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RESUMEN
“EVALUACION DE LA UTILIDAD Y FUNCIONALIDAD DE LA RECONSTRUCCION DE LA
ARTERIA PULMONAR DE PERROS, CON ALOINJERTOS DE ARTERIA PULMONAR
CRIOPRESERVADA".

La liofilizacibn y la criopreservacidbn son técnicas de preservacion de tejidos que
mantienen la arquitectura morfolégica normal de los vasos sanguineos de alta presion.
En este estudio utilizando estas técnicas, se preservaron arterias pulmonares caninas y
se utilizaron como aloinjertos de arteria pulmonar (AP) izquierda en 24 perros. El objetivo
del trabajo fue evaluar la utilidad, cambios en la funcion cardiopulmonar, angiogréficos,
macroscopicos y microscopicos que se producen en la arteria pulmonar de perros,
después ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada o criopreservada.
Material y métodos: En 24 perros se reconstruy6é la arteria pulmonar izquierda. Los
animales se dividieron en 3 grupos de estudio. Grupo | (n=6): Seccion y reanastomosis de
la AP izquierda. Grupo Il (n=6): Reseccién de 1 cm de la AP izquierda y reconstruccion
con aloinjerto de arteria pulmonar liofilizada (APL). Grupo Il (n=6) Reseccion y
reconstruccion de AP izquierda con aloinjerto de arteria pulmonar criopreservada (APC).
Donadores (n=6). Los animales se evaluaron clinica, radiologica y ecograficamente.
También se evaluaron sus constantes hemodinamicas y gasométricas previo a la cirugia y
4 semanas posteriores a esta. Al finalizar el estudio se llevo a cabo evaluacién
macroscépica y microscopicamente del estado del injerto y de la anastomosis vascular.
Resultados. Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo de
estudio establecido y no se observé ninguna alteracion clinica, radiolégica o gasométrica.
Angiograficamente 2 animales mostraron  obstruccion  total del injerto.
Hemodinamicamente las presiones sistémicas sistolica y diastélica, las presiones de la AP
y la resistencias pulmonares del grupo lll se incrementaron y mostraron cambios
estadisticamente significativos (ANOVA p<0.05 y Tukey p<0.05) con respecto a los otros
grupos de estudio. Microscépicamente en el grupo Il existié proliferacién de la intima y de
la colagena, asi como una moderada inflamacién.

Conclusiéon. La liofilizacion de la AP es mejor opcibn de preservacion que la
criopreservacion y puede utilizarse exitosamente como injertos de la AP, obteniéndose

adecuada integracion y cicatrizacion.

Palabras clave: arteria pulmonar, criopreservacion, liofilizacion, cirugia experimental.



l.- INTRODUCCION

El aparato cardiovascular (sistema circulatorio) es un circuito; ya que una célula
sanguinea viaja desde un punto del sistema y regresa al mismo punto.

El sistema cardiovascular tiene como funcion principal el transportar sangre en forma
continua a través de los vasos sanguineos, asi desempefa tres funciones basicas:
1) suministrar oxigeno (02), nutrientes y otras substancias (mediadores quimicos,
hormonas y elementos del sistema inmunolégico) a todos los tejidos del cuerpo,
2) remocion de biéxido de carbono (CO2) y bioproductos del metabolismo celular de los
mismos® y 3) transportar hormonas de una regién a otra del organismo, para mantener la
presion hidrostatica normal en las arterias, capilares y venas. Ademas de compartir
algunos mecanismos homeostaticos tales como: regulacion de la temperatura corporal,
comunicacion humoral a través del cuerpo y ajusta el aporte de oxigeno y nutrientes en
diferentes estados fisiologicos.? El funcionamiento del sistema cardiovascular se
considera normal cuando sus valores tanto en reposo como durante el ejercicio se
encuentran dentro de los parametros normales. La presion hidrostatica de las arterias
sistémicas es siempre alta para asegurar un flujo sanguineo normal en los lechos
vasculares de los érganos con una gran resistencia innata al paso de la sangre, como lo
son cerebro, corazén y rifiones, asi como para asegurar la irrigacion de érganos situados

distales al corazon.®

1.- Anatomiay fisiologia del Aparato cardiovascular.

El aparato cardiovascular estd formado por: el corazén y el sistema circulatorio. El
corazdén es una bomba que impulsa la sangre hacia la circulacion sistémica y la
circulacion pulmonar. El sistema circulatorio consiste de una serie de vasos distribuidores
(arterias), colectores (venas) y un extenso sistema de finos vasos (arteriolas, capilares y
vénulas) que permiten el intercambio entre los tejidos y los canales vasculares.* En
condiciones normales la sangre fluye del corazén hacia los diferentes tejidos del cuerpo y
regresa a estos a través de dos tipos de circulacién: Circulacion menor o pulmonar que
utiliza como bomba al corazén derecho y la circulacion mayor o sistémica, periférica o
general en donde la sangre es bombeada por el corazén izquierdo. Sin embargo existe
otro tipo de circulaciobn denominada microcirculacion donde se lleva a cabo el intercambio
de nutrientes y O,."*° El sistema circulatorio posee valvulas en diferentes puntos, que

permite que el flujo de la sangre se realice en un solo sentido.®



1.1.- Circulaciones.

1.1.1.- Circulacion mayor.

La circulaciébn mayor o sistémica se inicia cuando el ventriculo izquierdo bombea la
sangre ya oxigenada hacia la aorta toracica craneal (ascendente en humanos), arco
aortico, aorta toracica caudal (descendente) y la aorta abdominal. La aorta se ramifica
desde el arco aértico hacia cada region del cuerpo para irrigar a cada una de éstas,
posteriormente en cada region se continua ramificando hasta transformarse en arteriolas y
después en capilares siendo el sitio donde se realiza el intercambio de oxigeno y
nutrientes. Acto seguido la sangre con biéxido de carbono (CO2) y productos del
metabolismo celular pasa a las vénulas que incrementan su tamafio hasta formar las
venas de cada o6rgano, las cuales drenan hacia las venas cavas, las cuales llevan la
sangre hasta el atrio derecho (auricula derecha)

La circulacion sistémica es un sistema de alta presién, para contrarrestar las fuerzas
gravitacionales y facilitar el paso del flujo sanguineo a través de los lechos vasculares de
gran resistencia y con esto asegurar la irrigacion de los drganos situados distales al
corazon.’

1.1.2.- Circulacion menor.

La circulacion pulmonar tiene como fin proporcionar oxigeno del medio ambiente a la
sangre no oxigenada proveniente de todos los tejidos del cuerpo. En ésta la sangre
procedente de todo el organismo llega al atrio derecho a través de las venas cavas
(craneal y caudal o superior e inferior) y pasa al ventriculo derecho en donde nace la
arteria pulmonar. La circulacion pulmonar se inicia cuando el ventriculo derecho se
contrae y la valvula tricuspide se cierra, para evitar el reflujo hacia el atrio, entonces el
ventriculo expulsa la sangre al tronco de la arteria pulmonar, la cual cierra sus valvulas
semilunares para evitar el reflujo hacia el ventriculo, ésta se divide en arteria pulmonar
derecha e izquierda y a su vez éstas originan una arteria para cada I6bulo pulmonar, que
conforme avanzan hacia el interior del I6bulo, se contintan subdividiéndose en arteriolas y
a nivel alveolar se transforman en capilares en donde se da el intercambio de gases.?*
1.1.3.- Microcirculacion.

Los capilares pulmonares drenan la sangre oxigenada en las vénulas que
progresivamente incrementan su tamafio hasta formar las venas de cada l6bulo pulmonar,
que son las encargadas de retornar la sangre al atrio izquierdo del coraz6n, de donde

pasa al ventriculo izquierdo para ser bombeada nuevamente a la circulacién mayor.**"*



El lecho capilar pulmonar ofrece poca resistencia al flujo, por lo que la presion arterial
media de la arteria pulmonar es de baja presion (10 mmHg).

El oxigeno es captado durante la inspiracion y fluye a través de la traquea, bronquios y
bronquiolos hasta llegar a los alvéolos pulmonares en donde se da el intercambio
gaseoso y pasa a la sangre capilar, mientras que el bioxido de carbono (CO2) presente en
los alvéolos se elimina durante la espiracion.

El promedio de flujo sanguineo (ml/min) en los animales sanos, es igual tanto en la
circulacion pulmonar como en la sistémica. Sin embargo, el volumen de sangre de ambas

circulaciones es muy diferente.’***

1.2.- Vasos sanguineos.
Existen cuatro tipos de vasos sanguineos los cuales se dividen en arterias, arteriolas,
capilares, y venas. Estos se diferencian entre si por el grosor de las capas que componen

su pared y tipo de sangre que transportan.?’

1.2.1.- Arterias.

Las arterias llevan sangre oxigenada y con nutrientes desde el corazén hacia los distintos
organos y tejidos del cuerpo. Todas las arterias transportan O2 por su luz que es la region
del vaso por donde pasa la sangre, a excepcion de la pulmonar que lleva pocas
cantidades de éste. Este tipo de vasos sanguineos se encuentran formados por tres
capas denominadas tunicas: externa o adventicia, media y la interna o intima.

Tanica adventicia: se compone de fibras de colagena y elasticas. Esta tiene como
funcion dar soporte al vaso sanguineo.

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

Tlnica intima: se constituye por una capa de endotelio (que estd en contacto con la
sangre), membrana basal, una capa de tejido conectivo subendotelial laxo y otra capa de

tejido elastico y su funcién de ésta es evitar la formacion de trombos.

1.2.2.- Arteria pulmonar.
La arteria pulmonar es la arteria funcional de la circulacion pulmonar ya que conduce la
sangre no oxigenada del corazén derecho a los pulmones. En condiciones normales la

arteria pulmonar e origina en la valvula pulmonar y gira dorsal y caudalmente hacia la



izquierda de la raiz aortica y dorsalmente a la orejuela izquierda. Esta se ramifica en
ramas izquierda y derecha caudalmente a la raiz aortica e inmediatamente antes de llegar
al atrio derecho. La rama caudal derecha avanza caudalmente a la raiz de la aorta, a
través del extremo superior del atrio derecho, y surge lateralmente al bronquio derecho.
La rama caudal izquierda cruza el extremo superior de la orejuela izquierda y surge

lateralmente al bronquio izquierdo.>*%®

2.- Patologias de la arteria pulmonar

La arteria pulmonar sufre de diferentes patologias tanto congénitas como adquiridas que
afectan el intercambio gaseoso provocando cambios en la oxigenacion de los tejidos y en
la hemodinamia tanto local como sistémica de los individuos. Dicha arteria puede sufrir
cambios en su funcionamiento por la presencia de neoplasias, aneurismas, trombosis,
estenosis, infecciones o0 traumatismos, que tienen que ser reparados mediante la
reseccion y reconstruccion quirdrgica de la misma para restaurar y mantener su funcion

normal. %

2.1.- Neoplasias pulmonares.

