Titulo:

PROTECCION FRENTE AL ENFRIAMIENTO INTENSO POR
ANTICONGELANTES NATURALES. MODELO EX -VIVO
DE PRESERVACION DE PULMON DE RATA

Doctorando:

RAFAEL AGUILO ESPASES



Director de Tes's:

Profesor

JUAN SANCHEZ-LLORET | TORTOSA



AGRADECIMIENTOS:

Al Profesor Doctor Don Juan Sanchez-Lloret i Tortosa,

director de estatesis.

Al Doctor Don Alvar Agusti Garcia-Navarro,

sin cuya ayuda, estatesis no habria podido realizarse.

A mis padres, Jose (g.e.p.d.) y Antonia

A los comparieros de la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario Son
Dureta, Doctor Don Xavier Busguets Xaubet,
Dfia. Carmen Santos Pons, 'y
Dna. CristinaMiralles Payeras.
A los comparieros del Hospital Universitario Son Dureta que han participado en
este trabajo de investigacion, D. Enric Serra Trespallé,
Diia. Aina Noguera Bennaser, y
D. Bernat Togores Solivellas
A todos mis comparieros de la Ciudad Sanitaria i Universitaria de Bellvitge
“Principes de Espafid’ y del Hospital Universitario “ Son Dureta”.
A todos los que han sido mis profesores; en el parvulario, laescuela, € Instituto,

laUniversidad y el post-Grado.

GRACIAS



amishijos, Xavier e Irene.

ami esposa, Pilar.



En el segundo piso, en €l Ultimo, la casale parecio infinitay creciente.
La casa no estan gande, pensd. La agrandan la penumbra,la simetria, |os espgjos,

los muchos anos, mi desconocimiento, la soledad.

Era Red Scharlach. Los hombres maniataron a Lénrot. Este, al fin, encontrd su voz.
-Scharlach ¢usted busca el Nombre Secreto?

-No —dijo Scharlach-. Busco algo més efimero y deleznable, busco a Erik Lonrot.

Llegué a abominar de mi cuerpo, llegué a sentir que dos 0jos, dos manos, dos pulmones,

son tan monstruosos como dos caras.

J.L. Borges

La muerte y la brajula.
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CAPITULO 1°

EL TRASPLANTE DE PULMON.
DESARROLLO HISTORICO Y ESTADO ACTUAL.

1,1 INTRODUCCION.

Los procedimientos quirdrgicos actualmente disponibles
frente a la enfermedad pulmonar avanzada, irreversible vy
terminal son la cirugia de reduccién de volumen pulmonar y el

trasplante de pulmén.

La cirugia de reduccion de volumen pulmonar es un
procedimiento que sélo estd indicado en el tratamiento de la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfisema predominante.
El objetivo terapéutico es la mejoria sintomatica,
especificamente el alivio de la sensacidon de disnea, lo que
posibilita un incremento en la capacidad de ejercicio y de la
calidad de vida del enfermo. No estad demostrado que este

procedimiento sea capaz de incrementar la expectativa de vida.

S6lo un porcentaje reducido sobre el total de pacientes con
enfisema pueden beneficiarse de este tipo de cirugia, debido a
las condiciones de inclusidon y exclusidon precisas que exigen los
protocolos actuales. Su discusién queda fuera del ambito del

texto presente.



18

Por el contrario, el abanico de indicaciones para
trasplante de pulmobn es mucho mas amplio. El trasplante de
pulmén puede plantearse, al menos potencialmente, para la
enfermedad pulmonar avanzada e 1irreversible de cualquier
etiologia. Ademas, los objetivos terapéuticos del trasplante son
mucho mas ambiciosos. Estos son revertir lo (que se considera)
irreversible: Restaurar la funcion pulmonar normal, la capacidad

de ejercicio normal y alargar la vida del paciente

Las caracteristicas técnicas e indicaciones de las
diferentes opciones quirudrgicas (transplante unipulmonar,
bipulmonar secuencial y cardio-pulmonar) estan hoy perfectamente
delimitadas. Asi, el transplante de pulmén ha evolucionado hasta
convertirse en la actualidad en el tratamiento de eleccidon de la

enfermedad pulmonar terminal, médicamente irreversible.

De nuevo, lamentablemente, s6lo un numero Ilimitado de
pacientes con enfermedad pulmonar terminal podran beneficiarse
de un trasplante de pulmén. Los problemas que Ilimitan la
difusion el transplante de pulmén como procedimiento clinico
generalizado son la escasez de o6rganos habiles, el fracaso agudo
postimplante del injerto, y el rechazo inmunoldégico crénico, que
en forma de bronquiolitis obliterante conduce a la insuficiencia

respiratoria.

Expandir la practica del trasplante de pulmén constituye
uno de los grandes retos que la neumologia y la cirugia toracica

tienen delante. La posibilidad de solucionar los problemas
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citados constituye el motor de la investigacion en transplante

de pulmén.

1,2 EL TRASPLANTE DE PULMON. DESARROLLO HISTORICO.

El primer trasplante de pulmén sobre un ser humano Ffue
practicado por JD.Hardy® en 1963. En los 15 afios siguientes,
solamente otros 40 trasplantes pulmonares se habian realizado en
el mundo, todos ellos concluidos en fracaso. El primer caso de
supervivencia a largo plazo fue reportado por F.Deron® en un
paciente varon de 23 afos afecto de Tfibrosis pulmonar. EI

paciente murid a los diez meses de una neumonia bacteriana.

No es hasta 1982 que BA.Reitz® y su grupo de la
Universidad de Standford, publican la primera serie de
trasplante cardio-pulmonar con buenos resultados, en pacientes
con enfermedad vascular pulmonar primaria. En 1986, el grupo de
Toronto™ liderado por JD.Cooper, publica la aplicacion con
éxito en clinica humana del trasplante unipulmonar, primero en
pacientes afectos de fibrosis pulmonar primaria, después en
pacientes con hipertensién pulmonar. En 1988 se publica la
técnica para trasplante bipulmonar sin trasplante cardiaco
asociado, 1iIndicado en pacientes afectos de enfisema pulmonar
difuso® Por cuestiones de caracter técnico, relacionados
fundamentalmente con problemas de la sutura bronquial, esta

modalidad evoluciona al trasplante unipulmonar bilateral
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secuenciado® En casos especiales, también se ha realizado el

trasplante bilateral lobar (de I6bulo inferior)(

Sin embargo, el estimulo que mas ha impulsado el desarrollo
del trasplante de pulmébn como un procedimiento de amplia
difusion y maxima expectativa fue la demostracién por H.Mal en
1989 que el trasplante unipulmonar es un procedimiento eficaz y
seguro para el tratamiento del enfisema difuso® Desde entonces,
el trasplante unipulmonar por enfisema se ha convertido en la
indicaciéon de trasplante de pulmén mas extendida en todo el

mundo®®

Al hablar de 1la historia del trasplante de pulmén es
preciso recordar el impacto que supuso la introduccién de la
ciclosporina A como agente inmunosupresor en 1984001 | g
ciclosporina A forma parte en la actualidad de cualquier
protocolo clinico de prevencién del rechazo inmunoldgico en
trasplante pulmonar®® Desde la introduccién de la ciclosporina
A, las formas de rechazo hiperagudo y agudo ya no constituyen la
causa mas comin de fracaso agudo y precoz del injerto®®
Lamentablemente, la ciclosporina A no ha solucionado, en cambio,
el problema del rechazo crénico, el cual, bajo la forma clinica
de bronquiolitis obliterante, resulta ser la causa mas frecuente

de morbi-mortalidad tardia en trasplantados pulmonares(3-1

También es preciso recordar los problemas graves que
surgian con la dehiscencia de la sutura-anastomosis bronquial

termino-terminal, complicacion antes muy frecuente (alrededor de
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un 30%) que conlleva cuadros de infecci6n y sepsis, Yy/0
estenosis bronquial subsiguiente con pérdida de la funcionalidad
del injerto® La descripcion e introduccion de la técnica de
anastomosis bronquial con telescopage®® permitié reducir
drasticamente la prevalencia de esta complicacién. Actualmente,
los problemas relacionados con Qla dehiscencia de la sutura
bronquial constituyen sélo un 5% de la morbi-mortalidad precoz
en trasplante de pulmén®® La técnica de rodear la sutura con un
flap de epiplén vascularizado, evaluada primero en perros®” e

introducida en la clinica después™® esta hoy dia abandonada(°®-2V

1,3 EL TRANSPLANTE DE PULMON. ESTADO ACTUAL.

1,3-1 Indicaciones y contraindicaciones.

1,3-1A Indicaciones.

En la actualidad, las enfermedades para las que el
trasplante de pulmén puede contemplarse como opcidén terapéutica

se clasifican en cuatro grupos y son las siguientes®* 29

1) Enfermedades vasculares pulmonares.

Hipertensioén vascular primaria.
Hipertensién vascular secundaria:
A enfermedad sistémica primaria.
A enfermedad cardiaca primaria.

Sindrome de Eisenmenger.
2) Enfermedades pulmonares restrictivas.

Fibrosis pulmonar primaria o secundaria.
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3) Enfermedades pulmonares obstructivas.

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica, secundaria a
consumo de tabaco.

Enfisema secundario a déficit de alfa;-antitripsina.

4) Enfermedades pulmonares supurativas.

Fibrosis quistica.

Bronquiectasias generalizadas.

Ademas, también se considera indicacion de retrasplante el
desarrollo de bronquiolitis obliterante secundaria a rechazo

créonico con insuficiencia respiratoria, g9gue es nuevamente

irreversible y terminal.

1,3-1B Contraindicaciones.

Absolutas:

Adiccién al tabaco o a otras drogas.
Alcoholismo.

Insuficiencia respiratoria dependiente de ventilador.

Enfermedad extrapulmonar grave y/0

terminal,
incluyendo demencia.

Infeccidon extrapulmonar activa.

Enfermedad maligna (en los ultimos 5 afios)

Anormalidad grave de la caja toracica y/o disfuncion
diafragmatica grave.

Obesidad o caquexia importantes.
Edad avanzada.

Relativas:

Terapia corticoide actual.

Cirugia toréacica o pleurodesis previa.
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1,3-2 Evaluacion del donante y del receptor .

1,3-2A D€l donante.

Dos son las condiciones basicas que debe cumplir el donante
de pulmén: Debe estar en muerte cerebral®@? y debe mantener una

funcién pulmonar aceptable®8-29

La evaluacidon clinica y funcional de los pulmones del
donante pretende recabar informacidn para seleccionar aquellos
pulmones que estén libres de gérmenes patdégenos, Yy que
presumiblemente, sean capaces de soportar la agresidon que supone
el trasplante, estando asi en condiciones de garantizar la

hematosis una vez injertados en el receptor.

Deben cumplirse las siguientes condiciones clinicas en el
donante®@®:

Edad < 55 afos.

Ausencia de historia de neoplasia previa.

Compatibilidad del sistema ABO.

Radiografia de térax normal.

Presion parcial de oxigeno (0.) en sangre arterial superior
a 300 mm Hg. con fraccién inspiratoria de 0, (FI0,)=1 y presion
en via aérea al final de la espiraciéon (positive end espiratory
pressure, PEEP) = +5 cm H,0.

Fumador < 20 paquetes*afo.

Ausencia de historia de trauma toracico.

Ausencia de historia de cirugia toracica previa.

Ausencia de episodio de aspiraciéon bronco-pulmonar de
material del tracto digestivo.

No estado de sepsis.

No estado de coagulacién intravascular diseminada.

Ausencia de secreciones purulentas en la broncoscopia.
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Tincion de Gram del esputo con ausencia de bacterias,

hongos y/o células blancas en cantidad significativa.

Puesto que la escasez de oOrganos es actualmente el mas
importante factor de limitacién de la difusidén del trasplante de
pulmén, algunos autores, con el objetivo de ampliar el ndmero de
procedimientos, han liberalizado los criterios anteriores de
seleccién de donantes, habiendo publicado resultados aceptables
con donantes “limite” o “marginales”®3) Se han transplantado

incluso pulmones procedentes de donantes vivos®43®

1,3-2B Evaluacion del receptor.

La evaluaciéon clinica del receptor pretende obtener
informacion relativa a tres aspectos fundamentales que van a
determinar la indicacién y el momento de efectuar el

trasplante®?”

1,3-2B 1- El estado evolutivo de su enfermedad
respiratoria y el grado de deterioro funcional, de modo que el
momento 6ptimo de incluir al paciente en la lista de espera para
trasplante es aquel en que la enfermedad esta ya en su fase
avanzada, y al mismo tiempo, que la expectativa de vida (entre 1
y 2 anos) es lo suficientemente amplia que permite esperar hasta
que la oportunidad de realizar el trasplante se haga efectiva.

Criterios de seleccién para trasplante de pulmén®?:

Enfermedad pulmonar obstructiva croénica.-
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Deterioro funcional: Clase 11l de la New York Heart
Association (NYHA).

FEV, < 500 ml

FEV,; < 20% del teédrico.

Deterioro rapido del FEV;

Hipoxia, hipercapnia.

Pérdida de peso.

Fibrosis pulmonar.-

Deterioro funcional: Clase 111 de la NYHA.
Hipoxia al ejercicio.
Capacidad de difusion para CO < 30% del teodrico.

Hipertensioén vascular pulmonar.-

Deterioro funcional: Clase 111 de la NYHA.
Presidén media en arteria pulmonar > 55 mm Hg
Presidén media en auricula derecha > 10 mm Hg
Indice cardiaco < 4 1/min/m?

Falta de respuesta al tratamiento médico.

Bronquiectasias. Fibrosis quistica.-

Deterioro funcional: Clase 111 de la NYHA.
FEV; < 500 ml

FEV,; < 20% del tedrico.

Deterioro rapido del FEV;

Hipoxia, hipercapnia.

Pérdida de peso.

Infecciones de repeticioén.

Hemoptisis. Neumotdrax.

13-2B 2- El estado general del paciente, 1o que incluye la

completa valoracién por aparatos y sistemas del candidato®”

Evaluacion pulmonar. -

Rx toérax.
TAC torax de alta resolucion.
Gammagrafia de ventilacién y perfusion.

Pruebas de funcion respiratoria.
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Prueba de esfuerzo.
6" walk test.

Evaluacion cardiaca.-

Electrocardiograma.
Ecocardiograma.

Cateterizacion cardiaca derecha e izquierda.

Evaluacion hematolégica e inmunolégica.-

Hemograma.

Coagulacion.

Tipaje ABO y Rh.

Screening de anticuerpos preformados.

Cultivo de esputo.

Serologias para virus de la hepatitis A, B, C, virus
de la i1nmunodeficiencia humana, citomegalovirus, virus de
Epstein-Barr, varicela-zoster, sincitial respiratorio, y virus
T-linfotrépico humano tipo |I.

Tests cutaneos para tuberculosis, histoplasmosis,

coccidioidomicosis, y otros que se consideren oportunos.

Evaluacién gastrointestinal .-

Sangre oculta en heces.
Amilasemia/lipasa.
Funcién hepatica.

Ecografia abdominal.

Evaluacion renal .-

Analisis de orina.
Creatinina sérica.

Urea en sangre.
Aclaramiento de creatinina.

Proteinas en orina.

Evaluacion endocrina.-

Glucemia.
Funcioén tiroidea.
Cortisol en sangre.

Test de estimulacién de adrenocorticotropina.
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Evaluacion del aparato locomotor.-

Densitometria Osea.
Niveles de vitamina D.
Niveles de testosterona (en los varones)

Otros.-

Mamografia y examen pélvico (mujeres)
Antigeno prostatico especifico (varones)
Examen neuroldégico.

Examen ocular.

Examen buco-dental.

1,3-2B 3- El estado psicoldgico del pacienteC®
Abandono del tabaco u otras drogadicciones.

Colaborador en programas de rehabilitacion.

Ambiente familiar/social adecuado.

1,3-3 Eleccion del procedimiento quir Ur gico.

1,3-3A Trasplante cardio-pulmonar.

Indicado cuando la enfermedad pulmonar se acompafia de
enfermedad cardiaca terminal, si esta uultima no puede ser

corregida quirurgicamenteG®

1,3-3B Trasplante unipulmonar.

Es el procedimiento de indicacion mas frecuente. Sus
indicaciones abarcan todas las enfermedades pulmonares
terminales e irreversibles no supurativas (enfisema,
hipertensiéon pulmonar, enfermedad pulmonar intersticial) vy

aquellas enfermedades pulmonares que se acompafian de enfermedad
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cardiaca que puede ser corregida quirdrgicamente, correccién que

se efectla en el mismo tiempo quirurgico que el trasplante®®

1,3-3C Trasplante unipulmonar bilateral secuencial.

Indicado en enfermedades supurativas pulmonares, como las

bronquiectasias o la fibrosis quistica®®

1,3-3D Trasplante lobar Unico o lobar bilateral.

ElI donante estd vivo. Estd justificado para aquellos
candidatos a trasplante con riesgo proximo o inmediato de muerte
y para los que no se dispone de un pulmén procedente de donante

cadaver®?-40

1,3-4 Resultados.

1,3-4A Morbi-mortalidad.

Incluyendo todas las modalidades de trasplante pulmonar, la
supervivencia actual registrada es del 78% al afio y del 45% a
los cinco afios®4-42 | as causas de mortalidad son las mismas en

todos los tipos de trasplante®?®

Por convencion, se define como mortalidad precoz si el
paciente trasplantado es éxitus dentro de los primeros 90 dias
post-trasplante, y mortalidad tardia si el exitus se produce mas

alla de este periodo®®
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M orbi-mortalidad precoz.

