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II. Resumen. 

Introducción. 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 lesión del tejido pulmonar por complicaciones que sufre el 

donador, lo cual deriva en edema. La función de la barrera endotelial es un proceso 

esencial que garantiza la homeostasis del espacio vascular e intersticial. El ácido sálico 

(AS), es un componente estructural del endotelio, compuesto por sacáridos unidos a 

proteínas de membrana, y cuya participación en la permeabilidad puede darse a través de 

la liberación del AS. La Perfusión Pulmonar ex vivo (PPEV) es una alternativa para 

evaluar y reacondicionar pulmones no aptos para trasplante a través del uso de Solución 

Steen®, aunque el alto costo limita su uso. Por lo que en este trabajo se evaluó y 

comparó el efecto de la solución Steen® y solución dextrán baja en potasio enriquecida 

con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias) 

en pulmones porcinos sometidos a dos horas de perfusión ex vivo, a través de los 

cambios fisiológicos, y estructurales, así como el daño del GE a través de los niveles de 

ácido siálico (AS). Material y Métodos.  Estudio prospectivo longitudinal en el que se 

utilizaron diez cerdos Landrace divididos en dos grupos: grupo I (n=5) perfusión con 

solución Steen®, y grupo II (n=5) perfusión con solución 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 

hemodinámicos y gasométricos se mantuvieron dentro de límites de referencia (ANDEVA 

MR p=NS). La distensibilidad estática (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 microscópico y cambios en 

la presencia del glicocálix endotelial, pero el grupo II tuvo mayor peso en el análisis 

gravimétrico (TS p=0.559). Los dos grupos mostraron incremento en las concentraciones 

de AS el cual fue únicamente significativo a la basal (p<0.05 T-Student) en el 

perfusato.Conclusiones. La PPEV de dos horas en un modelo porcino con solución de 

Steen o con solución Cirex no evitan la degradación del AS y GE, así como la presencia 

de edema radiológico y gravimétrico, sin embargo, no deterioran la histología, ni la función 

pulmonar. 

 

Palabras Clave: perfusión pulmonar ex vivo, glicocálix endotelial, ácido siálico. 
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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 dextrán 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 I (n = 5) infusion with Steen® 

solution, and group II (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 II 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 Introducción 

1.1. Trasplante pulmonar. 

1.1.1. Antecedentes históricos. 

El trasplante pulmonar es un tratamiento efectivo para pacientes que cursan con 

enfermedad pulmonar terminal que conduce a la pérdida de la función ventilatoria del 

paciente. En el año de 1963 el Dr. Hardy de la Universidad de Mississippi realizó el primer 

trasplante pulmonar humano, adquiriendo el pulmón post-mortem de un paciente fallecido 

por falla cardiaca y cuya sobrevida del paciente fue de 18 días (1). En el año de 1981 se 

realizó 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 año 1983 realizó el primer trasplante unilateral 

en un paciente con fibrosis pulmonar idiopática, el cual tuvo una sobrevida de 6.5 años 

(3). En el año de 1988 se realizó el primer trasplante pulmonar doble sin trasplantar el 

corazón y para el año de 1989 se realizó el primer trasplante bilateral, dando inicio a una 

nueva etapa en el trasplante pulmonar. La situación mundial actual de trasplante 

pulmonar de acuerdo al reporte emitido por la Sociedad Internacional de Trasplante de 

Corazón y Pulmón (por sus siglas en inglés, ISHLT) en el año 2019 se realizaron un total 

de 4128 trasplantes pulmonares, de los cuales en su mayoría fueron doble o bilateral 

secuencial (4).  En México el primer trasplante pulmonar se realizó en 1989 en el Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorio, en un paciente con fibrosis pulmonar, quien tuvo 

una sobrevida de 9 años. De acuerdo con el Centro Nacional para Trasplantes 

(CENATRA) desde la instauración 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 fisiopatología en obstructivas, restrictivas, hipertensivas e 

infecciosas (3). Las guías emitidas por la ISHLT establecen que el trasplante pulmonar 

está indicado para pacientes que cursan con una enfermedad pulmonar terminal no 

neoplásica que conllevará a la pérdida de la función 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 indicación primaria para el trasplante pulmonar es: 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) 34 %, fibrosis pulmonar idiopática 24%, 
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fibrosis cística 17%, deficiencia de alfa 1 antitripsina 6%, lo cual deriva en la formación de 

enfisema, hipertensión pulmonar idiopática 3%, fibrosis pulmonar no idiopática 4%, 

bronquectasia 3%, retrasplante 2.6% y sarcoidosis 2.5%. Además de existir otras 

indicaciones para el trasplante están incluidas enfermedades del tejido conectivo 

(enfermedad pulmonar intersticial), bronquiolitis constrictiva, hipertensión secundaria a  

cardiopatías congénitas (3,7).  Cuadro 1.  

 

Cuadro 1.-Clasificación de enfermedades pulmonares, de acuerdo al diagnóstico y guía 

de selección de candidatos a trasplante pulmonar. 

 

EPOC = Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. Dα-1A= Deficiencia de α-1 
antitripsina. VEF1 = Volumen espiratorio forzado del primer segundo. DLCO = 
Capacidad de difusión de monóxido de carbono. NYHA = Clasificación funcional de la 
New York Heart Association. (Tomado de Santillán D.  2005) (3) . 

 

1.1.3. Factores que 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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consolidación de este procedimiento, ya que dos tercios de los pulmones de donadores se 

descartan por no cumplir con los criterios de selección. Mientras que después del 

trasplante puede ocurrir disfunción temprana del injerto, secundaria al daño por isquemia 

reperfusión (DIRP), y así como también pueden presentarse problemas con la 

inmunosupresión, cicatrización bronquial, y la presencia de infecciones (8). 

Todos estos factores conllevan a la lesión del endotelio vascular, principalmente el 

glicocálix (proteoglicanos, glicosaminoglicanos y ácido siálico), lo cual puede provocar la 

formación edema pulmonar. 

 

1.1.4. Endotelio vascular. 

El endotelio vascular es uno de los primeros sitios que se dañan durante los procesos 

inflamatorios. La pérdida y el daño directo al glicocálix se ha identificado en diversos 

procesos patológicos como el daño por isquemia-reperfusión (9), siendo el endotelio el 

órgano clave en la formación de edema y además de ser una barrera física 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 sí solo forma su pared. Las células endoteliales producen óxido 

nítrico (NO) el cual mantiene el tono basal de vasodilatación de arterias y venas, y la 

prostaciclina (PGI2) que también tiene acción vasodilatadora; el equilibrio sobre el 

diámetro de los vasos se mantiene con la producción de sustancias vasoconstrictoras 

como la endotelina, el tromboxano A2 y el anión superóxido. Estas células producen 

sustancias antitrombóticas que se encuentran en la superficie (en el glicocálix) como el 

heparán sulfato y el proteoglicano trombomodulina, que regulan la fibrinólisis ya que 

producen el factor activador tisular del plasminógeno y su inhibidor (PAI-1),  regulando la 

proliferación celular a través de la producción de sustancias estimulantes del crecimiento 

(factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento básico derivado de 

fibroblastos y endotelina-1) y de inhibidores del crecimiento (factor de crecimiento 

transformador β, NO y PGI2) (12).  

La pérdida de las propiedades fisiológicas del endotelio o disfunción endotelial, como la 

producida por aumento o distorsión de la presión tangencial de la sangre sobre las 

paredes vasculares (fuerzas de tensión o shear stress), disminuye la capacidad 
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vasodilatadora dependiente del endotelio y afecta otras funciones endoteliales como las 

que regulan la coagulación y la capacidad antioxidante, mucha de estas alteraciones 

endoteliales comienza con cambios en el glicocálix (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 órgano en el cual se 

localice e incluso podemos encontrar diferencias en diferentes segmentos del endotelio de 

un mismo órgano (14) y puede ser susceptible a estímulos ocasionados por agentes 

infecciosos o componentes bacterianos, citocinas inflamatorias (TNF-ɑ, IL-2, IL-6, IL-8), 

especies reactivas de oxígeno,  la ventilación mecánica y factores químicos externos o el 

decremento de la presión atmosférica, que dañen o provoquen eventos inflamatorios en el 

mismo, con la consecuente disfunción endotelial y la pérdida de la capacidad de la barrera 

endotelial para evitar la extravasación de líquidos  y el edema pulmonar para el cual no 

existe una terapia específica para su disminución. (15, 16).  

 

1.1.5. Glicocálix endotelial.  

El glicocálix endotelial (GE) tiene diversas funciones y la pérdida de su integridad por 

daño al endotelio vascular repercute en la homeostasis con respuestas inflamatorias que 

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

Cuadro 2.-Principales funciones del glicocálix endotelial. 

Funciones del glicocálix endotelial  

 Protector, sensor y transductor de las fuerzas mecánicas de torrente sanguíneo.  

 Regulación de la permeabilidad de agua y solutos.  

 Regulación de filtración glomerular.  

 Regulación de la permeabilidad de macromoléculas.  

 Regulación de hematocrito capilar y del flujo sanguíneo.  

 Barrera de la filtración de lipoproteínas.  

 Prevención de adhesión de plaquetas y leucocitos al endotelio.  

 Regulación local de coagulación (prevención de trombosis, activación de 

fibrinólisis). 

(Tomado de Frati-Munari AC, 2013) (18) 
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1.1.5.1. Estructura. 

El glicocálix 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 medición, así 

como del tipo vaso sanguíneo del que se trate, este puede medir entre 20 a 500nm y está 

formado por: componentes solubles, proteoglicanos, glucosaminoglicanos (GAG) y 

glicoproteínas, las cuales poseen ácido siálico que interviene en la señalización celular 

(19). Los proteoglicanos son moléculas formadas por un núcleo 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 

glicocálix, los cuales son: heparán sulfato, condroitin sulfato, dermatán sulfato, queratán 

sulfato y ácido hialurónico, los cuales están compuestos de polímeros lineales de 

disacáridos cuya longitud es dependiente de acuerdo al grado de acetilación y sulfatación 

y que llevan oligosacáridos ácidos y ácidos siálicos terminales (AS) (11).  