Los tumores primarios de las arterias pulmonares se diagnosticaban con poca frecuencia,
ya que el diagnéstico se realizaba post mortem en el 50% de los casos, sin embargo, en
la ultima década se ha observado un incremento en la deteccion temprana de estas
patologias como resultado del avance en las técnicas diagnésticas.*>*°

Su localizacién mas frecuente es al nivel del tronco de la arteria pulmonar y de ahi puede
extenderse hacia otras arterias de menor calibre e incluso, enviar émbolos a arterias
distales pudiendo producir infarto pulmonar, o bien, el desarrollo de nuevas
tumoraciones.’

Las neoplasias mas comunes de la arteria pulmonar son los sarcomas como el

fibromixosarcoma y sarcoma intimal.*®

2.2.- Aneurismas.

Los aneurismas de la arteria pulmonar son una dilatacion patoldgica en la pared de una
arteria, del tronco de dicha arteria 0 de una o ambas ramas principales. Esta dilatacién se
produce generalmente en una zona débil de la pared, pero en ocasiones pueden pasar
desapercibidos por no mostrar signos clinicos, o confundirse radiolégicamente con

adenopatias u otro tipo de masas mediastinicas.*®?*



2.3.- Trombosis.

Las trombosis en la arteria pulmonar se forman por la migracion de un émbolo producido
en alguna parte del sistema venoso, el cual llega hasta las arterias pulmonares y se fija a
la pared arterial.

La mayoria de los émbolos que provocan una trombosis pulmonar en el 90-95% de los
casos se originan de trombos venosos profundos que se desprenden (TVP) de las
extremidades inferiores.?

Aunque también los procesos trombéticos y tromboembolicos de la arteria pulmonar,
pueden ser ocasionados por procedimientos quirdrgicos, transplantes de corazén y

pulmén, asi como procesos traumaticos.”> 2

2.4.- Infecciones.

Los trastornos infecciosos de la arteria pulmonar comprenden procesos bacterianos,
micéticos, parasitarios o virales que pueden dafar o destruir todas las capas de la pared
arterial. La infeccién se produce cuando las bacterias u hongos viajan por el torrente

circulatorio (bacteremia) y se alojan en la arteria.”®

2.5.- Estenosis.
La arteria pulmonar puede tener problemas estenoticos provocados por diferentes causas
entre las que se encuentran neoplasias, presencia de trombos e infecciones que

produzcan dafio de las paredes de los vasos.?’

2.6.- Traumatismos.

Son lesiones producidas por contusiones severas, traumas penetrantes (mordeduras,
arma de fuego, etc) o iatrogenias quirtrgicas que ocasionan la pérdida de la continuidad
de la arteria pulmonar. El tratamiento de éstas representa una urgencia médica, ya que si
no se tratan rdpidamente producen una hemorragia que provoca una disminucion de la
presion pulmonar y deterioro progresivo de la funcion respiratoria hasta comprometer la

vida del paciente.

3.- Tratamiento de las patologias de la arteria pulmonar.
La mayoria de las veces el tratamiento de las afecciones de la arteria pulmonar
(aneurisma, neoplasia, trombosis, estenosis, infeccion o traumatismo), requiere de la

reseccion y reparacién quirdrgica, generalmente mediante el uso de un reemplazo del



conducto arterial. Para la reconstruccion de la arteria pulmonar han utilizado injertos
sintéticos y biologicos pero ninguno ha demostrado ser el material ideal, debido a que son
alogénicos, no tienen capacidad de crecimiento reparacién y remodelacién, son
trombogénicos, se calcifican, estenosan y en ocasiones no tienen las mismas

dimensiones del segmento que se va a resecar o no se encuentran disponibles.?® ?°

3.1.- Materiales sintéticos.

Con respecto a éstos, el tereftalato de polietiieno (dacrén) y el politetrafluoroetileno
(goretex) son los mas utilizados, sin embargo estos sufren proliferacién de la intima que
les produce obstruccion y son mas susceptibles de sufrir infecciones, por lo que no han
sido considerados como materiales ideales para la reconstruccion de la arteria

pulmonar.3%*

3.2.- Materiales bioldgicos.

Se han utilizado diferentes materiales biol6gicos preservados con distintos métodos,
dentro de estos se encuentran: los tubos de pericardio y yugular de bovino tratado con
glutaraldehido, homo y heteroinjertos de arteria pulmonar en fresco y liofilizados, asi como

arterias umbilicales,®3*

pero estos tienen poca durabilidad debido a que se degeneran
poco tiempo después de la cirugia y terminan calcificandose,® requieren de
anticoagulantes, ademas cuando son sometidos a presiones sistémicas, sufren de
aneurismas, asi como pseudoaneurismas en la linea de suturas y ruptura de los

mismos. 3%

4.- Técnicas de preservaciéon de 6rganos y tejidos.

Actualmente con el desarrollo de nuevas técnicas de preservacion de organos, se han
investigado el uso de varias técnicas entre las que sobresalen la liofilizacion y la
criopreservacion, para encontrar cual de estas permite desarrollar el conducto vascular

ideal para la sustitucién de segmentos vasculares tanto de alta como de baja presion.

4.1.- Liofilizacién.

Consiste en desecar un producto previamente congelado, lograndose la sublimacién del
hielo bajo vacio, es decir de hielo (sé6lido) a gas (vapor), sin que en ningdn momento
aparezca el agua en su estado liquido. La sublimacion del hielo deja vacios en la materia

sélida, preservando asi la integridad de las actividades y estructura biolodgica y quimicas



de dicha materia. Debido a sus cualidades preservantes, la liofilizacion tiene mucho y
variados usos en el laboratorio. Se ha convertido en un medio indispensable en muchas
aplicaciones bioquimicas y farmacéuticas. Se usa para lograr la estabilidad en
almacenamiento a largo plazo de los materiales bioldgicos tales como los cultivos

microbianos, las enzimas, la sangre y productos farmacéuticos.*

4.2.- Criopreservacion.

La criopreservacion, es probablemente el método mas efectivo para el mantenimiento de
los parametros morfolégicos y bioquimicos de diferentes células y tejidos, consiste en
colocar el biomaterial dentro de un criovial, sumergido en un medio o solucién para su
congelacién y almacenamiento a bajas temperaturas®® ya que los injertos criopreservados
tienen la ventaja de mantenerse con pocos cambios estructurales, tienen baja
antigenicidad, son antitrombéticos y rara vez se infectan.**

También se ha observado que este método de preservaciéon, mantiene viables los
fibroblastos con lo cual tedéricamente estos injertos pueden tener potencial de

crecimiento.***

Con base a lo anterior y considerando que los injertos vasculares ideales deben de tener
una arquitectura y actividad bioquimica igual a la del tejido vascular sano, se puede
pensar que la liofilizacion y criopreservacion de arterias pulmonares pueden ser las
técnicas de preservacion de tejidos, que evitardn la degeneracion de las éstas,
disminuiran su antigenicidad bloqueando el fenébmeno de rechazo y evitaran la formacion

de trombos cuando sean colocadas como sustituto del conducto arterial pulmonar.



Il. JUSTIFICACION.

La reparacion quirtrgica de varios defectos de la arteria pulmonar con el fin de mantener
el flujo sanguineo y evitar dafios en la funcién cardiopulmonar, generalmente requiere del
reemplazo de ésta con otro conducto. Clinicamente los productos protésicos ya sean
biolégicos o sintéticos disponibles, no son viables debido a que actlan como materiales
alogénicos, tienen poco potencial de crecimiento, reparacion y remodelacion, ademas se
trombosan y calcifican lo que limita su funcionamiento a largo plazo. Esta demanda clinica
ha hecho que muchos investigadores busquen la produccién de una prétesis de arteria
pulmonar que sea viable y funcional a largo plazo. En afios recientes con el desarrollo de
nuevas técnicas de preservacion de tejidos, se ha observado que la criopreservaciéon es
una técnica de preservacion que cuando se ha utilizado en vasos de alta presion (aorta,
cardtida), reduce la antigenicidad del injerto bloqueando el fenémeno de rechazo, evita la
formacion de trombos y la calcificacidn de los injertos, por lo que se pensé que el utilizar
esta técnica para preservar arterias pulmonares permitira el funcionamiento ideal de las

mismas cuando sean utilizadas como injertos para mantener el flujo cardiopulmonar.

. HIPOTESIS.

La liofilizacién y la criopreservacion son técnicas de preservacion de tejidos que
mantienen la arquitectura morfolégica normal de los vasos sanguineos de alta presion
después de ser preservadas, asi como su funcionalidad posterior a su implantacién como
injerto, entonces el preservar arterias pulmonares con estas técnicas permitird obtener
una bioprotesis pulmonar con arquitectura morfologica normal que pueda ser utilizada
como reemplazo de la misma cuando se realice reseccion de una arteria pulmonar

dafiada.



IV. OBJETIVOS.

1.- Objetivo general.
Evaluar la utilidad, cambios en la funcién cardiopulmonar, angiogréaficos, macroscopicos y
microscopicos que se producen en la arteria pulmonar de perros, después ser

reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y criopreservada.

2.- Objetivos especificos.

- Valorar los cambios que se producen en la funcién cardiopulmonar de perros, después
de reconstruir la arteria pulmonar con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada vy

criopreservada.

- Evaluar los cambios angiograficos que sufre la arteria pulmonar de perros después de

ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y criopreservada.

- Valorar los cambios ecograficos que sufre la arteria pulmonar de perros después de ser

reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada y criopreservada.

- Determinar los cambios macroscoépicos que sufre la arteria pulmonar de perros después

de ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada criopreservada.

- Valorar los cambios microscépicos que sufre la arteria pulmonar de perros después de

ser reconstruida con aloinjertos de arteria pulmonar liofilizada criopreservada.

- Comparar los resultados entre los tres grupos de estudio.
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V. MATERIAL Y METODOS.

1.- Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 24 perros mestizos, clinicamente sanos, sin importar el sexo o la edad, con
un peso entre 15 y 18 Kg. Seis de estos animales fueron donadores y dieciocho
receptores.

Todos los animales se manejaron de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana * y de la Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos.*

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

realizara el procedimiento quirdrgico.

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

excluidos del estudio.

1.3.- Criterios de eliminacion.
Todo animal que presenté signos clinicos de cualquier patologia que no se haya

provocado por el procedimiento quirdrgico fue eliminado.

2.- Recursos.