Las infecciones, bacterianas y/o por citomegalovirus, son
la causa mas frecuente de muerte precoz. Le siguen el fracaso
agudo del injerto, (generalmente manifestacion de la lesion por
isquemia-reperfusion) insuficiencia cardiaca, rechazo iInmune
agudo o hiperagudo, hemorragia, dehiscencia de la sutura

bronquial, y una misceléanea.

Morbi-mortalidad tardia.

El rechazo crénico en forma de bronquiolitis obliterante es
responsable de hasta un 29% de muertes tardias. Los cuadros
infecciosos y sépticos suponen el 30%. Estos ultimos tienen a la
bronquiolitis obliterante como factor de predisposicion y se
desarrollan, con frecuencia, en su presencia como enfermedad de
base. ElI desarrollo de neoplasias causa un 6% de muertes

tardias.

1,3-4B Resultados funcionales.

La capacidad de ejercicio madximo, medida mediante test de
esfuerzo, o0 mediante capacidad de marcha en seils minutos,
(6"walk test) mejora significativamente a los 3 meses tras el
trasplante y sigue mejorando hasta los 12 meses, momento en que
la mejoria funcional alcanza una fase de meseta. Los resultados
funcionales son iIndependientes de la modalidad de trasplante y
también de la enfermedad de base por la que se indicara. Del

mismo modo, la capacidad maxima de utilizaciéon periférica de
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oxigeno (VO.max) se iIncrementa hasta valores que alcanzan entre
el 50% y el 60% del valor predictivo normal. No se conocen las
causas ni los mecanismos a esta limitacion permanente al

esfuerzo maximo tras trasplante®*-41-4

En cuanto a los aspectos psicoldgicos y sociales tras
trasplante pulmonar, se ha demostrado una mejoria en la calidad
de vida y en la percepcién de la misma, beneficios que se
mantienen a largo plazo a menos que se instaure el sindrome de

bronquiolitis obliterante®3-38.4

1,3-5 Limitaciones al trasplante pulmonar. Areas de investigacién en

transplante pulmonar.

La mayor [limitacion al desarrollo generalizado del
trasplante de pulmén es [la TfTalta de suficientes Organos
disponibles. La escasez de donantes no puede modificarse como
consecuencia del ejercicio de la voluntad de cirujanos vy
clinicos. Disponer de un Organo para trasplante depende
actualmente del albur del azar. De hecho, en la medida en que
mejoren la seguridad viaria y la seguridad en las condiciones de
trabajo, es de esperar que el numero de accidentes graves y
consiguientemente, de donantes cadaver, muestre una tendencia a
mantenerse. Por razones obvias, seria deseable que esta
tendencia se mostrara a decrecer. lgualmente, la posibilidad de
obtener pulmones de donantes vivos esta limitada en si misma por

el enorme sacrificio que tal préactica impone al donante.
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En segundo lugar, constituye una limitacion importante los
problemas que siguen al rechazo inmunoldogico agudo y cronico.
Ambos problemas -la falta de oOrganos y la antigenicidad de los
disponibles- se solucionarian conjuntamente si fuera posible el
xenotrasplante transgénico. Esto es, el trasplante de pulmones
de animales, mas probablemente de cerdos, a humanos. Los
animales debe(rian) ser manipulados genéticamente, de modo que
los antigenos de compatibilidad ABO, Rh, linfocitaria, e histica
expresados por el animal fueran los propios del receptor humano.
Si llegara a conseguirse la puesta en préactica de esta
metodologia, seria posible obtener pulmones (u otros dérganos) "a
la medida inmunologica” del receptor. El xenotrasplante
transgénico es un area de maxima investigacion en trasplante de

pulmén.

En tercer lugar, el otro problema que limita el desarrollo
del trasplante pulmonar es la lesién por isquemia y posterior
reperfusién, causa actualmente de la mayoria de los casos de

fracaso precoz del injerto.

Ambos problemas, la produccion de Organos transgénicos y la
lesion por isquemia - reperfusién estan, menos remotamente de lo
gque pueda parecer, de hecho, relacionados. Una, por ahora
hipotética ‘'granja de cerdos transgénicos, proveedores de
pulmones a humanos™ requeriria una tecnologia asociada muy
compleja y costosa. Los animales, ademas de ser genéticamente
manipulados, deberian crecer libres de patdégenos propios y de

patégenos humanos e, idealmente, deberia disponerse de quiréfano
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y utillaje para la obtencién de los pulmones, y que fueran éstos
remitidos al hospital donde de aguarda el receptor. Asi, el
numero de pulmones disponibles seria practicamente ilimitado y
el problema del rechazo quedaria superado. En este caso, el
tiempo de isquemia y las condiciones de preservacién en gue
viajaria el o6rgano aislado se convertirian en los principales

factores determinantes del éxito o fracaso del injerto.

Es posible imaginar algunas -pocas- de estas granjas de
alta tecnologia suministrando pulmones. (Es ésta una imagen de
ciencia-ficciéon? La respuesta es: Ahora si. Pero, ¢Cuantas
ficciones de antafio son ahora realidades cotidianas incluso

imprescindibles?

Finalmente, son también objeto de investigaciéon los
mecanismos implicados en la aparicion de complicaciones
sistémicas -alteraciones del metabolismo, caquexia, afectaciodn
masculo-esquelética, depresién u otras- que con frecuencia
acompafan a la enfermedad pulmonar avanzada. Resulta fundamental
conocer hasta que punto esta afectacidén sistémica participa o
determina la limitacion funcional del paciente, y en qué medida
son estas condiciones reversibles al revertir (cirugia de
trasplante) o paliar (cirugia de reduccion de volumen pulmonar)
la condicioén supuestamente primaria de insuficiencia

respiratoria cronica®?®
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SUMARIO

- El transplante de pulmén ha evolucionado hasta
convertirse en el tratamiento de eleccion de la

enfermedad pulmonar irreversible y terminal.

- Las caracteristicas técnicas, indicaciones y
contraindicaciones de las diferentes opciones

quirdrgicas estan perfectamente definidas.

- La aplicacion del transplante de pulmén como
tratamiento a gran escala de la enfermedad pulmonar

irreversible y terminal estid limitada por:
- La escasez de donantes.
- EI rechazo inmunolégico.

- La lesiodn por isquemia y reperfusion.

- Estas [limitaciones constituyen las a&areas de

maxima investigacion en transplante de pulmon.



CAPITULO 2°
LA LESION POR ISQUEMIA - ENFRIAMIENTO

Y REPERFUSION.

2,1 INTRODUCCION.

Al trasplantar el pulméon, éste puede resultar dafado en
cualquiera de los multiples procesos concatenados que exige un
trasplante. Las lesiones pueden producirse estando el pulmén
todavia en el donante, durante la fase de 1isquemia, (con/sin

enfriamiento) y/o al ser injertado y reperfundido en el

receptor (4540

2,1-1 Lesidon pulmonar en € donante.

Ya antes de la extracciéon, en el donante, el pulmén puede
deteriorarse primaria o0 secundariamente, a consecuencia de
traumatismo, proliferacién de agentes infecciosos, infiltracion
o inflamacion pulmonar, embolismo, edema pulmonar (por retencion
de agua secundaria al cuadro de diabetes insipida debida a la
alteracion de la secrecidén de hormona antidiurética que sigue a
la muerte cerebral®?) Durante la extraccion, puede producirse

lesién pulmonar secundaria a las maniobras quirdrgicas.
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2,1-2 Lesidn por isguemia.

El trasplante de cualquier 6rgano, y por ende del pulmén,
supone su extraccion del donante para injertarlo en el receptor.
Esto exige la seccion completa de las conexiones viscerales del
organo. Durante el lapso de tiempo entre la extracciéon y la
injertacion quedan interrumpidos el Fflujo sanguineo y la

ventilacion. EI pulmén sufre inevitablemente un cierto periodo

de isquemia.

Isquemia se define como “déficit de aporte de oxigeno (0.)

con relacién a las necesidades tisulares”.

2,1-3 Lesion por enfriamiento.

El enfriamiento del o6rgano es el método utilizado para
aumentar su tolerancia a la isquemia. Sin embargo, el
enfriamiento a las temperaturas precisas para atenuar la lesion

isquémica es causa de lesidén por si mismo®8-49

2,1-4 L esion por reperfusion.

La injertacion o reimplante del pulmén en el receptor
significa la reconstruccion de las conexiones Vviscerales
fundamentales del Organo: arteria y venas pulmonares, y via
aérea. La vasculatura bronquial, dependiente de la circulacioén

sistémica, habitualmente no se reconstruye. Tampoco se
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reconstruye la inervacion pulmonar. No se conoce el impacto
deletéreo que la falta de circulaciéon bronquial puede producir

en el pulmén implantado®®

ElI reimplante del 6rgano se sigue inmediata y suUbitamente
de la reperfusion y reventilaciéon del mismo. La reperfusidon es
causa de nuevas lesiones pulmonares, provoca mayor deterioro
estructural y funcional del que el d6rgano presentaba sélo por

isquemia y enfriamiento®>-4°-5D

Obviamente, no habria lesién por reperfusién si no hubieran
lesiones previas por isquemia. Es decir, si el 6rgano no hubiera
sufrido isquemia, o no hubiera sufrido ningun cambio o dafio
durante la fase de isquemia, no deberia haber lesi6n por

reperfusion®

2,1-5 Complicaciones en el receptor.

Después del reimplante, pueden presentarse en el receptor
las complicaciones especificas de la cirugia del trasplante (ver
1,3-4A) y/o cualquiera de las complicaciones propias de la
cirugia torécica convencional, como hemorragia, infeccion,
derrame pleural, atelectasia, etc. Toda complicacion es causa de

cierto grado de fracaso del injerto.

En el transplante unilateral, el pulmén nativo, aunque no

ha sido sometido a isquemia ni a maniobras quirurgicas, no esta
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exento de sufrir complicaciones, como neumonia, hiperdistensioén,
atelectasia, entre otras®? Ademas, puede sufrir lesion por
reperfusiéon, al ser también Organo diana, debido al caracter
sistémico de la respuesta inflamatoria desencadenada por el

pulmén trasplantado®3-59

2,2 EL PROBLEMA CLINICO.

ElI trasplante de pulmén presenta en la clinica dificultades
especificas que le confieren un caracter unico. ElI higado o el
riion transplantados, por ejemplo, puede sufrir cierta pérdida
de Tfuncion sin que ello conlleve sindrome de insuficiencia
organica. Por el contrario, al pulmén trasplantado se le exige
que sea capaz de asumir por completo y desde el primer momento

su funcioéon normal o casi normal.

El pulmén, inmediatamente tras ser reimplantado, debe ser
capaz de aceptar todo, (trasplante doble) o la mayor parte,
(trasplante unipulmonar) del gasto cardiaco, con presiones de
perfusion pulmonar que sean tolerables para el ventriculo
derecho, e 1igualmente debe poder ser ventilado con facilidad,
con aceptables presiones en via aérea para un volumen corriente

adecuado.

La mecanica respiratoria y la fisiologia pulmonar asi lo
determinan®®-*® Cualquier lesién pulmonar, por pequefia que sea,

provocard un cierto grado de alteracién de la mecéanica
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ventilatoria y/o de la perfusiéon pulmonar, con deterioro de la
capacidad del injerto de 1iIntercambiar gases, aumento de la
diferencia alveolo - arterial de oxigeno (A-a 0,) y progresion a

la insuficiencia respiratoria.

La lesidén por isquemia — reperfusion (I/R) se manifiesta
clinicamente en el post-operatorio inmediato como fracaso agudo
del injerto. Se presenta como incapacidad del 6rgano para asumir
su funcidén de intercambio de gases, dificultad en la ventilacion
del pulmén por disminucién de la distensibilidad, aumento de la
resistencia vascular pulmonar con/sin hipertensién, y aparicion
de opacidades pulmonares en la radiologia de térax, todo lo cual
no es sino la expresion de la formacion de edema intersticial y
alveolar, y de 1la infiltracién del oOrgano por células

inflamatorias® 49

Ya en 1986 FJ.Veith y CM.Montefusco®” publicaron lo que
denominaron como "respuesta al reimplante” para referirse al
cuadro clinico anterior de insuficiencia respiratoria post-
operatoria precoz por fracaso agudo del injerto, el cual, ademas
de la lesidéon por I/R incluye en el diagnostico diferencial a
otros problemas graves del post-operatorio inmediato del
paciente trasplantado pulmonar, como son el rechazo hiperagudo,

agudo, y/o la infeccién pulmonar®8-%®

Ademds, es posible que la lesién pulmonar aguda post-
reimplante pueda predisponer o Tacilitar el desarrollo de

problemas de rechazo agudo y/o cronico, incluida la
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bronquiolitis obliterante, al inducir un iIncremento en la
expresion de los antigenos de clase 11 del complejo mayor de
histocompatibilidad®!®® si bién algunos autores niegan este

efecto®?

Como causa de fracaso agudo del injerto, complicacién de
elevada morbi-mortalidad, la lesién por I/R suponen actualmente
una limitacion importante para un mas amplio desarrollo clinico
del transplante de pulmén® La tolerancia del pulmén a la
isquemia calida o normotérmica sin preservacién es de apenas una
hora® Los métodos actuales de preservacion pulmonar permiten
mantener el O6rgano en isquemia durante un periodo de 4 a 6
horas(°-46-56) Este margen de tiempo resulta ser excesivamente
corto para la utilizaciéon oOptima de un recurso escaso y valioso

como son los pulmones humanos aptos para trasplante.

2,3 MECANISMOS DE LESION Y DE ADAPTACION A LA ISQUEMIA Y

AL ENFRIAMIENTO.

2,3-1 M ecanismos de lesidn por isguemia.

La consecuencia inmediata del cese de la perfusién pulmonar
es la interrupcién del normal intercambio hidrico, electrolitico
y de sustratos metabdlicos entre el arbol vascular y el espacio
intersticial, y entre éste y las células. Cesa también Ila
perfusion del o6rgano por células hematicas. Al estar fuera de su

cavidad organica, el pulmén adquiere la temperatura del
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ambiente. Al suspenderse también la ventilacidon, cesa todo

aporte de 0, a las células.

ElI O, es el aceptor ultimo de los electrones en la cadena
respiratoria (fosforilaciéon oxidativa) mitocondrial. La falta de
oxigeno paraliza la cadena respiratoria y el ciclo de Krebs. Se
paraliza, por tanto, la produccién aerobia de adenosin
trifosfato (ATP) Se estimula entonces la glucogenolisis y la
glicélisis (efecto Pasteur)®? La sintesis de ATP queda a
expensas de la glicéolisis anaerobia, capaz de rendir solo el 5%
de los moles de ATP que rinde [la TfTosforilacién oxidativa
completa de igual cantidad de glucosa. ElI metabolismo anaerobio
supone la produccion y acumulacién de acido lactico, capaz de
atravesar la membrana celular y de salir de la célula, con la
consiguiente disminucion del pH intra y extracelular. Se ha
demostrado que la acidosis puede alterar la estabilidad se los

lisosomas, e inducir rotura de los mismos y lesion celular®®

ElI ATP es el suministrador universal de energia de
utilizacion inmediata en la célula. La sintesis limitada de ATP
hace que disminuya rapidamente la carga energética celular, esto
es, la relacion entre las concentraciones intracelulares de ATP,
adenosin difosfato (ADP) y adenosin monofosfato (AMP)®® En
consecuencia, las funciones celulares que precisan energia, (ATP
dependientes) quedan rapidamente afectadas. Tales son la
contracciéon muscular, 1la sintesis proteica y de acidos
nucleicos, y el transporte de iones en contra de gradientes de

concentracion, eléctricos u osmoticos transmembrana. Los
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procesos celulares regenerativos Yy generativos no pueden
llevarse a cabo, con 1o que aparece lesion primero y necrosis

después.

ElI pulmén es un oOrgano muy sensible a la isquemia(®-6:70-71
Las lesiones pulmonares, inicialmente reversibles, aparecen ya
entre los 20 y 30 minutos de isquemia calida o normotérmica¢®-"™»
Estas lesiones iniciales consisten en ingurgitacion celular por
entrada de agua al interior de la célula, agua que acompafa la
entrada de iones sodio (Na") y calcio (Ca™) Al fracasar la bomba
sodio/potasio dependiente de ATP, (Na'/K* ATPasa) la célula es
incapaz de evacuar el Na' que entra pasivamente a Tfavor de
gradientes de concentracidén, y es incapaz de retener i6n potasio
(KY) que sale de la célula también pasivamente. Al entrar
relativamente mas Na" del K" que sale, se va perdiendo el
potencial eléctrico transmembrana (en condiciones normales, el
exterior celular es ligeramente positivo con relaciéon al
interior) y se 1iran perdiendo, consiguientemente, aquellas
funciones que dependen directamente de la normalidad del mismo,
como Hla excitabilidad, o 1la transmisién de potenciales de
accion®®"™ |a entrada de Na' al interior celular arrastra idn
cloruro (CI") a favor de gradiente eléctrico y ambos arrastran
agua a fTavor de gradiente osmético, con lo que la célula se

ingurgita(®

La carencia de ATP deteriora también la funcidén de Ilos
canales del Ca'™. La entrada de Ca™ a favor de gradiente de

concentracion al interior de las células (las concentraciones
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citosblicas de Ca™ son del orden de 10" molar y las del liquido
extracelular de 102 molar) induce la activacién de encimas
calcio-sensibles, como la lipasa A, y proteasas, las cuales
pueden iniciar procesos de degradacion proteica y de las

membranas de fosfolipidos®? "D

A los 90 — 120 minutos las lesiones son ya irreversibles.
El hecho de que 1la lesion sea o0 no reversible depende
fundamentalmente de la deplecién intracelular de nucledtidos de
adenosina: Los nucledétidos (ATP, ADP y AMP) no pueden atravesar
la membrana celular, pero si 1o hace le nuclet6sido, la
adenosina, producto del nucledétido al perder su ualtimo grupo
fosfato. La adenosina se degrada aun mas a inosihna, Xxantina e
hipoxantina, y ésta Tfinalmente a &cido dUdrico. Si ha habido
pérdida masiva de adenosina sera 1iImposible, por falta de
sustrato disponible, recuperar las concentraciones
intracelulares normales de nucledtidos y asi, la carga
energética celular, incluso aunque se restablezcan las

condiciones de aerobiosis®®"™

2,3-2 M ecanismos metabolicos de adaptacion celular ala hipoxia.

