clasificados de acuerdo a la Convencién Internacional de Maastricht (30). Cuadro 4



Cuadro 4. Clasificacién de Maastricht de donadores por parada cardiaca

Tipo L. Fallecido antes de llegar al hospital con tiempo de Donantes no
asistolia conocido controlados

Tipo II. Fallecido en el hospital tras maniobras de
reanimacion infructuosas

Tipo II1. Fallecido tras retirada de ventilaciéon mecanica en Donantes
situacion vegetativa persistente o deterioro neurologico controlados
severo e irreversible

Tipo IV. Fallecido en muerte cerebral en el que la asistolia
se produce antes de proceder a la extraccién

(Tomado de Rodriguez D.A. 2011) (31).

La diferencia principal de los o6rganos obtenidos de NHBD no controlados y los
controlados es que los pacientes no controlados tienen un mayor riesgo de sufrir dafios
irreversibles por hipoxia e isquemia tras el tiempo de isquemia caliente, la cual se define
como el tiempo de un érgano o tejido que permanece a la temperatura corporal posterior a
que el aporte sanguineo se ha visto reducido o interrumpido. Como ya se menciond, esta
condicion puede predisponer a la presencia de DIRP, el cual es una complicacién
causada por la interrupcién del flujo sanguineo (isquemia) y por el re-establecimiento de la
circulacion, que ocasionan una respuesta inflamatoria que dana el endotelio vascular
pulmonar, favoreciendo la extravasacion de liquido, el edema pulmonar y la falla primaria
del injerto (32,33).

1.2.1. Perfusion pulmonar ex-vivo (PPEV)

Como ya mencionamos anteriormente, parte de los esfuerzos para incrementar el nimero
de pulmones disponibles llevd a los grupos de trasplante pulmonar alrededor del mundo a
buscar alternativas para solucionar la problematica, y como consecuencia surgio la
perfusién pulmonar ex vivo (PPEV).

El sistema de PPEV es una técnica de reacondicionamiento pulmonar, la cual se ha ido
refinando desde su implementacion hasta la aplicacién clinica realizada por Steen® et al.
(34), en pulmones procedentes de donadores NHBD no controlados. Después de ser
sometidos al sistema PPEV (35) los pulmones provenientes de donadores NHBD pueden
ser trasplantados exitosamente después de un periodo de isquemia. EI mantenimiento
del 6rgano en el sistema de PPEV permite a las células pulmonares y tejidos mantenerse

metabdlicamente activos y viables durante varias horas, ademas, se pueden realizar
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evaluaciones metabolicas, hemodinamicas, ventilatorias, capacidad de oxigenacion y
formacion de edema, microbioldgicas etc., para garantizar el reacondicionamiento del
pulmén (36,37,38). Este sistema de PPEV esta basado principalmente en los siguientes

mecanismos:

1. Controlar de manera gradual la perfusién para evitar los cambios por estrés
hemodinamico.

2. Utilizar soluciones para perfusién coloidal y acelular adicionada con dextran 40 para
garantizar una presion oncética adecuada y otorgando un recubrimiento al endotelio
vascular.

Ventilacidon controlada con un volumen tidal bajo y presion positiva al final de la expiracién

(PPEP) como medida de proteccién de dafios inducidos por el ventilador (15, 39).

La PPEV hace funcionar a los pulmones fuera del cuerpo, mediante el uso de un sistema

que consta de una bomba para circulacion extracorpoérea, ventilador, filtro de leucocitos,

oxigenador, intercambiador de calor, camara de perfusién ex vivo (XVIVO, Vitrolife),
canulas (XVIVO Lung Cannula Set™), una camara de perfusion ex vivo (XVIVO Organ

Chamber™) y solucién Steen® (Steen Solution®™), la cual por sus componentes

mantiene una presion oncadtica igual o mayor a la presion oncética ejercida por la sangre

y favorece el “tapizado” endotelial que favorece el secuestro de toxicos (38,40). Figura 3.
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Figura 3. Circuito de perfusion pulmonar ex vivo. (tomado de Cypel M, 2008)(40).
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Actualmente existen tres diferentes protocolos de PPEV: protocolo Toronto, protocolo
Lund y Organ care system protocol (OCS). Las principales diferencias entre ellos son: la
composicion del liquido de perfusion, parametros ventilatorios y equipo utilizado. Cuadro
3. Tanto el protocolo de Toronto como el protocolo Lund se basan en el uso de solucion
Steen®, mientras que el protocolo Lund permite el uso de un porcentaje de hematocrito.
El protocolo OCS se basa en el uso de solucion Perfadex® o solucion OCS® mezclada
con un porcentaje de hematocrito. Otra diferencia es el flujo de perfusion final durante la
perfusién, en donde el protocolo Lund utiliza un 100 % del flujo cardiaco; el protocolo OCS

utiliza de 2-2.5 L/min y el protocolo Toronto utiliza solo el 40% del gasto cardiaco (41).

Cuadro 5. Cuadro comparativo entre los diferentes protocolos establecidos de

perfusién pulmonar ex vivo.

Parametros Toronto Lund OCS
Perfusion
Flujo objetivo 40% GC 100%GC 2.0-2.5 L/min
PAP 10-15 mmHg <20 mmHg <20 mmHg
Atrio lzquierdo Cerrado Abierto Abierto
Solucion Solucion

Solucién de perfusién Solucién STEEN®

STEEN®+hematocrito 14%

OCS®+hematocrito 15-25%

Ventilacion

Temperatura de inicio 32°C 32°C 34°C
Volumen Tidal 7 mi/kg peso 5-7 ml/kg peso 6 mi/kg peso
Respiraciones por minuto 7 20 10

PEEP 5 cmH,0 5cmH;0 5-7 cm H,O
FiO; (%)

21

50

12

GC, Gasto cardiaco: PMAP, presién media de la arteria pulmonar, OCS, Organ Care
System, PEEP, presién positiva al final de la expiracién (del inglés positive end

expiratory pressure). (Tomado de Van Raemdonck D, et al 2015) (41).

1.2.2. Soluciones del sistema PPEV.
El uso de soluciones para el reacondicionamiento y preservacion de érganos destinados

al trasplante debe de adaptarse a las caracteristicas fisiolégicas que cada d6rgano

22



demanda; asi como a la técnica particular que utilice cada uno de ellos. Para esto se
establecieron tres principios que deben cumplir las soluciones destinadas a la
preservacion y reacondicionamiento de dérganos destinados para trasplante (42), los
cuales son:
1) Mantener la concentracion osmotica a través de sustratos metabolicamente inertes
y no con el uso de glucosa para evitar la formacion de un medio hiperosmolar y
por ende el desarrollo de edema.
2) Los sustratos utilizados deben de proporcionar una presion coloidosmética
adecuada a cada tipo de 6rgano.
3) La solucion también debe de tener acarreadores o captadores de especies
reactivas de oxigeno.
En conjunto estos principios permiten mantener la homeostasis tanto en las presiones del
lecho vascular como en el control de los factores que intervienen en el proceso
inflamatorio. Las soluciones encaminadas a la preservacion y reacondicionamiento
pulmonar mas utilizadas son la solucion Steen® y solucion Perfadex®, las cuales cuentan
con caracteristicas especificas para mantener una presion oncoética igual o mayor a la
presién oncética ejercida por la sangre. Sin embargo, cabe mencionar que dichas
soluciones tienen la limitante de ser altamente especializadas, con restringidas politicas
de comercializacién y por lo tanto tienen un costo final elevado, lo cual crea limitacion en
el desarrollo e implementacion del sistema de PPEV, por lo que es necesario tener una
solucion de caracteristicas similares, pero de facil adquisicion, que permita la

implementacién del sistema (43).

1.2.3. Solucién Steen®

En el cuadro 6 se mencionan los componentes de la solucién Steen®, la cual contiene
principalmente albumina sérica humana, glucosa, electrolitos y polimeros (dextran 40) que
como ya se menciono, le proporcionan la capacidad oncética y de “tapizado” endotelial lo
cual favorece el secuestro de téxicos. (40)

La presion oncética en la solucion Steen® esta dada por la albumina lo que les confiere
una composicion similar a los fluidos extracelulares con una presién de 25-30 mmHg, la
cual se considera una presién oncoética ideal para la movilizacion del edema intersticial
hacia la solucion. Actualmente el uso de soluciones oncoticas tiene como base el uso de

albumina, la cual es una proteina hidrosoluble de alto peso molecular (69,000 Da)
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cargada negativamente, y se rodea de iones de sodio, dificultando el paso de la albumina
a través de membranas celulares y del endotelio capilar. La concentracion normal en la
sangre de albumina es de alrededor de 45 g/L y ésta proporciona alrededor del 70% de la
presion oncética de la microcirculacion. El 30% de la presién oncdtica restante esta dado
por las globulinas y otras proteinas presentes en el plasma sanguineo (44).