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

En este estudio participaron el personal médico y técnico del departamento de
Investigacibn en Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, quien proporcioné los quiréfanos, equipos de anestesia inhalada, monitores
y un gasOmetro para la valoracién de signos vitales, asi como el aparato de rayos X e
instrumental necesario para la realizacion de los procedimientos quirtrgicos, tratamientos

y seguimiento postoperatorio de los animales.
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También intervino en este estudio el personal del departamento de Investigacion en
Morfologia del INER, quien proceso las muestras de los tejidos sometidos a estudio.

Las arterias pulmonares liofilizadas y criopreservadas, fueron proporcionados por el
departamento de Investigacion en Cirugia Experimental del INER.

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

Enfermedades Respiratorias.

3.- Obtencioén de las arterias pulmonares

3.1.- Técnica quirurgica.

Todos los perros se sometieron a anestesia general con pentobarbital sédico (Anestesal®,
Pfizer, México) con una dosis de 28 mg/kg IV y se realizé tricotomia, antisepsia de la
region esternal con limite craneal en la entrada del térax y caudal en la apdfisis xifoides
del esterndn. Inmediatamente cada animal se colocé sobre la mesa de cirugia en posicién
decubito dorsal, se les colocé una canula orotraqueal, se conectdé a un ventilador de
volumen (Harvard Apparatus®, Boston MA, USA) y se ventilé con un volumen corriente de
15 ml/Kg, una fraccién inspirada de oxigeno (FiO,) de 100% y 20 respiraciones por
minuto.

Se delimité la zona quirtrgica con campos de tela estériles, se incidié la region esternal
por su linea media, el esternén se secciono en su linea media y se coloco un separador
de Finnochietto para hacer visibles las estructuras de la cavidad toracica. Enseguida se
llevé a cabo la diseccién y seccion de la vena acigos, se disecé y refirieron las venas
cavas (craneal y caudal), tronco de la arteria pulmonar, asi como la trdquea y una vez
realizado esto a cada animal se le administr6 heparina a dosis de 20 Ul/ Kg de peso,
cinco minutos después de que esta fue administrada, a cada perro se le administré una
sobredosis de pentobarbital sédico e inmediatamente después se extrajo el bloque

cardiopulmonar.

3.2.- Procesamiento de la arteria pulmonar.

Una vez que el bloque cardiopulmonar se encontraba fuera de la cavidad, se diseco el
tronco de la arteria pulmonar y se seccion6 desde su salida del corazon hasta su entrada
en cada pulmén, inmediatamente la arteria se sumergié y se lavé en 100 ml de una
solucion de NaCl al 0.9% adicionada con 5000 Ul de heparina, 8000 Ul de penicilina

procainica y 1 g de sulfato de estreptomicina por cada 500 ml de solucion (Figura 1).
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3.3.- Liofilizacion de los injertos vasculares arteriales.

Una vez que las arterias fueron lavadas con la técnica anteriormente descrita, se
colocaron tres canulas de silicon (una en el tronco y otra dentro de cada una de las
ramas) en la luz con el fin de mantener la estructura tubular durante su liofilizacion.
Inmediatamente después las arterias ya montadas se colocaron dentro de un matraz
Erlenmeyer que fue sellado con un tapdén de plastico y con papel parafilm, se congeld a
una temperatura de —70°C durante 24 horas. Posteriormente se liofilizd a una temperatura
de —43 °C, con una presion de vacio de < 300 x 10 B. Una vez liofilizada se retiraron las
canulas y se empaquetaron en sobres individuales para su esterilizaciéon con 6xido de
etileno (Figura 2a). Las arterias esterilizadas, se almacenaron a temperatura ambiente
hasta el momento de su utilizaciéon (Figura 2b) y se reconstituyeron mediante hidratacion

al sumergirlas durante 30 minutos en solucién salina a 37°C.

3.4.- Criopreservacion de los injertos pulmonares.

Inmediatamente después de la procuracién, la arteria pulmonar se coloc6 sobre una
charola de mayo colocada sobre una camara de hielo. La arteria se enjuag6 con una
solucion con glucosa al 50% (Solucién DX-50®, PISA, Mex) adicionada con 5000U de
heparina (Inhepar®, PISA, Mex), 1g de estreptomicina (Sulfastrep®, PISA, Mex) y
1000000 Ul de penicilina (PISA, Mex) por cada litro de solucidn, se retiraron los coagulos
cuidando de no disecar el tejido propio de la arteria. Con ayuda de un bisturi se cortd un
segmento del tronco comun de la arteria pulmonar, este segmento fue el segmento
“control pre-criopreservacion” y no se sometid a ningun tipo de criopreservacion, se
sumergié en una solucion de formol amortiguado al 10% para estudio histologico y
morfomeétrico. El resto de la arteria se coloc6 dentro de un criotubo que contenia medio
CS-C especial para células endoteliales (SIGMA, C1431, EUA) complementado con el
factor endotelial de crecimiento celular (SIGMA, E9640, EUA) y adicionado con 10% de
Dimetil Sulféxido (SIGMA,D2650, EUA), 20% de Suero Bovino Fetal (GIBCO,16000-044,
EUA) y una solucién antibi6tica-antimicética (SIGMA, A5955, EUA). Los criotubos que
contenian las arterias pulmonares se colocaron dentro de una caja de poliestireno con el
objeto de disminuir la temperatura de congelacién de manera gradual en -1°C/minuto,
hasta alcanzar una temperatura de -70°C en el congelador en donde se mantuvieron
durante 48 horas en forma previa a su almacenamiento en nitrégeno liquido (fase de
vapor -196°C) durante 15 dias hasta el momento de utilizacion, para lo cual, en forma

previa inmediata al procedimiento quirdargico fueron retiradas del tanque de nitrégeno,
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descongeladas colocando el criovial en un bafio maria a 37°C y enjuagadas en solucion
salinaa 37°C.
Una vez concluida la preservacion de los injertos pulmonares y antes de trasplantarlos se

realizé control microbiologico

4. Grupos de estudio.

Los animales se dividieron en tres grupos de estudio.

Grupo | o control (n=6): Mediante toracotomia lateral izquierda se realizd reseccion y

reanastomosis de la arteria pulmonar izquierda.

Grupo Il (n=6): Se llevé a cabo diseccion y reseccion de 1 cm de la arteria pulmonar

izquierda y ésta se reconstruyd con un aloinjerto de arteria pulmonar liofilizado.

Grupo lll (n=6): Por medio de toracotomia, se resec6 1 cm y reconstruyd la arteria

pulmonar izquierda con un aloinjerto de arteria pulmonar criopreservada.

4.1.- Anestesia.

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

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

como analgésico.*

4.2.- Técnica quirudrgica receptor.

4.2.1.- Colocacion de catéteres.

Una vez anestesiados (Figura 3) los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia en
posicién decubito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal (Baxter 6 Fr, EUA).
Acto seguido se procedié a la tricotomia y lavado con jabdn quirdrgico de la regién
cervical e inguinal derecha. Finalmente se realiz6 antisepsia de la zona con yodo
povidona (Dermodine Solucién®, Dermodex S.A. de C.V., Mex).

Posteriormente se procedié a la colocacién de catéteres en la vena yugular derecha, asi

como en la arteria y vena femoral derecha para monitorear sus parametros
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hemodinamicos sistémicos y pulmonares, ademas de toma de muestras arteriales y

venosas para realizarles gasometrias.

4.2.1.1- Catéter pulmonar.

En el tronco de la arteria pulmonar se introdujo un catéter de Swan Ganz 5F (Edwards
Lifesciences, EUA), para esto se disec6 e introdujo el catéter en la vena yugular derecha,
el cual se dirigi6 hasta la arteria pulmonar con la ayuda del monitor de signos vitales
(Datascope Passport, Cheshire, EUA), posteriormente este catéter se conectd a una
computadora de registro de gasto cardiaco (Hemodynamic Profile Computer Spectramed
model SP-1445, Oxnard, CA-EUA) y con este se registraron los valores de las presiones

pulmonares y el gasto cardiaco.

4.2.1.2.- Catéteres sistémicos.

Para la toma de muestras y medicidon de los pardmetros hemodinamicos sistémicos, se
realizd diseccion de la arteria y vena femoral derecha y se les introdujo un catéter de
polivinilo respectivamente. El catéter arterial se conectd al monitor de electrocardiografia y
el catéter venoso se conectd a una columna de agua con la que se midié la presiéon
venosa central. A través de estos también se llevd a cabo la toma de muestras
sanguineas arteriales y venosas en las que se realizd la evaluacion de los gases
sanguineos con un gasémetro (AVL Compact 2, Blood gas analyzer, EUA).

Al concluir la cirugia y la medicion de los pardmetros hemodinamicos y gasométricos, la
arteria y las venas en las que se introdujeron los catéteres fueron reparadas mediante
puntos separados con polipropileno de 6-0 (Prolene Ethicon®, EUA) y se continuo con el

cierre convencional.

4.2.2 Colocacion del injerto.

Inmediatamente después de la colocacion de los catéteres sistémicos y pulmonares se
colocé a cada animal sobre la mesa de cirugia en posicion decubito lateral derecho
(previa tricotomia y lavado con jabon quirdrgico de la region costal izquierda, tomando
como referencia el limite caudal de la regién escapular y la doceava costilla) y se conectd
la canula orotragueal a un ventilador de volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA)
con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda) y la anestesia se mantuvo con isofluorano al
3.5%.(VCM Anesthesia Machine, Yorkshire, England). Todos los animales se ventilaron

con un volumen corriente de 15 ml/Kg con una fraccion inspirada de oxigeno (FiO,) de
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100% y 20 respiraciones por minuto durante todo el procedimiento quirdrgico y se
vigilaron los signos vitales con un monitor para electrocardiografia (Datascope Passport,
EUA) (46).

Antes de iniciar la cirugia y después de delimitar la zona quirdrgica, los injertos de arteria
pulmonar liofilizadas se sumergieron por un lapso de 10 minutos en solucion de NacCl al
0.9% estéril para su rehidratacién. Mientras que cada uno de los viales que contenia las
arterias criopreservadas se colocaron en agua a 40°C durante 30 minutos para
descongelar el aloinjerto y una vez descongelado, se retiraron del criotubo y se
enjuagaron en el medio de criopreservacion mantenido a 40°C durante 10 minutos.
También después de que las arterias se rehidrataron o descongelaron se tomé una
muestra para cultivo microbioldgico, estudio macroscépico y microscépico.