La respuesta celular a la hipoxia se ha estudiado en
modelos experimentales de células en cultivo. Parece que las
células son capaces de una cierta regulacién del metabolismo en
respuesta a presiones parciales bajas de 0, especialmente si han

sido sometidas previamente a una cierta adaptacion a la hipoxia,
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es decir, si la hipoxia se ha producido de Tforma lenta y

progresiva(’®7

La regulacion metabdolica consiste béasicamente en una

inhib

cion de la fosforilaciéon oxidativa, que precisa 0, como
aceptor de electrones, acompafiada de la inhibicién simultanea y
complementaria, de algunas de las Tunciones celulares que
precisan ATP. En concreto, quedan inhibidas la sintesis
proteica, de urea y la neoglucogénesis (esto ultimo ha sido
observado en hepatocitos aislados)( Por el contrario, aunque
las demandas de ATP para la bomba Na’/K" ATPasa se reducen
también, su supresidén en términos porcentuales es inferior a la
de la inhibicidén general del metabolismo del ATP. El resultado
es que la bomba Na'/K" ATPasa consume hasta un 75% del total de
gasto celular de ATP. En definitiva, se inhiben de modo
selectivo [las vias metabolicas de gasto de ATP: Quedan
fuertemente inhibidas aquellas funciones que no son
imprescindibles de modo inmediato para mantener la viabilidad
celular. De ese modo, las células intentan desviar el poco ATP
disponible para su utilizacién en aquellas funciones que no
admiten suspension. Las células intentan a toda costa mantener
inalteradas aquellas condiciones que son absolutamente criticas
para su propia integridad, condiciones que son exactamente, el
mantenimiento de la permeabilidad selectiva de iones por parte
de la membrana citoplasmica, por tanto, el mantenimiento de las
diferencias normales de concentracion de iones entre el interior
y el exterior celular, y consiguientemente, de la diferencia de

potencial eléctrico transmembrana celular, y del equilibrio
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osmotico. Como mecanismo a nivel molecular, NS.Chandel® ha
sugerido que Hla encima citocromo oxidasa mitocondrial puede
funcionar como sensor de la falta de oxigeno, y como inductor de
los mecanismos antes citados de adaptacion reversible a la

hipoxia tisular.

2,3-3 M ecanismos de lesidn por enfriamiento.

El enfriamiento provoca un enlentecimiento general del
metabolismo. La mayoria de las encimas de animales homeotermos
muestran una disminucién de su actividad a la mitad por cada 10
grados centigrados de descenso de la temperatura®® Al disminuir
la actividad metabdlica, el enfriamiento produce el efecto
deseado de disminuir las necesidades celulares de energia y, por
tanto, de ATP, aumentando de ese modo la tolerancia del oOrgano a

la isquemia.

El enfriamiento enlentece pero no detiene el metabolismo.
Durante preservacién pulmonar fria, se ha demostrado consumo de
0, y eliminacién de anhidrido carboénico (CO,) que se origiha en
el ciclo de Krebs como producto de la oxidacion de los residuos

de carbono, incluso a temperaturas tan bajas como 10°C¢®7"®

Esta demostrado que el enfriamiento brinda una
extraordinaria proteccidén, puesto que el tiempo de exposicion
necesario para causar lesidon 1isquémica a bajas temperaturas

excede francamente del requerido para producir [lesién por
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isquemia calida® Sin embargo, el enfriamiento puede ser lesivo
en si mismo. La presencia de lesiones adicionales a las propias
de la 1isquemia caliente, sugiere que existen mecanismos

lesionales que son propios del frio intenso(“8-49

El frio enlentece el metabolismo de forma  no
selectiva®-*” El enfriamiento interrumpe también los mecanismos
de inhibiciéon selectiva que la célula despliega frente a la
hipoxia. Durante la fase de frio, se enlentece la produccion de
ATP, incluso en presencia de suficiente 0,. Parece que hay una
inhibicién por frio de la fosforilacidon oxidativa, mediada por
la entrada de Ca'™ en la mitocondria®™® La eficiencia de la bomba
de Na'/K" queda reducida con el frio, por lo que la entrada de
iones y la ingurgitacion celular acompanante son fendmenos mas
intensos en la isquemia fria que en la normotérmica®® Se inhibe
la sintesis proteica, por lo que de nuevo los mecanismos
normales de regeneracién y reparacion celular estaran también
limitados. También lo estaran las encimas de la glucdlisis
anaerobia. Es posible que los mecanismos de adaptacién que sobre
el metabolismo energético induce la isquemia calida, no sean
exactamente superponibles a 1o que sucede en isquemia fria. En
este sentido, algunos autores han apuntado la posibilidad de que
los acidos grasos y/o los cuerpos cetonicos sean preferibles
como sustratos del metabolismo energético a la glucosa en

condiciones de hipotermia intensa®®

Finalmente, el cambio de fase del agua liquida a sélida

puede ser lesivo no solo a nivel del citoplasma, sino
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especialmente a nivel de las membranas y/o del citoesqueleto®®
La formacion de cristales de hielo se inicia a los 4°C, lo que
puede ser causa de rigidez de las estructuras celulares y
secundariamente de lesion. En concreto, aunque la temperatura de
congelaciéon de las membranas de fosfolipidos no se conoce, es
posible que esté por encima de la de congelacién del agua. De
ser asi, a temperatura de 4 6 5°C, puede que las membranas de
fosfolipidos se hayan solidificado, o simplemente hayan perdido
flexibilidad y se hagan mas fragiles, lo que podria dar lugar a
roturas o desgarros de la membrana citoplasmica, nuclear o de

las organelas intracitoplasmaticas®®

2.3-4 M ecanismos metabodlicos de adaptacion al enfriamiento.

Los mecanismos de adaptacién metabolica al frio ambiental
intenso, esto es, a temperaturas ambientales que pueden llegar
incluso a ser inferiores a la temperatura de congelacidon del
agua, han sido estudiados por PW.Hochachka®? en insectos y en

batracios.

Aqui es preciso hacer notar que son estos animales que
adquieren siempre la temperatura ambiental, puesto que carecen
de mecanismos Ffisioldgicos de homeotermia, esto es, de
conservacion de la temperatura interna, mecanismos que han sido

desarrollados solamente por mamiferos y aves.
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Se ha observado que algunos insectos y batracios son
capaces de sobrevivir a una situacion de frio ambiental tan
intensamente critica que es en apariencia incompatible con la
vida. El cuerpo de estos animales puede 1llegar incluso a
congelarse. EI cambio metabdlico basico observado en estas
situaciones es que los animales se hacen IiIntensamente
diabéticos. Grandes cantidades de glucosa, cuerpos cetonicos y
polialcoholes son vertidos a la sangre (batracios) o hemolinfa
(insectos), hasta concentraciones que alcanzan incluso los 3,000
mMolZ/litro®? Esta situacion de hiperosmolaridad les hace
resistentes a la congelacidén por descenso crioscopico del punto
de congelaciéon de sus liquidos internos. Esto es, en solucién,
la temperatura de congelacion del solvente, (en este caso el
agua) desciende con relacién a la temperatura de congelacién del
agua pura, tanto mas cuanto mayor es la concentracién de
soluto/s, y dependiendo de un valor especifico y constante para
cada soluto, el descenso crioscopico molar, que se define como
el “descenso de temperatura (con relacidn a 0°C) que se precisa
para congelar una solucion de este soluto a concentracion 1

molar™.

Estos mecanismos de defensa frente al frio intenso son, en
realidad, extremadamente sutiles. La glucosa, que permanece
basicamente fuera de las células, hace las veces de impermeante,
es decir, retiene agua en el espacio extracelular, intentando
evitar la ingurgitaciéon celular que se sigue de la inhibicidn de
la bomba Na’”/K'. Por contra, los cuerpos ceténicos y los

alcoholes, al poseer grupos quimicos anfipaticos, hidrofilos y



48

lip6Filos, pueden atravesar libremente las membranas lipidicas,
estabilizandolas asi, y pueden distribuirse uniformemente por
ambos espacios intra y extracelular. De ese modo, incrementan la
osmolaridad simultaneamente y por igual intensidad en ambos
espacios, sin provocar cambios secundarios de arrastre de agua
y/0 electrélitos por gradiente osmético y/o eléctrico. Ademas,
los grupos alcohol, al fijar el agua, aumentan la cantidad de
agua ligada (no congelable) con 1o que pueden evitar la
formacion de cristales de hielo e interrumpir su progresion
espacial. Finalmente, estabilizan la estructura tridimensional

de las proteinas y consiguientemente, su funcion®®

Es preciso hacer notar una diferencia importante que separa
la observacion realizada por PW.Hochachka de la practica clinica
de preservacion de O6rganos por enfriamiento. Esta ultima se
realiza mediante perfusiéon fria del 6rgano por via vascular, lo
que consigue un enfriamiento rapido o casi inmediato del mismo.
No hay tiempo de adaptacién. Por el contrario, los descensos de
temperatura que sufren los animales en su medio ambiente natural
son graduales, siguen la velocidad del tiempo atmosférico. Los
animales detectan el descenso de temperatura y gozan de un
margen de tiempo durante el que modificar su situacion
metabdlica para adaptarse a la situacion critica que se avecina.
Lo mismo puede afirmarse de la reperfusion. No hay en la clinica
una fase de recalentamiento gradual y progresivo, como sucede a
los animales en su medio. El 6rgano preservado pasa abruptamente
de una temperatura extremadamente baja, de 4°C 6 5°C, a ser

perfundido a 36°C sin que apenas medie tiempo alguno de
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“desadaptacion”. EI choque térmico al que el 6rgano es sometido
es muy 1intenso, y podria ser lesivo per se, incluso en la
situacion, hipotética, de que no hubiera lesion organica ninguna

durante la fase de isquemia fria previa®?

2,4 MECANISMOS DE LESION POR REPERFUSION.

2,4-1 Lesion celular vy tisular.

La lesidén celular y organica que comienza a producirse en
la fTase de isquemiaZenfriamiento se 1iIncrementa en la de
reperfusiéon. Se han realizado estudios histolégicos de pulmén
tras el periodo de isquemia (calida o fria) antes de Ila
reperfusion® y/o después de la misma®® Tras preservacion
fria, la lesidon histoldgica se caracteriza por adelgazamiento de
las células endoteliales y de los neumocitos tipo I, vy
agregacion de los cuerpos lamelares en los neumocitos tipo II.
Aparece edema perivascular y peribronquiolar, y engrosamiento de
la membrana basal con roturas ocasionales de la continuidad de
la membrana alveolo-capilar. Las alteraciones se hacen mas
intensas a medida que aumenta el tiempo de preservaciéon®!-&9
Parecidos hallazgos han sido referidos para  pulmones

humanos®?1-84-8%

La reperfusidon de un dOrgano sometido a isquemia con O sin
enfriamiento, produce intensificacién y progresion de sus

lesiones estructurales. En el caso del pulmén, las estructuras
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diana de la lesion por reperfusién son fundamentalmente las
células endoteliales y los neumocitos tipo 1 y [1]1®1.76-78:83-99 A
las veinticuatro horas de reperfusion in-vivo hay edema
intersticial, alveolar, congestion vascular difusos, Yy
hemorragia intraalveolar, ésta ultima de distribucioén
irregular® Muy importante, estas alteraciones esta vya
presentes en el pulmén a los cinco minutos de reperfusion®? A
las veinticuatro horas de reperfusién, el endotelio vascular
presenta pérdida de la conexion intercelular. Las roturas de la
continuidad de 1la membrana alveolo - capilar se hacen mas
intensas y generalizadas, presentando numerosos agujeros. Las
células del epitelio bronquial muestran signos de degeneracidn y
pérdida de cilios tras isquemia, alteraciones que se mantienen a

los cinco minutos de reperfusidn, pero que parecen reversibles

tras veinticuatro horas de reperfusion®®

Tras treinta dias de reperfusion in-vivo, los pulmones
mostraron signos de iInflamacién crénica, cicatrizaciéon, e
infFiltracién por abundantes macréfagos cargados de hemosiderina.
El endotelio aparece como normal en aquellas arterias que han
sido correctamente preservadas, 0 contrariamente, presentan

fibrosis parietal y distorsién de la luz vascular®?

También han sido estudiadas las alteraciones
ultraestructurales de mitocondrias de las células epiteliales
del bronquio® y del endotelio®® Las lesiones mitocondriales
consisten en distorsiéon de las crestas de la lamina interna,

ingurgitacion y alteraciones de la cromatina®s-°® Como criterio
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morfologico de lesidéon mitocondrial se ha usado la ingurgitacion
del mitocondridén, medido como relacién entre superficie vy
volumen de la mitocondria®” Los autores de estos estudios
concluyen que puede establecerse una relacién significativa
entre el grado de degeneracidon mitocondrial sobre la disfuncioén

del pulmén a la reperfusion(®-9)

Igualmente, la intensidad de las alteraciones
ultraestructurales descritas en los cuerpos lamelares de los
neumocitos tipo 11®® parecen tener una relacién inversa con el

rendimiento funcional del injerto tras el reimplante®®

2,4-2 Produccion deradicales libres del oxigeno.

Los efectores ultimos -moleculares- de 1la lesion por
reperfusién pulmonar son los “radicales libres del oxigeno” o
“especies reactivas del oxigeno” (ROS, reactive oxygen species)
Estos incluyen el radical superdxido, (0,-7) el radical
hidroxilo, (OH-) el perdxido de hidrégeno o agua oxigenada,
(H202) y el oxigeno monoatomico (0). Los ROS se caracterizan por
poseer electrones no emparejados, que son responsables de su
alta reactividad quimica oxidante y consecuente capacidad

lesiva(?-100

En condiciones normales, los ROS son producidos en escasa
cantidad en las mitocondrias y liberados al citosol. También se

producen en el citoplasma de las células endoteliales durante la
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sintesis de prostaglandinas, y por leucocitos (neutréfilos y
macrofagos) activados. Normalmente, los ROS no causan lesioén,
pues son rapidamente degradados a 0, y H,O por tres sistemas
encimiticos. La encima superoxido dismutasa (SOD) cataliza la
trasformaciéon del 0,-- en H,0, y H,O. Las encimas catalasa y

glutation peroxidasa catalizan la destrucciéon del H,0, en H,0 y

02(100)

En la lesion por isquemia y reperfusion, los ROS se
constituyen en efectores ultimos de la lesién a nivel molecular.
En I/R el origen de los ROS es doble. Durante la hipoxia,
algunos de los cambios metabélicos que acontecen en el dérgano
hipéxico van a conducir a un desarreglo en la produccién vy
eliminacién de los ROS. En concreto, la encima que en
condiciones normales cataliza el paso de xantina a hipoxantina
es la xantino deshidrogenasa. En la fase de hipoxia, esta encima
se convierte en xantino oxidasa por la accion de una proteasa
calcio-dependiente. Igualmente durante la hipoxia se producen
cantidades anormalmente elevadas de xantina e hipoxantina por
degradacién de ATP, por mecanismos ya comentados anteriormente.
En el momento de la reperfusion, la xantino oxidasa produce O;--
siendo los sustratos metabOlicos la hipoxantina producida
durante la isquemia y el 0O, aportado en la reperfusiéon. EI
radical 0,-- aunque es en si mismo relativamente inocuo,
reacciona a su vez con el H;0, para producir radical OH- vy
oxigeno monoatdomico. Estas dos Uultimas especies quimicas,
altamente reactivas y peligrosas, son capaces de causar dafio e

incluso muerte celular por ataque oxidativo al DNA, que pierde
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su estructura normal, a las proteinas, provocando inactivacion
encimatica, Yy por peroxidacion lipidica de los [lipidos
poliinsaturados, causando rotura de las membranas e inactivacion

de los sistemas encimaticos ligados a membranas(’!-100-104

La lesion celular asi iniciada induce la activacion de las
células blancas (neutrofilos y macréfagos) las cuales se
constituyen en el eje central de la respuesta inflamatoria que
se desencadena®@®-1%® |as células blancas activadas son también
productoras de ROS mediante un mecanismo calcio-

depend i ente(?O,?l,lOO—lO?)

2.4-3 Infiltracion pulmonar por célulasinflamatorias.

Tanto los neumocitos como las células endoteliales dafadas
son productoras y liberadoras de factores mediadores de la

inflamacidn, citocinas e interleucinas®1?