La proporción con la que se encuentran distribuidos estos proteoglicanos en el glicocálix, 

varía de acuerdo a su localización, pero se ha estimado que el heparán sulfato constituye 

el 50-90%, el segundo proteoglicano más común en la composición del glicocálix es el 

condroitin sulfato.  El ácido hialurónico representa un proteoglicano componente del 

glicocálix que tiene la característica principal de no estar unido a una proteína central. De 

tal manera que los glucosaminoglicanos contienen diferentes sitios de unión para 

proteínas derivadas del plasma. Junto con los diversos patrones de sulfatación 

observados en los glucosaminoglicanos, los cuales modularán el espesor del glicocálix y 

por lo tanto las propiedades de permeabilidad vascular y capacidad de unión a proteínas 

específicas (14). 

Dentro de las principales funciones de las glicoproteínas se encuentra la señalización 

celular y el reclutamiento celular desde el torrente sanguíneo y está compuesta por tres 

familias de moléculas las cuales son las selectinas, integrinas e inmunoglobulinas (11, 

20).  

La función de las glicoproteínas está determinada básicamente por dos componentes de 

la estructura de glicocálix, los cuales son 1) el residuo o los residuos de azúcar terminales 

en la cadena o cadenas de oligosacáridos y 2) el sitio de unión del residuo de aminoácido 
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(N- vs. O-) para la cadena de oligosacáridos a la proteína. El ácido siálico es un 

carbohidrato cargado negativamente que se encuentra en oligosacáridos, polisacáridos, 

glicoproteínas, gangliósidos y lipopolisacáridos y tiene una función determinante para 

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

Figura 1.- Esquema del estado fisiológico del glicocálix. 

 

Resumen esquemático del glicocálix endotelial en una condición sana y enferma. 

Izquierda: en un estado fisiológico, el glicocálix endotelial protege contra la fuga de 

proteínas, inflamación y coagulación. Heparán sulfatos, unidos a una proteína núcleo 

de heparán sulfato, y hialuronano, obligado por ej. CD44, son los principales 

componentes del glicocálix endotelial (EG). El orden y la modificación de las 

repeticiones de disacárido dentro de HS determinan el sitio de unión para proteínas 

específicas. Derecha: tras la activación endotelial, se produce la modificación del 

disacárido de heparán sulfato, lo que resulta en un cambio en los sitios de unión a 

proteínas. Durante una enfermedad crónica, el EG se daña, principalmente debido a la 

regulación ascendente de enzimas degradantes como hialuronidasa, heparanasa y 

proteinasas. Tanto la modificación de HS como la degradación de EG provocan 

inflamación, coagulación y pérdida de proteínas. (Tomado de Dane, Martijn. 2015). (23) 
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1.1.6. Ácidos siálicos. 

Los ácidos siálicos son una familia de ácidos 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 glicoproteínas, 

gangliosidos y glicosaminoglicanos a través de una variedad de enzimas del tipo 

sialiltransferasas (23). Actualmente se han identificado más de 50 miembros en la familia 

de ácidos siálicos con características estructurales específicas entre ellos, en mamíferos 

se han identificado en mayor proporción al acido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) y su forma 

hidroxilada el ácido N-Gluconeuramínico (Neu5Gc). (24, 25) Figura 2 

 

Figura 2. Estructura química de dos formas de ácido siálico.  

 

Estructura de los dos tipos de ácidos siálicos más comunes: ácido N- 

Acetilneuramínico (Neu5Ac) y ácido N-. Gluconeuramínico (Neu5Gc) (Tomado de Karin 

Ortner. W. 2007) (25). 

 

Además de las formas de ácidos siálicos Neu5Ac y Neu5Gc, existen otros miembros bien 

identificados en esta familia como el ácido 2-ceto-3-desoxy-D-glicero-D-Galacto-nononic 

(Kdn) y el ácido 5,7-diamino-3,5-7,9-tetr-desoxi-D-glicero-D-galacto-nonulosonico (ácido 

pseudoamínico); sin embargo, el ácido Neu5Ac se expresa en mayor proporción (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 glicoproteínas, glucolípidos, glucosaminoglicanos y proteoglicanos los 

cuales en conjunto forman el glicocálix. Los ácidos siálicos están implicados en brindar 
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diversas de estas propiedades mostradas por el endotelio (10).   

Dentro de las diversas propiedades que los ácidos siálicos confieren a las superficies 

celulares se encuentra el aportar una carga negativa a los glicoconjugados, lo cual 

promueve la repulsión electroestática de células que participan en los procesos 

inflamatorios principalmente en moléculas altamente sialidadas, dando como resultado 

una protección de las glicoproteínas de los efectos proteolíticos de las enzimas 

producidas por las células inflamatorias. Otra importante propiedad que presentan los 

ácidos siálicos son la susceptibilidad a la acción hidrolítica de las sialidasas, sobre todo en 

los ácidos siálicos que contienen grupos O-acetilos que impiden la acción enzimática (27). 

Los ácidos siálicos Neu5Ac y Kdn son los principales precursores en mamíferos para la 

síntesis de otras formas de ácidos siálicos 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 adhesión, migración e interacción de células inflamatorias, tanto con 

el endotelio como con la matriz extracelular, un aumento en su expresión puede por 

ejemplo incrementar la adhesión de linfocitos B en su región CD22 y en la LFA-1 de los 

linfocitos T, a través de los enlaces sialicidados ɑ2-6. De la misma forma el decremento o 

pérdida de los ácidos siálicos en la superficie celular puede ocasionar el incremento en la 

adhesividad y activación de los neutrófilos los cuales a su vez son generadores de 

sialidasas, siendo de esta manera una pieza fundamental en el estudio de procesos 

fisiopatológicos en el endotelio pulmonar (28). 

Como ya se mencionó el trasplante de pulmón en la actualidad no ha tenido el éxito 

deseado porque existen diferentes factores como la ventilación mecánica, daño por 

isquemia reperfusión etc., que predisponen a que se lesione el endotelio pulmonar y se 

presente edema pulmonar; por esta razón el personal de la salud que se dedica a la 

realización de este tipo de trasplante ha desarrollado diferentes estrategias para 

incrementar la obtención de órganos, mejorar las técnicas de preservación, selección de 

donadores y recientemente se ha trabajado con la recuperación de órganos que no eran 

aptos para trasplante. 

1.2. Estrategias para incrementar el éxito del trasplante pulmonar. 

Durante las últimas tres décadas se han generado diversos avances en la técnica 

quirúrgica, terapia inmuno-supresora y manejo post-operatorio de paciente, lo cual ha 
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llevado a un incremento en la realización de este tipo de trasplantes e implementación de 

programas para trasplante pulmonar en todo el mundo en el que se establecen nuevos 

criterios de selección tanto para donadores como receptores. El grupo de Toronto (29) 

para evitar la falta de donadores, estableció una nueva forma de evaluar a los posibles 

donadores, denominada escala de evaluación de criterios extendidos para donadores de 

pulmón, en la cual aparte de utilizar los principios de evaluación básica (estudios de 

imagen, morfo-funcionales, microbiológicos, compatibilidad, grupo sanguíneo), 

incrementaron una nueva serie de parámetros denominados extendidos, (los cuales se 

describen en el cuadro 3), así como el uso de órganos proveniente de pacientes con 

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

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

trasplantes de Toronto. 

 

Detalla los criterios de selección extendidos para un donador de pulmón utilizado por el 

grupo de trasplantes de Toronto, cuando existe limitación de órganos disponibles. 

Modificado de referencias. (Adaptado de Yeung JC, 2009)(29). 

 

Los órganos provenientes de donadores por parada cardiaca también han sido 

clasificados de acuerdo a la Convención Internacional de Maastricht (30). Cuadro 4 
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Cuadro 4. Clasificación de Maastricht de donadores por parada cardiaca  

 

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

La diferencia principal de los órganos obtenidos de NHBD no controlados y los 

controlados es que los pacientes no controlados tienen un mayor riesgo de sufrir daños 

irreversibles por hipoxia e isquemia tras el tiempo de isquemia caliente, la cual se define 

como el tiempo de un órgano o tejido que permanece a la temperatura corporal posterior a 

que el aporte sanguíneo se ha visto reducido o interrumpido. Como ya se mencionó, esta   

condición puede predisponer a la presencia de DIRP, el cual es una complicación 

causada por la interrupción del flujo sanguíneo (isquemia) y por el re-establecimiento de la 

circulación, que ocasionan una respuesta inflamatoria que daña el endotelio vascular 

pulmonar, favoreciendo la extravasación de líquido, el edema pulmonar y la falla primaria 

del injerto (32,33).   

 

1.2.1. Perfusión pulmonar ex-vivo (PPEV) 

Como ya mencionamos anteriormente, parte de los esfuerzos para incrementar el número 

de pulmones disponibles llevó a los grupos de trasplante pulmonar alrededor del mundo a 

buscar alternativas para solucionar la problemática, y como consecuencia surgió la 

perfusión pulmonar ex vivo (PPEV).  

El sistema de PPEV es una técnica de reacondicionamiento pulmonar, la cual se ha ido 

refinando desde su implementación hasta la aplicación clínica 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.  El mantenimiento 

del órgano en el sistema de PPEV permite a las células pulmonares y tejidos mantenerse 

metabólicamente activos y viables durante varias horas, además, se pueden realizar 
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evaluaciones metabólicas, hemodinámicas, ventilatorias, capacidad de oxigenación y 

formación de edema, microbiológicas etc., para garantizar el reacondicionamiento del 

pulmón (36,37,38). Este sistema de PPEV está basado principalmente en los siguientes 

mecanismos:  

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

hemodinámico. 

2. Utilizar soluciones para perfusión coloidal y acelular adicionada con dextrán 40 para 

garantizar una presión oncótica adecuada y otorgando un recubrimiento al endotelio 

vascular.  