En los 3 grupos se realiz6 toracotomia izquierda a nivel del quinto espacio intercostal (que
es el sitio en donde se tiene mejor acceso al hilio pulmonar). La piel se incidi6é con bisturi,
inmediatamente se procedié al corte y hemostasia del musculo escaleno (también con
bisturi), posteriormente se incidié con tijera el musculo serrato ventral y el dorsal ancho,
para exponer el quinto espacio intercostal. Los musculos intercostales se incidieron en su
parte media con tijera para evitar lastimar los vasos intercostales que viajan por la parte
caudal de cada costilla y se expuso la pleura, la cual se incidi6é con tijera, inmediatamente
después se colocd un separador de Finochieto, se disec6é (Figura 4) y se resecd un
segmento de 1 cm de la arteria pulmonar izquierda (Figura 5), la cual se reanastomoso6
(Figura 6) o substituyé con un aloinjerto liofilizado (Figura 7) o criopreservado (Figura 8)
(dependiendo del grupo de estudio) mediante una anastomosis termino-terminal con
material de sutura no absorbible de polipropileno 4-0 (Prolene, Ethicon, EUA) y sutura
continua. Acto seguido se revisd que no existiera sangrado en la zona de las anastomosis

y se continu6 con la colocacion del sello de agua y cierre convencional.

4.3.- Colocacién del tubo de drenaje endopleural y del sello de agua.

Se efectud una incisidn cutanea pequefia en el tercio dorsal de la pared toracica lateral a
nivel del noveno espacio intercostal. Se avanzé el tubo subcutanemente en direccion
craneoventral por tres espacios intercostales y se introdujo el tubo a través del masculo y
pleura utilizando una pinza hemostatica larga, el tubo de drenaje pleural se introdujo
dentro de la cavidad toracica en direccidén craneoventral, se coloc6 una jareta de sutura no
absorbible en la piel alrededor del tubo (para cerrar la cavidad cuando este fue retirado) y

se conectdé al sello de agua. Se realizd6 cierre convencional de la cavidad toracica,
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posteriormente los pulmones fueron insuflados a su maxima capacidad (con 15 ml /kg de
volumen corriente) para reestablecer la funcion negativa de la cavidad y una vez que esta
se recupero (cuando el sello de agua ya no mostré burbujeo), la sonda fue extraida y la
jareta fue cerrada.

Concluido el procedimiento quirdrgico e inmediatamente después de ser retirado el tubo
endopleural y que los animales se recuperaron de la anestesia, estos fueron extubados y
colocados en su cuarto de recuperacion. Se les administr0 28 mg/Kg de dipirona
(Metamizol Sodico, Nondol-Sector Salud. D.F., México) via intramuscular (IM) como
analgésico cada 6 horas por 3 dias o durante el tiempo que presentaron signos de dolor.
También se les aplicdé antibioterapia a base de enrofloxacina (Baytril, Bayer, México) a
dosis de 20 mg/kg IM cada 24 horas por 5 dias. Ningun animal recibié tratamiento

inmunosupresor, ni de anticoagulacién durante el tiempo que dur6 el estudio.

5.- Evaluacioén.

A los injertos al inicio del estudio y durante la realizacion del procedimiento quirlrgico se
les evalué su manejo quirdrgico, se les realizaron cultivos microbioldgicos y se valord su
arquitectura tanto macroscépica como microscépicamente. Posterior al procedimiento
quirurgico, el estudio tuvo una duraciéon de 4 semanas, los animales se evaluaron clinica,
radiolégica, angiogréfica, ecografica, asi como hemodindmica y gasométricamente. Al
finalizar el estudio se llevo a cabo evaluacidon macroscoépica y microscépica del aloinjerto y

de los tejidos circundantes.

5.1. Manejo quirurgico de los injertos.
A todos los injertos se les valoré su consistencia, facilidad para el paso de la sutura,
capacidad hemostatica en los sitios de sutura y respuesta hemodinamica en el

posoperatorio inmediato.

5.2. Cultivos microbiolégicos de los injertos

Se realiz6 control microbiolégico, sembrando las muestras de los injertos de AP en agar
sangre y agar papa, para el aislamiento de posibles bacterias y hongos respectivamente.
Los cultivos se incubaron a 35°C por 7 dias en condiciones de aerobiosis para su

posterior recuento y diferenciacion de colonias.
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5.3. Clinica.

Los animales se evaluaron de forma clinica 2 dias antes del procedimiento quirargico,
diario durante la primera semana postcirugia y cada tercer dia durante las tres semanas
restantes. Dentro de ésta, se evaluo principalmente que los animales operados mostraran
0 no disnea, la cual fue evaluada de acuerdo a una escala modificada a la utilizada por la
Medical Research Council?’, la cual se basa en la severidad de ésta: 0= sin dificultad para
respirar después de correr, 1= dificultad para respirar después de correr, 2= dificultad para
respirar en reposo.

La evaluacion clinica consistié en realizar observacion de cada animal dentro de su jaula,
toma de temperatura, valoracién de la coloracibn de mucosa oral, auscultacion de la
cavidad toracica mediante estetoscopio para evaluar la frecuencia respiratoria, ruidos
respiratorios, y frecuencia cardiaca. Después de la cirugia ademas de esto, se valor6 la
presencia de inflamacién, infeccién y/o sangrado de la herida quirGrgica, asi como, la
presencia de enfisema subcutaneo sugerente de neumotorax.

El grado de disnea se evalu6 sometiendo a los animales a una prueba de esfuerzo, la cual
se llevd a cabo primero observando a los animales en reposo dentro de su jaula,
posteriormente cada animal camind una distancia de 20 metros y finalmente se les lanz6
una bola de carne para que los animales corrieran por ella (recorriendo la misma
distancia) e inmediatamente después de esto se observé si los animales presentaban
dificultad para respirar, vigilando la frecuencia respiratoria y cardiaca, escuchando los
ruidos respiratorios, también se observé si presentaron respiracion toracica o abdominal,

asi como la coloraciéon de la mucosa oral.

5.4. Hemodinamica, gasometria y parametros ventilatorios.

Se llevo a cabo la evaluacion de los parametros hemodinamicos sistémicos y pulmonares,
asi como de los valores gasométricos arteriales y venosos a través de los catéteres
colocados en la arteria pulmonar, arteria y vena femoral, ademas de la presién inspiratoria
maxima (PIM) que se midi6 con un mandémetro conectado al ventilador de volumen que
registraba la resistencia que presentaba el pulmén durante la inspiracién, estos fueron
evaluados antes de realizar la cirugia, inmediatamente después de colocar el injerto en la

arteria pulmonar y al final del estudio.
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5.4.1.- Parametros hemodinamicos sistémicos.
Los pardmetros hemodinamicos sistémicos evaluados fueron: frecuencia cardiaca (FC),
gasto cardiaco (GC), presion arterial media sistémica (PMAS), resistencias vasculares

sistémicas (RVS) y presion venosa central (PVC).

5.4.2. Parametros hemodinamicos pulmonares.
Los parametros hemodinamicos pulmonares que se valoraron, incluyeron a la presion
media de arteria pulmonar (PMAP) y las resistencias vasculares pulmonares (RVP), asi

como los cortos circuitos.

5.4.3. Parametros gasométricos y ventilatorios.
Los parametros gasométricos evaluados fueron: presién parcial de oxigeno (02) y biéxido
de carbono (CO2) al igual que el pH tanto en las muestras sanguineas arteriales como en

las venosas. También se tomoé en cuenta la presion inspiratoria maxima (PIM).

Todos estos datos se colectaron en una hoja de registro (Anexoll) y el analisis estadistico

de estos se llevéd a cabo mediante analisis de varianza (Andeva) y prueba de Tukey.

5.5. Radioldgica.

Se tomaron placas de rayos X ventro-dorsales del térax para evaluar radiograficamente,
presencia de neumotoérax, llenado pulmonar, asi como la silueta cardiaca, traquea,
esdfago, vena cava y la posicion del diafragma. Los estudios se realizaron antes,
inmediatamente después del procedimiento quirtrgico, diariamente durante la primera

semana después de este y cada semana hasta que concluy6 el tiempo de estudio.

5.6. Angiografica.

Al finalizar el estudio y bajo anestesia general en todos los animales se realizé un estudio
angiografico de la arteria pulmonar y se evalué la permeabilidad de la misma. Para esto a
través del catéter colocado en la vena yugular derecha se inyecté material de contraste
(Conray® 400) y se tomd una placa radiografica ventrodorsal durante el momento de la

inyeccion, con lo que se hicieron aparentes los vasos sanguineos del pulmon.
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5.7. Ecogréfica.

Al final del estudio y también con el animal bajo anestesia general, se llevo a cabo
evaluacion ecografica para ver la permeabilidad de los injertos pulmonares.

Se realiz6 ecografia bidimensional a través de la ventana paraesternal derecha del térax y
se realizaron vistas del eje transversal derecho rotando el transductor aproximadamente
90° en sentido de las agujas del reloj, para obtener la vista de cuatro cavidades.
Posteriormente el plano del haz se orientd perpendicular y craneocentralmente al eje
longitudinal del corazén y se obtuvieron las diferentes proyecciones del eje transversal del
corazén. Acto seguido el angulo del transductor se roto ligeramente para observar la aorta
ascendente proximal, el atrio derecho y las ramas de la arteria pulmonar. Después a
través de la ventana paraesternal craneal izquierda, se inclino el transductor hacia el eje
longitudinal y se dirigié el haz en direccién dorsal a la aorta para observar el tracto de
salida del ventriculo derecho de la valvula pulmonar y del tronco pulmonar. Ademas en

esta vista se midio la velocidad del flujo sanguineo de la AP.

5.8. Macroscopica.

Una vez transcurridas 4 semanas postcirugia los animales se sometieron a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sodico (Anestesal®, Pfizer, Mex), macroscOpicamente se
revisé el estado de la anastomosis donde se colocé el injerto pulmonar y mediante
observacién directa se evalué su integracion, cicatrizacion, presencia de trombos,

estenosis del injerto, aneurismas, dehiscencia, infeccion o necrosis del injerto.

5.9. Microscopica.

Para la evaluacion histoldgica durante la realizacion de la cirugia, se tomaron muestras de
la arteria pulmonar izquierda e injertos liofilizados o criopreservados inmediatamente
después de ser rehidratados o descongelados y al finalizar el estudio, dichas muestras se
fijaron en formaldehido al 10%, posteriormente se incluy6 el bloque en parafina y se les
realizaron cortes de 4u de grosor. Posterior al proceso de desparafinado e hidratacion se
realizaron tinciones de hematoxilina-eosina y tricromica de Masson.