Por lo tanto, una solucién que contenga electrolitos con osmolaridad de 290 (sodio,
potasio, calcio, magnesio, fosfatos, glucosa) y substancias coloidosméticas que mimeticen
el plasma sanguineo (sero-albumina en un rango de 60-80 g/L, en donde la concentracién
Optima se ha identificado que es 70g/L) proporcionaran una presién de 25-30 mmHg la
cual corresponde a una presion normal en los capilares pulmonares.

Otro componente de este tipo de solucion es el dextran, el cual es un polimero de
carbohidratos con enlaces glucosidicos predominantemente del tipo a-(1-6), y se conoce
comercialmente como dextran 40, dextran 60 y dextran 70 dependiendo de su peso
molecular, 40,000 Da, 60,000 Da y 70,000 Daltons, respectivamente, de los cuales el
dextran 40 es el mas usado como compuesto protector del endotelio vascular y como
receptor de especies reactivas de oxigeno Cuadro 6. La capacidad del dextran para
proteger el endotelio vascular se debe a que los capilares pulmonares presentan poros
con diametros de alrededor de 30 nm, en donde proteinas de peso molecular aproximado
al de la gammaglobulina (150,000 Da) son capaces de pasar a través de estos poros. El
dextran es una molécula eléctricamente no cargada que tiene la capacidad de pasar a
través de estos poros, pero es su conformacion tridimensional la que le confiere esta
capacidad y no su peso molecular. Adicionalmente tiene otras propiedades como ser
hidrosoluble, inerte en sistemas bioldgicos, interfiere con la adhesién de leucocitos al
endotelio capilar por lo que clinicamente se ha usado en un rango de concentracién de 2-
20 g/L y 5 g/L es la concentracion ideal para utilizar en pulmones que seran sometidos a

sistemas de perfusion y reacondicionamiento pulmonar (45).

24



Cuadro 6.- Composicion quimica de la solucién Steen® y Cirex. (46)

Reactivo quimico 1 Litro
Dextran 40 H(C6H1005)xOH
Cloruro de sodio (NaCl) 2?384 g.
Cloruro de potasio (KCL) 36.5 mg
Cloruro de calcio (CaCLz) 155.3 mg
Sulfato de magnesio (MgSOQa) 1.2 mg
Fosfato de potasio di hidrogenado (KH2POa4) 5.715 mg
Fosfato di potasico hidrogenado anhidro (K2HPO4) 146.3 mg
Fosfato disédico anhidro hidrogenado (NazHPO4) 0.029 mg
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.1760 g
Acetato de potasio (CH3sC2K) 284.6 mg
Glucosa monohidratada 1.9818 g
Albumina 20% 320 ml Albdmina 20% por cada Lt.
pH7.4 Hidroxido de sodio (NaOH)1 M.
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2. Justificacion.

Los pacientes con enfermedad pulmonar terminal tienen como ultima alternativa de
tratamiento el trasplante pulmonar. Sin embargo, en México la realizacion de este
procedimiento se complica por la escasez de donadores, originada por la falta de cultura
de donacion de érganos y el dano que sufre el pulmoén del donador (infecciones, danos
por ventilacion mecanica etc.) en las terapias intensivas, que favorecen el dafo del
endotelio pulmonar y sus componentes, asi como el edema pulmonar. El sistema de
perfusién pulmonar ex vivo (PPEV) permite reacondicionar la arquitectura y fisiologia de
pulmones dafados que han sido rechazados para trasplante o el uso de 6rganos
procedentes de pacientes con parada cardiaca, pero se requiere de una solucion
especial, la cual es dificil de importar a nuestro pais y es de muy alto costo. En el
laboratorio de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
Ismael Cosio Villegas se ha desarrollado una solucion de perfusion genérica (solucion
extracelular con electrolitos y enriquecida con albumina), la cual se denominé Cirex para
la PPEV, pero no se ha evaluado su funcionamiento; por esta razén en este estudio se
propone estudiar en un modelo experimental, el efecto de la solucién Cirex sobre la
arquitectura, expresion de acido sialico y la fisiologia pulmonar y poder comparar su

efectividad con la soluciéon de Steen®.
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3. Hipdtesis.

La PPEV con solucién Cirex o solucion de Steen® mantendran la arquitectura, parametros
fisiolégicos y niveles de acido sialico del tejido del bloque pulmonar preparado para

trasplante, similares a las del tejido pulmonar sano.

4. Objetivo General.

Evaluar y comparar el efecto de la solucién Steen® y solucién dextran baja en potasio
enriquecida con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias) en pulmones porcinos sometidos a dos horas de perfusion ex vivo, a través
de los cambios fisioldgicos, y estructurales, asi como el dafio del GE a través de los

niveles de acido sialico (AS).

5. Objetivos especificos.

En los grupos de estudio | (Solucidon Steen) y |l (solucion dextran baja en potasio alta en
albumina) se realizara lo siguiente:
a. Determinar el efecto de las dos soluciones en el sistema de EVPL, sobre la
fisiologia pulmonar (hemodinamia, gasometria, mecanica ventilatoria).
b. Evaluar los cambios radiograficos pulmonares durante la evolucion de la perfusion
pulmonar ex Vvivo.
c. Evaluar mediante microscopia de luz la formacion de edema e infilrado de
polimorfonucleares.
d. Visualizar el glicocalix endotelial por microscopia de transmision.
e. Cuantificar mediante analisis gravimétrico la presencia de edema en los pulmones
sometidos a perfusion pulmonar ex vivo al término del estudio.
f. Evaluar la expresién in situ de AS en tejido pulmonar a través de
inmunohistoquimica.

g. Determinar los niveles de acido sialico en tejido pulmonar, LBA y perfusato.
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Material y Métodos.

6.1.1. Tipo de Estudio
Es un estudio prospectivo, longitudinal y aleatorizado, realizado en las instalaciones del
Departamento de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas®, el cual fue aprobado por el comité de ética
en investigacién del INER numero de proyecto B09-17 y del subcomité interno para el
cuidado y uso de animales de experimentacion (SICUAE) de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (FMVZ- UNAM).

6.1.2. Animales de Experimentacion.
Se utilizaron 10 cerdos Landrace sanos, adultos, sin importar el sexo, con un peso entre
15y 20 Kg. Todos los animales se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales.
Estuvieron confinados en jaulas individuales con un area de piso de 90 cm de ancho x
3.5 m de largo y una altura de 2.70 m alto con comederos y bebederos individuales
localizados en la puerta frontal a una distancia del piso de 40 cm para evitar
contaminacion con excretas, con disposicion de agua y alimento ad libitum. Asimismo, se
encontraban protegidos de las condiciones climaticas extremas. Los animales fueron
tratados de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (47) y la
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos (National
Institutes of Health U.S. (48) Los animales se mantuvieron en el bioterio de la Unidad de
Investigacion del INER, bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad. El
numero de animales por grupo “n” se calculd de acuerdo a una muestra finita y se ajusto
de acuerdo a los Principios de Técnicas Experimentales propuesta por Balls M. y

Kilkenny C. (49,50)

6.1.3. Criterios de inclusion.
Se incluyeron sujetos clinicamente sanos, con ausencia de cualquier signo de

enfermedad durante su estancia en el bioterio del INER y previo al estudio.
6.1.4. Criterios de exclusion.

Los animales con datos clinicamente patoldégicos durante la procuracion del bloque

cardiopulmonar, estos datos no seran considerados para el analisis estadistico.
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6.1.5. Criterios de terminacién.
Bloques pulmonares que desarrollen edema pulmonar conjuntamente con un cociente
PaFi < 300 mmHG, durante la PPEV presiones mayores al 20% de la arteria pulmonar y

de la auricula izquierda no seran considerados para el analisis estadistico.

6.1.6. Grupos de Estudio.
Los animales se dividieron al azar en 2 grupos de estudio y los bloques pulmonares se
conectaron a un circuito de PPEV vy fueron perfundidos con 2 diferentes soluciones de la
siguiente forma:
Grupo | (n=5): PPVE con solucion Steen®.
Grupo Il (n=5): PPEV con solucién Cirex.