Factores mediadores de la inflamacion son los eicosanoides,
grupo de sustancias bioldgicamente activas que se generan a
partir del &cido araquidonico, constituyente normal de las
membranas celulares y que se libera por accion de la fosfolipasa
A,. Por la Illamada “via de la ciclooxigenasa”, a partir del
acido araquidénico van a producirse tromboxano A, y B, (TxA; y
TxB,) prostaciclina (PGl,) y prostaglandinas, PGD, PGE, y PGF._aifa-
También a partir del acido araquidénico, por la “via de la

lipooxigenasa” se originan los leucotrienos, LTA; LTB, LTC, LTD, Yy
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LTE,(%® El factor de activacion plaquetaria (PAF, platelet
activating factor) es también sintetizado a partir de lipidos,
en este caso por accién de la lipasa A,%7:1% Otras citocinas
liberadas son el factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alpha,
tumor necrosis factor-alpha) interferén gamma, e interleucinas
IL-1, 11-2, IL-6, IL-8¢%11® |35 liberacion de estos mediadores
resulta en el reclutamiento exponencial, en cascada, del segundo
componente de la lesién por reperfusion, la respuesta
inflamatoria, con activacion leucocitaria, del sistema

complemento y de la coagulacion(04-120

La activacion del sistema complemento lleva a la liberacion
de C3a y Cba que pueden aumentar la permeabilidad vascular,
causar contracciéon del masculo liso, inducir quimiotaxis vy
migracion de leucocitos, opsonizaciéon y fagocitosis, y provocar
agregacion plaquetaria. Las proteinas terminales del complemento
forman el complejo terminal C5b-C9, el cual capaz de provocar

lisis celular por ataque directo a la membrana®*’-11®

La inflamacién produce aumento de [la permeabilidad
vascular, secuestro leucocitario, agregaciéon plagquetaria, e
infiltracion del 6rgano y lesiéon inflamatoria por leucocitos,
macrofagos, y plaquetas activados/as. Se cierra asi un circulo
vicioso lesivo, puesto que la respuesta inflamatoria esta

originada por, y dirigida contra el 6rgano injertado®%+12®

La importancia e intensidad de la lesion por los mecanismos

sistémicos de inflamacion queda patente con la demostracion de
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que, tras trasplante unipulmonar, la lesidon post reperfusion
desencadenada por el pulmén trasplantado, afecta también al
pulmén nativo, sin que éste haya sufrido hipoxia, reperfusion,

ni trauma quirdrgico®3-%®

2,4-4 Disfuncion endotelial y vascular.

En condiciones normales, las células endoteliales resultan
claves en la regulacién del tono vasomotor y en el mantenimiento
de la homeostasis vascular. La lesion endotelial en la isquemia
y reperfusion produce alteracion de la fisiologia

endotelial ®?7-12®

A nivel intracelular, y dependiendo del receptor que haya
sido estimulado, las sustancias efectoras de la relajacion del
musculo liso vascular son el adenosin mono fosfato 35  ciclico
(3°5°cAMP) y el guanosin mono fosfato 375  ciclico (375 cGMP)(D
En condiciones normales, el 6xido nitrico (NO) es continuamente
sintetizado y liberado por el endotelio. En el interior de las
células musculares lisas, el NO activa la guanilato ciclasa,
encima que cataliza la producciéon de 3°57cGMP, el cual efectua
la relajaciéon muscular, y consiguientemente, la disminucion del

(127-129)  ge ha demostrado

tono y de la resistencia vasculares
inhibicion del NO en la reperfusion(-12-139 jynto a la accion
vasodi latadora, el NO posee, ademas, actividad antiinflamatoria,
pues inhibe la adhesién y diapedesis neutréfila, y la agregacion

plaquetaria®?-13®
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Profundizando en el mecanismo de accion del NO, en un
estudio realizado en un modelo de trasplante de pulmén en rata,
se observé que los efectos preservantes de la nitroglicerina
(sustrato metabdlico en la produccion de NO) adicionada a la
solucién de preservacién, fTueron mejores que si se adicionaba
hidralacina, aunque esta ultima poseyera un efecto vasodilatador
mas potente, precisamente porque la primera era capaz de inhibir
la reaccién inflamatoria®?® Del mismo grupo es un estudio en el
que se administra dibutiril AMP ciclico, compuesto analogo al
3°5"cAMP y capaz de atravesar la membrana celular. Los efectos
beneficiosos observados no se limitan a la simple

vasodi latacion®®

Sin embargo, el NO puede también tener efecto deletéreo en
I/R. En determinadas condiciones de pH acidético e hiperoxia, el
NO puede reaccionar con el O, con produccién de peroxynitrito
(ONOO™) el cual puede inducir muerte celular por toxicidad

directa o por induccion de apoptosis®-13¢.13D

En  resumen: ingurgitacion y rotura celular, edema
intersticial y taponamiento intraluminal por agregados y/o
restos celulares son alteraciones morfoldégicas caracteristicas
de la isquemia-reperfusion que contribuyen al deterioro de la
conductancia vascular. A ello debe adicionarse la disregulacion
funcional del tono vasomotor pulmonar por inhibicién del NO,
potente vasodilatador, y por 1la liberaci6én, por parte de
leucocitos y plaquetas activadas, de péptidos vasoactivos y

(138)

otras sustancias vasoconstrictoras, como la serotonina y el
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tromboxano A,, éste ultimo generado en el catabolismo de los
lipidos por la via de la ciclooxigenasa, fenomenos todos ellos
que son caracteristicos de la respuesta inflamatoria que ha sido

desencadenada.

2,4-5 Alteracion del surfactante pulmonar .

El surfactante pulmonar esta compuesto de una mezcla de
proteinas y fosfolipidos, el mas importante de los cuales es la
dipalmitoil-fosfatidilcolina. El surfactante, producido por los
pneumocitos tipo 1l y secretado al interior de la luz alveolar,
tapiza la faz aérea de la membrana alveolo — capilar. Su funcién
es disminuir la tension superficial de la interfase Iiquido-
gaseosa en el interior del pulmén, lo que evita el colapso de
unidades alveolares en la espiracion y fTacilita la expansion
pulmonar en la inspiracién, es decir, aumenta la distensibilidad
pulmonar, disminuyendo asi el trabajo respiratorio®® Posee
también funcién inmunoldégica de defensa Ffisica frente a

particulas y microorganismos inhalados®3®

Cada vez mas se esta reconociendo el papel que la lesion
especifica de los neumocitos tipo Il y/o el deterioro de la
composicion, funcion o metabolismo del surfactante pulmonar
pueden jugar como mecanismos de lesion en la isquemia-

reperfusign®3®-142
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Es de suponer que, durante el periodo de isquemia -
enfriamiento, la sintesis de surfactante estad inhibida en el
marco general de [la inhibicion metabélica que produce el
enfriamiento. En el momento de la reperfusiéon, el déficit de
surfactante empeora, en tanto son lesionados los neumocitos tipo
Il1, v en tanto los fosfolipidos constituyentes del surfactante

hayan sido objeto de peroxidacién por los ROS.

Sea cual sea el/los mecanismo/s exactamente implicados, la
alteracion cuantitativa y/o cualitativa del surfactante va a
provocar disminucién de la distensibilidad pulmonar. EI pulmén
precisard mayores presiones en la via aérea para poder ser
ventilado. Habra mas facilidad para que se produzcan zonas de
atelectasia. El déficit de surfactante favorece y se acumula a

los demas factores que conducen al fracaso agudo del injerto.
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SUMARIO
- La lesion por isquemia / reperfusion es
actualmente la causa mas frecuente de fracaso agudo del

injerto.

- La isquemia desencadena la paralizacion de la
produccién aerobia de adenosin tri-fosfato (ATP) el
suministrador universal de energia de utilizacion

inmediata en todas células.

- El enfriamiento del Organo a trasplantar es el
método mas aceptado de proteccién frente a la lesidén por
isquemia. Sin embargo, el enfriamiento intenso es lesivo

en si mismo.

- La lesidon por reperfusidén se caracteriza por
lesidon endotelial y de los neumocitos tipo 1 y Il, lo que
desencadena respuesta inflamatoria por leucocitos,
macrofagos y plaguetas activados, con infiltracioén
pulmonar y lesién mediada por radicales libres de oxigeno,
disfuncion vasomotora y alteracion del surfactante

pulmonar.
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CAPITULO 3°

PRESERVACION PULMONAR.

3,1 CONCEPTO.

En los primeros trasplantes de pulmén, donante y receptor
se hallaban ubicados en el mismo centro hospitalario, en
quirdfanos adyacentes, con el objeto de minimizar el tiempo de
isquemia y la lesién subsiguiente®® El 6rgano, tras ser
extraido del donante, era iInmediatamente injertado en el
receptor, por 1o que, con este método, no se puede hablar
propiamente de preservacion. Esta préactica presenta serias
dificultades logisticas y financieras. Supone que, o bien sélo
podran ser trasplantados pulmones donados por enfermos de un
mismo centro hospitalario, o bien que debe trasladarse el
donante en situacion de muerte clinica, (no el 6rgano aislado)
al centro en que se realizarad el trasplante. Ambas posibilidades

imponen limites rigurosos a su realizacion.

Incluso en esta situacidén aparentemente Optima, el tiempo
de isquemia puede alargarse entre 60 y 90 minutos, desde que el
hilio pulmonar es clampado en el donante hasta que es
reconstruido en el receptor, tiempo precisado por las maniobras

de la cirugia®® Esta practica clinica ha sido abandonada.
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La otra alternativa es transportar el 6rgano aislado o en
bloque junto con otros oOrganos. ElIlo requiere de algun/os

método/s de preservacion.

CONCEPTO.
Por “preservaciéon” deben entenderse el “conjunto de
técnicas y/0 tratamientos cuyo objetivo es el mantenimiento

estructural y funcional del oOrgano que se transplanta™.

3,2 DESARROLLO HISTORICO.

Hasta el momento, los métodos de preservaciéon pulmonar que

han sido utilizados son:

3,2-1 Inmersion hipotérmica simple.

Consiste en 1la introduccién del d&rgano, inmediatamente
después de su extraccioén, en una solucion de preservacion a baja
temperatura, (@proximadamente 4°© centigrados) en un recipiente
térmicamente aislado“® Este método fue utilizado por el grupo

de Toronto en sus primeras series de trasplante®

Sin embargo, ya en 1988, un estudio experimental en cerdos
en el que se utilizdé solucion de preservacion Euro-Collins,
demostré la superioridad de realizar el enfriamiento por
perfusion fria versus por simple inmersion hipotérmica®® Mas
recientemente, otro estudio experimental también en cerdos,

utilizando solucién Low-Potassium Dextran, ha informado del
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mantenimiento del pulmén en inmersién fria, durante doce horas

con funcion pulmonar aceptable tras reperfusion®®

Actualmente, en la practica clinica, la inmersion

hipotérmica se precede de enfriamiento rapido del pulmén por

perfusion fria®-4®

3,2-2 Preparacion cardio-pulmonar autoperfundida.

Este modelo, inicialmente disenado para estudios
fisiologicos experimentales®® fue adaptado para preservacion
cardiaca, pulmonar y/o cardio-pulmonar por el grupo de
Pittsburg®?” Este grupo publicé en 1991 los resultados de un
ensayo clinico comparando preservacién del bloque autoperfundido
versus preservacion por perfusién hipotérmica con solucidén Euro-

Collins, con mejores resultados para el primer grupo®®

ElI' método consiste en la extracciéon en bloque vy
preservacién conjunta del corazén y los pulmones. Las arterias
coronarias son perfundidas a normotermia por sangre del donante,
la cual es impulsada por el corazén funcionante que se
autorregula. Se precisa de un reservorio de estabilizacion entre
la aorta y la auricula derecha, reservorio que hace las veces de
circulacién sistémica. El reservorio se coloca un metro por
encima de la valvula adértica, y determina la presion en la
aorta. ElI flujo desde el vreservorio a la auricula derecha

determina el retorno venoso, el fTlujo arterial pulmonar y el
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volumen latido. Los pulmones se ventilan a 4 litros/minuto, con
aire ambiente adicionado de CO, al 5% ¢ 10%. La normotermia
gueda asegurada por inmersion de los o6rganos en una soluciodn

cristaloide en bafio de 6rganos(*®

El bloque cardio-pulmonar autoperfundido consigue mantener
buena funcidon pulmonar y cardiaca durante unas cinco a seis
horas®® EI deterioro funcional del pulméon se manifiesta por
desarrollo de hipertension pulmonar y aumento de la diferencia
alveolo — arterial de 0,. Como mecanismos de lesion pulmonar, se
ha demostrado activacion del sistema complemento, agregacion
plaquetaria y secuestro pulmonar de leucocitos, ya desde Ila
primera hora de funcionamiento del sistema®® Un estudio
experimental no logré demostrar ventajas del sistema de
autoperfusion versus enfriamiento interno del donante en by-pass

cardio-pulmonar®sh

Se han realizado estudios experimentales de preservacion
prolongada y de investigacién de los requerimientos metabdlicos
del bloque cardio-pulmonar autoperfundido®®?-1%® Se consumen
acidos grasos libres en primer lugar, después glucosa. A las 6 6
7 horas, cuando los niveles de glucosa han caido por debajo de
10 mgr/dl el corazdén entra en insuficiencia, se dilata y sufre
parada. La adicién de glucosa + insulina a la sangre consiguié
mantener el bloque cardio-pulmonar en buenas condiciones durante
18 horas®?® Tras este periodo, la preparacion muestra signos de
contaminacion bacteriana, por 1o que necesita de la adicion de

antibioticos para conseguir su mantenimiento hasta 24 horas®®
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Otros ensayos han conseguido alargar el tiempo durante el que la
preparacion permanece en buen estado mediante la deplecidén de

leucocitos en el perfusato(%°-150

Estas limitaciones, unido a la complejidad técnica y a las
dificultades de indole logistica que esta metodologia presenta,
han hecho que este método viera limitada su difusion clinica.
S6lo el grupo de Pittsburg utilizé este método de preservacion
pulmonar en la clinica®-® Desde 1987 lo abandonaron a favor

de la perfusion e inmersion frias®?

3,2-3 Enfriamiento del donante en by-pass car dio-pulmonar.

El método consiste en poner al donante en by-pass cardio-
pulmonar y enfriar su sangre mediante un intercambiador externo
de calor, hasta que alcance una temperatura de aproximadamente

10°CH®

Este método permite un enfriamiento controlado de todo el
organismo del donante, de modo que posibilita una extraccion
multiorganica perfectamente programada y secuencial@®® Utilizar
la sangre del propio donante como vehiculo de la pérdida de
calor es tedricamente preferible frente a cualquier otro liquido
de perfusion, siendo la sangre una solucidén coloide con alta
presién oncoética, que aporta todos los nutrientes sin excepcion,
y que conserva integros los mecanismos naturales de tampdn

acido-base, y de eliminacion de radicales libres del oxigeno®®
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Sin embargo, el enfriamiento por by-pass no estid exento de
inconvenientes importantes para la preservacion del pulmén. Se
sabe que el by-pass cardio-pulmonar resulta deletéreo en si
mismo para la funcién pulmonar, debido a que provoca liberacion
de citocinas, activacion del sistema complemento, con secuestro
y activacion leucocitaria, y disfuncion vasomotora®®®12 También
porque durante el periodo de by-pass, el pulmén se encuentra en
una situacién de relativa isquemia, al recibir solamente sangre
arterial a través de las arterias bronquiales y la poca sangre
venosa que se recoge a través del seno coronario®® Por la misma
razon, el enfriamiento pulmonar es relativamente ineficiente,
comparado con el gque se consigue para otros drganos, como higado
o rifion®-*® Ccomo ualtimo y definitivo inconveniente, no es
despreciable la complejidad técnica y de aparataje que se
requiere, unido a que tampoco se ha demostrado superioridad en
la calidad de la preservacion que se consigue frente a la

perfusion e inmersién Frias®64+-16®

3,2-4 Perfusion pulmonar fria+ inmersion fria.

Consiste en la perfusion del 6rgano, a través de la arteria
pulmonar, con una solucidn de preservacion a baja temperatura en
el momento de la extraccion, e inmersion del 6rgano en la misma
solucion fria durante el periodo de isquemia®™-*® (Aunque
tedricamente, las soluciones de perfusién y de inmersidén podrian
ser diferentes) Se consiguen asi tiempos aceptables de isquemia

de entre cuatro a seis horas®®*®
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La gran ventaja que ofrece este método es su sencillez
unida a su eficacia, lo que se demostr6 en modelos
experimentales ya desde el 1inicio mismo de los estudios de

técnicas de preservacion®17

La técnica es facil y el
aparataje ninguno. ElI pulmén es perfundido con [la solucidn
preservante durante unos cinco o diez minutos, hasta que se
observa la salida de la misma por las venas pulmonares. Este
método consigue un enfriamiento rapido y eficaz del Organo. Se
consigue ademas, eliminar del interior de la vasculatura
pulmonar gran parte de los elementos de la sangre que pueden
resultar lesivos para el d6rgano, como leucocitos, plaguetas, o
micro trombos de fibrina. El método de preservacién se completa
por inmersiéon del oO6rgano vya perfundido en la solucidn

preservante, manteniéndose a baja temperatura durante el periodo

de isquemia.

Ventajas adicionales, pero no menos importantes que ofrece
este método, son que no interfiere en los trabajos de extraccion
ni en la metodologia de preservaciéon de otros O6rganos, y que
permite ensayar con facilidad variantes de la técnica y/o de la
composicion de la solucién de preservacion, tanto en modelos

experimentales como clinicos.

3,2-5 Perfusion pulmonar retr 6gr ada.

Algunos autores han llamado la atencidén sobre las ventajas

que pueda suponer la perfusion pulmonar retrégrada, esto es,
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desde la auricula izquierda, por cuanto permite que el flujo de
perfusién no so6lo alcance 1la vasculatura pulmonar, sino la

bronquial también(74-17®

En nuestro pais, A.Varela ha estudiado y Illevado a la
clinica®@” esta variante de la perfusion pulmonar. En un modelo
experimental en cerdos, ha comparado la distribuciéon de
macroagregados de albamina marcada con %tecnecio, mediante
incorporacion de los mismos a la perfusidén via arteria pulmonar
versus via auricula izquierda. Los resultados le permitieron
concluir que la perfusidon por via retrégrada consigue una mejor
distribucion de la solucidn preservante en la pared de la
traquea y del arbol bronquial. La funcionalidad del injerto

resulté mejor en el grupo de perfusidén retrograda’®17®

3,3 PRACTICA CLINICA ACTUAL.