Ventilación controlada con un volumen tidal bajo y presión positiva al final de la expiración 

(PPEP) como medida de protección de daños 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 circulación extracorpórea, ventilador, filtro de leucocitos, 

oxigenador, intercambiador de calor, cámara de perfusión ex vivo (XVIVO, Vitrolife), 

cánulas (XVIVO Lung Cannula Set™), una cámara de perfusión ex vivo (XVIVO Organ 

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

mantiene una presión oncótica igual o mayor a la presión oncótica ejercida por la sangre  

y favorece el “tapizado” endotelial que  favorece el secuestro de tóxicos (38,40). Figura 3. 

 

 

Figura 3. Circuito de perfusión pulmonar ex vivo.  (tomado de Cypel M, 2008)(40). 

http://www.xvivoperfusion.com/products/normothermic-perfusion/lung-cannula-set/
http://www.xvivoperfusion.com/products/normothermic-perfusion/organ-chamber/
http://www.xvivoperfusion.com/products/normothermic-perfusion/organ-chamber/
http://www.xvivoperfusion.com/products/normothermic-perfusion/steen-solution/
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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 

composición del líquido de perfusión, parámetros ventilatorios y equipo utilizado. Cuadro 

3. Tanto el protocolo de Toronto como el protocolo Lund se basan en el uso de solución 

Steen®, mientras que el protocolo Lund permite el uso de un porcentaje de hematocrito. 

El protocolo OCS se basa en el uso de solución Perfadex® o solución OCS® mezclada 

con un porcentaje de hematocrito. Otra diferencia es el flujo de perfusión final durante la 

perfusión, 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 

perfusión pulmonar ex vivo.  

 

GC, Gasto cardiaco: PMAP, presión media de la arteria pulmonar, OCS, Organ Care 

System, PEEP, presión positiva al final de la expiración (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 preservación de órganos destinados 

al trasplante debe de adaptarse a las características fisiológicas que cada órgano 
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demanda; así 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 

preservación y reacondicionamiento de órganos destinados para trasplante (42), los 

cuales son:  

1) Mantener la concentración osmótica a través de sustratos metabólicamente inertes 

y no con el uso de glucosa para evitar la formación de un medio hiperosmolar y 

por ende el desarrollo de edema.  

2) Los sustratos utilizados deben de proporcionar una presión coloidosmótica 

adecuada a cada tipo de órgano.  

3) La solución también debe de tener acarreadores o captadores de especies 

reactivas de oxígeno. 

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 preservación y reacondicionamiento 

pulmonar más utilizadas son la solución Steen® y solución Perfadex®, las cuales cuentan 

con características específicas para mantener una presión oncótica igual o mayor a la 

presión oncótica ejercida por la sangre. Sin embargo, cabe mencionar que dichas 

soluciones tienen la limitante de ser altamente especializadas, con restringidas políticas 

de comercialización y por lo tanto tienen un costo final elevado, lo cual crea limitación en 

el desarrollo e implementación del sistema de PPEV, por lo que es necesario tener una 

solución de características similares, pero de fácil adquisición, que permita la 

implementación del sistema (43).  

 

1.2.3. Solución Steen® 

En el cuadro 6 se mencionan los componentes de la solución Steen®, la cual contiene 

principalmente albúmina sérica humana, glucosa, electrolitos y polímeros (dextrán 40) que 

como ya se mencionó, le proporcionan la capacidad oncótica y de “tapizado” endotelial lo 

cual favorece el secuestro de tóxicos. (40)  

La presión oncótica en la solución Steen® está dada por la albúmina lo que les confiere 

una composición similar a los fluidos extracelulares con una presión de 25-30 mmHg, la 

cual se considera una presión oncótica ideal para la movilización del edema intersticial 

hacia la solución. Actualmente el uso de soluciones oncóticas tiene como base el uso de 

albúmina, la cual es una proteína 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 albúmina 

a través de membranas celulares y del endotelio capilar. La concentración normal en la 

sangre de albúmina es de alrededor de 45 g/L y ésta proporciona alrededor del 70% de la 

presión oncótica de la microcirculación. El 30% de la presión oncótica restante está dado 

por las globulinas y otras proteínas presentes en el plasma sanguíneo (44).  

Por lo tanto, una solución que contenga electrolitos con osmolaridad de 290 (sodio, 

potasio, calcio, magnesio, fosfatos, glucosa) y substancias coloidosmóticas que mimeticen 

el plasma sanguíneo (sero-albúmina en un rango de 60-80 g/L, en donde la concentración 

óptima se ha identificado que es 70g/L) proporcionarán una presión de 25-30 mmHg la 

cual corresponde a una presión normal en los capilares pulmonares.  

Otro componente de este tipo de solución es el dextrán, el cual es un polímero de 

carbohidratos con enlaces glucosídicos predominantemente del tipo ɑ-(1-6), y se conoce 

comercialmente como dextrán 40, dextrán 60 y dextrán 70 dependiendo de su peso 

molecular, 40,000 Da, 60,000 Da y 70,000 Daltons, respectivamente, de los cuales el 

dextrán 40 es el más usado como compuesto protector del endotelio vascular y como 

receptor de especies reactivas de oxígeno Cuadro 6. La capacidad del dextrán para 

proteger el endotelio vascular se debe a que los capilares pulmonares presentan poros 

con diámetros de alrededor de 30 nm, en donde proteínas de peso molecular aproximado 

al de la gammaglobulina (150,000 Da) son capaces de pasar a través de estos poros. El 

dextrán es una molécula eléctricamente no cargada que tiene la capacidad de pasar a 

través de estos poros, pero es su conformación tridimensional la que le confiere esta 

capacidad y no su peso molecular. Adicionalmente tiene otras propiedades como ser 

hidrosoluble, inerte en sistemas biológicos, interfiere con la adhesión de leucocitos al 

endotelio capilar por lo que clínicamente se ha usado en un rango de concentración de 2-

20 g/L y 5 g/L es la concentración ideal para utilizar en pulmones que serán sometidos a 

sistemas de perfusión y reacondicionamiento pulmonar (45). 
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Cuadro 6.- Composición química de la solución Steen® y Cirex. (46)  

Reactivo químico 1 Litro 

Dextran 40 H(C6H10O5)xOH  
5 g.  

Cloruro de sodio (NaCl) 
 

5.684 g. 

Cloruro de potasio (KCL) 
 

36.5 mg 

Cloruro de calcio (CaCL2) 
 

155.3 mg 

Sulfato de magnesio (MgSO4) 
 

1.2 mg 

Fosfato de potasio di hidrogenado (KH2PO4) 
 

5.715 mg 

Fosfato di potásico hidrogenado anhidro (K2HPO4) 146.3 mg 

Fosfato disódico anhidro hidrogenado (Na2HPO4) 0.029 mg 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.1760 g  

Acetato de potasio (CH3C2K)  284.6 mg 

Glucosa monohidratada 1.9818 g 

Albúmina 20%  
 

320 ml Albúmina 20% por cada Lt.  

pH 7.4  Hidróxido de sodio (NaOH)1 M. 
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2. Justificación. 

 

Los pacientes con enfermedad pulmonar terminal tienen como última alternativa de 

tratamiento el trasplante pulmonar. Sin embargo, en México la realización de este 

procedimiento se complica por la escasez de donadores, originada por la falta de cultura 

de donación de órganos y el daño que sufre el pulmón del donador (infecciones, daños 

por ventilación mecánica etc.) en las terapias intensivas, que favorecen el daño del 

endotelio pulmonar y sus componentes, así como el edema pulmonar. El sistema de 

perfusión pulmonar ex vivo (PPEV) permite reacondicionar la arquitectura y fisiología de 

pulmones dañados que han sido rechazados para trasplante o el uso de órganos 

procedentes de pacientes con parada cardíaca, pero se requiere de una solución 

especial, la cual es difícil de importar a nuestro país y es de muy alto costo. En el 

laboratorio de Cirugía Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

Ismael Cosío Villegas se ha desarrollado una solución de perfusión genérica (solución 

extracelular con electrolitos y enriquecida con albúmina), la cual se denominó Cirex para 

la PPEV, pero no se ha evaluado su funcionamiento; por esta razón en este estudio se 

propone estudiar en un modelo experimental, el efecto de la solución Cirex sobre la 

arquitectura, expresión de ácido siálico y la fisiología pulmonar y poder comparar su 

efectividad con la solución de Steen®.  
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3. Hipótesis. 

 

La PPEV con solución Cirex o solución de Steen® mantendrán la arquitectura, parámetros 

fisiológicos y niveles de ácido siálico 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 solución Steen® y solución dextrán baja en potasio 

enriquecida con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias) en pulmones porcinos sometidos a dos horas de perfusión ex vivo, a través 

de los cambios fisiológicos, y estructurales, así como el daño del GE a través de los 

niveles de ácido siálico (AS). 

 

5. Objetivos específicos. 

 

En los grupos de estudio I (Solución Steen) y II (solución dextran  baja en potasio alta en 

albúmina) se realizará lo siguiente:  

a. Determinar el efecto de las dos soluciones en el sistema de EVPL, sobre la 

fisiología pulmonar (hemodinámia, gasometría, mecánica ventilatoria). 

b. Evaluar los cambios radiográficos pulmonares  durante la evolución de la perfusión 

pulmonar ex vivo.  

c. Evaluar mediante microscopia de luz la formación de edema e infiltrado de 

polimorfonucleares.  

d. Visualizar el glicocalix endotelial por microscopía de transmisión. 

e. Cuantificar mediante análisis gravimétrico la presencia de edema en los pulmones 

sometidos a perfusión pulmonar ex vivo al término del estudio.  

f. Evaluar la expresión in situ de AS en tejido pulmonar a través de 

inmunohistoquímica.  

g. Determinar los niveles de ácido siálico 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 Cirugía Experimental del  Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas”, el cual fue aprobado por el comité de ética 

en investigación del INER número de proyecto B09-17 y del subcomité interno para el 

cuidado y uso de animales de experimentación (SICUAE) de la Facultad de Medicina 

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

 

6.1.2. Animales de Experimentación. 

Se utilizaron 10 cerdos Landrace sanos, adultos, sin importar el sexo, con un peso entre 

15 y 20 Kg. Todos los animales se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales.  