Una vez tefiidas, por microscopia de luz se les evalué integridad estructural, inflamacion
(presencia de macrofagos, linfocitos y fibroblastos), atrofia de las diferentes capas de la
arteria pulmonar, formacién de trombos, calcificacion del injerto, presencia y organizacién

de las fibras de colagena, dehiscencia o rechazo del injerto.
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La evaluacion de éstos se llevo a cabo en toda la circunferencia del vaso mediante una
escala semicuantitativa descrita por Veiga®® en la cual a cada parametro evaluado se le
asigno un porcentaje de acuerdo a la intensidad de los cambios histopatolégicos (0-10 %
ausente, 11-25% escaso, 26-50% moderado y del 51-100% abundante). La presencia de
trombos solo se describio si existian o no.

La organizacion de las fibras de colagena se realiz6 mediante una escala subjetiva
descrita por el Dr. Miguel Gaxiola, la cual se basa en la disposicion que toman las fibras
de colagena: 1 fibras de colagena sin direccion definida, 2 alineamiento de las fibras de
colagena con disposicion perpendicular, con respecto al borde de la lesion, 3 alineamiento
horizontal al plano del borde de la lesién y 4 proliferacibn excesiva de las fibras de
colagena con alineamiento horizontal al plano del borde de la lesién.

Para el analisis histolégico se realiz6 un estudio ciego, es decir, se revisaron las laminillas
sin saber a qué grupo pertenecia cada una de ellas, para promover un andlisis mas
objetivo de las muestras. El andlisis estadistico de estos datos se llevé a cabo mediante
ANDEVA y Tukey.
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VI. RESULTADOS

1.- Manejo quirargico. En todos los casos se observé que los injertos liofilizados y
criopreservados, tienen facil manejo quirargico, alta capacidad hemostatica y excelente

respuesta hemodinamica en el posoperatorio inmediato.

2.- Cultivos microbiolégicos de los injertos
En el 100% de las muestras estudiadas los cultivos microbiolégicos resultaron negativos,
ya que no hubo crecimiento de hongos, levaduras ni bacterias en los medios de cultivo

después de 15 dias de incubacion en aerobiosis.

3.- Hallazgos clinicos

El total de los animales (100%) sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo de
estudio establecido. Ninguno de los animales de los tres grupos de estudio presentd
diferencia clinica significativa considerando que sus constantes fisiolégicas (temperatura,
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, coloraciébn de mucosas), se encontraron
dentro de los parametros de referencia.

Todos los animales mostraron disminucion de los ruidos respiratorios en el hemitérax
izquierdo durante los primeros tres dias postquirargicos, sin embargo estos se
restablecieron entre el quinto y sexto dia poscirugia.

El 100% (n=18) de los animales sometidos a la prueba de esfuerzo, respondieron
satisfactoriamente al no tener problemas para respirar durante todo el tiempo de estudio.
Con respecto a la evaluacion de la herida quirargica en los dieciocho animales (100%) se
presento inflamacion y dolor leve durante la primera semana pos-quirdrgica, en ningun
caso se observd presencia de sangrado post-operatorio, ni dehiscencia de la herida
quirargica. En los tres grupos la herida quirdrgica se observdo completamente cicatrizada

entre el dia 14 y 16 post-cirugia.

4. Hallazgos hemodinamicos, gasométricos y parametros ventilatorios.

Al comparar los valores de los pardmetros hemodinamicos, gasométricos y ventilatorios
de los tres grupos de estudio tomados antes de la cirugia, inmediatamente después de la
colocacion del injerto y al final del estudio, se observé que: la frecuencia cardiaca (FC),
gasto cardiaco (GC), presion arterial media sistémica (PAMS), presién venosa central

(PVC) y los parametros gasométicos: presion parcial de oxigeno (02), biéxido de carbono
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(CO2), pH arterial, pH venoso y la presion inspiratoria maxima (PIM), no mostraron
cambios estadisticamente significativos (p=NS, ANOVA, p=NS Tukey/Kramer), ya que se

mantuvieron dentro de los valores fisiolégicos de referencia.

Unicamente se observaron cambios hemodinamicos en los siguientes parametros:

Presion arterial sistémica sistolica.

Al comparar dentro de cada grupo la presion arterial sistémica sistélica no mostré cambios
significativos. Sin embargo al realizar la comparacion entre grupos, en el pos-cirugia y al
final del estudio los animales de los grupos Il y lll, tuvieron un incremento significativo
contra el grupo | (p<0.05 ANDEVA y TUKEY). Aunque estos valores, siempre se

encontraron dentro de los pardmetros fisiol6gicos de referencia. (Gréfica 1)

Presion arterial sistémica diastélica.
La presion arterial sistémica diastélica del grupo lll se incrementé significativamente
(p<0.05 Andeva, Tukey) inmediatamente después de la cirugia y al final del estudio en

comparacion con los grupos | y Il (Grafica 2).

Presion arterial pulmonar sistolica.

La presion arterial pulmonar sistélica del grupo Il se incrementd significativamente en
comparacion con su valores basales, inmediatamente después de la cirugia y al final del
estudio (p<0.01 Andeva, Tukey). Sin embargo este incremento Unicamente rebaso los
pardmetros fisioldgicos normales al final del estudio.

Al comparar entre grupos esta también se observo incrementada en comparacién con los
valores basales, postcirugia y al final del estudio de los grupos | y Il (p<0.01 Andeva,
Tukey). (Grafica 3)

Presion arterial pulmonar diastélica

Con respecto a la presion arterial pulmonar diastélica, la del grupo Ill se increment6
significativamente en comparacion con su valores basales, inmediatamente después de la
cirugia y al final del estudio (p<0.05 Andeva, Tukey). Sin embargo este incremento

Gnicamente rebasé los parametros fisiolégicos normales al final del estudio.
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Al comparar entre grupos esta también se observé incrementada en comparacion con los
valores basales, postcirugia y al final del estudio de los grupos | y Il (p<0.05 Andeva,
Tukey). (Gréfica 4)

Presion arterial pulmonar media.

La presion arterial pulmonar media del grupo Il se incremento significativamente (p<0.05
Andeva, Tukey) inmediatamente después de la cirugia y al final del estudio en
comparacion con sus valores basales. Sin embargo al compararlo entre grupos, no se

observé diferencia estadistica alguna (p= NS, Andeva, Tukey) (Grafica 5)

Resistencia vascular pulmonar
Las resistencias vasculares pulmonares del grupo Il y Ill se incrementaron
inmediatamente después de la cirugia y al final del estudio al compararlos dentro del

mismo grupo (p<0.01 Andeva, Tukey).

Al realizar comparacion entre grupos, se observé incremento de la RVP en el
posquirtrgico inmediato y al final del estudio en los grupos Il y Il con respecto al grupo |,
sin embargo solo el incremento de la RVP del grupo Il fue estadisticamente significativa
(p<0.01 Andeva y Tukey) (Gréfica 6)

5. Hallazgos radiograficos

En los 3 grupos de estudio (n=18) las placas ventrodorsales, que se tomaron
inmediatamente después del procedimiento quirdrgico y al dia siguiente, se aprecié una
imagen sugerente de neumotérax en la parte craneal del hemitérax izquierdo, sin
atelectasia en ningun Iébulo pulmonar. En lo que respecta a la silueta cardiaca, traquea,
esobfago, vena cava y diafragma, no presentaron alteracion alguna. El aire presente en la
cavidad toracica comenz6 a disminuir a partir del tercer dia posquirdrgico y desaparecio
en el quinto dia. En las placas radiograficas posteriores, la cavidad mostré sus

caracteristicas anatdmicas normales (Figura 9).

6y 7. Hallazgos angiograficos y ecograficos.
Los hallazgos angiograficos (FiguralQ) y ecograficos en los animales del grupo | y II,
mostraron permeabilidad de las anastomosis de la arteria pulmonar en el 100% de los

casos. En el grupo lll, el 66.6% (4 animales) de los perros mostraron la arteria pulmonar
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izquierda injertada completamente permeable (Figurall), sin embargo 2 animales (33.3%)

presentaron obstruccién del injerto al final del estudio.

8. Hallazgos macroscopicos.

En todos los casos, al realizar la obtencién del injerto de arteria pulmonar trasplantado,
se observo que el pulmén izquierdo se encontraba adherido a la pleura parietal del sitio en
el que se llevo acabo la toracotomia.

Ninguna de las arterias pulmonares liofilizadas o criopreservadas utilizadas como
aloinjertos presentaron fracturas o algun cambio macroscopico aparente, inmediatamente
después de haber sido rehidratadas o descongeladas.

Al concluir el tiempo de estudio, en el grupo | el 100% de los animales (n=6) presentaron
buena cicatrizacién tanto de la adventicia como del endotelio de la arteria pulmonar, sin
presencia de estenosis dehiscencia o infeccion, ni aneurismas.

En el grupo Il el 100% de los casos (n=6) la adventicia se mostrd bien cicatrizada, al igual
que el endotelio (Figura 12a), la luz del injerto liofilizado se aprecié6 permeable en su
totalidad y sin presencia de trombos, ni aneurismas (Figura 12b).

Macroscépicamente 2 de los animales (33.3%) del grupo Il al final del estudio mostraron
adherencias dificil despegamiento de la adventicia con el I6bulo pulmonar craneal
izquierdo (Figura 13a), ademas .presentaron obstruccion total de la luz del injerto
criopreservado por presencia de un trombo y tejido fibroso alrededor de éste (Figura 13b).
En los 4 animales (66.6%) restantes de este grupo la luz del injerto se observé bien
cicatrizada y completamente permeable, asi como su cara externa. Tampoco en ningun

animal de este grupo se observaron aneurismas.

9. Hallazgos microscépicos.

Microscopicamente el 100% de las arterias pulmonares liofilizadas después de ser
rehidratadas y antes de ser utilizadas como aloinjertos mostraron su estructura histolégica
normal. Mientras que solo el 66.6% (4 arterias) después de ser descongeladas mostraron
su arquitectura normal, las otras 2 arterias restantes (33.33%) presentaron zonas de

pérdida de la continuidad del endotelio.

Al finalizar el estudio, el 100% (n=6) de las biopsias del grupo | presentaron la arquitectura
del endotelio, intima y adventicia con apariencia normal (Cuadro 1), cicatrizacién

adecuada caracterizada por el desarrollo moderado (Cuadro 2) de fibras de colagena
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delgadas con organizacion grado 3 ya que su alineacion fue horizontal al borde de la
anastomosis y perpendiculares a los vasos sanguineos de neoformacion (Cuadro 3)
(Figura 14). Ademés ninguna de estas muestras presento inflamacion (Cuadro 4), trombos
(Cuadro 5) o calcificacion (Cuadro 6) (Figura 15). Tampoco presento proliferacion de la

intima. (Figura 16).