7. Protocolo de Estudio.

7.1. Modelo Experimental.
7.1.1. Anestesia.
Cada experimento se inicié con ayuno de 24 horas para sélidos y 12 horas liquidos y con
el pesaje de los animales. Se utilizé como pre-anestésico Tiletamina/Zolacepam (Zoletil®,
Virbac, Carros Cedex, Francia) a 15mg/Kg via intramuscular (IM), ademas de Fentanilo 6-
10 ug/Kg IV (FENTANEST® Janssen Cilag, Ciudad de México, México); previa asepsia de
la zona se canalizdé la vena auricular lateral de la oreja izquierda con un catéter
endovenoso del #22 (BD Insyte®, EUA), al que se le conectd una venoclisis con
normogotero (Flebotek®Vet Pisa®, Guadalajara, Jalisco, México) por la que se administré
la terapia de liquidos con solucion de cloruro de sodio (Solucién CS, Pisa®, Morelos,
México)) a razon de 10 ml/kg/hr. Posteriormente se indujo anestesia quirtrgica a plano
quirargico con Propofol al 1% (Diprivan® Corden Pharma, Caponago, Italia) a 3 mg/Kg
IV, posteriormente el animal se colocd en posicidn de decubito dorsal, se intubd con
canula endotraqueal calibre 8fr (RUSCH®, Perak, Malasia) con ayuda de un laringoscopio
(Greenline/D™ WelchAllyn®, EUA) vy finalmente a través de un circuito (RT340
EVAQUA™ Fisher & Paykel HEALTHCARE, Auckland, Nueva Zelanda) se conecté al
ventilador (Avea™VIASYSTM Healthcare, Hoéchberg, Alemania) para proporcionar

asistencia mecanica ventilatoria con volumen corriente de 6-7 ml/Kg de peso corporal,
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frecuencia respiratoria de 16-18 respiraciones por minuto (RPM), relacién
inspiracion/espiracién de 1:2 con PEEP (Presién positiva al final de la espiracion) de 2 cm
de agua y una fraccion inspiratoria de oxigeno (FiO2%) del 50% para mantener la
saturacion capilar periférica de oxigeno (SpOz) en mas del 90% y niveles normales de
paO. y paCO, (35 y 40 mmHg). (41) También se colocaron las derivaciones para la
monitorizacién por medio del electrocardiograma, oximetria de pulso y termdmetro, para el

monitoreo de frecuencia cardiaca, saturacion de O, y temperatura corporal.

7.2. Técnicas quirurgicas en el donador.

7.2.1. Cateterismo arterial y venoso.
Bajo condiciones de anestesia general y con el animal en posicion decubito dorsal, se
realizdé una incisién paramedial ventral derecha en la regién cervical, se expuso y diseco
la vena yugular externa derecha, en la cual se inserté un catéter de termodilucion 5F de
diametro (Swan Ganz, Standard Thermodilution Balloon Catheter, Edwards Lifesciences,
Quebec, Canada) y se conectd al monitor de signos vitales (CARESCAPE B650, General
Electric Company®, Helsinki, Finlandia), posteriormente se dirigi6 hasta la arteria
pulmonar (AP) para la medicion de los parametros hemodinamicos pulmonares y el gasto
cardiaco, asi como para la toma de muestras para gasometria. Posteriormente se disecé
la arteria carotida comun derecha y se le colocd de la misma forma, otro catéter para la
medicion de parametros hemodinamicos sistémicos y toma de muestras de gases

arteriales. Figura 4.
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Figura 4. Colocacion de catéteres arterial y venoso para la evaluacion hemodinamica.

7.3. Procuracion del bloque cardio-pulmonar.
Por medio de esternotomia y bajo condiciones de asepsia se accedio a la cavidad toracica
del modelo animal e incidieron pleuras, los ligamentos pulmonares caudales se
desprendieron de su insercion en el diafragma; se disecaron la vena cava craneal y
caudal, vena acigos y vena hemiacigos izquierda. Por medio de una ventana pericardica,
se diseco y se refirieron las arterias pulmonares y aorta ascendente con seda quirargica
sin aguja de 2-0 (Atramat®, Ciudad de México, México). Se realizé patron de sutura de

jareta en la base de la arteria pulmonar con polipropileno cardiovascular 5-0 (Prolene®,
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Sao José dos Campos, Brasil); se administraron 300UI/Kg de Heparina (Pisa®,
Guadalajara, Jalisco, México) IV(62), se ligaron las venas acigos izquierda y hemiacigos
derecha, después se realizé puncion con bisturi de plastia en el centro de la jareta y se
introdujo una canula de acceso vascular 18 fr (Rigid Suction Tubes, Medtronic Cardial
Surgical, Minneapolis, EUA) el cual se conecté en el extremo opuesto a una venoclisis
con normogotero (Flebotek®VetPisa®, Guadalajara, Jalisco, México), a través de la cual
se dej6 fluir soluciéon Perfadex® (XVIVO, Gdteborg, Suecia) a 4°C ( 20ml/Kg para lavar el
pulmén), manteniendo una altura con respecto de la mesa de cirugia de 20 cm para
mantener una presién de perfusidon no mayor a la presidon media de la arteria pulmonar
(10-15 mm de Hg). Posteriormente tras asegurar que el animal se mantenia bajo
anestesia quirdrgica, se dejo fluir la solucién y se ligaron ambas venas cavas.
Posteriormente se realizé una incisién en la auricula izquierda por donde se hizo circular
la solucidon de lavado mezclada con sangre, la cual se recolectd con un aspirador de
Yankauer (Kendall, Ciudad México, México) conectado a un sistema de aspiracion. A
continuacion se realizd la eutanasia del modelo animal con sobredosis de pentobarbital
sodico al 6.3% (Pisapental®, Pisa®, Guadalajara, Jalisco, México) con apego de las
especificaciones de la NOM-062-Z00, 1999; acto seguido se ligd y cortd la arteria aorta
ascendente en la salida del corazén, se separ6 la traquea del eséfago, se aplicé una
maniobra de reclutamiento alveolar, se ligé la traquea con cinta umbilical estéril (Protec®,
Morelos, México), se secciond lo mas proximo a la laringe para retirar el bloque
cardiopulmonar. Una vez fuera del térax, en cirugia de banco se realizé la diseccion de
venas y arteria pulmonar, se retiré el corazén y se conservo un rodete de la auricula

izquierda en los pulmones. Figura 5
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Figura 5. Rodete de la auricula izquierda en el bloque pulmonar.

7.4. Perfusiéon pulmonar ex vivo técnica de Toronto.

El bloque pulmonar se colocé dentro de la camara de perfusién ex vivo (Organ Chamber,
XVIVO Goéteborg, Suecia), se conectd una canula a la arteria pulmonar y otra en el rodete
del atrio izquierdo y se fijaron las canulas con sutura para evitar fuga. Ambas canulas se
conectaron a un oxigenador y reservorio neonatal mediante conectores de 3/8 con Luer y
sensor de presion, (Terumo Capiox® Baby-RX, Maryland, EUA) los cuales se conectaron
a una bomba de circulacion extracorpérea de rodillos (CDL-10140 GAMBRO, Lund,
Suecia). Una vez conectado el sistema, los sensores de presién se conectaron al monitor
de signos vitales para el registro de la hemodinamia. Figura 6

Previé a la colocacién del bloque pulmonar en la campana de perfusion, el reservorio fue
cebado (llenado) con 500 ml de solucion Steen® (XVIVO, Goéteborg, Suecia) a 4°C, la cual
fue desoxigenada mediante una mezcla de gases 86% N2z, 6% O, 8% CO. con un flujo de
1000 ml/min para mantener una PCO, entre 35-45 mmHg (43). Una vez purgado el
sistema, se colocaron dos sensores de temperatura y se conectaron las canulas para
comenzar a perfundir y ventilar los pulmones, durante dos horas, que fue el tiempo que
duré el estudio. La ventilacion mecanica se proporciond con el ventilador Avea™ vy el
mantenimiento de la temperatura de perfusion se realizé con el Intercambiador de
temperatura HYP 10-200 (GAMBRO, Lund, Suecia) de la bomba de perfusion. Cuadro 7
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Cuadro 7. Estrategia ventilatoria y de perfusion utilizada durante el ensayo EVLP.