Estuvieron confinados en jaulas individuales con un área 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 

contaminación con excretas, con disposición de agua y alimento ad libitum. Asimismo, se 

encontraban protegidos de las condiciones climáticas extremas. Los animales fueron 

tratados de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para la Producción, Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-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 

Investigación del INER, bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad.  El 

número de animales por grupo “n” se calculó de acuerdo a una muestra finita y se ajustó 

de acuerdo a los Principios de Técnicas Experimentales propuesta por Balls M. y 

Kilkenny C. (49,50) 

 

6.1.3. Criterios de inclusión. 

Se incluyeron sujetos clínicamente 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 exclusión. 

Los animales con datos clínicamente patológicos durante la procuración del bloque 

cardiopulmonar, estos datos no serán considerados para el análisis estadístico. 
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6.1.5. Criterios de terminación. 

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 aurícula izquierda no serán considerados para el análisis estadístico. 

 

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 y fueron perfundidos con 2 diferentes soluciones de la 

siguiente forma: 

Grupo I (n=5): PPVE con solución Steen®. 

Grupo II (n=5): PPEV con solución Cirex.  

 

 

7. Protocolo de Estudio. 

 

7.1. Modelo Experimental. 

7.1.1. Anestesia. 

Cada experimento se inició con ayuno de 24 horas para sólidos y 12 horas líquidos y con 

el pesaje de los animales. Se utilizó como pre-anestésico Tiletamina/Zolacepam (Zoletil®, 

Virbac, Carros Cedex, Francia) a 15mg/Kg vía intramuscular (IM), además de Fentanilo 6-

10 μg/Kg IV (FENTANEST® Janssen Cilag, Ciudad de México, México); previa asepsia de 

la zona se canalizó la vena auricular lateral de la oreja izquierda con un catéter 

endovenoso del #22 (BD Insyte®, EUA), al que se le conectó  una venoclisis con 

normogotero (Flebotek®Vet Pisa®, Guadalajara, Jalisco, México) por la que se administró 

la terapia de líquidos con solución de cloruro de sodio (Solución CS, Pisa®, Morelos, 

México)) a razón de 10 ml/kg/hr. Posteriormente se indujo anestesia quirúrgica a plano 

quirúrgico con Propofol al 1% (Diprivan® Corden Pharma, Caponago, Italia)  a 3 mg/Kg 

IV, posteriormente el animal  se colocó en posición de decúbito dorsal, se intubó con 

cánula endotraqueal calibre 8fr (RÜSCH®, Perak, Malasia) con ayuda de un laringoscopio 

(Greenline/D™ WelchAllyn®, EUA)  y finalmente a través de un circuito (RT340 

EVAQUA™ Fisher & Paykel HEALTHCARE, Auckland, Nueva Zelanda) se conectó al 

ventilador (Avea™VIASYSTM Healthcare, Höchberg, Alemania) para proporcionar 

asistencia mecánica 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), relación 

inspiración/espiración de 1:2 con PEEP (Presión positiva al final de la espiración)  de 2 cm 

de agua y una fracción inspiratoria de oxígeno (FiO2%) del 50% para mantener la 

saturación capilar periférica de oxígeno (SpO2) en más del 90% y niveles normales de 

paO2 y paCO2 (35 y 40 mmHg). (41) También se colocaron las derivaciones para la 

monitorización por medio del electrocardiograma, oximetría de pulso y termómetro, para el 

monitoreo de frecuencia cardiaca, saturación de O2 y temperatura corporal. 

 

7.2. Técnicas quirúrgicas en el donador. 

7.2.1. Cateterismo arterial y venoso. 

Bajo condiciones de anestesia general y con el animal en posición decúbito dorsal, se 

realizó una incisión paramedial ventral derecha en la región cervical, se expuso y disecó 

la vena yugular externa derecha, en la cual se insertó  un catéter de termodilución 5F de 

diámetro (Swan Ganz, Standard Thermodilution Balloon Catheter, Edwards Lifesciences, 

Quebec, Canadá) y se conectó al monitor de signos vitales (CARESCAPE B650, General 

Electric Company©, Helsinki, Finlandia), posteriormente se dirigió hasta la arteria 

pulmonar (AP) para la medición de los parámetros hemodinámicos pulmonares y el gasto 

cardíaco, así como para la toma de muestras para gasometría. Posteriormente se disecó 

la arteria carótida común derecha y se le colocó de la misma forma, otro catéter para la 

medición de parámetros hemodinámicos sistémicos y toma de muestras de gases 

arteriales. Figura 4. 
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Figura 4. Colocación de catéteres arterial y venoso para la evaluación hemodinamica. 

7.3. Procuración del bloque cardio-pulmonar. 

Por medio de esternotomía y bajo condiciones de asepsia se accedió a la cavidad torácica 

del modelo animal e incidieron pleuras, los ligamentos pulmonares caudales se 

desprendieron de su inserción en el diafragma; se disecaron la vena cava craneal y 

caudal, vena ácigos y vena hemiácigos izquierda. Por medio de una ventana pericárdica, 

se disecó y se refirieron las arterias pulmonares y aorta ascendente con seda quirúrgica 

sin aguja de 2-0 (Atramat®, Ciudad de México, México). Se realizó patrón de sutura de 

jareta en la base de la arteria pulmonar con polipropileno cardiovascular 5-0 (Prolene®, 
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São José dos Campos, Brasil); se administraron 300UI/Kg de Heparina (Pisa®, 

Guadalajara, Jalisco, México) IV(62), se ligaron las venas ácigos izquierda y hemiácigos 

derecha, después se realizó punción con bisturí de plastía en el centro de la jareta y se 

introdujo una cánula de acceso vascular 18 fr (Rigid Suction Tubes, Medtronic Cardial 

Surgical, Minneapolis, EUA) el cual se conectó en el extremo opuesto a una venoclisis 

con normogotero (Flebotek®VetPisa®, Guadalajara, Jalisco, México), a través de la cual 

se dejó fluir solución Perfadex® (XVIVO, Göteborg, Suecia) a 4ºC ( 20ml/Kg para lavar el 

pulmón), manteniendo una altura con respecto de la mesa de cirugía de 20 cm para 

mantener una presión de perfusión no mayor a la presión media de la arteria pulmonar 

(10-15 mm de Hg). Posteriormente tras asegurar que el animal se mantenía bajo 

anestesia quirúrgica, se dejó fluir la solución y se ligaron ambas venas cavas. 

Posteriormente se realizó una incisión en la aurícula izquierda por dónde se hizo circular 

la solución de lavado mezclada con sangre, la cual se recolectó con un aspirador de 

Yankauer (Kendall, Ciudad México, México) conectado a un sistema de aspiración. A  

continuación se realizó la eutanasia del modelo animal con sobredosis de pentobarbital 

sódico al 6.3% (Pisapental®, Pisa®, Guadalajara, Jalisco, México) con apego de las 

especificaciones de la NOM-062-ZOO, 1999;  acto seguido se ligó y cortó la arteria aorta 

ascendente en la salida del corazón, se separó la tráquea del esófago, se aplicó una 

maniobra de reclutamiento alveolar, se ligó la tráquea con cinta umbilical estéril (Protec®, 

Morelos, México), se seccionó lo más próximo a la laringe para retirar el bloque 

cardiopulmonar. Una vez fuera del tórax, en cirugía de banco se realizó la disección de 

venas y arteria pulmonar, se retiró el corazón y se conservó un rodete de la aurícula 

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

 

7.4. Perfusión pulmonar ex vivo técnica de Toronto. 

El bloque pulmonar se colocó dentro de la cámara de perfusión ex vivo (Organ Chamber, 

XVIVO Göteborg, Suecia), se conectó una cánula a la arteria pulmonar y otra en el rodete 

del atrio izquierdo y se fijaron las cánulas con sutura para evitar fuga. Ambas cánulas se 

conectaron a un oxigenador y reservorio neonatal mediante conectores de 3/8 con Luer y 

sensor de presión, (Terumo Capiox® Baby-RX, Maryland, EUA) los cuales se conectaron 

a una bomba de circulación extracorpórea de rodillos (CDL-10140 GAMBRO, Lund, 

Suecia). Una vez conectado el sistema, los sensores de presión se conectaron al monitor 

de signos vitales para el registro de la hemodinamia. Figura 6  

Previó a la colocación del bloque pulmonar en la campana de perfusión, el reservorio fue 

cebado (llenado) con 500 ml de solución Steen® (XVIVO, Göteborg, Suecia) a 4ºC, la cual 

fue desoxigenada mediante una mezcla de gases 86% N2, 6% O2, 8% CO2 con un flujo de 

1000 ml/min para mantener una PCO2 entre 35-45 mmHg (43). Una vez purgado el 

sistema, se colocaron dos sensores de temperatura y se conectaron las cánulas para 

comenzar a perfundir y ventilar los pulmones, durante dos horas, que fue el tiempo que 

duró el estudio. La ventilación mecánica se proporcionó con el ventilador Avea™ y el 

mantenimiento de la temperatura de perfusión se realizó con el Intercambiador de 

temperatura HYP 10-200 (GAMBRO, Lund, Suecia) de la bomba de perfusión. Cuadro 7  
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Cuadro 7.  Estrategia ventilatoria y de perfusión utilizada durante el ensayo EVLP.  

 
Tomado de Cypel M. et al, 2008 (40). 
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Figura 6. a) Colocación de cánulas 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 perfusión, conectado al ventilador para asistencia 

mecanica ventilatoria y a la bomba de perfusión. 

 

 

a) 

b) 
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8. Evaluaciones. 