En la préactica clinica actual, la totalidad de los centros
que transplantan pulmén realizan 1la preservacion pulmonar

mediante el método anterior de perfusion e inmersion frias®s-49

Todos los autores resaltan la importancia de evitar que
haya zonas del pulmon que no resulten bafadas por la solucidén de
preservacion y que no estén, por tanto, preservadas. Para
conseguir que la distribucidon de la solucidn de preservacién en

los pulmones sea uniforme y completa se aconseja perfundir a
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baja presiéon, con el pulmén insuflado y mientras estd siendo
ventilado®™-%-® También se aconseja adicionar la solucion con
prostaciclina (PGl,) potente vasodilatador arterial pulmonar. Se
pretende con ello evitar la vasoconstriccion refleja que puede

provocar la perfusién del arbol vascular pulmonar®®-4®

Por 1o demds, no existe unanimidad ni en cuanto al
tratamiento/s que debe/n administrarse al donante, ni en cuanto
a la composicion del liquido a perfundir, o a las condiciones
mas adecuadas de almacén del o6rgano, ni en como debe hacerse la

reperfusioén, ni en el/los tratamiento/s en el receptor.
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SUMARIO
“Preservacion” es el “conjunto de técnicas y/o
tratamientos cuyo objetivo es el mantenimiento
estructural y funcional del o6rgano que se

transplanta™.

- En la practica clinica actual, la preservacion
pulmonar se realiza mediante de perfusion e

inmersiéon frias en una solucidén de preservacion.

- Otras modalidades de preservacion pulmonar o

cardio-pulmonar han sido abandonadas.
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CAPITULO 4°

INVESTIGACION EN PRESERVACION PULMONAR.

4,1 INTRODUCCION. OBJETIVOS.

A los veinte afos desde el inicio de los primeros programas
clinicos de trasplante de pulmén, apenas si se han introducido
cambios en lo que a la metodologia de la preservaciéon del Organo
se refiere. Con el sistema actual de perfusién e inmersion
frias, el tiempo tolerable aceptado de isquemia de seis horas no

ha podido ser alargado&-18

Sin duda, el reto que se considera es realmente formidable.
Frente a Ulas seis horas actuales, se trata de mantener
vivo/viable un pulmon, (con minima o sin lesion) fuera del
organismo, por un periodo de al menos 12 horas, y conservando la
simplicidad metodolégica que brindan el sistema de perfusién e

inmersion frias.

Queda asi definido el objetivo que podria [lamarse
estratégico. Este es la “busqueda de un método Optimo de

preservacion pulmonar”, el cual deberia:

1) Mejorar la calidad de la preservacion, es decir, mejorar
la funcién del 6rgano post-reimplante, y/o
2) Alargar el tiempo de isquemia, al menos hasta 12 6 24

horas, 6ptimamente hasta 48 6 72 horas.
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La consecucién de estos dos objetivos estratégicos
permitiria acceder al cumplimiento de objetivos de aplicacion
clinica inmediata®*® Seria asi posible:

-Aumentar el numero de donantes.

-Facilitar los aspectos logisticos del trasplante vy
permitir asi un uso mas eficiente de los recursos, con la
creacion de verdaderas redes de donacidn y comparticiéon de
pulmones.

-Realizar el tipaje prospectivo del sistema mayor de
histocompatibilidad HLA.

-Practicar las intervenciones de trasplante en forma
semielectiva, en vez de en las actuales condiciones de
intervencién urgente.

-Reducir la incidencia de complicaciones agudas y cronicas.

4,2 LINEAS DE INVESTIGACION EN PRESERVACION PULMONAR.

Esta busqueda del modo de preservaciéon pulmonar ideal exige
el rigor del método cientifico, el cual se caracteriza por el
planteamiento inductivo de hipétesis que deben ser validadas (o
refutadas) en el laboratorio primero, para poder ser aplicadas

en la clinica después.

... ay, there'stherub (Hamlet; 111, 65) Ahiestala dificultad. Porque
son tan numerosas las variables que de un modo u otro

intervienen o0 pueden intervenir en el problema de la
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preservacién pulmonar. Son tan numerosas, Yy consideradas
conjuntamente, producen un tan alto numero de posibles
permutaciones, que devienen en gran dificultad. Considérense los
numerosos mecanismos interdependientes que producen lesion
pulmonar en el trasplante. Considérense las posibles variaciones
de la composicion de la solucidn de preservacion, variaciones en
su contenido de electrolitos, en la adicion o no de farmacos u
otros sustancias, las diferentes condiciones de almacenamiento
que se han propuesto, los muy diferentes modelos experimentales
que son utilizados, los multiples tratamientos evocados contra
la lesidon de reperfusidén, etc. Resulta en la practica imposible
diseflar un experimento que pretenda abarcar tanta variabilidad.

Hay que avanzar despacio, paso a paso.

Por ello, es necesario que la iInvestigacion en preservacion
pulmonar progrese gracias al trabajo paralelo de equipos de
investigadores que disefian sus experimentos siguiendo lineas de
investigacion que se complementan mutuamente, perfectamente
definidas Yy aceptadas por la comunidad cientifica

internacional “*-*® Estas son:

1.- Desarrollo y validacion de modelos experimentales que
permitan reproducir y estudiar Hla lesién por isquemia -—

enfriamiento — reperfusion.

2.- ¢(Como mejorar la preservacion?
La preservacion pulmonar se realiza actualmente mediante

perfusion e inmersion frias. Otras modalidades de preservacion
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pulmonar han sido abandonadas. En la ultima década, apenas si
hay publicaciones sobre el enfriamiento simple externo o interno

(by-pass) o sobre autoperfusion del bloque cardio-pulmonar®43.187-

192)

En cambio, las publicaciones que versan sobre variaciones
de la técnica de enfriamiento pulmonar por perfusidén + Inmersion
fria son plétora. Tanta producciéon se explica por las muchas
variaciones posibles que esta técnica permite, variaciones que
se ramifican y multiplican, y por 1la complejidad de los
mecanismos lesionales en I/R. Aln mas, a medida que se va
progresando el conocimiento de los mecanismos lesionales a nivel
celular y molecular, se van definiendo paralelamente nuevas

posibilidades terapéuticas que precisan ser experimentadas.

Dentro de esta linea de investigacion, de modo subjetivo y
solapados, podrian definirse los siguientes campos:
-Tratamiento / preparacion del donante?
-¢Como (en qué condiciones) hay que mantener el Organo
aislado?
-¢Como es el metabolismo durante la fase de preservacion?
-¢Cual es la temperatura optima de almacenamiento?.
-¢Estado de insuflacidén del pulmon?.
-¢.Cual es la composicion ideal de la solucidn preservante?
-¢,Qué composicion de electrolitos?
-¢Qué pH?
-¢:Qué aditivos?:

-Impermeantes?
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-Medicamentos?
-Hormonas?
-Sustratos metabodlicos?
-0tros?
-Tratamiento / preparacion del receptor?

-¢,Cémo hacer la reperfusion?

4 .3 MODELOS EXPERIMENTALES.

4.3-1 Introduccion.

Asi pues, la primera dificultad que se plantea en el
estudio de 1la lesion por 1/R es el desarrollo de modelos
experimentales que permitan el estudio del metabolismo en
isquemia calida o fria, de los mecanismos celulares adaptativos
a la hipoxia con/sin enfriamiento, de los mecanismos de lesiodn

organica, y del modo de prevenirlos o atenuarlos.

Cualquier modelo experimental debe buscar la combinaciéon de
sencillez y reproducibilidad. Se han desarrollado modelos in-
vitro, ex-vivo, e in-vivo. No existe un modelo “perfecto” capaz
de adaptarse a todas las necesidades o exigencias de los
investigadores. Cada modelo presenta sus ventajas e

inconvenientes: Logisticos, de costo, de reproducibilidad, etc.

Es importante considerar que la informacién que rinde cada

modelo queda limitada por las mismas caracteristicas técnicas e
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instrumentales que definen el modelo en cuestiéon. Es decir, el
modelo experimental no es neutro en la produccion de resultados.
La manipulacion e instrumentacion que sufre (nhecesariamente) el
objeto de estudio (en este caso, el pulmén) hace que, por una
parte, los parametros mesurables varien de uno a otro modelo;
por otra, que los resultados obtenidos no sean siempre
reproducibles o concordantes al cambiar de un modelo a otro. La
reaccion de las células frente a un estimulo o noxa puede ser, y
de hecho es, diferente segun se hallen en cultivo, en el Organo

aislado, en el 6rgano reimplantado o en el Organo intacto.

En consecuencia, al disefiar un proyecto de investigacion,
hay que tener presente que es preciso elegir el modelo
experimental mas adecuado a los objetivos concretos que se
pretendan alcanzar, y es también necesario aceptar como
inevitables las limitaciones que son propias del modelo que se
haya elegido. Cada modelo experimental permite observar algunos
aspectos del problema que se ha planteado. Nos permite ver un
mismo problema desde una —su propia- perspectiva. 0 lo que es lo
mismo, la informacién obtenida por diferentes experimentos se
complementa, incluso en caso que los resultados se contradigan.
Igualmente, es muy importante incluir en el disefio experimental
un grupo control, que de validez al modelo en concreto
desarrollado, y que establezca valores de referencia propios,
valores frente a los que poder comparar aquellos obtenidos en
los grupos experimentales. Estos comentarios conllevan una
pregunta importante: ,Como  evaluar la calidad de la

preservacion?
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Para dar contestacion a esta pregunta, es necesario primero
conocer las caracteristicas fundamentales de los diferentes
modelos experimentales que se utilizan en la actualidad para
estudiar los fendémenos lesién por isquemia — enfriamiento -

reperfusion.

4.3-2 Células aisladas en cultivo.

Este modelo consiste en mantener en cultivo neumocitos®®-

195) células endoteliales®29D y otras®0?-209

Para obtener células pulmonares, el pulmén del animal (rata
u otro) es sometido a digestion encimatica por perfusién, a
través de la arteria pulmonar, de sueros conteniendo
sucesivamente desoxirribonucleasa, papaina, pronasa, colagenasa
y elastasa. Las células pulmonares se obtienen mediante
ultracentrifugacion del efluente, y son mantenidas en cultivo en
condiciones controladas. A los cinco dias, mas de un setenta por
cien de las células asi obtenidas mantienen su viabilidad en

condiciones adecuadas de cultivo®-201

Ya en cultivo, pueden las poblaciones celulares ser
sometidas a estimulos fisioldgicos o nocivos, por ejemplo,
toxinas, hipoxia, reoxigenacion, hiperoxia, etc. En estos
modelos, puede estudiarse la viabilidad de las células en
cultivo mediante tincion exclusiva con trypan azul®?® o mediante

estudios metabolicos, como el 1indice de sintesis de acidos
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nucleicos y/o0 de proteinas, mediante cuantificaciéon de la
incorporacion  de  PH-timidina®®® y de  *®S-metionina®
respectivamente. La liberacion al medio de encimas
intracelulares, como la encima lactato deshidrogenasa, (LDH) es
indicador de lisis o necrosis celular®32% |as alteraciones
estructurales y ultraestructurales de las células y/o organelas
pueden observarse y cuantificarse mediante las técnicas
habituales de microscopia Optica y/o electrénica9-198.200.201,205)
Como mayor inconveniente, es obvio que 1la arquitectura del

organo ha sido destruida. Por tanto, no pueden estudiarse

parametros de funcién pulmonar.

4.3-3 Mitocondrias aisladas en cultivo.

Las mitocondrias son aisladas de pulmones frescos que han

sido previamente sometidos a isquemia y reperfusion.

La calidad de 1la preservacion mitocondrial se valora

mediante por evaluacion de la fosforilacidon oxidativa segun

consumo de 0,¢%

4.3-4 Anillosde arteria pulmonar o de bronquio en bario de 6r ganos.

EIl modelo consiste en obtener anillos de arteria

pulmonar®®-212 g de bronquio®?® y mantenerlos viables en bafio de

érganos.
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Se puede estudiar la respuesta (contraccion / dilatacion)
del segmento vascular y/o de la via aérea antes, durante vy
después de ser sometido a determinado estimulo: un téxico, un
farmaco, hipoxia, hiperoxia, frio, etc. Se pueden hacer estudios
histolégicos y metabdlicos®? En el caso de la via aérea, es

posible evaluar la motilidad ciliar®?®

La gran ventaja de estos modelos es que resulta
relativamente facil obtener fragmentos de arteria pulmonar y/o
via aérea de sujetos humanos. Por ejemplo, de pacientes que son
sometidos a reseccién pulmonar mayor por tumor o por nddulo

pulmonar de localizacién periférica.

4.3-5 Tiras o laminas ultrafinas de pulmén en bario de 6r ganos.

ElI modelo consiste en obtener tiras o laminas de pulmén
ultrafinas, cortadas a microtomo, y mantenidas en bafio de
Organos. Los especimenes se mantienen viables incluso hasta 70

horas(214.215)

De nuevo, el modelo permite someter el tejido pulmonar al
estimulo deseado y medir su respuesta metabdélica y/o funcional.
Los especimenes pueden también procesarse para estudio

microscopico estructural y/o ultraestructural®#-29

Este modelo resulta muy ventajoso en tiempo y economia. De

un dnico animal, por ejemplo de una rata, se pueden obtener
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hasta veinte especimenes, Yy realizar por consiguiente, otras
tantas observaciones. Otra ventaja importante es que permite
conservar, en parte, la estructura pulmonar y, en cierto modo,

las caracteristicas del 6rgano completo(?4:21%

ElI' método no esta exento de cierta complejidad vy
dificultades. Las laminas obtenidas tienen que ser realmente
ultrafinas, (250 = 20 micras) puesto que, en caso contrario, los
vasos pulmonares y las vias aéreas son cortados en bisel, lo que

dificulta o imposibilita la lectura fiable del experimento®!*-21%

Como ya se comentd antes, el gran inconveniente due
comparten todos los modelos in-vitro es que los resultados
obtenidos no siempre son reproducibles en modelos ex-vivo o0 iIn-
vivo frente al mismo estimulo. La manipulaciéon 1inherente al
modelo, al privar al segmento de tejido de sus relaciones
normales en el 6rgano completo, y por tanto, al privarle de los
mecanismos reguladores normales humorales y/o nerviosos, locales
y/0 sistémicos, le confieren tan inconveniente variabilidad. EI
ambito de validez de las conclusiones queda restringido al

propio modelo experimental.

4.3-6 El pulmoén aislado y perfundido ex vivo.

4.3-6A El pulmbn aislado v perfundido como instrumento de experimentacion.

ElI modelo experimental de pulméon aislado y perfundido ex—

vivo (IPL - Isolated and Perfused Lung) consiste en extraer el
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bloque cardio-pulmonar del animal tras haber cateterizado la
traquea, arteria pulmonar y auricula izquierda, siendo entonces

516,217 | 59

ventilado y perfundido en condiciones controlada
ramas pulmonares de los vagos, y la circulacion arterial
bronquial quedan seccionadas, y el drenaje linfatico se

interrumpe. No quedan claras las consecuencias deletéreas que

ello pueda suponer sobre la funcién del pulmén aislado®@®

El IPL presenta la gran ventaja de conservar ex—-vivo la
integridad estructural y funcional del oOrgano. Es posible, por
tanto, medir y registrar, y en otros casos calcular, parametros
de gran importancia en funcién pulmonar, como son el intercambio
de gases, la mecéanica respiratoria, la resistencia vascular
pulmonar, la permeabilidad capilar, y la formacion de edema
pulmonar. También es posible hacer estudios sobre funciones
metabolicas del pulmén. Asi mismo, al final de cada experimento,
se pueden utilizar parte o la totalidad de ambos pulmones para
estudios analiticos, de viabilidad celular, e histoldégicos,

estructurales y/o ultraestructurales(6-211

Frente a los modelos de trasplante en animales, ElI IPL
presenta una  ventaja muy importante: su mas facil
reproducibilidad. El IPL permite controlar con exactitud y a
voluntad las condiciones de ventilacion y de perfusiéon, (lo gque
es imposible en el animal vivo) facilitando asi la evaluaciodn

funcional del pulmén®®-21D permite también administrar farmacos o

aditivos en la dosis y por la ruta deseada.
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Por el contrario, es obvio que el IPL no puede evaluar
supervivencia. SoOlo los modelos de trasplante pulmonar en
animales, que reproducen con la maxima precision la realidad
clinica del trasplante en humanos, permiten evaluar la
supervivencia tras el trasplante, parametro que es definitivo,
por cuanto constituye el objetivo princeps de toda acciodn

terapéutica.

Ademas, otro problema del modelo es que, en el IPL, la
funcién pulmonar sufre deterioro espontaneo con el tiempo.
Incluso sin que medie ningun estimulo lesional especifico, el
6rgano aislado va reteniendo agua y Tformandose edema
perivascular y peribronquiolar, con lo que el pulmbn va
perdiendo distensibilidad y ofreciendo cada vez mas resistencia
vascular al Fflujo®#%-2D El pulmén aislado puede mantenerse en
buenas condiciones un maximo de 3 horas. Por el contrario, en
los modelos experimentales de trasplante pulmonar en animales,
la funcidon del pulmén puede analizarse a corto, medio y largo
plazo, dias o semanas después de la implantacién. El problema de
los modelos in-vivo, que se analizan mas adelante, es que exigen
una mayor complejidad instrumental y técnica, Yy que son

econémicamente mucho mas gravosos.