Perfusion Pulmonar Exvivo con base a Protocolo Toronto

0 10 20 30 40 50 60 90 120

°C 20 30 32 37 37 37 37 37 37

Flujo %GC 4 4 8 12 20 32 40 40 40
PMAP 10-15 mmHg
PMAI 3-5 mmHg

Se inicia la ventilacién a los 32 °C /20 min

RPM 7-20 RPM
VT 7 ml/kg
PEEP 5 cmH;0
Fi0, 21%
Mezcla gas

0.5 2 Lts/min

(L/min)

Tomado de Cypel M. et al, 2008 (40).
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Figura 6. a) Colocacion de canulas en la arteria pulmonar y atrio izquierdo; b) Sistema
de PPEV montado en el departameto de Cirex. En el que se observa el bloque
pulmonar dentro de la campana de perfusion, conectado al ventilador para asistencia
mecanica ventilatoria y a la bomba de perfusion.
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8. Evaluaciones.
8.1. Hemodin&dmica.

Posterior a la colocacion de los catéteres en la vena yugular externa y arteria carétida
comun se realizé la evaluacion para el funcionamiento del bloque pulmonar, en el tiempo
basal en el cerdo donador; se registré el valor basal del gasto cardiaco (GC), presion
arterial media (PAM), presion media de arteria pulmonar (PMAP), resistencia vascular
pulmonar (RVP). Una vez que el bloque pulmonar se encontraba en el sistema de
perfusién pulmonar ex vivo, la evaluacidon hemodinamica se realizé cada 30 min, esta vez,
solo se registro el valor de la presion media de la arteria pulmonar (PMAP) y la presion del

atrio izquierdo (PAI) cada 30 minutos durante dos horas de estudio. Cuadro 8.

Cuadro 8. Tipo de muestras y parametros a evaluar previo y durante la conduccién del
estudio de perfusion pulmonar ex vivo con base al protocolo Toronto. Cypel M. et al. 2008
(40).

Parametro evaluados Tiempo de toma de muestra

Medicion basal y cada 30 min.

Hemodinamia PMAP, PAI, RVP Durante 2 horas. De PPEV. (5
mediciones).

Pa02,PaCO2, PvOz, PvCOz, pH Medicion basal y cada 30 min.

Gasometria arterial, pH venoso, HCO3, Durante 2 horas. De PPEV. (5
PaO2/FiOz, lactato, Glucosa mediciones).

C stat, C dyn, Raw, Pplat, Paw y Medicion basal y cada 30 min.

Ventilacién . Durante 2 horas. De PPEV. (5
Ppic -
mediciones).
Medicion basal y cada hora.
RX Proyeccion dorso ventral Durante 2 horas. De PPEV. (3
mediciones).
LBA 100 mL/9 jeringas de 20 cc Medicion basal y final.
Medicion basal y cada hora.
Microscépico Biopsia Durante 2 horas. De PPEV. (3
mediciones).
Gravimétrico 100 g de pulmon izquierdo y Colectar muestrq al finalizar el
derecho estudio.
Ac sidlico Cuantificacion de AS libre Tejido pulmonar, LBA y perfusato

en medicion basal y final
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8.2. Gasomeétrica.
La evaluacion gasométrica en el donador se realizé en el donador tomando 0.5 ml de
sangre arterial y 0.5 ml de sangre venosa con jeringas heparinizadas y se obtuvieron los
valores basales de presién parcial arterial de oxigeno (PaO3), presion parcial arterial de
diéxido de carbono (PaCOg), presién venosa de oxigeno (PvO:), presion venosa de
diéxido de carbono (PvCOy), pH arterial, pH venoso, HCOs3, lactato y glucosa; para la
evaluacion en el bloque pulmonar, se realizé6 cada 30 min tomando 0.5 ml de la solucién
de perfusion, proveniente de la canula de la arteria pulmonar y de la canula del atrio
izquierdo durante las dos horas EVLP. Todas las muestras se procesaron en el analizador

de gases (AVL Compact 2, Blood gas analyzer, Graz, Australia).

8.3. Mecanica Pulmonar.
A través del ventilador Avea™ se obtuvieron valores basales en el donador. En el bloque
pulmonar se registraron cada 30 minutos durante dos horas de estudio y se evalud la
distensibilidad estatica (Cstat), distensibilidad dinamica (Cdyn), resistencia de la via aérea

(Raw), presion media de la via aérea (Paw) y Presion pico (Ppic).

8.4. Radioldgica.
Se realizaron radiografias simples de térax en proyeccion ventro-dorsal una basal en el
donador y dos mas del bloque pulmonar, una por cada hora en el sistema de PPEV,
(Acoma Super 80, Industry Co, LTD, Tokyo, Japdn), y se evalud la presencia de edema.
Para esto se dividié la radiografia en cuatro cuadrantes: una linea vertical por la mitad de
la radiografia y una linea horizontal sobre el parénquima pulmonar, lo que da como
resultado cuatro cuadrantes; craneal izquierdo, craneal derecho, caudal izquierdo y caudal
derecho (51). La evaluacion se realizd de forma ciega y cada cuadrante se califico de
acuerdo al grado de edema y se obtuvo un puntaje para cada pulmén como se muestra

en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Escala del grado de edema pulmonar evaluado en la radiografia (51).

Valor asignado de acuerdo a Porcentaje de opacidad pulmonar Grado de edema

la escala establecida. por cuadrante.
0 Sin opacidad Sin alteraciones
1 Opacidad 0-25 % leve
2 Opacidad 26-50 % moderado
3 Opacidad 51-75 % grave
4 Opacidad 76-100 % severo

8.5. Microscoépica.
Se realizé6 tomando una biopsia basal en el cerdo donador y otra antes de realizar la
circulacion en el sistema de PPEV y cada hora una vez conectado al sistema de PPEV ,
cada biopsia tuvo un peso de un gramo y se fijaron en formalina acuosa al 10% durante
24 horas, se incluyeron en parafina, se les realizaron cortes de 4um, se tifieron con
hematoxilina-eosina (H&E) y se analizaron en el microscopio 6ptico binocular (DM750
©Leica Microsystems GmbH, Alemania) para evaluar la formacion de edema, dafo
alveolar, infiltrado de neutrdéfilos, macréfagos. Se utilizé una escala con valores de uno a
cuatro para determinar el grado de afeccion, en donde | = ausente, Il = ligero, Ill =

moderado y IV = severo (52).

8.6. Microscopia Electrénica.

La evaluacién para microscopia electrénica se realizé en un animal de cada grupo,
tomando una biopsia basal antes de realizar la circulacion en el sistema de PPEV y una
biopsia durante cada hora una vez conectado al sistema de PPEV, cada biopsia tuvo un
tamano aproximado de 0.5 cm y se fij6 en una mezcla de formaldehido al 4%,
glutaraldehido al 2.5%, buffer PBS (Técnica de Karnosky). Se realizé la inclusion en
resina epodxica (EPON-812® ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES®, Suiza), se
realizaron cortes finos de 60 nm y se utilizé tincidon negativa para brindar contraste a la
imagen. Se analizaron en el microscopio electrénico de transmision (JEOL modelo JEM-
2010, Massachussets, EUA) con la finalidad de evaluar la presencia del glicocalix. Figura
7
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Figura 7. Procesamiento del tejido pulmonar obtenido en la biopsia pulmonar para su
analisis de microscopia electronica. a) Deshidratacion del tejido; b) contraste con tetra
oxido de osmio; c) fijacién con resina epdxica; d) polimerizacion de resina; e) pulmén
embebido en bloque.