8.1. Hemodinámica. 

Posterior a la colocación de los catéteres en la vena yugular externa y arteria carótida 

común se realizó la evaluación para el funcionamiento del bloque pulmonar, en el tiempo 

basal en el cerdo donador; se registró el valor basal del gasto cardiaco (GC), presión 

arterial media (PAM), presión media de arteria pulmonar (PMAP), resistencia vascular 

pulmonar (RVP). Una vez que el bloque pulmonar se encontraba en el sistema de 

perfusión pulmonar ex vivo, la evaluación hemodinámica se realizó cada 30 min, está vez, 

solo se registró el valor de la presión media de la arteria pulmonar (PMAP) y la presión del 

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

 

Cuadro 8. Tipo de muestras y parámetros a evaluar previo y durante la conducción del 

estudio de perfusión pulmonar ex vivo con base al protocolo Toronto.  Cypel M. et al. 2008 

(40). 

 

 
 

Parámetro evaluados 
 

Tiempo de toma de muestra 

Hemodinamia  PMAP, PAI, RVP 

Medición basal y cada 30 min. 

Durante 2 horas. De PPEV. (5 

mediciones). 

Gasometría 

PaO2,PaCO2, PvO2, PvCO2, pH 

arterial, pH venoso, HCO3, 

PaO2/FiO2, lactato, Glucosa  

Medición basal y cada 30 min. 

Durante 2 horas. De PPEV. (5 

mediciones). 

Ventilación 
C stat, C dyn, Raw, Pplat, Paw y 

Ppic 

Medición basal y cada 30 min. 

Durante 2 horas. De PPEV. (5 

mediciones). 

RX Proyección dorso ventral 

Medición basal y cada hora. 

Durante 2 horas. De PPEV. (3 

mediciones). 

LBA  100 mL/9 jeringas de 20 cc Medición basal y final. 

Microscópico Biopsia  

Medición basal y cada hora. 

Durante 2 horas. De PPEV. (3 

mediciones). 

Gravimétrico 
100 g de pulmón izquierdo y 

derecho 

Colectar muestra al finalizar el 

estudio. 

Ac siálico Cuantificación de AS libre 
Tejido pulmonar, LBA y perfusato 

en medición basal y final 
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8.2. Gasométrica. 

La evaluación gasométrica en el donador se realizó 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 presión parcial arterial de oxígeno (PaO2), presión parcial arterial de 

dióxido de carbono (PaCO2), presión venosa de oxígeno (PvO2), presión  venosa de 

dióxido de carbono (PvCO2), pH arterial, pH venoso, HCO3, lactato y glucosa; para la 

evaluación en el bloque pulmonar, se realizó cada 30 min tomando 0.5 ml de la solución 

de perfusión, proveniente de la cánula de la arteria pulmonar y de la cánula 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. Mecánica 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 evaluó la 

distensibilidad estática (Cstat), distensibilidad dinámica (Cdyn), resistencia de la vía aérea 

(Raw), presión media de la vía aérea (Paw) y Presión pico (Ppic).  

 

8.4. Radiológica. 

Se realizaron radiografías simples de tórax en proyección ventro-dorsal una basal en el 

donador y dos más del bloque pulmonar, una por cada hora en el sistema de PPEV, 

(Acoma Super 80, Industry Co, LTD, Tokyo, Japón), y se evaluó la presencia de edema. 

Para esto se dividió la radiografía en cuatro cuadrantes: una línea vertical por la mitad de 

la radiografía y una línea horizontal sobre el parénquima pulmonar, lo que da como 

resultado cuatro cuadrantes; craneal izquierdo, craneal derecho, caudal izquierdo y caudal 

derecho (51). La evaluación se realizó de forma ciega y cada cuadrante se calificó de 

acuerdo al grado de edema y se obtuvo un puntaje para cada pulmón como se muestra 

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

 

 

8.5. Microscópica. 

Se realizó tomando una biopsia basal en el cerdo donador y otra antes de realizar la 

circulación 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 4µm, se tiñeron con 

hematoxilina-eosina (H&E) y se analizaron en el microscopio óptico binocular (DM750 

©Leica Microsystems GmbH, Alemania) para evaluar la formación de edema, daño 

alveolar, infiltrado de neutrófilos, macrófagos. Se utilizó una escala con valores de uno a 

cuatro para determinar el grado de afección, en dónde I = ausente, II = ligero, III = 

moderado y IV = severo (52).  

 

8.6. Microscopía Electrónica. 

La evaluación para microscopia electrónica se realizó en un animal de cada grupo, 

tomando una biopsia basal antes de realizar la circulación en el sistema de PPEV y una 

biopsia durante cada hora una vez conectado al sistema de PPEV, cada biopsia tuvo un 

tamaño aproximado de 0.5 cm y se fijó en una mezcla de formaldehído al 4%, 

glutaraldehído al 2.5%, buffer PBS (Técnica de Karnosky). Se realizó la inclusión en 

resina epóxica (EPON-812® ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES®, Suiza), se 

realizaron cortes finos de 60 nm y se utilizó tinción negativa para brindar contraste a la 

imagen.  Se analizaron en el microscopio electrónico de transmisión (JEOL modelo JEM-

2010, Massachussets, EUA) con la finalidad de evaluar la presencia del glicocálix. Figura 

7 



39 

                                        

 

Figura 7. Procesamiento del tejido pulmonar obtenido en la biopsia pulmonar para su 

analisis de microscopia electronica. a) Deshidratación del tejido; b) contraste con tetra 

óxido de osmio; c) fijación con resina epóxica; d) polimerización de resina; e) pulmón 

embebido en bloque.  

 

8.7. Cuantificación de edema pulmonar. 

Se determinó por medio de análisis gravimétrico, una vez concluidas las dos horas de 

Perfusión Pulmonar ex vivo, se pesaron 1000 gr de tejido pulmonar, los cuales se 

desecaron durante 15 días en estufa de calentamiento Isotemp™ Standard Lab Incubator 

(Fisher Scientific™, Massachusetts, EUA) a temperatura constante (60-65°C) y la relación 

de peso pulmón húmedo/pulmón seco (H/S) se obtuvo a través de la siguiente formula: 

(PH-PS) / PS, como resultado final (53).  
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8.8. Evaluación inmunohistoquímica. 

Mediante inmunohistoquímica (IHQ) se evaluó la expresión in situ del ácido siálico en las 

muestras de tejido pulmonar tomadas a los mismos tiempos que para los estudios 

histológicos.  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 cámara de 

recuperación de antígenos 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 endógena se removió con peróxido al 30% durante 10 minutos y 

se lavó con TBST nuevamente La reacción inespecífica se bloqueó con suero bloqueador 

(Vectastain Universal Quick Kit, Burligame, CA) durante 15 minutos y se lavó al terminar 

el tiempo con TBST. El tejido se incubó con el anticuerpo primario (Polyclonal Antibody to 

Sialic Acid, abx 100414, abbexa Ltd. Cambridge, UK) diluido en suero bloqueador y se 

incubó durante 48 horas a 4°C, posteriormente se lavó 3 veces con TBST, 3 minutos y se 

incubó con el polímero MACH 2 Double Stain 1 (Biocare Medical MRCT523, CA, EUA) 

durante 30 minutos y se lavó al finalizar con TBST. Para revelar se utilizó 

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 solución saturada de carbonato de litio (Fisher chemical, NY, 

EUA).  En todos los grupos se realizó control negativo, el cual no tenía anticuerpo 

primario, y como tejido testigo se utilizó tejido de glándula salival. La cuantificación IHQ 

del ácido siálico se realizó 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 imágenes 

de microscopía en formato digital y a través de un microscopio con cámara fotográfica 

digital (Hitachi Digital) y una computadora con el software necesario para tomar imágenes. 

Se realizó la selección de áreas representativas, previa valoración de los resultados de la 

técnica inmunohistoquímica (controles), mediante la identificación de las zonas de mayor 

densidad de células positivas, evitando focos desvitalizados o con artefacto y se 

obtuvieron aleatoriamente 10 fotografías por tejido. (54)  

 

http://rsbweb.nih.gov./ij
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8.9. Cuantificación de ácido siálico  en tejido pulmonar. 

Se utilizó el Kit Sialic acid (NANA) Colorimetric Assay Kit BioVision, K566-100 (Mountain 

View, CA, EUA) para cuantificar los niveles de ácido siálico libre en tejido pulmonar, LBA y 

perfusato. Para evaluar en el tejido, se tomaron biopsias de aproximadamente 1cm2 del 

bloque pulmonar antes de someterlo a la PPEV (basal) y al concluir esta (final del 

estudio).Posteriormente la biopsia se maceró en un mortero con 3 ml de buffer PBS y se 

homogenizó a 6500 rpm en el polytron® pt 2500 e (kinematica, lucerna, suiza). se 

centrifugó en tubos (eppendorf safe lock®, CA, EUA) a 13500 rpm/10 min/4°c, se transfirió 

el sobrenadante en crioviales de polipropileno estéril, rosca externa (nalgene®, 

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

 

8.10. Cuantificación de ácido siálico en lavado bronquioalveolar (LBA). 

Se tomó en ambos grupos a través de un broncoscopio flexible 6 mm bftype1t20d 

(Olympus®, Japón) se realizó broncoscopía y LBA del lóbulo craneal derecho, un lavado 

basal y final en el sistema PPEV, instilando cinco alícuotas de 20 ml de solución salina 

fisiológica (SSF) estéril a temperatura ambiente y tras un tiempo de 20 a 40 segundos se 

recolectó la solución por medio de aspiración de forma manual mediante una llave de 3 

vías; se recuperó aproximadamente 80 ml de volumen. Figura 8. 

 

8.11. Cuantificación de ácido siálico libre en perfusato. 

La muestra de perfusato, se tomó directamente de la cánula que se encontraba colocada 

en el atrio izquierdo al inicia la PPEV ya al concluir esta. Para la cuantificación de AS libre 

en tejido pulmonar, LBA y perfusato se utilizó para la cuantificación del AS se utilizó 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 obtención del LBA. A) Inserción del broncoscopio flexible; 

B) instilación y recuperación de las alicuotas de SSF y C) cadena fría de las alicuotas para 

su correcto procesamiento. 