Con sus ventajas indudables y con sus limitaciones, el IPL
es el modelo experimental mas ampliamente utilizado en
investigacion de la Tfisiologia, fisiopatologia y Tarmacologia
pulmonar. ElI [IPL ha sido utilizado en numerosos, incontables

experimentos cuyo objeto era el estudio de 1la lesién por
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isquemia y reperfusién pulmonar. EL IPL ha demostrado ser un
instrumento eficaz en la reproduccion experimental de la lesidn

pulmonar por isquemia y reperfusion.

4.3-6B Variacionestécnicas y/o instrumentales del modelo | PL .

-Patrén de ventilacion.

ElI patréon de ventilacion normal para el IPL puede variar
entre 50 y 100 ciclos por minuto y volumen corriente (V:, volumen
tidal) entre 1.5 y 3 ml, para totalizar un volumen minuto entre
150 y 200 ml. Se aconseja mantener un nivel de presidn positiva
al final de la espiracion (PEEP, positive end-espiratory
pressure) de +3 6 +4 cm de H,0 para mantener el pulmén “abierto”

y Facilitar la ventilacion®®

- Ventilacién a presion positiva o a presion negativa.

ElI' pulmén aislado puede ser ventilado mediante presion
positiva en via aérea, o mediante técnicas de presion negativa.
En este ultimo caso, el pulmén debe permanecer colgado de la
traquea en el interior de una camara completamente cerrada.
Existen dispositivos que trasforman la presién positiva que
genera el ventilador en presion de succion o negativa®@® El
sistema de presién negativa reproduce con mayor fidelidad las

condiciones Tfisioldgicas del pulmén en el interior del térax.
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La presidn en la via aérea producida por el ventilador, sea
positiva o negativa (de succidén), va a ser transmitida al arbol
vascular pulmonar. Asi pues, la utilizacion de uno u otro modo
de ventilacidon tiene repercusiones no solo sobre la mecéanica
respiratoria, sino también sobre 1la hemodinamia pulmonar.
Consecuentemente, y dependiendo del tipo de ventilacidén, van a
cambiar Blos valores normales de los parametros funcionales a
medir®®-220 para igual presién de perfusién, la ventilacion a
presiéon positiva disminuye significativamente el Tflujo de

perfusidén pulmonar.

- Composicion del gas inspirado.

El gas inspirado puede ser aire ambiente, cuya fraccioén
inspiratoria de oxigeno (FI10;) es del 21%, o pueden utilizarse
mezclas de gases, como el carbdégeno (cuya composicién es 0, 95%
+ CO, 5%) u otros. Estas mezclas gaseosas estan disponibles en
el mercado, contenidas en bombonas, las cuales simplemente se
abren a una bolsa sellada de Douglas y ésta se conecta al

ventilador.

El estudio de las relaciones ventilacién-perfusion y de la
fraccion shunt queda fTacilitado por el control exacto de las
condiciones de perfusién y de ventilacién y, por ende, de la

composicion del gas alveolar que el modelo permite®s:59

- Perfusién avolumen constante o a presion constante.

Para la perfusién, puede utilizarse una bomba que impulsa

un volumen constante de perfusato, o bien puede éste fluir desde
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un reservorio, el cual queda colocado a una altura determinada y
constante con relacion al pulmén, lo que producira un Flujo de

perfusion a presion constante®'6-217

- Perfusién con solucion polielectrolitica vs. sangre diluida vs. sangre total.

Es posible perfundir con cualquiera de los tres liquidos
mencionados. La solucidon polielectrolitica resulta la variante

mas sencilla y con mas frecuencia utilizada®®

La solucion polielectrolitica estandar de perfusion
pulmonar es la solucién de Krebs-Henseleit (K-H). La composicion
electrolitica de la solucion de K-H es la siguiente®®:

NaCl 118mM/1, KCI1 4.7 mM/1, KH,PO, 1.2 mM/1, MgSO, 1.2 mM/1,
CaCl, 2.5 mM/1, NaHCO; 13 mMm/1l.

PH 7.4

Osmolaridad 310 mOsm/1.

A la solucion K-H se adiciona albumina bovina 2 gr% y
glucosa 1 gr%. Puede también adicionarse HEPES 0.3 gr%. La
adicién de albumina u otro impermeante -Dextran, Ficoll- es
imprescindible para poder perfundir el pulmon®i6.217.221)  Ep
ausencia de iImpermeantes, se produce edema pulmonar intersticial

y alveolar inmediatamente desde el principio mismo de la

perfusioén, lo que hace imposible ventilar y perfundir el dérgano.

Puede también perfundirse el pulmén con sangre total o con
sangre diluida en solucién K-H. Sera preciso en estos casos

adicionar heparina sédica a la soluciodn.



85

La perfusion con sangre total reproduce mas Ffielmente la
realidad fisioldgica de la lesiéon por I/R. Los registros de
funcion pulmonar son mas fidedignos, puesto que la sangre, con
su contenido celular y de proteinas, posee caracteristicas
oncoticas y reoldégicas diferentes de las que exhiben las
soluciones electroliticas®? Por lo mismo, se perfunde el pulmén

con células blancas, las cuales tienen un papel importante en la

génesis y mantenimiento de la lesion por reperfusion (ver 24)

Como inconveniente, la perfusion con sangre diluida o total
obliga a obtener sangre homéloga en cantidad suficiente para
Ilenar el circuito de perfusion con su reservorio. De cada rata
s6lo pueden extraerse aproximadamente 10 cc. de sangre por

puncidén cardfiaca percutanea.

- Perfusién con / sin recirculacion del perfusato.

El' liquido de perfusién puede recogerse y entrar en
recirculacion o desecharse. La primera opcion suele ser
necesaria si se quiere perfundir con sangre o sangre diluida

puesto que la disponibilidad de la misma es limitada.

La recirculacién de la sangre exige su “desoxigenacion”, es
decir, exige inducirle valores de presidén parcial de los gases
diluidos propios de 1la sangre venosa mixta, antes de su
reentrada en el pulmén. Algunos experimentos han sido disefiados
utilizando un segundo pulmén ex—vivo o] in-vivo como
desoxigenador®@?22D  otros lo hacen mediante un desoxigenador

instrumental de membrana®?® o de burbuja.
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4.3-6C Variables de funcién pulmonar medidas y parametros calculados

durantela fase de perfusion.

-Intercambio de gases.

Se pueden recoger muestras del Iliquido de perfusion
afluente y efluente para su procesamiento en el analizador de

gases.

Podran calcularse, mediante la ecuacién del gas alveolar,
la diferencia alveolo-arterial de oxigeno (A-a 0,) y la fraccioén
shunt (Qs/Q)®® Puesto que las condiciones de perfusion y de
ventilacion se conocen con exactitud, es posible deducir a
partir de la ecuacion del gas alveolar que, como expresion del
intercambio de gases que estéd realizando el pulmén ex —vivo, la
medicion de la presion parcial de 0, en el liquido efluente

pulmonar es equivalente al calculo de la A-a 0, y de la Qs/Q+.

-Hemodinamia pulmonar.

Las relaciones entre presion y flujo de perfusion vienen

expresadas por la ecuacion siguiente®®:
Pv = Ry * Q (Ecuacion 1)

Presion de perfusion.

En la que Py
Ry = Resistencia vascular.
Q = Flujo.
En caso de prefundir a presién constante, entonces debe
medirse el flujo; si se perfunde a flujo constante, entonces la

variable independiente que hay que medir es la presion.
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-Mecénicarespiratoria.

Las relaciones entre presién de ventilacién, flujo aéreo y

expansion pulmonar, quedan expresadas por la ecuacion®®:

P = ((/C.* V) + (RL* dV/dt) (Ecuacioén 2)

En la que P = Presiodn en via aérea
C. = Compliance o distensibilidad pulmonar.
V = Volumen corriente
R. = Resistencia (al flujo).

dv/dt = Flujo.

Se considera que C_ corresponde a la resistencia que ofrece
el parénquima pulmonar a ser expandido, mientras que R_
corresponde a la resistencia que las vias aéreas ofrecen al paso

del gas.

Al final de la inspiracién y de la espiracion, el flujo
aéreo es igual a cero (dv/dt = 0). En estos puntos, la ecuacion
2 queda reducida a:

P =1/C_ * V (Ecuacién 3)
o, lo que es lo mismo,

CL = AV / AP (Ecuacion 4)

Si se ventila a volumen constante fijado por el ventilador,
es decir, AV = Vi = constante, y puesto que P aumenta desde el
inicio de [la inspiracion hasta alcanzar su valor maximo
precisamente al final de la inspiracion, entonces se deduce de

las ecuaciones equivalentes 3 y 4 que la presién maxima
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inspiratoria en via aérea, (PawP, peak airway pressure)
registrada por el correspondiente sensor, es un parametro que
expresa la C_ para ese Vi de modo inversamente proporcional. La
PawP deberd aumentar a medida que el pulmén pierde

distensibilidad o, 1o que es lo mismo, aumenta su rigidez.

Del mismo modo, si se ventila a presidn constante (positiva

0 negativa) entonces el parametro dependiente es el V. Vi ira

disminuyendo a mediada que el pulmén se va haciendo mas rigido.

-Reqistro continuo de formacidn de edema pulmonar.

Para ello es preciso colgar el bloque cardio-pulmonar de un
sensor de peso el cual registrara el incremento de peso que
experimenta el 6rgano a medida que va reteniéndose liquido. EI
instrumental necesario para esta medicidén varia segun se ventile

a presion negativa o positiva®®219

-Permeabilidad vascular. Coeficiente de filtracion capilar.

El  coeficiente de Tfiltracion capilar (Kf,c) puede
calcularse en pulmones aislados en condiciones de isogravedad a
partir del cambio subito de peso registrado como consecuencia de
cambios subitos en la presion capilar mediante la maniobra de la

doble oclusi n(?16-220,229,230)

La permeabilidad vascular pulmonar también ha sido evaluada
midiendo el grado de extravasacion de proteinas usando albumina

marcada con lodo radiactivo(1'%)®3®
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-Estudios metabdlicos.

En el 6rgano entero, pueden medirse las concentraciones de
ATP, fosfato 1inorganico y fosfomonoéster mediante resonancia

magnética nuclear utilizando fésforo marcado (P31)31.232

Se ha demostrado alteracién en la capacidad de eliminacioén
de catecolaminas vasoactivas por el pulmén tras isquemia
pulmonar por by-pass®@?® y alteracion de la sintesis de DNA tras
isquemia-reperfusion®® Se ha detectado alteracion  del
metabolismo de la serotonina (6-hidroxitriptamina) marcada con
carbono 14 (C*) y de noradrenalina marcada con tritio (H®)®®
Otro experimento correlaciona positivamente (r?=0,62) el
deterioro hemodinamico y del intercambio gaseoso por 1/R con la
alteracion de la sintesis de DNA medida por incorporacién de
timidina tritiada®?® También se ha relacionado la capacidad
maxima del pulmén de producir prostaglandina 12 (PGI2) tras
estimulacién con bradicinina como marcador bioquimico de dafio

pulmonar tras seis horas de isquemia y reperfusion®®

-Liberacién de lactato deshidrogenasa.

La Dliberacién de [la encima 1intracitoplasmica lactato
deshidrogenasa (LDH), medida en liquido pleural y/o0 en muestras
de lavado bronco-alveolar, se ha reconocido como iIndicador de
lisis celular en la lesion pulmonar aguda®®-2"” En el modelo de
pulmén aislado, se ha utilizado en la valoracién de la
viabilidad del 6rgano tras preservacién, medida en este caso en

el liquido efluente®®
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-Produccion de radicales libres del oxigeno.-

La producciéon de radicales libres del oxigeno (ROS) puede
medirse indirectamente como especies reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS, Thiobarbituric acid-reactive species) en
muestras de lavado broncoalveolar y/o en muestras de Iliquido
efluente de perfusiéon pulmonar®® Los autores del ensayo
concluyen que el nivel de peroxidacion lipidica puede reflejar
adecuadamente el grado de lesién pulmonar tras isquemia -—

reperfusion.

4,3-6D Variables de funcion pulmonar medidas y parametros calculados

después delafase de perfusion.

Los parametros que se comentan a continuacién se miden con
las mismas técnicas, tanto en el [IPL, como en pulmones
transplantados y reperfundidos in-vivo. En el primer caso, los
estudios se realizan al final el periodo prefijado de
reperfusiéon; en el segundo, tras la muerte espontadnea o el

sacrificio programado del animal.

-Medicién de la cantidad de agua pulmonar -

Otro método, éste indirecto, de evaluacion del edema
pulmonar, consiste en calcular la relaciéon entre los registros
del peso humedo y seco del o6rgano (Ww/Wp,, wet to dried weight
ratio) una vez ha concluido la reperfusion®?” Es igualmente Gtil
la relacién entre el peso humedo del pulmén y el peso corporal

total del animal (Wy/Wg, wet lung weight to body weight
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ratio)®” Ambos indices son medidas indirectas del edema
pulmonar. Mas exactamente, evaluan la cantidad de agua contenida

en el pulmoén.

El edema pulmonar (intersticial) también ha sido evaluado
mediante analisis al microcopio Optico. Las muestras de pulmén
se congelan y se procesan para estudio histoldgico. Los autores
del trabajo miden el area de seccidon de arteriolas y vénulas, y
el &4rea de seccidén del espacio intersticial alrededor de los
mismos vasos; luego calculan la relacidon entre ambas medidas

como indice de edema intersticial®®

-Viabilidad celular.

Al finalizar el experimento el/los pulmén/es son
perfundidos con colorante azul trypan 0,4 gr% en solucién salina
balanceada. ElI colorante es 1incapaz de penetrar en aquellas
células cuya membrana celular permanece integra; las células
dafiadas se colorearan. Las células viables pueden ser contadas
por campos al microscopio Optico, y referidas porcentualmente

sobre el total(?17-230.241)

-Metabolismo de los nucledtidos de la adenosina.

Los niveles de nucledétidos ATP, ADP y AMP pueden medirse a
partir de muestras de homogeneizado de tejido mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High Performance

Liquid Chromatography) (30-241
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-Estudios con microscopia éptica y/o electronica.

Los pulmones en su totalidad o biopsias pulmonares pueden
ser procesados para estudios histolégicos segun las técnicas

habituales de microscopia 6ptica y/o electroénica.

4.3-7 Modelos de trasplante de pulmoén en animales.

En este caso, el modelo experimental consiste en realizar
el trasplante pulmonar en wun animal. No hay diferencias
sustanciales en las técnicas anestésicas y/o quirurgicas con

relacion al transplante en humanos(?42-24%)

Los modelos de autotransplante y alotransplante en animales
son los que mejor pueden evaluar la calidad de la preservacion
del oOrgano. Permiten realizar, en el animal completo, Ilos
mualtiples estudios de funcion pulmonar, analiticos, metabolicos
etc. que se han comentado para el modelo ex-vivo. Ademas, son
los unicos modelos experimentales que permiten analizar Ila
supervivencia a corto, medio, o largo plazo de los animales
trasplantados, siendo este parametro el mas importante al
evaluar la calidad de la preservacion, pues el aumento de la
expectativa y de la calidad de vida (del paciente) son los

objetivos ultimos de toda intervencion terapéutica.

El problema de estos modelos experimentales es el costo
economico que suponen. Por su mejor reproducibilidad, es

preferible utilizar animales de gran tamafio, primates, cerdos,
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perros, que son de dificil manejo. Estos animales facilitan el
trabajo del cirujano, pero resultan muy costosos. Precisan de
quirofanos experimentales y salas de reanimacién o cuidados
intensivos de modo que pueda reproducirse lo que sucede en la

clinica humana con el maximo realismo.

Para evaluar la funcion del 6rgano transplantado, el animal
receptor debe ser sometido a neumonectomia contralateral, de
modo que la funcidén pulmonar corra a cargo exclusivamente del
injerto. Los valores control para la comparacion estadistica son
los obtenidos del animal donante. Una variacién técnica
introducida por el grupo de J.Cooper consiste en implantar
sendos manguitos hinchables alrededor de cada arteria pulmonar
principal del animal receptor. Los manguitos estan conectados a
sendos reservorios subcutaneos que permiten hinchar y deshinchar
cada manguito con la méxima simplicidad y de forma
independiente. Cuando esta hinchado, el manguito comprime la
arteria pulmonar correspondiente e impide el flujo a su través.
De ese modo, sera posible anular funcionalmente uno u otro
pulmén a voluntad y de modo reversible. Con este modelo, el
pulmén nativo del receptor puede servir de control para

comparacion con el injerto®®

Por su mas facil manejabilidad y menor coste, se han
utilizado modelos de trasplante pulmonar en conejos y pequefios
roedores®¥®-240 En estos animales de pequefio tamafio es necesario
utilizar técnicas de microcirugia®?® Las dificultades de Ila

técnica quirurgica introducen tal grado de variabilidad que
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pueden restar reproducibilidad al modelo, incluso hasta el punto
de que el analisis d la supervivencia puede carecer de verdadera

significacion®®

Con el objetivo de solventar estas dificultades técnicas y
disminuir el tiempo de la operacién, se han descrito variaciones
de la cirugia con 1la utilizacion de manguitos de material

protésico en las lineas de sutura vasculares(4-24D

4.3-8 ;Como evaluar la calidad de la preservacion?

A 1o largo del desarrollo anterior, con el analisis de los
varios modelos experimentales, se han i1do apuntando algunos
puntos clave en la investigaciéon de la lesidén por isquemia —

reperfusiéon pulmonar, que ahora se recapitulan.