En el grupo Il el estudio histolégico del 100% de los animales mostraron buena
integracion tisular con preservacion de la arquitectura normal del endotelio, intima vy
adventicia tanto en las anastomosis proximales como distales (Cuadro 1), las cuales se
observaron con adecuada cicatrizacién con escasa formacién de fibras de colagena en 3
de los perros operados (50%) y moderada en los 3 animales restantes (50%) (Cuadro 2).
Mientras que la organizacion de las mismas fue grado 2 (ligero desarreglo en las fibras de
colageno) en 3 animales (50%) y en los otros 3 perros (50%) fue grado 3, moderado
desarreglo de las fibras de coldgeno (Cuadro 3) (Figura 16). Dos animales presentaron
proliferacion (Figura 18) de la intima e inflamacién (1 escasa y otro moderada) a base de
linfocitos. (Figura 19) En ningln caso se observé la presencia de trombos (Cuadro 5) o

calcificaciones (Cuadro 6).

En el Grupo lll, 4 de los animales (86.6%) de experimentacion a los que se les coloco
injerto de arteria pulmonar criopreservada mostraron una escasa ligera hiperplasia de la
intima en las anastomosis distales, aunque las anastomosis proximales se observaron de
apariencia normal. En dos animales (33.3%) de este grupo se observé hiperplasia
abundante de la intima (formacion de neointima) en ambas anastomosis (Figura 20), sin
embargo la reaccion hiperplasica fue mayor en el extremo distal (Cuadro 1).

La cicatriz formada en 4 animales (86.6%) mostro fibrosis moderada de la intima (Cuadro
2) con organizacion grado 3 (Figura 21 y Cuadro 3). Los otros 2 animales (33.3%) de este
grupo desarrollaron una cicatriz fibrética a nivel de la anastomosis distal con abundante
presencia de fibras de coldgena con organizacion grado 4 en todas las capas del vaso
(principalmente en la intima). Sin embargo la anastomosis proximal se observé de
apariencia normal.

En este grupo 3 perros (50%) mostraron inflamacién escasa, 1 (16.6%) moderada con
presencia de fibroblastos y 2 (33.3%) abundante a base de linfocitos y fibroblastos (Figura
22 y Cuadro 4).
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Dos animales (33.3%) desarrollaron un trombo y calcificacion del 100% en la porcion

distal del injerto (Cuadro 5y 6).

10. DISCUSION.

En este trabajo se evalud la utilidad y funcionalidad de los aloinjertos de arteria pulmonar

liofilizada y criopreservada.

La resolucion de algunas patologias de la arteria pulmonar (neoplasias, aneurismas,
trombosis, estenosis, infecciones o traumatismos) es quirdrgica mediante la sustitucion
del vaso dafiado, como lo sefialaron Dorantes et al.® en 1997 y Milnos et al.'® en 1980; sin
embargo el éxito de la cirugia depende de la permeabilidad a largo plazo de los injertos

utilizados.

El reemplazo de segmentos arteriales ha sido uno de los grandes problemas de la cirugia
vascular debido principalmente al rechazo de los injertos, a la falta de un método de
preservacion adecuado que permita obtener un vaso sanguineo que mantenga su
arquitectura y funcionalidad igual a la del tejido sano, que no sea trombogénico y
susceptible de sufrir infeccion, que no se calcifique, ni estenose, que tenga capacidad de
crecimiento, ademas que se encuentren disponibles cuando se necesiten como lo

mencionan Dalmau et al.*® en 2002 y Shinoka et al.>® en 1998.

Se sugiere que la técnica de liofilizacion resuelve el problema de rechazo, desarrollo de
trombosis e hiperplasia de la intima en el tejido del receptor, mejorando a los materiales
sintéticos, si bien éstos solucionaron en parte el problema de rechazo, pero no el

desarrollo de trombosis e hiperplasia de la intima, como lo refiere Faggioli et al.>* en 1994.

Ademéas las arteria pulmonares liofilizadas, gracias a sus caracteristicas fisicas y de
manejo quirdrgico, permitieron mantener la continuidad de un vaso sanguineo a largo
plazo evitando que la arteria pulmonar se trombose, infecte y calcifique. Mientras que los
aloinjertos vasculares en fresco, mantienen la continuidad del vaso sanguineo, pero solo a
corto plazo, debido a que a largo plazo actian como un material extrafio que se trombosa,
infecta, calcifica y finalmente termina con la falla del injerto, como lo describen Shinoka et
al.®® en 1998 y Mayer et al.*? en 1995.
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Hopkins et al.” en 2005 y Herreros et al.”” en 2006 han utilizado con éxito las técnicas de
liofilizacion y criopreservacion, principalmente para la preservacion de injertos valvulares y
de vasos de alta presién, sin embargo no existen reportes de su uso para la preservacion
de vasos de baja presion como la arteria pulmonar. En este estudio la técnica de
criopreservacion no fue del todo exitosa, ya que en algunas arterias la pérdida del
endotelio durante la criopreservacion favorecio la respuesta inflamatoria de la intima,
formacion de una neointima, destruccion de las células endoteliales, cambios fibréticos en

la matriz extracelular de los injertos y formacién de trombos.

En el presente estudio los cultivos microbioldgicos de los injertos tanto liofilizados como
criopreservados, fueron negativos, debido a que en ambos grupos (Il y Ill) durante su
preparacion se les adicionaron antibiéticos, los liofilizados para su almacenamiento fueron
esterilizados con 6xido de etileno y los criopreservados se almacenaron en nitrégeno
liquido (-196°C), lo que en conjunto impidid el desarrollo de algin microorganismo en los
injertos. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por los bancos de tejidos en diferentes
paises, quienes mencionan que no se presentan infecciones después de colocar los
injertos gracias a la adicion de antibidticos durante la preparacion de los injertos

valvulares.®*8

En relacibn al manejo quirdrgico, solo existen reportes con el uso de injertos
criopreservados y lo observado en este trabajo coincide con lo descrito por otros cirujanos
que han utilizado este tipo substitutos arteriales.”® Aunque no existen reportes del uso y
manejo quirargico de los injertos de arteria pulmonar liofilizada, de acuerdo a lo observado
durante la realizacién del procedimiento quirargico de esta investigacion, se pudo
constatar que son de comodo manejo quirdrgico, tienen alta capacidad hemostatica y

excelente respuesta hemodinamica en el posoperatorio inmediato.

Clinicamente todos los perros sometidos a cirugia de transplante de arteria pulmonar,
mostraron una evolucién satisfactoria en el postoperatorio inmediato debido a que el
procedimiento quirdrgico se llevé a cabo con todas las reglas de cirugia vascular en
anastomosis de vasos sanguineos y de cirugia de torax. En los 2 animales del grupo Il
que al final del estudio presentaron obstruccion del injerto y aunque hemodindmicamente
desarrollaron hipertension pulmonar, estos no presentaron ningin signo clinico como

consecuencia de ésta, lo que puede hacer suponer que los animales operados son
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clinicamente sanos, el pulmén contra lateral compensoé la funcion del pulmén afectado.
Ademas es probable, que el tiempo de estudio sea corto para producirles dafio
cardiopulmonar severo que comprometa la vida, como lo menciona Kittleson et al.?” en
2000.

También lo han reportado Tidholm et al.®® en 1997 y Bussadori et al.* en 2001; quienes
han trabajado con el diagndstico y tratamiento de diversas enfermedades cardiacas
congénitas y mencionan que los animales con obstrucciones pulmonares leves son
habitualmente asintométicos en comparacion con los casos severos, los cuales presentan
signos relacionados con bajo gasto cardiaco, tales como intolerancia al ejercicio, sincope
y a menudo fallo cardiaco derecho, ademas de que a la auscultacién toracica revelan un
soplo sistdlico (sobre el foco de la valvula pulmonar que irradia dorsalmente) o si existe
regurgitacion tricuspidea se escucha un soplo holosistélico en el hemitérax derecho

(sobre el foco tricuspideo).

Radiolégicamente en todos los perros inmediatamente después de la cirugia, se aprecio
la presencia de neumotérax leve, el cual empezé a disminuir a partir del tercer dia y
desapareciéo en el quinto dia posquirdrgico, esto puede explicarse por que el aire
observado dentro de la cavidad, era aire residual que entré en ésta durante la intervencion
quirurgica y como no habia ninguna lesién del parénquima pulmonar, se reabsorbi6é en
este lapso de tiempo y estos hallazgos coinciden con los observado por Fossum et al.®?

en 1997 después de realizar diversos procedimientos quirargicos de térax.

Con respecto a la posicion y estructura anatomica normal de la silueta cardiaca que se
observo durante todo el tiempo de estudio en los 2 animales que mostraron obstruccion
del injerto, se puede pensar que esto fue debido al tiempo que durd el estudio (4
semanas) ya que no es suficiente para provocar en estos animales agrandamiento del
corazén y arteria pulmonar. Esto concuerda con lo descrito por Ristic et al.®® en 2001 y
Fernandez et al.** en 2002, quienes han estudiado las estenosis pulmonares en perros y
describen que en los casos leves y de poco tiempo de evolucion no se observan cambios
radiograficos en el corazén y arteria pulmonar, a diferencia de los casos severos y
crénicos en los que se presentan varios grados de agrandamiento del ventriculo derecho,

tronco de la arteria pulmonar prominente y los pulmones hipoperfundidos.
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En este trabajo también se confirm6é que tanto los estudios angiograficos como
ecocardiograficos son 2 pruebas de imagen que permiten la evaluacion preoperatoria y
controles posoperatorios adecuados de las estructuras reconstruidas ya sea con
autoinjerto u homoinjerto pulmonares y predecir la evoluciéon a largo plazo, como lo
describen Stutzbach et al.®* en 2002, Michel et al.?® en 2000 y Segura et al.®’ en 2005. Ya
que estos estudios permitieron diagnosticar y cuantificar la obstruccion del injerto de
arteria pulmonar colocado en 2 de los animales del grupo Ill, asi como la completa
permeabilidad sin presencia de aneurismas de las anastomosis del grupo control, de los
injertos liofilizados y de los otros 4 criopreservados. Ademas de permitir observar la
anatomia normal de todas las estructuras del corazén y el adecuado flujo sanguineo en
las arterias permeables, pero no en las obstruidas. Estos hallazgos de la apreciacion de la
obstruccién e incremento en el flujo de la arteria pulmonar contralateral correlacionan con
los vistos por otros autores cuando han diagnosticado estenosis de la arteria

pulmonar,®634

sin embargo no coincide con lo descrito por ellos cuando han observado
obstruccién del 100% de ésta, como la observada en este estudio, ya que ninguno de los
animales en los que se obstruy6 el injerto, se presentd hipertrofia ventricular concéntrica,
movimiento septal paradoxal y reducido tamafio de atrio y ventriculo izquierdo, ni
dilatacion del tronco de la arteria pulmonar (distal a la obstruccion y cerca de la
bifurcacion). No obstante como ya se mencioné el tiempo de estudio al que fueron
sometidos estos animales fue muy corto y por eso no se encontraron esos cambios
anatémicos en estos examenes de laboratorio.