 

8.12. Análisis de Datos. 

El análisis estadístico de los datos paramétricos se realizó mediante análisis de varianza 

de medidas repetidas para muestras consecutivas (ANDEVA MR), Dunnett y Bonferroni, 

mientras que para los datos no paramétricas se utilizó U de Mann Whitney para muestras 

independientes y Friedman para muestras relacionadas, con el programa estadístico 
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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 perfusión pulmonar ex vivo. 

  

9.1. Hemodinámicos. 

La PAI y PMAP se mantuvieron dentro de los valores recomendados por el grupo 

de Toronto para realizar la PPEV. 

La RVP se incrementó a los 30 minutos de haber iniciado la PPEV en ambos grupos de 

estudio en comparación con sus valores basales (p<0.05, ANDEVA MR, Dunnett) y así 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 solución de Steen durante todo el 

tiempo de perfusión. (p < 0.005, ANDEVA MR, Bonferroni). Gráfica 1  
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9.2. Gasométricos. 

9.2.1. Cociente PaO2/FiO2. 

Al comparar el cociente PaO2/FiO2 durante la PPEV, se observó que en ambos grupos se 

incrementó de manera similar y significativa (p<0.05 ANDEVA MR, Dunnett) a partir de los 

30 minutos de haber iniciado la PPEV y así se mantuvo durante todo el tiempo de estudio 

en comparación con sus valores basales. Al comparar entre grupos no se observaron 

diferencias significativas (p>0.05 ANDEVA MR, Bonferroni). Gráfica 2 

 

 

9.2.2. PaO2. 

En ambos grupos disminuyó de manera significativa la PaO2 a los 30 minutos de iniciar la 

PPEV y así se mantuvo durante el tiempo restante del estudio en comparación con sus 

valores basales (p < 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni) 

Cuadro 10 

9.2.3. PaCO2. 

La PaCO2 en el grupo de solución de Steen® disminuyó durante toda la PPEV en 

comparación con sus valores basales (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el 



45 

grupo perfundido con solución Cirex se incrementó, 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 disminución de la PaCO2 mostrada por el grupo de solución 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 disminuyó a los 30 minutos de iniciar la PPEV y así se mantuvo 

durante el tiempo restante del estudio en comparación con sus valores basales (p < 0.05 

ANDEVA MR, Dunnett); sin embargo, esta disminución fue mayor en el grupo perfundido 

con solución de Steen®, la cual fue significativamente diferente en todos los tiempos de 

PPEV en comparación con el grupo perfundido con solución Cirex (p < 0.05, ANDEVA 

MR, Boferroni). Cuadro 10. 

 

9.2.5. pH Venoso. 

En ambos grupos disminuyó el pH venoso en comparación con sus valores basales 

durante toda la PPEV (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos la 

disminución mostrada por el grupo perfundido con solución 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. PaO2. 

En ambos grupos disminuyó de manera significativa la PaO2 a los 30 minutos de iniciar la 

PPEV y así se mantuvo durante el tiempo restante del estudio en comparación con sus 

valores basales (p < 0.05 ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar entre grupos no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni) 

Cuadro 10. 

9.2.7. PaCO2. 

La PaCO2 en el grupo de solución de Steen disminuyó durante toda la PPEV en 

comparación con sus valores basales (p< 0.05 ANDEVA MR, Dunnett); mientras que en el 

grupo perfundido con solución Cirex se incrementó, 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 disminución de la PaCO2 mostrada por el grupo de solución 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 PvO2 se incrementó 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 PVCO2 disminuyó vs sus valores basales en ambos grupos de estudio durante toda la 

PPEV, con excepción de los 30 minuto de la misma en el grupo de Cirex; sin embargo, en 

ningún caso se observó 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 disminuyó en ambos grupos en comparación con sus 

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

mostrada por el grupo de Steen fue significativa en comparación 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 incrementó en ambos grupos durante toda la perfusión PPEV en 

comparación con sus valores basales. Sin embargo, este incremento fue significativo en el 

grupo perfundido con solución 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® mostró 

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 disminuyó el HCO3 en comparación con sus 

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

mostrada por el grupo perfundido con solución 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.  
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9.3. Hallazgos en la mecánica pulmonar. 

Todas las variables evaluadas se mantuvieron dentro de parámetros 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 estática (Cstat). 

La Cstat disminuyó en los dos grupos de estudio durante la PPEV en comparación con 

sus valores basales, pero esta disminución solo fue significativa en el grupo de solución 

de Steen en todos los tiempos de la PPEV (p< 0.01, ANDEVA MR, Dunnett). Al comparar 

entre grupos, también la disminución mostrada por el grupo de Steen fue significativa vs el 

grupo Cirex durante toda la PPEV (p< 0.05, ANDEVA MR, Bonferroni). Gráfica 3  

 

 

9.3.2. Distensibilidad dinámica (Cdyn). 

La Cdyn disminuyó en los 2 grupos de estudio durante toda la PPEV en comparación con 

sus valores basales, sin embargo, solo la disminución mostrada por el grupo perfundido 

con solución de Steen fue significativamente diferente tanto con sus valores basales (p< 

0.001, ANDEVA MR, Dunnett) como con el grupo perfundido con solución Cirex a los 30, 

60 y 90 minutos de perfusión (p< 0.05, ANDEVA MR, Dunnett). Gráfica 4 
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9.3.3. Resistencia de la vía 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). Gráfica 5. 
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9.3.4. Presión 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). Gráfica 6. 
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9.3.5. La presión media en la vía aérea. 

La Paw en el grupo perfundido con solución de Steen, se mantuvo similar a sus valores 

basales durante todo el estudio; mientras que en el grupo de Cirex se incrementó 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). Gráfica 7 
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9.4. Hallazgos radiológicos. 

En ambos grupos las radiografías basales no mostraron ninguna anormalidad. Sin 

embargo, los estudios radiológicos realizados después de la procuración 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 estadísticas 

(p>0.05, U de Mann-Whitney, Friedman). Figuras 9 y 10  
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Grupo I- Solución Steen® 

 

Figura 9. Cambios radiográficos correspondientes al bloque pulmonar del grupo 

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

 

Grupo II- Solución Cirex. 

 

Figura 10. Cambios radiográficos correspondientes al bloque pulmonar del grupo 

perfundido con solución Cirex. Basal sin cambios sugerentes de edema; una hora 

presencia de edema leve; y dos horas edema moderado. 

 

9.4.1. Hallazgos microscopía de luz. 

Los cortes histológicos basales de todos los animales previos a la PPEV en ambos grupos 

mostraron moderada presencia de neutrófilos y macrófagos, asi como leve infiltrado 

linfocítico, y en ningún caso se observó edema. A los 60 minutos de PPEV el grupo de 

Basal 1 Hora 2 Horas 

Basal 1 Hora 2 Horas 
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Steen mostró edema y los dos grupos presentaron leve infiltrado de PMN. Al final del 

estudio ningún grupo presentó edema, pero si mostraron el leve infiltrado inflamatorio. Al 

comparar entre grupos, solo la presencia de edema leve mostrado por el grupo de 

solución de Steen fue significativo (p < 0.05 U de Mann Whitney). Además, durante todo el 

estudio, la estructura del alveólo se mantuvo de apariencia normal. Figura 11 y Cuadro 11 

GRUPO I Steen®                                  GRUPO II Cirex 

    

   

   

Figura 11. Cambios histológicos presentados en el tejido pulmonar obtenido de 

biopsias durante la PPEV. Tinción H&E 20µm. Micrografías de tejido pulmonar en el 

grupo de solución Steen® (H&E) 20 µm: A) Histología pulmonar normal B) presencia 

b) 60 min. 

a) Basal d) Basal 

e) 60 min. 

c) 120 min. f) 120 min. 
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de material proteináceo dentro de los espacios alveolares. C) infiltrado inflamatorio 

Micrografías de tejido pulmonar en el grupo de solución Cirex (H&E) 20 µm: D) Lumen 

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

 

Cuadro 11. Hallazgos microscópicos en ambos grupos de estudio. 

 

 

9.4.2. Microscopía electrónica. 

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

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

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

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

figura 12 y con presencia leve de material proteináceo que sugería la degradación del GE. 

Figura 13 
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Figura 12. Fotografía electrónica de transmisión. Acercamiento de un capilar alveolar 

en el grupo de solución Steen®. A) Nótese en el lumen un eritrocito Eri. Superficie de la 

célula endotelial muestra discretas proyecciones cortas electrodensas flechas 

sugerentes de la presencia de GE. B) Nótese el lumen ocupado por material 

proteináceo ligeramente electrodenso L. En el citoplasma se aprecian vacuolas 

pinocíticas recuadro (flechas). Técnica de contraste con acetato de uranilo y citrato de 

plomo. 
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Figura 13. Fotografía electrónica de transmisión de un capilar pulmonar en el grupo de 

solución Cirex C) Nótese el puente entre un eritrocito Eri y la superficie de una célula 

endotelial, la cual está completamente lisa. D) Acercamiento de una célula endotelial. 

Nótese el lumen ocupado por material proteináceo 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 pinocíticas recuadro. Núcleo de célula endotelial Nu. Técnica de 

contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. 

 

9.4.3. Hallazgos gravimétricos. 

La gravimetría mostró que los bloques perfundidos con solución Cirex, desarrollaron 

mayor edema, el cual se observó con el promedio de la ganancia de peso de la muestra 

de pulmón sometida a desecación. Sin embargo, durante la comparación por medio de la 

prueba T de Student no se encontró diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.05, 

p<0.559). Gráfica 8 

 

 

9.5. Expresión in situ de AS por IHQ. 

En ambos grupos durante todo el estudio, el 100% cerdos sometidos a PPEV mostraron 

expresión de AS en un patrón citoplasmático difuso en la superficie luminal de los vasos 

sanguíneos, lámina propia de la mucosa, submucosa de los bronquiolos y en las células 

epiteliales alveolares. Sin embargo, esta expresión fue mayor en el grupo perfundido con 

solución 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 expresión 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 Gráfica 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 

perfusión pulmonar ex vivo en el tejido pulmonar del grupo I solución Steen® donde se 

aprecia inmunomarcaje positivo en citoplasma del epitelio respiratorio y 2) solución 

Cirex. 
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 Gráfica 9.Muestra el número de pixeles positivos a AS en ambos grupos de estudio. 