8.7. Cuantificacién de edema pulmonar.
Se determind por medio de analisis gravimétrico, una vez concluidas las dos horas de
Perfusién Pulmonar ex vivo, se pesaron 1000 gr de tejido pulmonar, los cuales se
desecaron durante 15 dias en estufa de calentamiento Isotemp™ Standard Lab Incubator
(Fisher Scientific™, Massachusetts, EUA) a temperatura constante (60-65°C) y la relacion
de peso pulmén humedo/pulmén seco (H/S) se obtuvo a través de la siguiente formula:
(PH-PS) / PS, como resultado final (53).
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8.8. Evaluacién inmunohistoquimica.
Mediante inmunohistoquimica (IHQ) se evalud la expresion in situ del acido sialico en las
muestras de tejido pulmonar tomadas a los mismos tiempos que para los estudios
histolégicos. Las muestras fueron tomadas del bloque de tejido pulmonar incluido en
parafina y se realizaron cortes de 3 micras. Se montaron en laminillas silanizadas y se
desparafinaron durante 20 minutos a 80 °C. Se deshidrataron mediante transferencia en
xilol 5 minutos a alcohol absoluto durante 1 minuto. Se colocaron en la camara de
recuperacion de antigenos con buffer de citratos pH 6 en DECLOAKING CHAMBER™
NXGEN, durante 30 minutos, una vez que se enfriaron se lavaron con TBST 3 veces 3
minutos, la peroxidasa enddégena se removié con perédxido al 30% durante 10 minutos y
se lavé con TBST nuevamente La reaccién inespecifica se bloqued con suero bloqueador
(Vectastain Universal Quick Kit, Burligame, CA) durante 15 minutos y se lavo al terminar
el tiempo con TBST. El tejido se incubd con el anticuerpo primario (Polyclonal Antibody to
Sialic Acid, abx 100414, abbexa Ltd. Cambridge, UK) diluido en suero bloqueador y se
incubd durante 48 horas a 4°C, posteriormente se lavé 3 veces con TBST, 3 minutos y se
incubd con el polimero MACH 2 Double Stain 1 (Biocare Medical MRCT523, CA, EUA)
durante 30 minutos y se lavé al finalizar con TBST. Para revelar se utilizd
Diaminobenzidina DAB (Biocare medical, CA, EUA) durante 20 min y finalmente, las
laminillas se trataron con hematoxilina (Biocare Medical, CA, EUA) y para virar el
contraste se utiliza una solucién saturada de carbonato de litio (Fisher chemical, NY,
EUA). En todos los grupos se realizd control negativo, el cual no tenia anticuerpo
primario, y como tejido testigo se utilizé tejido de glandula salival. La cuantificaciéon IHQ

del acido sialico se realizd con el Software Image J (http:/rsbweb.nih.gov./ij) desarrollado

por el National Institute of Healt (NIH), con ayuda del pluggin IHC Profiler for the
quantitative analysis of immunohistochemistry samples. Para esto se tomaron imagenes
de microscopia en formato digital y a través de un microscopio con camara fotografica
digital (Hitachi Digital) y una computadora con el software necesario para tomar imagenes.
Se realizé la seleccion de areas representativas, previa valoracion de los resultados de la
técnica inmunohistoquimica (controles), mediante la identificacion de las zonas de mayor
densidad de células positivas, evitando focos desvitalizados o con artefacto y se

obtuvieron aleatoriamente 10 fotografias por tejido. (54)
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8.9. Cuantificacion de &cido sialico en tejido pulmonar.
Se utilizo el Kit Sialic acid (NANA) Colorimetric Assay Kit BioVision, K566-100 (Mountain
View, CA, EUA) para cuantificar los niveles de acido sialico libre en tejido pulmonar, LBA y
perfusato. Para evaluar en el tejido, se tomaron biopsias de aproximadamente 1cm? del
bloque pulmonar antes de someterlo a la PPEV (basal) y al concluir esta (final del
estudio).Posteriormente la biopsia se macerdé en un mortero con 3 ml de buffer PBS y se
homogenizé6 a 6500 rpm en el polytron® pt 2500 e (kinematica, lucerna, suiza). se
centrifugd en tubos (eppendorf safe lock®, CA, EUA) a 13500 rpm/10 min/4°c, se transfirid
el sobrenadante en crioviales de polipropileno estéril, rosca externa (nalgene®,

Massachusetts, EUA) y fue conservada a -80°c, hasta su evaluacion.

8.10. Cuantificaciéon de acido sidlico en lavado bronquioalveolar (LBA).
Se tomd en ambos grupos a través de un broncoscopio flexible 6 mm bftype1t20d
(Olympus®, Japdn) se realizd broncoscopia y LBA del I6bulo craneal derecho, un lavado
basal y final en el sistema PPEV, instilando cinco alicuotas de 20 ml de solucién salina
fisiologica (SSF) estéril a temperatura ambiente y tras un tiempo de 20 a 40 segundos se
recolectd la solucion por medio de aspiracién de forma manual mediante una llave de 3

vias; se recuperé aproximadamente 80 ml de volumen. Figura 8.

8.11. Cuantificacion de acido sidlico libre en perfusato.
La muestra de perfusato, se tomoé directamente de la canula que se encontraba colocada
en el atrio izquierdo al inicia la PPEV ya al concluir esta. Para la cuantificacion de AS libre
en tejido pulmonar, LBA y perfusato se utilizd para la cuantificacion del AS se utilizo el kit

sialic acid (NANA) colorimetric assay kit biovision, k566-100 (mountain view, CA, EUA).
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Figura 8. Muestra el proceso de obtencién del LBA. A) Insercion del broncoscopio flexible;
B) instilacion y recuperacion de las alicuotas de SSF y C) cadena fria de las alicuotas para

su correcto procesamiento.

8.12. Analisis de Datos.
El analisis estadistico de los datos paramétricos se realiz6 mediante analisis de varianza
de medidas repetidas para muestras consecutivas (ANDEVA MR), Dunnett y Bonferroni,
mientras que para los datos no paramétricas se utiliz6 U de Mann Whitney para muestras

independientes y Friedman para muestras relacionadas, con el programa estadistico
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SPSS 18.0 (Chicago: SPSS Inc.). Se consideraron como significativos valores de p <
0.05.

9. Resultados.

Todos los bloques cumplieron con los 120 min de perfusion pulmonar ex vivo.

9.1. Hemodinamicos.
La PAl y PMAP se mantuvieron dentro de los valores recomendados por el grupo
de Toronto para realizar la PPEV.
La RVP se incrementé a los 30 minutos de haber iniciado la PPEV en ambos grupos de
estudio en comparacion con sus valores basales (p<0.05, ANDEVA MR, Dunnett) y asi se
mantuvo durante todo el estudio. Al comparar entre grupos, el incremento mostrado por
el grupo Cirex fue mayor al mostrado por el grupo de solucion de Steen durante todo el

tiempo de perfusion. (p < 0.005, ANDEVA MR, Bonferroni). Grafica 1

Comparacion de las resistencias vasculares pulmonares durante 120
minutos de PPEV con solucién Steen y Cirex
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* p < 0.002 ANDEVA, Dunnett. Grupo Steen y Cirex vs Basal.
** p < 0.01 ANDEVA, Bonferroni. Grupo Steen vs Grupo Cirex.
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9.2. Gasomeétricos.
9.2.1. Cociente PaO2/FiO2.
Al comparar el cociente PaO2/FiO2 durante la PPEV, se observé que en ambos grupos se
incrementd de manera similar y significativa (p<0.05 ANDEVA MR, Dunnett) a partir de los
30 minutos de haber iniciado la PPEV y asi se mantuvo durante todo el tiempo de estudio
en comparacion con sus valores basales. Al comparar entre grupos no se observaron
diferencias significativas (p>0.05 ANDEVA MR, Bonferroni). Grafica 2

Comparacion del coeficiente Pa/FiO, durante 120 minutos de PPEV con solucion
Steen y Cirex
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X tEE
* p < 0.05 ANDEVA MR, Dunnett. Basal vs Grupo Steen y Grupo Cirex.

9.2.2. Pa02.
En ambos grupos disminuyé de manera significativa la PaO2 a los 30 minutos de iniciar la
PPEV y asi se mantuvo durante el tiempo restante del estudio en comparacién con sus
valores basales (p < 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni)
Cuadro 10

9.2.3. PaCO2.
La PaCO; en el grupo de solucién de Steen® disminuy6 durante toda la PPEV en

comparacion con sus valores basales (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el
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grupo perfundido con solucion Cirex se incrementd, pero este incremento solo fue
significativo a los 30 minutos de iniciada la PPEV (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al
comparar entre grupos la disminucién de la PaCO, mostrada por el grupo de solucién de
Steen®, fue significativamente diferente a la mostrada por el grupo Cirex en todos los
tiempos del estudio (p < 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni). Cuadro 10.

9.2.4. pH arterial.
El pH arterial también disminuyé a los 30 minutos de iniciar la PPEV y asi se mantuvo
durante el tiempo restante del estudio en comparacion con sus valores basales (p < 0.05
ANDEVA MR, Dunnett); sin embargo, esta disminucion fue mayor en el grupo perfundido
con solucién de Steen®, la cual fue significativamente diferente en todos los tiempos de
PPEV en comparacién con el grupo perfundido con solucién Cirex (p < 0.05, ANDEVA
MR, Boferroni). Cuadro 10.