1) Modelos de trasplante pulmonar en animales. Analisis de

la supervivencia.-

ElI objetivo ultimo de todo tratamiento es aumentar la
expectativa de vida y mejorar la calidad de vida del paciente.
Solamente la completa reproduccién del proceso de trasplante
pulmonar mediante ensayos en modelos animales es capaz de rendir
informacion significativa en cuanto al impacto que sobre la
supervivencia del animal pueda tener la verificacion (o

refutacion) de la hipdtesis planteada, objeto del ensayo.
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2) Modelos in-vitro y ex-vivo.-

Los modelos experimentales 1in-vitro y ex-vivo rinden
informacion que es valida solamente vreferida al modelo
experimental que se ha utilizado. La mayor simplicidad y menor
coste econdmico de estos modelos les hace uGtiles para realizar
estudios piloto previos, cuyo objetivo sea limitado a obtener
informacion parcial sobre aspectos funcionales, metabdlicos,

histologicos etc... de la lesion pulmonar por I/R.

Por consiguiente, un buen disefio estratégico en
investigacion sobre isquemia, enfriamiento y reperfusiodn
pulmonar consiste en desarrollar primero un modelo experimental
de bajo costo, que permita un estudio piloto de aproximacidén a
la hipoétesis planteada, para después, si se considera
procedente, realizar el ensayo definitivo en un modelo de

trasplante animal.

4,4 LA BUSQUEDA DEL METODO IDEAL DE PRESERVACION PULMONAR.

4.4-1 I ntroduccion.

Siguiendo ahora el hilo de la reflexiéon que se dej6 en 42
como linea de investigacion fundamental que es, la busqueda de
un método “ideal” de preservacioéon pulmonar, ha dado pié a mas de
un millar de publicaciones en los ualtimos diez afios. Por
abrumadora mayoria, estas publicaciones versan sobre variaciones

del método de perfusidon e inmersién frias del pulmén. Es decir,
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los investigadores parten de 1la aceptacién de que, por su
sencillez y versatilidad, éste es el método sobre cuyo

perfeccionamiento se debe trabajar.

Sigue ahora un texto que pretende sintetizar la evolucién y
la actualidad de esta busqueda en sus aspectos fundamentales.
Con el siguiente desarrollo:

1)Soluciones de preservacion,

2)Condiciones de preservacion, y

3)Tratamiento/s del donante y del receptor.

4.,4-2 Soluciones de preservacion pulmonar.

4.4-2A | a solucion de preservacion pulmonar “ideal”

Las soluciones de preservaciéon pulmonar no son sino
soluciones polielectroliticas, cristalo-coloides, en medio
acuoso, con un valor de pH Tfisiolégico, o cercano al

fisiolodgico.

Las varias soluciones difieren entre si por su composicion
electrolitica y por la incorporaciéon de determinadas sustancias
que se adicionan a la solucién “base” con el objetivo de cumplir
los requisitos que FO.Belzer®® propone para la solucién de

preservacién “ideal”.
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Segun Belzer, la solucidon de preservacion “ideal” deberia
prevenir / evitar / minimizar los mecanismos lesionales y las
lesiones propias de la I/R:

1) La ingurgitacion celular.

2) La acidosis.

3) El edema intersticial.

4) La lesién por ROS.

5)Deberia estabilizar Qlas membranas y estabilizar la
estructura de las proteinas.

6)Deberia facilitar o procurar la regeneracion intracelular
de los nucledtidos de alta energia, (ATP, ADP y AMP) y de la

carga energética celular.

Fenémenos, los anteriores, comunes a todos los dOrganos.

7) Ademds, deberia ser oOrgano especifica, esto es,
adaptarse a las particulares caracteristicas fisicas,
estructurales y metabdlicas del 6rgano cuya preservacion se

pretende, en este caso, el pulmon(®8-248-249)

Esta ultima consideracion resulta de la maxima importancia,
por cuanto, en el pulmén, estructura y funcidén estan intimamente
relacionados. Exactamente, ¢qué particularidades, en cuanto a la
fisiologia y estructura del pulmén, resultan claves al

plantearse el problema de la preservacién de este 6rgano?

En primer Jlugar, el pulmbn no es exactamente un &rgano
s6lido, al menos no en el mismo sentido en que lo son el higado

y el riion; tampoco es un organo hueco como los que forman el
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tubo digestivo. En su estado Tfisioldégico normal, es decir,
expandido, ventilado y perfundido, el pulmbn se asemejase a una
esponja, con una interfase liquido - gaseosa, que es la
superficie de intercambio de gases, sometida continuamente a
estiramiento y contraccion, siguiendo los movimientos del ciclo

respiratorio. EI pulmén es un dérgano movil (pasivamente).

Este movimiento pasivo del pulmon es el que hace que, con
la glotis abierta, el aire atmosférico entre y salga del térax.
ElI pulmén es un 6rgano interno / externo. Es decir, el pulmén
es el Unico Organo interno que estad en permanente contacto con
el exterior; es el dnico O6rgano interno que recibe aire
(consecuentemente, oxigeno) directa y continuamente del

exterior.

En segundo lugar, la funcién mas importante del pulmon es
el intercambio de gases, 1o que determina la estructura de la
membrana alveolo-capilar. En algunas zonas, las membranas
basales de las células endoteliales y de los neumocitos llegan a
estar en contacto o a fundirse; es decir, el espacio
intersticial puede llegar a ser minimo o inexistente®® Esto es
importante para facilitar el intercambio de gases. Tanto el O,
como el CO, se movilizan pasivamente, por las diferencias de
presién parciales en el alveolo y la sangre del capilar
pulmonar. Es pues muy importante que la resistencia que opongan
las estructuras del o6rgano al paso de los gases sea la menor

posible.
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Para Tuncionar, el pulmén tiene que estar expandido,
ventilado, perfundido y seco. Esto explica las caracteristicas
histologicas de la membrana alveolo — capilar. El endotelio de
la vasculatura pulmonar es delgado y continuo®® Y explica
también la abrumadora riqueza que muestra el drenaje linfatico

del iIntersticio pulmonar.

Por consiguiente, en preservacion y reperfusiéon pulmonar,
mantener la integridad de la membrana alveolo-capilar es un
factor critico. Para que el pulmon esté seco, es importante no
s6lo evitar la ingurgitacion celular, sino evitar la salida de
Iiquido del espacio intravascular a los espacios intersticial y

aéreo.

Asi, todas Qlas soluciones de preservacion pulmonar
incorporan alguna sustancia impermeante, esto es, alguna
sustancia de accion coloidosmética que no pueda abandonar la luz
del vaso sanguineo y que, por consiguiente, retenga agua en el

interior del mismo, segun la ley de Starling®?

Finalmente, también exclusivo del pulméon es el hecho de
recibir la totalidad del gasto cardiaco, y de hacerlo a baja
presiéon. EI pulmén (la circulacion pulmonar) se halla incrustado
entre la circulacién venosa y la arterial sistémica. Esta
ubicacién resulta 6ptima para que el pulmén se constituya en el
6rgano de metabolizacidén / aclaramiento de sustancias o factores
vasoactivos que, recogidos por la circulacién venosa, pueden ser

potencialmente peligrosos de alcanzar la circulacién sistémica.
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4.4-2B Evolucion de las soluciones de preser vacion pulmonar .

Como se describe a continuacién, por su contenido en
electrolitos, impermeantes y otros aditivos, la composicién de
las soluciones de preservacion pulmonar ha ido evolucionando a
medida que se ha ido progresando en el conocimiento de los
mecanismos mediadores y efectores, celulares y moleculares de la

lesion por I/R.

4.4-2C L as soluciones Euro-Collins y Collins-Sacks.

La primera solucién que se utilizdé en preservaciéon pulmonar
mediante perfusion e iInmersion frias fue la solucidn Euro-
Collins (E-C) la cual habia sido introducida por GH.Collins(®?
para preservacion renal. La solucion E-C se caracteriza por su
elevada concentracion de K* (115 mEg/l1) y baja en Na® (10 mEg/l)
concentraciones parecidas a las que se encuentran en el
citoplasma celular (ver Tabla 1) La perfusidon con E-C pretende
igualar las concentraciones del interior y del exterior de la
célula, y evitar asi la entrada y salida pasivas respectivamente

de sodio y potasio, que tienen lugar durante la fase de isquemia
y enfriamiento por inhibicién de la bomba Na*/K' (ver 2,3-1 y 2,3-

3) Como impermeante, la solucion E-C utiliza glucosa®®

La soluciéon E-C presenta buenos resultados con tiempos de
isquemia de hasta seis horas®@%: 254259 nis alla de las cuales, la

preservacion resulta deficiente(®8-260
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Una variacion de la solucion de E-C es la solucion Collins-
Sacks, (C-S) introducida en 1973 también para preservacion renal
por SA.Sacks®%b_ Las soluciones E-C y C-S se distinguen porque
la solucidon E-C utiliza glucosa como impermeante, mientras que

la C-S incorpora el manitol para tal funcién (ver Tabla 1)

El problema de las soluciones E-C y C-S como preservantes
de pulmén es que su alto contenido en potasio induce
vasoconstricciéon pulmonar a temperaturas superiores a los
10°C®%? |La vasoconstriccion puede provocar irregularidades en la
distribucion intrapulmonar de la solucidén, lo que puede dar
lugar a que haya zonas del pulmén a las que 1la solucidn
preservante no haya accedido, y resultar en una disminucién de

la calidad de preservacion del 6rgano®@®



Tabla 1. Composicion de las soluciones de preservacion .
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Solucion| E-C C-S UW | LPD-G | Et-K | 1t-K [nEt- K C
Na+ 10 17 30 165 100 20 107 100
K+ 115 115 125 4 44 130 44 15
Mg++ 5 5 5 2 - - - 13
Ca++ - - - - - - - 0,25
Cl- 15 15 - 101 - - - -
COgH- 10 10 - - - - - -
PO4H»- 58 58 25 36 26 25 25 -
SO,= 5 5 5 - - - - -
Glucosa 195 - - 56 - - - -
Gluconato - - - - 100 100 100 -
Lactobionato - - 100 - - - - 0
Adenosina - - 5 - - - - 1
Glutation - - 3 - - - - 1
Alopurinol - - 1 - - - - 1
Trehalosa - - - - 120 - 120 -
Raffinosa - - 30 - - - - -
Dextran 40(g/L) - - - 20 - - - -
Manitol (g/L) - 37,5 - - - - - 60
EDTA(g/L) - 0,075 - - - - - -
HES(g/L) - - 50 - 30 30 30 -
NAC - - - - - - 10 -
Db c-AMP - - - - - - 2 -
Nitroglicerina - - - - - - 0,44 -
pH 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4 7,3
Osmolaridad¢™ 355 420 325 335 370 370 600 360

E-C: Euro-Collins.
C-S: Collins-Sacks.
UW: University of Wisconsin — Beltzer.
LPD-G: Low potassium Dextran — Glucose.
ET-K: Extracellular-type Kioto.
IT-K: Intracellular-type Kioto.

NET-K: nueva ET-K
C: Celsior.
EDTA: Etilene diamino tetraacético, acido.

HES: Hidroxyethyl starch.
NAC: N-acetilcisteina.
Db c-AMP: Dibutiril AMP ciclico.

Las concentraciones estan expresadas en mMol/L.

Excepto (*) en gr/L.

(**) La osmolaridad esta expresada en mOsm/L.
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La adicidén a las soluciones E-C y C-S, de prostaglandina E1
(PGE1), prostaciclina (PGD), u otros vasodi latadores,
supuestamente capaces de contrarrestar la vasoconstriccion
inducida por el ion K, se informa favorablemente de modo casi
unanime®@:-2"™ = jntroduciéndose en el protocolo clinico de
preservacién con solucion E-C®® También la nifedipina, de

accion vasodilatadora por bloqueo de los canales del calcio, se

ha utilizado con éxito como alternativa a la PGE1l.

La solucién E-C, adicionada con vasodilatador, ha sido
ampliamente utilizada en clinica como solucién estandar de
preservaciéon pulmonar por perfusién e inmersiéon frias. En
investigacion, ha permanecido durante afios como referente de
comparaciéon con otras soluciones de preservacion pulmonar de
aparicion posterior y/o como solucién base en ensayos con

aditivos, que se constituian asi en la variable independiente.

Ademas de los vasodilatadores, otras muchas sustancias han
sido ensayadas como aditivos a la solucion E-C: Glutation®%27®
y dimetiltiourea (DMTU)®"® como eliminadores de ROS; alopurinol,
por su accion de inhibicion de la xantino-oxidasa®’2"® factores
antagonistas de la activacion plaquetaria (PAFA, platelet
activating factor antagonist)®@® pentoxifilina®? derivado de la
metilxantina, para la que se han demostrado efectos beneficiosos
en lesi6on pulmonar mediada por neutrofilos, selenio (Se)®?

(83  abridor ATP sensible de 1los canales de K';

nicorandil
anticuerpos monoclonales especificos contra las moléculas de

adhesion intercelulares®® dibutiril AMP ciclico (db 375 c-AMP)
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analogo permeable del c-AMP, y 8-bromo guanosin monofosfato
ciclico (8-Br c-GMP) analogo permeable del c-GMP(28-286)
lodoxamina trometamina, inhibidor de la degranulacién de los
mastocitos®” aprotinina, por sus propiedades antiproteoliticas
y de estabilizacion de las membranas lipidicas®® Los autores,
en sus articulos, reportan mejores resultados en la
preservaciéon funcional y/o estructural del pulmén con el aditivo
elegido en el ensayo. Sin embargo, es preciso sefialar que estos

aditivos no han pasado, de momento, de la fase experimental %8

288)

4.4-2D L a solucion de Belzer - Universidad de Wisconsin.

En 1988, FO.Belzer y JH.Southard introducen la soluciodn
“Universidad de Wisconsin” (UW). Su objetivo es crear una
solucion “universal” para preservacion de organos abdominales®®
En la actualidad, Ba solucién UW se considera efectivamente la

soluciodn estandar en preservacién de 6rganos abdominales®®

Las soluciones E-C, C-S y UW apenas si se distinguen entre
si  por su contenido de electrolitos. Son conocidas como
“intracelulares” por su alto contenido en potasio y

relativamente bajo en sodio (ver Tabla 1)

En cambio, frente a la solucién E-C, 1la soluci6on UW
introduce azucares de alto peso molecular, lactobionato,

rafinosa e hydroxyethil starch (almidén) como impermeantes,
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adenosina como precursor metabolico de la sintesis de
nucledtidos, alopurinol como inhibidor de la xantino oxidasa, Yy

glutation como reductor de ROS®® (ver Tabla 1)

Sin embargo, la verdadera eficacia preservadora de estos
componentes es, al menos, dudosa. DN.Hopkinson®?® informa que la
eliminacioén sucesiva de hydroxyethyl starch, magnhesio,
alopurinol, adenosina, glutation y lactobionato no decrementan
la calidad de la preservacién, en un ensayo que compara solucién
UW completa frente a solucién UW progresivamente “mutilada” y
también frente a solucidén E-C, esta ultima ofreciendo los peores

resultados.

La introduccién de 1la soluciéon de UW en preservacion
pulmonar experimental y clinica, va a dar pié a numerosos
ensayos sobre 1la efectividad de Qla misma aisladamente o
comparativamente a otras soluciones preservantes(’-9.200,205,208,210,
21-309) | a3 calidad de la preservacién pulmonar obtenida por las
soluciones E-C versus UW es similar, aunque algunos autores

encuentran mas favorable la solucion UW(®7-98,200,205,208,210, 291-304)

Mencioén especial merece el ensayo clinico de
RL.Hardesty®®® que compara solucion E-C (n=30) y UW (n=70) sobre
un total de 100 trasplantes en 94 pacientes, iInformando de

parecidos resultados funcionales entre ambas soluciones.

Igual que para la solucidon E-C, la investigacion sobre la

solucién UW se enriquece con multiples experimentos gque ensayan
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numerosos aditivos, con el objetivo comin de mejorar la calidad
de 1la preservacion del pulmén. Se ha ensayado con éxito la
adicion de PGE1(7:304.309 1 otros vasodilatadores, como la
nifedipina®® a la solucion UW. Otros aditivos ensayados han
sido PAFA(8® hidroxibutirato®°’-3® butanediona®’®
dexametasona®®® lazaroides®*-310-31% djputiril 375 AMPciclico®®®

vitamina E hidrosoluble®

4.4-2F Lasolucion UCLA.

En 1989, M.Hachida y DL.Morton®!® introducen la solucion
“"Universidad de California Los Angeles”™ (UCLA) que es una
modificacion de la solucion E-C con menor contenido en potasio.
Con la adicion de insulina (ver Tabla 1) se pretende que la
glucosa no resulte sélo impermeante, sino que penetre en el
interior celular y sea utilizada como sustrato metabolico®'™®
Segun los propios creadores, la funcién pulmonar es buena tras
seis horas de preservacion®!®® pero pobre tras doce horas®® La
solucién de M.Hachida y DL.Morton no ha recibido interés por

parte de otros investigadores.

ElI problema de [la glucosa como sustrato metabdolico en
condiciones anaerobias es que cada molécula de glucosa se
metaboliza a dos moléculas de lactato, lo que aumenta la
cantidad de moléculas osméticamente activas y, por ende, tiende

a incrementar la entrada de agua y la ingurgitacioén celular(®
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4.4-2F | a solucion L ow-Potassium Dextran.