La ausencia de cambios hemodinamicos y gasométricos en los animales que mantuvieron
permeable la arteria pulmonar durante todo el tiempo de estudio después de haberles
realizado la anastomosis termino-terminal de la arteria o colocado el injerto liofilizado o
criopreservado, fue porque se permiti6 el paso adecuado de sangre y el correcto

intercambio gaseoso, como lo reporta Guyton et al.®® en 2005.

El incremento observado en las presiones sistémicas, el cual no rebaso6 los parametros
fisiologicos de referencia, pudo deberse a que durante la ventilacién, la presién positiva
ejercida por el ventilador aumenta la presion en la arteria pulmonar y produce valores mas
elevados (mientras que en la respiracion espontanea, la presion intratoracica negativa la
disminuye y da una medicion mas baja), o quizas también pudo ser originado por que la
presién no fue leida al final de la espiracion (que es punto mas estable del ciclo

respiratorio), como lo indican Guyton et al.®® en 2005 y Vazquez et al.*® en 2006.
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El incremento significativo en las presiones pulmonares y la resistencia vascular pulmonar
en 2 animales del grupo lll, fue originado por la obstruccion del injerto que disminuy6 el
diametro del vaso, el cual es el principal determinante de la presion y de la resistencia al
flujo sanguineo. Esto puede explicarse de la siguiente manera: cuando hay
vasoconstriccion (menor luz del vaso sanguineo) la presion se eleva para mantener el
flujo sanguineo a través de los vasos estrechados y a su vez a medida de que el flujo se
hace menor la resistencia vascular se incrementa, como lo describe Guyton et al.®® en
2005. A pesar de esto en los animales no se observd ninguna otra alteracién clinica
debido a que el tiempo de estudio fue muy corto y no permitié6 que se desarrollara una
hipertensién pulmonar severa y falla ventricular derecha como la descrita en humanos por
obstruccién tromboembdlica proximal o distal de arterias pulmonares (ambas secundarias
a trombos organizados en las arterias pulmonares mayores), como lo indican Jaimeson et
al.” en 2003, Moser et al.”* en 1990 y Rosa et al.”? en 2006.

Ya que animales incluidos en el estudio eran clinicamente sanos, se aprecié que la
gravedad del compromiso hemodinamico, es decir, el desarrollo de hipertension arterial
pulmonar (HAP) est4 determinado por varios factores entre los que se encuentra la
presencia en el paciente de enfermedad cardiopulmonar previa (principalmente hipertrofia
ventricular derecha), lo cual concuerda con lo descrito por McNeil et al.”* en 2003 y Wood
et al.”* en 2002.

En todos los grupos de estudio, la formacion de adherencias del pulmén hacia la pleura
parietal del sitio en el que se llevd a cabo la toracotomia, pudo ser ocasionada por que
durante la realizacion del procedimiento quirdrgico se provoca dafio de los tejidos por la
gran incision que se realiza y por la manipulacion de los mismos, l0 que ocasiona reaccién
inflamatoria severa tanto en la pleura como en el pulmén, la cual estimula la produccion
de exudado fibrinoide y la formacién de adherencias.”>® Estas observaciones tienen
similitud con los citadas por Olmos et al.”" en 2002, quien estudié la formacion de

adherencias después de realizar toracotomias y toracoscopias en perros.

Actualmente no se ha descrito la adaptacion macroscoépica de los injertos liofilizados o

criopreservados como substituto de arteria pulmonar. Aunque Kadoba K. et al.”® en 1990,

|79

asi como Simedn et a en 1998, han reportado su uso en arterias sistémicas y

observaron que estos desarrollaban dilataciones, aneurismas o pseudoaneurismas a nivel
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de las anastomosis, provocados por las altas presiones que tienen estos vasos o0 por mala

realizacion de la técnica quirdrgica para la colocacion del injerto.

En este estudio se aprecio que los dos tipos de injertos tuvieron buena integracion con la
arteria nativa, caracterizada por buena cicatrizacion, sin presentar este tipo de
complicaciones postquirdrgica y se puede pensar que fue debido a que se colocaron en la
circulacion pulmonar, la cual tiene presiones bajas y a que la técnica quirargica de
colocacion del injerto fue bien realizada. Ademéas, como lo describe Botney et al.*® en
1999, no hubo dafio endotelial, ni cambios en la hemodindmia que pudieran provocar la

formacioén de trombos.

A diferencia de los animales del grupo Il que mostraron obstruccién del injerto, en los que
probablemente hubo dafio endotelial y con los cambios que se produjeron en la
hemodinamia, se produjo un patrén vascular de remodelacion con engrosamiento de la
misma por proliferacién fibrosa, asi como la formacion de trombos en el aloinjerto y
posiblemente una reaccion a cuerpo extrafio. Estos hallazgos se relacionan con lo
observado por Miro et al.>® en 2002 y Cleveland et al.®* en 1992, quienes mencionan que
la principal causa de reoperacion por disfuncién de los homoinjerto utilizados en la cirugia
de cardiopatias congénitas, es la obstruccion del mismo a nivel de las anastomosis por la
proliferacion fibrosa neointimal y formacion de trombos, tanto en los injertos biolégicos
como en los tubos de Dacrén, asi como en la valvula. También concuerdan con lo descrito

|80

por Botney et al.” en 1999, quien observé en las ratas que mostraban dafio endotelial e

hipertension pulmonar, desarrollaban lesion neointimal y trombos.

El mantenimiento de la arquitectura normal observado macroscopica e histolégica en las
arterias pulmonares liofilizadas antes de ser utilizadas como injertos, se debi6 a dicha fue
la adecuada, aunado a la rehidratacion por 10 minutos del aloinjerto, tiempo suficiente
para que el injerto tome sus caracteristicas semejantes a la del tejido normal, como lo han
descrito Sotres, Olmos y Jasso quienes han trabajado tanto con vasos como con otros

tejidos liofilizados.”"8283

Por otro lado el mantenimiento de la arquitectura histolégica normal en 4 de las arterias
criopreservadas evaluadas antes de ser injertadas, posiblemente se debié a que no

sufrieron dafio mecanico durante la procuracién y preservacion, ademas de una
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descongelacion lenta y secuencial como lo han descrito otros autores que ya utilizan de
forma clinica vasos sanguineos de alta presion criopreservados y que mencionan que el
descongelar de esta manera evita la formacion de cristales de hielo que son los
encargados de producir las fracturas de las paredes del vaso 3*®° Mientras que la pérdida
de la integridad del endotelio en 2 arterias criopreservadas fue ocasionada probablemente
porque se produjo dafio mecéanico durante la procuracion, el procesamiento de las arterias
para su criopreservacion o durante su descongelacion, lo que provocé cambios
degenerativos en la pared arterial y correlaciona con lo observado por Pegg et al.* en
1997 y Herreros et al.®® en 2006.

Los estudios microscopicos del grupo I, demostraron una cicatrizacion de arquitectura en
la zona de la lesién mas parecida a la de una arteria sana, debido a que en realidad era
un tejido sano que tuvo un proceso cicatrizal normal con formacion de fibras de colagena

homogéneas y alineadas horizontalmente con respecto al plano del borde de la lesion.

En relacion a la buena cicatrizacion observada en las arterias liofilizadas y las
criopreservadas, las que no formaron trombos, se puede pensar que se adaptaron bien a
las arterias nativas, ya que no provocaron una reaccion a cuerpo extrafio y el endotelio
vascular se preservo en buen estado. Hallazgos que coinciden por lo descrito por Kirklin
et al.®” en 1993 y Sayk et al.*® en 2005.

La obstruccion del injerto observada en 2 de los casos en los que se utilizaron arterias
pulmonares criopreservadas, pudo ser originada por formacion de la neointima producida
por el dafio endotelial y posiblemente por una respuesta inmunologica inducida por el
injerto, ya que se ha observado que los injertos criopreservados preservan la viabilidad de
las células endoteliales y fibroblastos, los cuales tedricamente puede permitir un
crecimiento potencial de los injertos y menor actividad trombogénica. Sin embargo la
presencia de componentes viables en el aloinjerto puede permitir una respuesta inmune
de rechazo, establecer calcificaciones y la subsecuente falla del injerto.**®"#° Aunado a la
formacion de la neointima, la abundante presencia de linfocitos, fibroblastos y abundante
cantidad de fibras de colagena, asi como no haber administrado tratamiento con
inmunosupresores, podria sugerir que en estos injertos tuvieran una reaccién de rechazo
agudo como lo describen varios autores, quienes han encontrado que los injertos

criopreservados promueven una respuesta inflamatoria de la intima principalmente a base
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de infiltracion linfocitaria, destruccion de las células endoteliales, cambios fibréticos en la

matriz extracelular de los injertos, formacion de trombos y calcificaciones.?®*

Con respecto a la inflamacion a base de linfocitos en la intima y la formacion moderada de
fibras de colagena en los injertos pulmonares liofilizados y de acuerdo a lo descrito para
los criopreservados, posiblemente en estos también se vaya a presentar un episodio de

rechazo, sin embargo en la literatura no existen estudios que describan esto.

Otra cosa que nos impide definir si en realidad es un fenémeno de rechazo tanto en los
injertos liofilizados como los criopreservados que se mantuvieron viables hasta el final del
estudio, es el tiempo de evaluacion, el cual solo fue de 4 semanas y no quita la
oportunidad de valorar ésto, ya que existen reportes que mencionan que en algunos
modelos animales los injertos criopreservados durante los primeros meses después de
haber sido implantados, sufren de una reaccion inflamatoria no especifica, caracterizada
por una infiltracién de macrofagos, la cual concluye con una colonizacion de fibroblastos y

88,90,94

trombos por lo que se puede pensar que a largo plazo, quiza se presente este

fendmeno en las arterias pulmonares liofilizadas.
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11.- CONCLUSIONES

Con base en lo anterior se puede concluir:

- El perro es un modelo experimental adecuado para la realizacién de técnicas quirargicas
en las que se coloquen injertos en la arteria pulmonar, ya que permite una evaluacion
clinica, radiogréfica, angio y ecocardiografica, asi como macroscopica y microscopica,
similar a la que se lleva a cabo en medicina humana para valorar el estado de las protesis

utilizadas para la reparacion de enfermedades que afectan la arteria pulmonar.