9.2.5. pH Venoso.
En ambos grupos disminuy6é el pH venoso en comparaciéon con sus valores basales
durante toda la PPEV (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos la
disminucidon mostrada por el grupo perfundido con solucién de Steen fue superior a la del
grupo Cirex en todos los tiempos del estudio (p< 0.05 ANDEVA MR, Bonferroni. Cuadro
10.

9.2.6. Pa0O2.
En ambos grupos disminuyé de manera significativa la PaO a los 30 minutos de iniciar la
PPEV y asi se mantuvo durante el tiempo restante del estudio en comparacién con sus
valores basales (p < 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni)
Cuadro 10.

9.2.7. PaCO2.
La PaCO: en el grupo de solucion de Steen disminuyé durante toda la PPEV en
comparacion con sus valores basales (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el

grupo perfundido con solucion Cirex se incrementd, pero este incremento solo fue
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significativo a los 30 minutos de iniciada la PPEV (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al
comparar entre grupos la disminucion de la PaCO» mostrada por el grupo de solucién de
Steen®, fue significativamente diferente a la mostrada por el grupo Cirex en todos los
tiempos del estudio (p < 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni). Cuadro 10.

9.2.8. PvO2.
La PvO; se incrementd durante toda la PPEV vs sus valores basales en ambos grupos de
estudio; pero solo el aumento mostrado por el grupo Cirex (p < 0.01 ANDEVA MR,
Dunnett) fue significativo. Al comparar entre grupos no se observaron diferencias
significativas (p > 0.05, ANDEVA MR, Boferroni). Cuadro 10.

9.2.9. PVCO2.
La PVCO; disminuyd vs sus valores basales en ambos grupos de estudio durante toda la
PPEV, con excepcion de los 30 minuto de la misma en el grupo de Cirex; sin embargo, en
ningun caso se observo diferencia significativa (p> 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al
comparar entre grupos, el incremento mostrado por el grupo de Cirex a los 30 minutos de
la PPEV fue significativamente diferente a los valores mostrados por el grupo de Steen®
durante todo el estudio (p< 0.05 ANDEVA MR, Bonferroni). Cuadro 10.

9.2.10.Glucosa.
La glucosa durante toda la PPEV disminuyé en ambos grupos en comparacién con sus
valores basales (p< 0.05 Andeva MR, Dunnett). Al comparar entre grupos la disminucion
mostrada por el grupo de Steen fue significativa en comparacién con el grupo Cirex en

todos los tiempos del estudio (p< 0.05 Andeva MR, Bonferroni).Cuadro 10.

9.2.11.Lactato.
El lactato se incrementd en ambos grupos durante toda la perfusion PPEV en
comparacion con sus valores basales. Sin embargo, este incremento fue significativo en el
grupo perfundido con solucion de Steen® a los 60, 90 y 120 minutos de PPEV (p< 0.05
ANDEVA MR, Dunnett); mientras que el grupo Cirex solo fue a los 120 minutos de PPEV
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(p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos el grupo de Steen® mostro

mayor incremento que el grupo Cirex, pero solo fue significativo a los 30, 60 y 90 minutos
del estudio (p< 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni). Cuadro 10.

9.2.12.HCO3.

Durante toda la PPEV, en los dos grupos disminuyé el HCO3s en comparaciéon con sus

valores basales (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos la disminucion

mostrada por el grupo perfundido con soluciéon de Steen fue mayor que la del grupo Cirex
en todos los tiempos del estudio (p< 0.05 ANDEVA MR, Bonferroni). Cuadro 10

Cuadro 10. Comparativo de los promedios de los valores gasometricos obtenidos a lo

largo de 120 minutos entre ambos grupos.

Principales hallazgos gasométricos durante la perfusion pulmonar ex vivo del bloque pulmonar con solucion
Steen® y solucion Cirex
Tiempos de evaluacion del bloque pulmonar
FACMRONO.| GIURO A8 Basal 30 min 60 min 90 min 120 min
evaluado estudio
| 158.00 + 7 .60 8212 +489* 9360+465* 9652 +3.35* 90.00 +4 58 *
PaO:
Il 158.00 + 7 .60 10046 +12.69 * 93.05+8.53 * 91.50+4 51 * 102301060 *
| 2875+20 188+x3.1* 204 x47° 190+51* 184 +49~*
PaCO:
Il 2875+20 421+89* 322+42 218+84 305+21*
pH | 69+0.1 68+01* 6.7+0.1* 67+02* 6.7 £0:14%
Arterial I 6902 7.0+£00* 7.0+00* 7.0£0.1* 69+01*
—_— | 54 50+9.19 723 +249 7258 +2.09 7748 +4 41 64 6 +9.39
vO:2
I 54 50+9.19 899+1093~ 8948+384 " 1006 + 10.70 * 8748 +743*
pH | 740+=0.01 6.78 £0.04 *° 667 005 ™ 6.61 +0.06 * 6.64 +0.02 *°
Venoso I 7.40+ 0.01 704+021* 704 £021* 7.02+ 026 * 6.98+0.38*
Glucosa | 566 + 0.39 366+05* 264+05* 176 +06* 166 +05*
mg/dL 1 10.25+0.3 864+1.4* 7.78 +1.9% 712+26*° 566+1.9*
Lactato I 378+1.31 6.0 +037 740+050™ 862 +078 *° 9.56 +0.92 *
mmol/lL 1 378+1.31 230+058 484 +105 542 +0.56 722+090*
HCO; | 2028+ 0.91 354+032* 286 034 ™ 236034 ™ 264 £0.32*
mmol/L 1 2028+ 091 1002 +082* 798+062* 738 £091* 6.72+073*

PromediosEE.

*p < 0.05 ANDEVA MR Dunnett. Basal Vs grupo Steen® y grupo Cirex.

°p <0.05 ANDEVA MR Bonfemroni. Grupo Steen® vs grupo Cirex
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9.3. Hallazgos en la mecéanica pulmonar.
Todas las variables evaluadas se mantuvieron dentro de parametros de referencia
durante todo el tiempo de estudio; solo se observaron cambios en la Cstat, Cdyn,

mientras que las Raw, Pplat, Ppic y Pmed se mantuvieron similares a sus valores basales.

9.3.1. Distensibilidad estéatica (Cstat).
La Cstat disminuy6 en los dos grupos de estudio durante la PPEV en comparaciéon con
sus valores basales, pero esta disminucién solo fue significativa en el grupo de solucién
de Steen en todos los tiempos de la PPEV (p< 0.01, ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar
entre grupos, también la disminucién mostrada por el grupo de Steen fue significativa vs el
grupo Cirex durante toda la PPEV (p< 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni). Grafica 3

Comparacioén de la distensibilidad estatica durante 120
minutos de PPEV con solucién Steen y Cirex

16

o

12
% 10 *
£ 8 *k * % *
£ *k *k *¥k
£ 6
4
2
0
Basal 30 min PPEV 60 min PPEV 90 min PPEV 120 min PPEV
m Steen = Cirex

— Grupos de estudio
X +EE

* p < 0.01 ANDEVA MR, Dunnett. Basal vs Grupo Steen.
** p < 0.05 ANDEVA MR, Bonferroni. Grupo Steen vs Grupo Cirex

9.3.2. Distensibilidad dinamica (Cdyn).
La Cdyn disminuyé en los 2 grupos de estudio durante toda la PPEV en comparacion con
sus valores basales, sin embargo, solo la disminucion mostrada por el grupo perfundido
con solucion de Steen fue significativamente diferente tanto con sus valores basales (p<
0.001, ANDEVA MR, Dunnett) como con el grupo perfundido con solucién Cirex a los 30,
60 y 90 minutos de perfusion (p< 0.05, ANDEVA MR, Dunnett). Grafica 4
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Comparacion de la distensibilidad dindmica durante 120
minutos de PPEV con solucién Steen y Cirex

18
16
o
9 12
T
E 10
';t‘,' * *
E 8 *%k *** sk
6 *
4
2
0
Basal 30 min PPEV 60 min PPEV 90 min PPEV 120 min PPEV
m Steen mCirex
Grupos de estudio
X EE

*p <0.001 ANDEVA MR, Dunnett. Basal vs Grupo Steen.
**p <0.05 ANDEVA MR, Bonferroni. Grupo Steen vs Grupo Cirex.