 

9.6. Cuantificación de ácido siálico presente en el tejido. 

La comparación de AS en tejido pulmonar muestra un incremento no significativo 

únicamente respecto a la basal en ambos grupos de estudio (p>0.05 T-Student). Así como 

también se presentó un incremento en el LBA más pronunciado en el grupo de solución 

Cirex, sin que fuera estadísticamente significativo (p>0.05 T-Student). El comportamiento 

en el perfusato igualmente incrementó con diferencia significativa en ambos grupos 

respecto a la basal (p<0.05 T-Student). Gráfica 10 

 

 

 



60 

 

Gráfica 10.Muestra comparación de AS en tejido pulmonar,  LBA y perfusato. 
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V. Discusión. 

  

En pacientes con enfermedad respiratoria terminal, el trasplante pulmonar constituye la 

única opción 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 quirúrgica y la inmunosupresión, a 

pesar de esto, existen varios factores que influyen en el éxito, como son la cicatrización 

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 órganos en condiciones similares a las que estarían en el 

organismo receptor; posibilita tratar pulmones que en el momento de la extracción no 

serían válidos, y permite aplicarles en la máquina tratamientos con antibióticos o 

inmunosupresores para disminuir el rechazo y "optimizarlos". No obstante, durante este 

proceso los pulmones pueden presentar lesión de la membrana alveolocapilar, en la cual 

la disfunción microvascular es un componente principal (55,56 ) debido a que durante la 

isquemia las células endoteliales sufren un aumento del estrés oxidativo, presentan 

hinchazón 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 daño pulmonar estructural, dando como resultado la 

formación de edema que lleva a insuficiencia de la función pulmonar. (58, 59, 60, 61). En 

este proceso de lesión endotelial participa el GE, que es una capa dinámica de 

macromoléculas en la superficie luminal del endotelio vascular, la cual está involucrada en 

la homeostasis y regulación de líquidos (62, 63). El GE ha sido objeto de múltiples 

investigaciones desde su descubrimiento, sin embargo, a pesar de su importancia 

biológica, su participación en la perfusión pulmonar ex vivo no ha sido bien definida. Por lo 

que en este trabajo se evaluó y comparó el efecto de la solución Steen® y solución 

dextrán baja en potasio enriquecida con albumina (Cirex) (realizada en el Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias) en pulmones porcinos sometidos a dos horas 

de perfusión ex vivo, a través de los cambios fisiológicos, y estructurales, así como el 

daño del GE a través de los niveles de ácido siálico (AS).  

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

la PPEV posiblemente porque la perfusión post-isquemia pulmonar ocasiona daño 
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endotelial, edema (el cual se observó radiográfica y gravimétricamente), el cual a su 

vez provoco vasoconstricción que dificulto el paso de la solución de perfusión al lecho 

vascular del pulmón (64,65). Aunque también pudo ser originado porque la se 

presentaron la disminución en la PaO2 y el pH arterial, así como el incremento en la 

PaCO2 ocasionan vasoconstricción precapilar hipóxica, que a su vez provoca un 

incremento local de las RVP (a nivel de las arterias pequeñas y arteriolas), para derivar la 

sangre a áreas mejor ventiladas como lo describió 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 daño 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 

explicación el porque el grupo sometido a PPEV con solución Cirex mostro un incremento 

mayor que el de la solución de Steen®, ya que tiene los mismos componentes.  

La relación PaO2/FiO2 en los 3 grupos de estudio se incrementó durante la reperfusión 

posiblemente porque durante la isquemia se presentó hipoventilación e incremento en el 

cortocircuito intrapulmonar (Qs-Qt), sin embargo al restablecer la perfusión la entrada de 

O2 favoreció el incremento de esta y estos hallazgo coinciden con los descritos por otros 

autores que han estudiado la ventilación mecánica así como los cuidados intensivos en 

diferentes tipos de pacientes (68,69,70,71) y mencionan que la relación PaO2/FiO2 

aunque no necesariamente refleja la gravedad de la lesión pulmonar, es un índice 

aceptable para observar el intercambio anormal de gas. También en este estudio se debe 

de tomar en cuenta que a pesar del edema radiológico y gravimétrico e histológico, ambas 

soluciones favorecieron el incremento en la PaO2/FiO2 durante todo el estudio, 

posiblemente porque se presentó una vasoconstricción pulmonar hipóxica, 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 próximas al 

alveólo) una reacción para que se incrementara su tono muscular en respuesta a la 

disminución de la presión alveolar de O2 (PAO2), lo cual desvía flujo sanguíneo o en este 

caso, la solución de perfusión de las zonas pulmonares no ventiladas a las ventiladas, 

para reducir el porcentaje de cortocircuito intrapulmonar. (72) Por otro lado, cabe 

mencionar que esto permitió que los pulmones sometidos a PPEV con las dos diferentes 

soluciones de perfusión, alcanzaran coeficientes PaO2/FiO2 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 clínica, así como experimentalmente y mencionan que este favorece el 

incremento de la PaO2/FiO2. 

La PvO2 es una variable de gran trascendencia debido a que es la presión de oxígeno en 

la arteria pulmonar y representa el oxígeno que le sobró al organismo después de 

extraerle a la arteria lo que necesitó. Normalmente su valor es de 35 mm Hg a 45 mm Hg 

y es tal vez el parámetro aislado que mejor nos informa sobre el ajuste de aporte y 

consumo de oxígeno celular. Y aunque en este trabajo el grupo Steen® presentó una 

ligera disminución, los valores siempre se mantuvieron por arriba de los parámetros de 

referencia, lo cual puede reflejar de forma indirecta, déficit de oxigenación 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 disminución en las concentraciones de 

glucosa en ambas soluciones de estudio se debió al consumo celular, ya que aunque es 

recomendable realizar un recambio de 250 ml de solución cada hora para mantener los 

niveles de glucosa y proporcionar componentes de la solución frescos, en este estudio no 

se realizaron; por esta razón se puede explicar el incrementó en las concentraciones de 

lactato, aunado a que al mantenerse los pulmones en un sistema ex vivo, hay ausencia de 

órganos depuradores, como es el caso de los riñones quienes son los responsables del 

aclaramiento del lactato. Sin embargo, los niveles de lactato no fueron superiores a los 10 

y 8 mmol/L lo cual es un referente junto con la presión parcial de oxígeno de que el injerto 

se mantuvo con un metabolismo predominantemente aeróbico. Ya que de acuerdo a lo 

descrito por Koike T (76) a nivel clínico los pulmones destinados a trasplante con niveles 

menores de 12 mmol/L pueden tener buen pronóstico postrasplante. 

En ambos grupos y aunque se mantuvieron dentro de sus valores de referencia, la Cstat y 

la Cdyn disminuyeron posiblemente porque durante la reperfusión con las dos diferentes 

soluciones de perfusión, se degrado el GE, incrementó la permeabilidad de la barrera 

alveólo capilar y facilito que el líquido del edema y las proteínas plasmáticas se escaparan 

de la vasculatura hacia los espacios alveolares (33,77) que impidieron la expansión del 

tejido pulmonar, como lo han descrito varios autores que han estudiado la preservación 

pulmonar y sus efectos sobre la función endotelial (78,79) así como el síndrome de 

dificultad respiratoria. (80) No obstante, también pudo haber sido provocado porque 

durante la PPEV, la ausencia de presiones auriculares izquierdas positivas puede dar 
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lugar a una forma alveolar irregular y ocasionar disminución de la distensibilidad pulmonar 

como lo describió Yeung et a,l al estudiar la preservación y recuperación de órganos de la 

cavidad torácica. (81) Nuestros hallazgos concuerdan con lo descrito por otros autores 

que observaron disminución de la Cstat y Cdyn en pulmones porcinos con lesión 

pulmonar aguda que fueron sometidos a PPEV, (82) así como en pulmones sometidos a 

diferentes tiempos de isquemia caliente y posteriormente a esta técnica para recuperar 

pulmones no aptos para trasplante. (83) Con respecto a porqué el grupo de solución de 

Steen® desarrolló mayor deterioro de la distensibilidad, no se ha reportado nada en la 

literatura. En ambos grupos, aunque las distensibilidades disminuyeron, las Raw, Pplat, 

Ppic y Pmed se mantuvieron similares a sus valores basales porque los pulmones durante 

la PPEV se ventilaron con medidas de protección pulmonar y concuerda con lo descrito 

por Young et al (84) que han trabajado con la PPEV tanto en forma clínica como 

experimental y han observado que las presiones resultantes de las vías respiratorias, así 

como las Cstat y Cdyn dependen del volumen pulmonar y, por lo tanto, pueden caer 

dentro de una amplia gama de valores. Nuestros hallazgos coinciden con lo descrito por 

otros autores que han estudiado el comportamiento pulmonar en la PPEV después de 

varios tiempos de isquemia y mencionan que las presiones de la vía aérea y mantienen 

similares a las basales. (83) Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan con lo 

reportado por Iskender et al  (85) quienes evaluaron pulmones preservados de donadores 

con isquemia fría prolongada y los compararon con pulmones que sufrieron de isquemia 

caliente corta, y observaron que ambos producen edema pulmonar e incremento en la 

Ppic. En ambos grupos el leve edema mostrado radiológicamente después de realizar la 

procuración pudo ser ocasionado porque la perfusión repentina del bloque pulmonar con 

la solución de preservación fría ocasiono un aumento de la presión hidrostática 

microvascular, traumatismo mecánico en el endotelio vascular y edema hidrostático. (34) 

Sin embargo, el edema moderado mostrado al final del estudio pudo deberse a que se 

presentó un daño por isquemia reperfusión leve ya que los parámetros de oxigenación, 

hemodinamia y de mecánica pulmonar se mantuvieron dentro de los rangos normales, 

pero se observó edema radiográfico leve y concuerda con la clasificación de la Sociedad 

Internacional de Trasplante de Corazón y Pulmón (86) quienes correlacionan la función 

pulmonar con los hallazgos radiológicos. Lo observado en este estudio también se 

correlaciona con lo descrito por Steinmeyer et al (87) quienes mencionan que el desarrollo 

de edema, es el evento clave durante la manifestación de LIRI y durante su formación, se 
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puede observar acumulación de líquido generalmente que comienza en el compartimento 

peribroncovascular, luego se extiende hacia los tabiques alveolares y un mayor 

agravamiento conduce a la lesión del espacio aéreo intraalveolar.   