- La liofilizacion es una técnica de preservacion de tejidos que mantiene mejor que la
criopreservacion, la arquitectura normal y funcionalidad de las arterias pulmonares
caninas después de su preservacion, asi como cuando son rehidratadas o

descongeladas.

- La liofilizacion y la criopreservacion evitan la proliferacion de agentes infecciosos en las
arterias pulmonares preservadas y facilitan su almacenamiento, lo que permite tener

disponibles segmentos de la misma cuando es necesario.

- Las arterias pulmonares caninas liofilizadas o criopreservadas permiten mantener la
continuidad de la misma cuando son utilizados como injertos para la sustitucion de un
segmento de este vaso, ya que poseen facil manejo quirdrgico (similar al de un vaso
sanguineo sano), buena capacidad hemostatica y muestran buena respuesta

hemodinamica en el posoperatorio inmediato.

- El trauma quirargico producido durante la realizacion de la toracotomia y la manipulacion

del pulmoén son los responsables de la produccién de adherencias.

- Tanto las arterias pulmonares liofilizadas como las criopreservadas tienen buena

integracién y cicatrizacién con la arteria nativa.

- Las arterias pulmonares liofilizadas son menos trombogénicas que las criopreservadas y
mantienen las presiones y resistencias vasculares pulmonares dentro de sus valores

normales.



35

- La ausencia de signos clinicos de hipertension pulmonar severa en los animales en los
que el injerto pulmonar criopreservado se obstruyd, se debid, a que el pulmén
contralateral compenso la funcién del pulmén afectado y el tiempo de estudio fue muy

corto.

- La pérdida del endotelio durante la criopreservacion favorece la respuesta inflamatoria
de la intima, formacion de una neointima, destruccion de las células endoteliales, cambios

fibréticos en la matriz extracelular de los injertos y formacion de trombos.

- En este estudio solo se valoré la factibilidad de la liofilizacién y la criopreservacion para
tener disponibles arterias caninas para ser utilizadas como sustitutos de la misma cuando
sea necesario. Sin embargo se tienen que realizar mas estudios en los que se evallen los
animales a mas largo plazo y con la administracion de inmunosupresores y estudios
bioquimicos complementarios para valorar si la formaciéon de trombos se debe o no a la

presencia de rechazo del injerto.



11.- ANEXO |
FIGURAS

FIGURA 1. Fotografia que muestra la forma en la que la arteria pulmonar
fue lavada en solucién adicionada con antibidticos, antes de ser liofilizada
0 criopreservada.

FIGURA 2. A Fotografia que muestra una arteria pulmonar liofilizada. B
se observa la arteria pulmonar liofilizada, empaquetada y esterilizada con
oxido de etileno para su almacenamiento

FIGURA 3. Fotografia que muestra la posicién en la que fueron colocados los
animales después de ser anestesiados, previo a la colocacion de los catetéres para la
medicion de los paramétros hemodinamicos y gasométricos.
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FIGURA 4. Fotografia que muestra la diseccion de la
arteria pulmonar izquierda.

FIGURA 5. Fotografia que muestra la reseccion de la
arteria pulmonar izquierda.
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FIGURA 6. Fotografia que muestra la anastomosis de la
arteria pulmonar izquierda.

FIGURA 7. Fotografia que muestra la sustitucion de la
arteria pulmonar izquierda, por un aloinjerto liofilizado.
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FIGURA 8. Fotografia que muestra la sustitucion de la arteria
pulmonar izquierda, por un aloinjerto criopreservado. Aorta (A),
Injerto (1), Arteria Pulmonar (AP), Corazé6n (C), Pulmon (P).

FIGURA 9. Placa radiografica VD, donde se aprecia la
cavidad toracica con caracteristicas anatdbmicas normales.
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FIGURA 10. Angiografia donde se aprecia la Arteria
Pulmonar con un flujo de sangre adecuado, indicada con la
flecha, perteneciente a un animal del Grupo II.

FIGURA 11. Ecocardiografia que muestra el flujo de sangre
adecuado de la Arteria Pulmonar Criopreservada (APC), en un
animal del Grupo III.



FIGURA 12a. Fotografia de un animal del grupo 1l
con buena cicatrizacion del injerto al final del
estudio.

FIGURA 12b. Fotografia al final del estudio en la
que se observa el injerto liofilizado, permeable en su
totalidad y sin presencia de trombos.
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FIGURA 13a. Fotografia que muestra el injerto
criopreservado con presencia de adherencias de dificil
despegamiento hacia el I6bulo pulmonar craneal izquierdo.

FIGURA 13b. Fotografia tomada al final del estudio de un
animal del grupo 111, al final del estudio con obstruccion
total de la luz, por presencia de tejido fibroso.
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FIGURA 14. Microfotografia de arteria pulmonar FIGURA 15. Microfotografia de arteria
de un animal del grupo I, muestra alineacion pulmonar de un animal del grupo I, muestra
horizontal al borde de la lesion (flecha), tricémica ligero infiltrado celular (IC), H'y E (100x)

de masson (100x)

FIGURA 16. Microfotografia de arteria
pulmonar de un animal del grupo I, muestra
nula proliferacién de la intima, H y E (100x)
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FIGURA 17. Microfotografia de arteria FIGURA 18. Microfotografia de arteria
pulmonar liofilizada perteneciente a un animal pulmonar liofilizada perteneciente a un animal
del grupo Il, muestra moderado desarreglo de del grupo Il, muestra proliferacién intimal,

las fibras de colageno, tricomica de masson tricomica de masson (100x)
(100x)

FIGURA 19. Microfotografia de arteria
pulmonar de un animal del grupo Il, muestra
moderado infiltrado celular (IC), H y E (100x)
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FIGURA 20. Microfotografia de arteria FIGURA 21. Microfotografia de arteria
pulmonar criopreservada de un animal del grupo pulmonar criopreservada de un animal del grupo
111, muestra hiperplasia abundante de la intima, 111, muestra desarreglo moderado de las fibras
HyE (100x) de colageno (flecha), Tricomica de Masson

(100x)

FIGURA 22. Microfotografia de arteria
pulmonar criopreservada de un animal del grupo
111, muestra presencia de abundantes células
inflamatorias, HyE (100x)
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12. ANEXO II

GRAFICAS

GRAFICA 1

Presion Arterial Sistémica Sistolica
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Gréfica 1. Muestra el incremento estadisticamente significativo del Grupo Il y 111 de
la presidn arterial sistémica sistolica en el post-quirargico inmediato y al final del
estudio comparados con el Grupo I.
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GRAFICA 2

Presion Arterial Sistémica Diastolica
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Gréfica 2. Se observa la presion arterial sistémica diastélica, durante las tres fases

del estudio en las que fue evaluada, con un incremento estadisticamente en el

Grupo 11 al final del estudio comparado con el Grupo 1 y 1I.
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GRAFICA 3
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Gréfica 3. Se aprecia el incremento estadisticamente significativo en el Grupo 111 de
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Grupos 1 y I1.

GRAFICA 4
Presion Arterial Pulmonar Diastélica

la presidn arterial pulmonar sistolica al final del estudio en comparacion con los

*
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Grafica 4. Muestra el incremento estadisticamente significativo en el Grupo 11 de la
presién arterial pulmonar diast6lica al final del estudio en comparacion con los

Grupos 1y II.
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GRAFICA 5
Presion Arterial Pulmonar Media
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Gréfica 5. Se observa el incremento estadisticamente significativo en el Grupo Il
de la presion arterial pulmonar media al final del estudio en comparacién con los

Grupos 1 y II.

GRAFICA 6

Resistencia Vascular Pulmonar
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Grafica 6. Se aprecia el incremento estadisticamente significativo en el Grupo 11 de
la resistencia vascular pulmonar al final del estudio en comparacién con los Grupos

Lyl
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4. ANEXO Il
HOJA DE REGISTRO

Protocolo: INJERTO DE ARTERIA PULMONAR CRIOPRESERVADA
Fecha Fin de estudio

Fecha cirugia:
No Experimento

Peso:
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15. ANEXO IV
CUADROS
Cuadro 1. Integridad estructural
GRADO GRUPOS DE ESTUDIO
GRUPO | GRUPO I GRUPO Il

Ausente
(0 -10 %) 0 0 0
Escasa
(11 - 25 %) 0 0 4
Moderada
(26 — 50 %) 0 0 0
Abundante
(51 — 100 %) 6 6 2

Cuadro 1. Muestra el

porcentaje de la

integridad estructural

observado

histol6gicamente al final d el estudio en los injertos y anastomosis de arteria

pulmonar.
Cuadro 2. Cuantificacion de coldgena
GRADO GRUPOS DE ESTUDIO
GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il

Ausente
(0 -10 %) 0 0 0
Escasa
(11 — 25 %) 0 3 0
Moderada
(26 — 50 %) 6 3 4
Abundante
(51 — 100 %) 0 0 2

Cuadro 2. Se observa la cantidad de colagena formada en las anastomosis de los
injertos y arteria pulmonar, evaluadas histolégicamente cuatro semanas después
de haber sido operadas.



Cuadro 3. ORGANIZACION Y DISPOSICION DE FIBRAS DE COLAGENA

GRADO GRUPQOS DE ESTUDIO
GRUPO | GRUPO I GRUPO 11l
1 0 0 0
2 0 3 0
3 6 3 4
4 0 0 2
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Cuadro 3. Se observa el grado de organizacion y disposicion de las fibras de

coldgena desarrolladas en la cicatrizacion de las arterias pulmonares operadas.

Cuadro 4. Inflamacion

GRADO GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il
Ausente
(0 -10 %) 6 3 0
Escasa
(11 — 25 %) 0 1 3
Moderada
(26 — 50 %) 0 1 1
Abundante
(51 — 100 %) 0 0 2

Cuadro 4. Muestra el porcentaje de inflamacién observado histol6égicamente al
final del estudio en las muestras de los injertos y anastomosis de arteria pulmonar.



Cuadro 5. Trombosis de arteria pulmonar

GRADO GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO | GRUPO I GRUPO 1l
Presencia 0 0 2
Ausencia 6 6 4
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Cuadro 5. Muestra la formacion de trombos observados histologicamente al final

del estudio en las muestras de los injertos y anastomosis de arteria pulmonar.

Cuadro 6. Calcificacion

GRADO GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO | GRUPO Il GRUPO I
Ausente
(0 -10 %) 6 6 4
Escasa
(11 - 25 %) 0 0 0
Moderada
(26 — 50 %) 0 0 0
Abundante
(51 — 100 %) 0 0 2

Cuadro 6. Muestra el porcentaje de calcificacion observado histolégicamente al
final del estudio en las muestras de los injertos y anastomosis de arteria pulmonar.
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