9.3.3. Resistencia de la via aérea (Raw).
La Raw se mantuvieron similares a sus valores basales durante todo el estudio (p = 0.081,
ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el grupo de Steen se mantuvo similar a la de sus
valores basales. Al comparar entre grupos, no se observaron diferencias significativas
(p>0.05, ANDEVA MR. Bonferroni). Gréfica 5.

Comparacion de la resistencia de la via aérea durante 120
minutos de PPEV con solucién Steen y Cirex
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49



9.3.4. Presion Pico (Ppic).
La Ppic en ambos grupos de estudio, se mantuvo similar a sus valores basales durante
todo el tiempo de estudio (p > 0.05, ANDEVA MR, Dunnett). Tampoco se observaron
diferencias al comparar su comportamiento entre grupos (p>0.05, ANDEVA MR,

Bonferroni). Grafica 6.

Comparaciéndela presién pico durante 120 minutos de PPEV con
solucién Steeny Cirex
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9.3.5. Lapresién media en la via aérea.
La Paw en el grupo perfundido con solucién de Steen, se mantuvo similar a sus valores
basales durante todo el estudio; mientras que en el grupo de Cirex se incrementd de
forma leve vs sus valores basales, pero este incremento no fue significativo (p > 0.05
ANDEVA MR, Dunnett): al comparar entre grupos, no se observaron diferencias
significativas (p > 0.05 ANDEVA MR, Bonferroni). Gréfica 7
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Comparacion de la presién media de la via aérea durante 120
minutos de PPEV con solucién Steen y Cirex
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9.4. Hallazgos radiolégicos.
En ambos grupos las radiografias basales no mostraron ninguna anormalidad. Sin
embargo, los estudios radiolégicos realizados después de la procuracién mostraron
edema leve y al final del estudio todos los animales mostraron edema moderado. Al
comparar entre grupos, durante todo el estudio no se observaron diferencias estadisticas
(p>0.05, U de Mann-Whitney, Friedman). Figuras 9y 10
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Grupo I- Solucion Steen®

Y/

Figura 9. Cambios radiograficos correspondientes al bloque pulmonar del grupo

perfundido con solucion Steen®, durante un periodo de 2 horas.

Grupo II- Solucién Cirex.

Basal 1 Hora . 2 Horas

Figura 10. Cambios radiograficos correspondientes al bloque pulmonar del grupo
perfundido con solucion Cirex. Basal sin cambios sugerentes de edema; una hora

presencia de edema leve; y dos horas edema moderado.

9.4.1. Hallazgos microscopia de luz.
Los cortes histologicos basales de todos los animales previos a la PPEV en ambos grupos
mostraron moderada presencia de neutrdfilos y macréfagos, asi como leve infiltrado

linfocitico, y en ningun caso se observo edema. A los 60 minutos de PPEV el grupo de
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Steen mostré6 edema y los dos grupos presentaron leve infiltrado de PMN. Al final del
estudio ningun grupo presentdé edema, pero si mostraron el leve infiltrado inflamatorio. Al
comparar entre grupos, solo la presencia de edema leve mostrado por el grupo de
solucion de Steen fue significativo (p < 0.05 U de Mann Whitney). Ademas, durante todo el

estudio, la estructura del alvedlo se mantuvo de apariencia normal. Figura 11 y Cuadro 11
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¢) 120 min. \"I(J' /

X

biopsias durante la PPEV. Tincion H&E 20um. Micrografias de tejido pulmonar en el
grupo de solucién Steen® (H&E) 20 ym: A) Histologia pulmonar normal B) presencia
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de material proteinaceo dentro de los espacios alveolares. C) infiltrado inflamatorio

Micrografias de tejido pulmonar en el grupo de solucién Cirex (H&E) 20 um: D) Lumen

alveolar, E) Infiltrado inflamatorio leve F) Histologia pulmonar normal.

Cuadro 11. Hallazgos microscopicos en ambos grupos de estudio.

Donador Basal 60 minutos 120 minutos
Grupo
| ] | ] I ] | ]

Edema Ausente Ausente Ausente Ausente Leve Ausente Ausente Ausente
Significancia U
de Mann 1.00 1.00 1.00 0.69
Whitney
Infiltrado

L Ausente Moderado Ausente Leve Ausente Leve Ausente Leve
neutrofilico
Significancia U
de Mann 0.016 0.548 0.421 0.151
Whitney
Macréfagosa Ausente Moderado Ausente Leve Ausente Leve Ausente Leve
Significancia U
de Mann 0.151 0.548 0.548 0.016
Whitney
Linfocitos Ausente Leve Ausente Leve Ausente Leve Ausente Leve
Significancia U
de Mann 0.151 0.548 0.548 0.302

Whitney

9.4.2. Microscopia electronica.

Después de tefiir con técnica de contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo, en

ambos grupos la superficie de la célula endotelial mostré discretas proyecciones cortas

electro densas sugerentes del GE, al final del tiempo de estudio en ambos grupos, la

superficie de la célula endotelial se observo lisa por la pérdida de esas proyecciones

figura 12 y con presencia leve de material proteinaceo que sugeria la degradacion del GE.

Figura 13
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previo-11.tif
previo-11
Print Mag: 139000x@7,0 in HV=60kV

13:12 06,2118 Direct Mag: 100000x
Microscopist: AMB AMT Camera System

100 nm

pulmonl20-13.tif
pulmon-1201
Print Mag: 139000x @7,0 in HV=60kV

13:56 06,2118 Direct Mag: 100000x
Microscopist: AMB AMT Camora System

100 nm

Figura 12. Fotografia electronica de transmision. Acercamiento de un capilar alveolar
en el grupo de solucion Steen®. A) Notese en el lumen un eritrocito Eri. Superficie de la
célula endotelial muestra discretas proyecciones cortas electrodensas flechas
sugerentes de la presencia de GE. B) Notese el lumen ocupado por material
proteinaceo ligeramente electrodenso L. En el citoplasma se aprecian vacuolas
pinociticas recuadro (flechas). Técnica de contraste con acetato de uranilo y citrato de

plomo.
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provio-7.tif —
proevios 100 nm

Print Mag: 166000x @7,0 in HV=60kV
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Print Mag: 166000x@7,0 in HV=60kV

13:41 06-21/18 Direct Mag: 120000x
Microscopist: AMB AMT Camera System

Figura 13. Fotografia electrénica de transmision de un capilar pulmonar en el grupo de
solucion Cirex C) Notese el puente entre un eritrocito Eri y la superficie de una célula
endotelial, la cual estd completamente lisa. D) Acercamiento de una célula endotelial.
Nétese el lumen ocupado por material proteinaceo ligeramente electrodenso L.
Superficie de la célula endotelial muestra discretas proyecciones cortas electrodensas
flechas sugerentes de la presencia de GE. Citoplasma de la célula endotelial con
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numerosas vacuolas pinociticas recuadro. Nucleo de célula endotelial Nu. Técnica de

contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo.

9.4.3. Hallazgos gravimétricos.
La gravimetria mostré que los bloques perfundidos con solucién Cirex, desarrollaron
mayor edema, el cual se observé con el promedio de la ganancia de peso de la muestra
de pulmoén sometida a desecacion. Sin embargo, durante la comparacion por medio de la
prueba T de Student no se encontré diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.05,

p<0.559). Grafica 8

Relacién peso hiimedo/peso seco en PPEV con solucién Steen y
solucidn Cirex

m Sol. STEEN
m Sol. CIREX

Grupos de estudio

Promedios +EE.
p>0.05 t-Student

9.5. Expresion in situ de AS por IHQ.

En ambos grupos durante todo el estudio, el 100% cerdos sometidos a PPEV mostraron
expresion de AS en un patron citoplasmatico difuso en la superficie luminal de los vasos
sanguineos, lamina propia de la mucosa, submucosa de los bronquiolos y en las células
epiteliales alveolares. Sin embargo, esta expresion fue mayor en el grupo perfundido con
soluciéon de Steen, pero solo fue significativa vs sus valores basales a los 60 minutos de
PPEV (p<0.005 ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el grupo Cirex fue similar a sus
valores basales. Al comparar entre grupos esta la expresion del grupo Steen® fue
significativamente mayor previo a la PPEV y a 60 minutos de PPEV vs el grupo Cirex
(p<0.005 ANDEVA MR, Bonferroni). Figura 14 y Gréfica 9
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Figura 14. Tejido pulmonar 20x con Inmunomarcaje con diaminobencidina (DAB). A)
basal con inmunomarcaje positivo en epitelio respiratorio. 1) cinética de dos horas de
perfusién pulmonar ex vivo en el tejido pulmonar del grupo | solucién Steen® donde se
aprecia inmunomarcaje positivo en citoplasma del epitelio respiratorio y 2) solucion

Cirex.
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Comparacion de la expresion de acido sialico en el tejido pulmonar
durante 120 minutos de PPEV con solucion Steen y Cirex

Pixeles *
160000 *%
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40000
20000
0
Basal donador Pre PPEV 60 min PPEV 120 min PPEV
mSteen mCirex
Grupos de estudio
X tEE

*p <0.001 ANDEVA MR, Dunnett. Basal vs Grupo Steen.
**p <0.005 ANDEVA MR, Bonferroni. Grupo Steen vs Grupo Cirex

Gréfica 9.Muestra el nimero de pixeles positivos a AS en ambos grupos de estudio.