En nuestro estudio, la gravimetría mostró valores similares en ambos grupos, con una 

relación peso húmedo/peso seco ligeramente mayor en el grupo II, posiblemente porque 

la degradación del GE provoco la formación de edema pulmonar, el cual se asocia con la 

disminución de la distensibilidad pulmonar y un aumento correspondiente en la proporción 

de peso húmedo: seco como lo han observado varios autores que han estudiado el GE 

durante la PPEV (33) y postrasplante pulmonar. (88) Sin embargo, creemos que vale la 

pena mencionar que, aunque los resultados radiológicos de este estudio mostraron que 

ambos pulmones desarrollaron este leve, el uso de solución de Steen y Cirex, permitieron 

la adecuada oxigenación.  

Histológicamente los pulmones perfundidos con solución de Steen desarrollaron edema al 

inicio de la PPEV porque desarrollaron daño por isquemia reperfusión. (86) Aunque, este 

desapareció a los 120 minutos de la PPEV probablemente porque la solución de Steen® 

permitió la movilización y eliminación del líquido intersticial y alveolar por su alta presión 

osmótica  (34, 41) esto también puede explicar porque en el grupo de solución Cirex no se 

observaron estos hallazgos (ya que la solución está formada por los mismos 

componentes) y coincide con lo observado en nuestro estudio. No obstante, nuestros 

hallazgos no concuerdan con lo observado por Steinmeyer et al (87) quienes evaluaron en 

pulmones de cerdo, si la PPEV con soluciones de perfusión celulares y acelulares 

preservan la estructura, así como la función pulmonar y observaron que ambas soluciones 

promueven la presencia de edema intraalveolar en algunas regiones pulmonares porque 

la PPEV también promueve el desarrollo de lesión por isquemia reperfusión. Por otro lado, 

cabe mencionar que Wierup et al  (34) menciona que la interpretación y cuantificación de 

los cambios histológicos en el parénquima pulmonar son difíciles y siempre deben 

correlacionarse con la capacidad de intercambio de gases, ya que es cuestionable si las 

partes del pulmón examinadas (en cada caso) son representativas de todo el pulmón, y 

quizá pueda explicar porque la falta de edema histológico no correlaciona con el edema 

radiológico, ni gravimétrico de este estudio. Esto también concuerda con lo reportado por 

Den Hengst et al (89) quienes mencionan que hasta la fecha, no se ha establecido ningún 

esquema de clasificación para los cambios histológicos durante LIRI. Con respecto a la 

presencia de macrófagos en las muestras basales de los animales perfundidos con 
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solución Cirex, se debió a que los macrófagos forman el mayor porcentaje de la población 

celular del pulmón y se localizan de manera normal en el espacio alveolar para realizar la 

fagocitosis y eliminación de los patógenos. Mientras que la presencia de linfocitos fue 

originada porque el pulmón hospeda un depósito sustancial de linfocitos y diversos 

subconjuntos de estas células (CD4, CD8, NK), las cuales mantienen la homeostasis 

pulmonar y la eliminación de partículas o bacterias que entren por el tracto respiratorio; 

mientras que la leve presencia de neutrófilos se debió a que en el pulmón sano los 

neutrófilos y eosinófilos por lo general constituyen menos del 1% o son escasos a nulos 

neutrófilos (90) Sin embargo, la presencia de estos durante todo el estudio probablemente 

también fue provocado porque estas células se adhirieron al endotelio pulmonar durante 

la preservación durante la procuración como lo observó Kakishita et al (15) al estudiar la 

supresión de citocinas inflamatorias con una membrana adsorbente durante la perfusión 

pulmonar ex vivo. Por otro lado, nuestros hallazgos no concuerdan con lo observado por 

Medeiros et al (52) quienes evaluaron los cambios histológicos y funcionales en pulmones 

reacondicionados por perfusión pulmonar ex vivo y mencionan que las células 

desaparecen durante la PPEV porque durante esta se presenta un efecto de lavado con el 

paso de la solución por la vasculatura pulmonar. 

En ambos grupos, las muestras de microscopía electrónica tomadas al final del estudio 

mostraron el desprendimiento del GE, el cual pudo ser ocasionado porque los 

macrófagos, linfocitos y neutrófilos observados en la muestras histológicas de este 

estudio y que permanecieron durante toda la PPEV, promovieron la formación de 

radicales libres oxígeno, expresión de metaloproteinasas y neuraminidasa que originaron 

la ruptura enzimática de las proteínas centrales de los proteoglicanos y las cadenas de 

glucosaminoglicanos del GE como lo han descrito varios autores que han estudiado el 

papel del GE en el daño por isquemia reperfusión en diferentes patologías pulmonares 

(89,91,92) trasplante pulmonar experimental (88), preservación de órganos (93), y en un 

modelo porcino en que se sometió a PPEV pulmones perfundidos por 12 horas con 

solución de Steen (33) Sin embargo, la pérdida del GE también pudo ser ocasionada 

porque el flujo de la PPEV produjo el cizallamiento de la pared endotelial.(33,94) Por otro 

lado, la presencia leve de material proteináceo cerca de la célula endotelial se pudo deber 

a la presencia de AS, con todo, pensamos que se requieren de otra técnica para poder 

evaluarlo, ya que esta técnica no permite definir si este material corresponde a la 

presencia de las glucoproteínas, proteoglicanos o AS del GE, por esta razón creemos que 



67 

el uso de microscopía confocal para poder identificarlo podría ser una buena opción como 

lo describió Betteridge et al (95) al estudiar como los AS regulan la permeabilidad en 

microvasos de rata perfundidos con membranas de células endoteliales fluorescentes y 

marcadores de glucocalix. También pensamos que otra técnica que se puede utilizar es la 

microscopía intravital, la cual es considerada como el estándar de oro para la obtención 

de imágenes de GE ya que utiliza moléculas de dextrano marcadas con fluorescencia de 

tamaño variable que contrasta los diferentes componentes del mismo y además permite 

obtener sus imágenes en tiempo real (33) En este estudio todas las muestras basales 

mostraron presencia de AS porque las células epiteliales de la mucosa nasal, los senos 

paranasales, la faringe, la tráquea, bronquios y células que recubren las paredes 

alveolares expresan AS en condiciones normales. (96) Nuestros hallazgos también 

concuerdan con lo observado por (97) Cerná A et al quienes estudiaron los cambios en la 

expresión del AS en fetos humanos y observaron por IHQ que, en los pulmones más 

maduros, el epitelio bronquial bien diferenciado, así como el endotelio vascular muestran 

fuerte expresión de AS. Los hallazgos de este estudio también concuerdan con lo descrito 

por Varki et al (98) quienes reportaron que los AS se expresan a lo largo de todo el borde 

epitelial que recubre las vías respiratorias y en el moco secretado en las mismas. Por otro 

lado, el incremento en la expresión de AS a los 60 y 120 minutos de iniciada PPEV en el 

grupo de Steen pudo ser originado porque el estrés oxidativo inflamación (96) y los 

linfocitos presentes en el bloque pulmonar ocasionaron un aumento de la expresión y 

actividad de la sialidasa endógena (neuraminidasa), la cual provoco la sialilación del 

mismo en la superficie celular y su incremento en el tejido. (99) Así mismo, la degradación 

de los AS en el grupo de Steen pudo ser lo que originó la presencia de edema en los 

cortes histológico de este grupo a los 60 minutos de PPEV y de la presencia de material 

proteináceo en ambos grupos al final del estudio, como lo describió Yang et al (100)  

quienes estudiaron la importancia del GE como barrera vascular pulmonar. Cabe 

mencionar que hasta la fecha en la literatura no se ha reportado en ningún estudio el 

efecto de la sialilación durante la PPEV. 

En este estudio el incremento en la producción de AS libre en el tejido, LBA y perfusato 

indican que probablemente durante la PPEV hubo un incremento en la expresión de 

metaloproteinasas y neuraminidasas que provocaron la presencia de este producto de 

degradación del GE (89, 91, 92 ) en el trasplante pulmonar experimental (88)  lo cual 

coincide con lo reportado por Abassi et al (91) quienes estudiaron la isquemia pulmonar y 
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mencionan que después de esta los componentes de degradación del GE, se elevan en la 

circulación después del daño por isquemia reperfusión Así mismo, los hallazgos de este 

trabajo concuerdan con lo observado por Sladden et al (33) quienes observaron que 

durante la PPEV los productos de degradación del GE tanto de humanos como de cerdos, 

se acumulan en el perfundido pulmonar. Sin embargo, en estos estudios evaluaron la 

presencia de sindecan-1, hialuronano y heparán sulfato, por lo que nuestro estudio es el 

primero en evaluar la presencia de AS libre en el tejido, LBA, así como en el perfusato y 

los datos observados proporcionan evidencia de que durante la PPEV con solución de 

Steen y con solución Cirex promueven el desprendimiento del AS, pero no afecta la 

función pulmonar. 

 

VI. Conclusión 

 

La PPEV de dos horas en un modelo porcino con solución de Steen o con solución Cirex 

no evitan la degradación del AS y GE, así como la presencia de edema radiológico y 

gravimétrico, sin embargo, no deterioran la histología, ni la función pulmonar. 
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