9.6. Cuantificacion de &cido sialico presente en el tejido.
La comparacion de AS en tejido pulmonar muestra un incremento no significativo
Unicamente respecto a la basal en ambos grupos de estudio (p>0.05 T-Student). Asi como
también se presentd un incremento en el LBA mas pronunciado en el grupo de solucion
Cirex, sin que fuera estadisticamente significativo (p>0.05 T-Student). EI comportamiento
en el perfusato igualmente incrementé con diferencia significativa en ambos grupos
respecto a la basal (p<0.05 T-Student). Grafica 10
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AS en tejido durante la PPEV con soluciéon Steen
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Gréfica 10.Muestra comparacién de AS en tejido pulmonar, LBA y perfusato.
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V.

Discusion.

En pacientes con enfermedad respiratoria terminal, el trasplante pulmonar constituye la
Unica opcién terapéutica para incrementar su sobrevida. Sin embargo, solo se logra
beneficiar a un escaso porcentaje de ellos. En la actualidad se han superado
determinados problemas relacionados con la técnica quirdrgica y la inmunosupresién, a
pesar de esto, existen varios factores que influyen en el éxito, como son la cicatrizacién
bronquial, la falta de donadores y la falla primaria del injerto. Para solucionar estos
problemas se han establecido varias estrategias como la PPEV, que es una técnica de
reacondicionamiento pulmonar que tiene una serie de ventajas tales como que puede ser
utilizada para evaluar los érganos en condiciones similares a las que estarian en el
organismo receptor; posibilita tratar pulmones que en el momento de la extracciéon no
serian validos, y permite aplicarles en la maquina tratamientos con antibidticos o
inmunosupresores para disminuir el rechazo y "optimizarlos". No obstante, durante este
proceso los pulmones pueden presentar lesién de la membrana alveolocapilar, en la cual
la disfuncion microvascular es un componente principal (55,56 ) debido a que durante la
isquemia las células endoteliales sufren un aumento del estrés oxidativo, presentan
hinchazén y desprendimiento de la membrana basal (57 kurose) y por consiguiente, los
leucocitos se adhieren y transmigran (58) aumentando la permeabilidad vascular (59).y
finalmente se manifiesta como dano pulmonar estructural, dando como resultado la
formacion de edema que lleva a insuficiencia de la funcién pulmonar. (58, 59, 60, 61). En
este proceso de lesion endotelial participa el GE, que es una capa dinamica de
macromoléculas en la superficie luminal del endotelio vascular, la cual esta involucrada en
la homeostasis y regulacién de liquidos (62, 63). EI GE ha sido objeto de multiples
investigaciones desde su descubrimiento, sin embargo, a pesar de su importancia
biolégica, su participacion en la perfusiéon pulmonar ex vivo no ha sido bien definida. Por lo
que en este trabajo se evalué y comparé el efecto de la solucidon Steen® y solucién
dextran baja en potasio enriquecida con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias) en pulmones porcinos sometidos a dos horas
de perfusion ex vivo, a través de los cambios fisioldgicos, y estructurales, asi como el
dano del GE a través de los niveles de acido sialico (AS).

En este estudio, los incrementos observados en la RVP en ambos grupos durante toda

la PPEV posiblemente porque la perfusion post-isquemia pulmonar ocasiona dafo
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endotelial, edema (el cual se observé radiografica y gravimétricamente), el cual a su
vez provoco vasoconstriccion que dificulto el paso de la solucion de perfusion al lecho
vascular del pulmoén (64,65). Aunque también pudo ser originado porque la se
presentaron la disminucion en la PaO2 y el pH arterial, asi como el incremento en la
PaCO2 ocasionan vasoconstriccion precapilar hipdéxica, que a su vez provoca un
incremento local de las RVP (a nivel de las arterias pequefas y arteriolas), para derivar la
sangre a areas mejor ventiladas como lo describié Murthy et al (66) y concuerda con lo
observado en este estudio. Nuestros hallazgos también concuerdan con lo descrito por
Meers et al (67), quienes en pulmones porcinos provocaron dafo pulmonar con jugo
gastrico y posteriormente los sometieron a PPEV y observaron que duerante esta se
presenta edema pulmonar e incremento en la PVR. Por otro lado, no encontramos una
explicacién el porque el grupo sometido a PPEV con solucion Cirex mostro un incremento
mayor que el de la solucidon de Steen®, ya que tiene los mismos componentes.

La relacion PaO./FiO2 en los 3 grupos de estudio se incrementd durante la reperfusion
posiblemente porque durante la isquemia se presentd hipoventilacion e incremento en el
cortocircuito intrapulmonar (Qs-Qt), sin embargo al restablecer la perfusion la entrada de
O, favorecio el incremento de esta y estos hallazgo coinciden con los descritos por otros
autores que han estudiado la ventilacibn mecanica asi como los cuidados intensivos en
diferentes tipos de pacientes (68,69,70,71) y mencionan que la relacion PaO./FiO-
aunque no necesariamente refleja la gravedad de la lesién pulmonar, es un indice
aceptable para observar el intercambio anormal de gas. También en este estudio se debe
de tomar en cuenta que a pesar del edema radiolégico y gravimétrico e histolégico, ambas
soluciones favorecieron el incremento en la PaO./FiO., durante todo el estudio,
posiblemente porque se presentd una vasoconstriccion pulmonar hipdxica, ocasionada
por la hipoxemia (provocada por el edema), la cual ocasiono en el lecho vascular
pulmonar (principalmente en las arteriolas precapilares que se encuentra muy préximas al
alvedlo) una reaccion para que se incrementara su tono muscular en respuesta a la
disminucion de la presién alveolar de O, (PAO.), lo cual desvia flujo sanguineo o en este
caso, la soluciéon de perfusion de las zonas pulmonares no ventiladas a las ventiladas,
para reducir el porcentaje de cortocircuito intrapulmonar. (72) Por otro lado, cabe
mencionar que esto permitié que los pulmones sometidos a PPEV con las dos diferentes
soluciones de perfusion, alcanzaran coeficientes PaO/FiO, por arriba de 300 como lo han

reportado varios autores por Cypel et al (73) y Stanzi et al (74), quienes han trabajado con
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la PPEV clinica, asi como experimentalmente y mencionan que este favorece el
incremento de la PaO2/FiO,.

La PvO; es una variable de gran trascendencia debido a que es la presion de oxigeno en
la arteria pulmonar y representa el oxigeno que le sobré al organismo después de
extraerle a la arteria lo que necesitd. Normalmente su valor es de 35 mm Hg a 45 mm Hg
y es tal vez el parametro aislado que mejor nos informa sobre el ajuste de aporte y
consumo de oxigeno celular. Y aunque en este trabajo el grupo Steen® presentd una
ligera disminucion, los valores siempre se mantuvieron por arriba de los parametros de
referencia, lo cual puede reflejar de forma indirecta, déficit de oxigenacién tisular,
probablemente por un descenso del consumo celular. (75)

El pH arterial y venoso fueron inferiores a lo normal en ambos grupos, muestra que hubo
un déficit en su ajuste desde el inicio de la PPEV, aunado al incremento en lactato y
carencia de un sistema regulador. Asimismo, la disminucién en las concentraciones de
glucosa en ambas soluciones de estudio se debié al consumo celular, ya que aunque es
recomendable realizar un recambio de 250 ml de solucion cada hora para mantener los
niveles de glucosa y proporcionar componentes de la solucion frescos, en este estudio no
se realizaron; por esta razon se puede explicar el incrementd en las concentraciones de
lactato, aunado a que al mantenerse los pulmones en un sistema ex vivo, hay ausencia de
organos depuradores, como es el caso de los rifiones quienes son l