En 1986, el grupo de trasplante pulmonar de Toronto
introduce la solucion low-potassium-dextran (LPD)® disefiada
especificamente para preservacion de pulmén. Su contenido en
potasio (K") y sodio (Na*) es de 4 y 160 mMol/l ambos valores
cercanos a las concentraciones de estos mismos 1Hones en el
Iiquido extracelular®! Como impermeante, introduce el dextrano
40 (azucar polimero de masa molecular de 40,000 daltons) a

concentracion de 2 gr % (ver Tabla 1)

Una variante de la solucidén LPD, disponible comercialmente
(Perfadex, Kabi Farmacia) utiliza el mismo dextrano 40 a
concentraciones de 5 gr % %319 También se ha utilizado el
dextrano a 1 gr% sin que, segun los autores, se resintiera por
ello la calidad de la preservaciéon a treinta horas®® Otra
variacion de la solucién LPD, conocida por LPD-G incorpora

glucosa a concentraciones de 10 gr/l.

El bajo contenido en K' parece clave en el éxito de la
solucién LPD. En un modelo experimental en perros, los autores
comparan la calidad de preservacion pulmonar de la solucién LPD,
versus una solucidon baja en potasio pero sin dextran (low
potassium —LP-) versus una solucidén con dextran y alto contenido
en potasio (high potassium dextran —-HPD-) Se concluye que el
grupo de LPD es significativamente superior®? También del mismo
grupo, en primates, se concluye que 1la solucién LPD ofrece
buenos resultados por su bajo contenido en potasio Yy

presumiblemente porque el dextrano 40 ejerce efecto oncotico-
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impermeante y evita la agregacion eritrocitaria®?® Otro ensayo

informa que el dextrano carece de accion antioxidante®®

Se ha ensayado también dextrano de diferentes pesos
moleculares, utilizando solucién E-C regular como base, versus
solucién E-C adicionada con dextrano de 40x10°, 70x10° y 160x10°
daltons. Se obtienen, con éste ultimo, los mejores resultados®?®
EIlo no obstante, se ha seguido utilizando dextrano 40 como

componente regular de la solucioén LPD.

La solucién LPD acapara éxitos. Se publican estudios
ampliando el tiempo de preservacion a dieciocho®®®

veinticuatro®® treinta®?® y cuarenta y ocho horas®?” con LPD.

La solucién LPD se utiliza en clinica humana. El grupo de
trasplante pulmonar de Munich®® en un estudio aleatorio y
prospectivo sobre un total de ochenta pacientes trasplantados,
informa de mejores resultados funcionales del iInjerto a corto y
medio plazo, y de mayor supervivencia a largo plazo, en el grupo

preservado con LPD-Perfadex (n=32) versus E-C (n=48).

La apariciéon de la solucion LPD, que pretende reproducir
por su composicion electrolitica el medio extracelular, (frente
a las de composiciéon "intracelular'™) introduce el dilema del
papel del potasio en la preservaciéon pulmonar y de la necesidad,
0 no, de adicionar vasodilatadores. A partir de ahi, existen
numerosos estudios. En su gran mayoria, las conclusiones de sus

autores apoyan la superioridad de las soluciones de tipo
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“extracelular”, de bajo contenido en K", sobre las que

incorporan este io6n a altas concentraciones(®: 329-343)

En este sentido, quiza merezca destacar un estudio,
comparando la solucién E-C base con dos soluciones E-C
modificadas para concentraciones de K" de 10 y 40 mMol/l.Los
autores alcanzan a concluir que la concentracién o6ptima de K°*
puede estar alrededor de los 40 mMol/1®®® Un segundo trabajo en
esta linea, comparando soluciones E-C y UW versus UW modificada
a bajo contenido de potasio, concluye que la concentracion

optima de K' debe ser inferior a los 20 mMol/1G3

Otro estudio, en cambio, compara una solucion
polielectrolitica (no estandar) con diferentes concentraciones
de potasio, llegando a concluir que la concentracién de este 10n
tiene poco o ningun efecto en la calidad de la preservacion
pulmonar®® La critica que puede hacerse a este ultimo trabajo
es precisamente que no utiliza una solucidn de preservacion

estandar como referencia.

Se han realizado incluso varios ensayos con solucion E-C
modificada a bajo contenido en potasio (Low Potassium E-C,
LPEC)®*® y con solucion UW modificada (Low Potassium UW,
LPUW)G37-338)  Estos estudios concuerdan que las soluciones

modificadas son mejores que las originales respectivas.

Otros ensayos comparan diferentes soluciones de bajo

contenido en potasio entre si, LPD original frente a E-C y UW
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modificadas. Algunos autores alcanzan a sugerir que la mejor es
la low-potassium Euro-Collins (LPE-C)®*® nmientras otro estudio
afirma que no se observan diferencias si el periodo de isquemia
de dos horas, en cambio, la solucion LPD es preferible en

periodos de isquemia mas prolongados, de dieciséis horas®*®

4.4-2G La solucion Wallwork.

De bajo contenido en potasio, es decir, de tipo
“extracelular”, la solucién Wallwork 1incorpora sangre del

donante y manitol en su composicion®D

Un estudio de 1994 compara las soluciones E-C, UW, LPD vy
Wallwork. Los autores concluyen que ésta ultima es superior. Sin
embargo, un déficit importante del estudio, como los mismos
autores se autocritican, es que el intercambio de gases no esta

entre las variables medidas®*?

Estudios comparativos posteriores con solucién E-C versus
LPD versus LPD adicionada con sangre sugieren, por el contrario,
que la adicidon de sangre no resulta favorable a dieciocho horas
de preservacion®*® y que puede ser incluso perniciosa a periodos

mas prolongados de treinta y seis o cuarenta y ocho horas®?"?
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4. 4-2H L as soluciones de Kyoto.

El abanico de soluciones extracelulares se amplia mas
recientemente con la introduccidén experimental de las soluciones
de Kyoto y Celsior. La solucidn de Kyoto surge al examinarse la
superioridad de la sustitucion de la glucosa, utilizado como
impermeante en la solucién E-C, por el disacarido trehalosa
(Ci2H20:1) a concentraciones de 35 gr/1G*-340D (yer Tabla 1) En
el ser humano, la trehalosa se divide en dos moléculas de

glucosa por efecto de la trehalasa.

El grupo de Kyoto realiza en 1994 un estudio de transplante
pulmonar en perros, comparando solucidn E-C adicionada con PGE1l
versus las nuevas soluciones Kyoto extracelular (extracellular
type — Kyoto, ET-K) y Kyoto intracelular (intracellular type -
Kioto, IT-K) ésta ultima también suplementada con PGEl. Las
soluciones ET-K y IT-K @ncorporan como impermeantes trehalosa en
vez de glucosa, e hydroxyethyl starch; por Jlo deméds, se
distinguen entre si solamente por el contenido de K" y Na'. Los
resultados permiten concluir que la solucién ET-K es superior a
las de composicion intracelular 1T-K y E-C®*? Las publicaciones
del grupo de Kyoto reportando éxitos con la nueva solucién de
preservacion pulmonar basada en la trehalosa se suceden,
incluyendo estudios de funcidon y de ultraestructura pulmonar

tras preservacion y reperfusionG4 -39

El grupo de Kyoto, retoma la “filosofia” de FO.Belzer al

incorporar a la solucidén de preservacién pulmonar azucares de
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alto peso molecular como impermeantes, en este caso trehalosa,

(disacarido) en vez de glucosa (monosacarido)

Profundizando en el tema, DN.Hopkinson®*® evalu6é el papel
de los azlcares como agentes osmoticos en preservacion pulmonar,
en un modelo de pulmén aislado de rata. Utilizé la solucién UW
como solucidén base y en el grupo control, éste ultimo sin azlcar
adicionado. Se estudian en grupos independientes los
monosacaridos glucosa y fructosa, los disacaridos trehalosa y
sucrosa, y los trisacaridos rafinosa y melitosa. Se concluye que

el grupo con glucosa presenta los peores resultados funcionales.

También se han comparado les efectos en preservacion
pulmonar de los disacaridos trehalosa, maltosa y sucrosa, en un
modelo con pulmén de rata aislado. Los autores comprueban la
superioridad de la trehalosa, y sugieren, por tanto, que la
observacion no puede deberse solamente al peso molecular o al
efecto impermeante de las moléculas, sino que la trehalosa debe
ejercer ademas algun efecto citoprotector®® Se ha demostrado
que la trehalosa estabiliza las membranas celulares frente al
enfriamiento y la desecacion, uniéndose a los grupos polares de

la membrana de fosfol ipidos®57:3%®

En 1996, el mismo grupo introduce la nueva solucién
extracelular de Kyoto, (nhew ET-K) que es igual a la “antigua”
ET-K, con la adicion de n-Acetilcisteina (NAC) como
antioxidante, nitroglicerina (NTG) como precursor metabdlico del

oxido nitrico (NO) y dibutiril c-AMP, (db c-AMP) analogo del
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5°c-AMP capaz de atravesar la membrana celular®®3(ver Tabla
1) Recientemente, la nueva solucién ET-K ha sido comparada

favorablemente frente a E-C, UW, y LPDG®®

De los resultados y conclusiones de los experimentos sobre
las soluciones de Kyoto, se reafirman dos conceptos que son ya
paradigmas en preservacién pulmonar por perfusion e iInmersion
frias: La superioridad de las soluciones de bajo contenido en
potasio, y de Hlas que utilizan como impermeantes azlcares
polimeros de alto peso molecular (trehalosa en este caso;
lactobionato, rafinosa y almidon en la solucidén UW; dextrano en

la LPD) frente a los monosacaridos como la glucosa.

Ademds, la nueva solucidén de Kyoto (n-ETK) introduce la
NTG, “donador” o sustrato metabdélico para la sintesis del NO. EI
descubrimiento de NO como responsable de la actividad biologica
del “factor de relajacion endotelial” (E-DRF, endothelium-
derived relaxing factor)®®® ha hecho que la investigacién sobre
NO en todos los campos de la medicina y biologia resulte

sencillamente abrumadora. El papel del NO en 1/R pulmonar se ha

comentado ya en 2,2-4.

El papel de la nitroglicerina ha sido investigado por
Y.Naka®®® uytililzando suero de Ringer lactato en un modelo de
trasplante de pulmén de rata tras cuatro horas de isquemia fria.
Los autores concluyen que, independientemente de cualquier otro
factor, la nitroglicerina mantiene la homeostasis vascular del

injerto, mejorando significativamente la funcidon pulmonar post
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reimplante y la supervivencia del huésped. Otro trabajo del
mismo grupo®®” demuestra la superioridad de la adiciéon de NTG

frente a las soluciones E-C, UV y LPD que no la incorporan.

Desde entonces, son numerosas las publicaciones sobre la
utilidad del NO, y/o de sustratos metabdélicos del NO, (NTG,
nitroprusiato, L-arginina) y/o de los analogos hidrosolubles del

c-AMP o del c-GMP, como aditivos a la soluciéon de
preservacion®®-3%9 administrados al donante (ver 44-4E) y/o al

receptor (ver 4,4-5C)

4.4-21 L asolucion Celsior.

Finalmente, la solucidon Celsior, (C) utilizada en Ila
clinica como preservante cardiaco, es introducida también en la
experimentaciéon como solucidén de preservaciéon pulmonar. Por su
composicion electrolitica, la solucién C es del tipo
extracelular. Por su contenido de sustancias impermeantes, la
solucién C se parece a la solucién UW y por su contenido en
sustancias tampon, se parece a la solucién histidina-triptofano-
cetoglutarato (HTK), 1introducida por HJ.Bretschneider para

preservacion cardiaca®®(ver Tabla 1)

En teoria, la ventaja que podria aportar la solucion C es
que Ilegara a convertirse en la solucidon para preservacion

cardiaca y pulmonar, universal de los 6rganos toréacicos®®
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Recientemente, se han publicado diferentes estudios
experimentales comparando la solucién C con otras soluciones de
preservacion pulmonar, informando de resultados prometedores con

la nueva solucién Celsior(84.371-376)

4.4-3 Condiciones de preservacion del 6rgano aislado.

44-3A pH

Independientemente de otros factores, el valor del pH
cercano a los valores fisioldgicos, o ligeramente alcaldtico,
(entre 7,4 y 7,8) de la solucién de preservacién habia sido

evaluado como 6ptimo en varios ensayos en pulmén aislado®’7-3®

Sin embargo, este concepto estd siendo revisado. Un estudio
de 1995, también en pulmén de rata aislado concluye que es
preferible un valor de pH acidético de alrededor de 7,1. Los
valores de pH cercanos a 7.4 podrian resultar iniciadores de la
lesion por reperfusion, posiblemente mediante la activacion del

sistema de intercambio Na‘*/H* a nivel de la membrana celular®™®

Otros estudios reportan efectos protectores superiores en
la acidosis hipercapnica frente a la acidosis metabdlica. En
cualquier caso, parece ser que el mecanismo de beneficio seria

por inhibicion de la xantino oxidasa(®°-38D
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4.4-3B Temperatur a.

La temperatura es un factor critico en la preservacién del
organo. La temperatura Optima de preservacion sigue siendo
objeto de discusién. Por una parte, cuanto mayor sea el descenso
de temperatura, menores seran las necesidades de 0, y de
sustratos metabdlicos para la sintesis de ATP; por otra, los
cristales de hielo empiezan a formarse por debajo de los cuatro
grados centigrados; finalmente, quiza sean preferibles

temperaturas algo superiores, facilitando asi un minimo, pero

cierto metabolismo aerobio durante la preservacion (ver 2,3)

Precisamente esto ultimo ha sido demostrado en sendos
experimentos en pulmones de perro y de conejo. Incluso a bajas
temperaturas, si hay 0, en los alvéolos, las células pulmonares
son capaces de mantener un cierto grado de metabolismo aerobio,
con consumo de O, y glucosa, y produccién de CO,®:"? En este
sentido, hay numerosos estudios publicados que evaltuan como
Optima temperatura de preservacion pulmonar alrededor de 10°C,

entre los 8°C y 150C(329. 382-385)

En cambio, es preferible realizar la perfusiéon a
temperatura ambiente, y permitir que el o6rgano vaya enfriandose
despacio, para evitar asi el choque térmico que supondria el

descenso inmediato desde 37°C a menos de 10°C(%8®)
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4.4-3C Estado deinsuflacion / desuflacion del pulmoén.

Siguiendo con el argumento anterior, unanimemente, todos
los estudios informan que la preservacion pulmonar mejora si el
organo se mantiene insuflado durante la fase de isquemia. Los
resultados resultan 6ptimos si se insufla el pulmén con O, 100%
0 con aire ambiente, de modo que las células pulmonares tengan
siempre 0O, disponible para mantener cierto metabolismo aerobio.
Este fendmeno se ha comprobado tanto para la isquemia fria y

como la caliente®87-39%)

Pero incluso la insuflacion andxica, (con Nitrogeno 100%)
resulta preferible a la completa desuflaciéon del pulmén. La
distension permanente del pulmén evita el estrés mecanico que es
posible que sufra el o6rgano en el momento de reiniciar de forma
abrupta la ventilacién y la perfusion®®3® También se ha

informado como beneficioso el mantenimiento permanente de una

cierta presion intravascular pulmonar®® (ver 4,4-5B)

Por otra parte, es bueno que el pulmébn permanezca
insuflado, si bien con precaucién. Se ha informado de los
efectos deletéreos que produce la hiperinsuflacién durante la
isquemia, en el sentido de que se incrementa la permeabilidad
vascular y el edema intersticial y alveolar en la fase posterior

de reperfusion6-390
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4,4-4 Tratamiento en el donante.

Los trabajos de investigacién sobre tratamientos en el
donante se centran en la exploracion de aquellas intervenciones
o terapias que permitan de aumentar el pool de donadores, y/o de
prevenir o paliar la lesién por I/R posterior en el receptor. Se
ha explorado también la posibilidad de inducir la expresién en
el donante de mecanismos especificos de adaptacién locales y/o
sistémicos, como el precondicionamiento a la isquemia, y la
expresion de un grupo de proteinas (heat shock proteins, HSP, o
proteinas de golpe de calor) que se cree que estan implicadas en

la respuesta sistémica al stress.

En algunos ensayos, la intervencidon terapéutica sobre el

donante se continda sobre el pulmén en la fase de isquemia, e

incluso en el receptor.

4. 4-4A Precondicionamiento a la isguemia.

Por “acondicionamiento” o “precondicionamiento” a la
isquemia se conoce el fendomeno por el cual cortos episodios
transitorios de isquemia, seguidos de reperfusion pueden
resultar protectores frente a un posterior insulto isquémico
severo. Este fenbtmeno fue observado por primera vez por
CE.Murry®®® en miocardio de perro. Los mecanismos de proteccion

no estan todavia establecidos®®
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Varios estudios experimentales han explorado la posible
aplicacion a la preservacion pulmonar del precondicionamiento a
la isquemia®?®“® El primero se trata de un estudio de
trasplante pulmonar en ratas. En el grupo test se
“precondiciona” el pulmén a 1la isquemia mediante oclusiodn
completa del hilio pulmonar durante cinco minutos seguida de
reperfusiéon y reventilacion diez minutos. Los pulmones se
implantan tras seis o0 doce horas de almacén. Los resultados
demuestran mejor preservacion en los grupos sometidos a
precondicionamiento frente a los grupos control “no
precondicionados”®®  Este fenémeno ha sido reproducido
recientemente en pulmén de cobaya®?® Otros estudios sefialan que
el precondicionamiento resulta mas eficaz con repetidos
episodios de isquemia transitoria®? Estudios muy recientes,
coinciden todos en informar de efectos protectores del

precondicionamiento a la lesién pulmonar por 1/R®02-409

4.4-4B Tratamiento del donante con golpe de calor (Heat shock).

Se sabe que la hipertermia corporal es capaz de inducir la
sintesis de un grupo de proteinas, conocidas como ‘“proteinas de
golpe de calor” (HSP, heat shock proteins). Actualmente, se
reconoce que las HSP tienen un papel importante en la respuesta

celular normal al stress®®

Sendos estudios experimentales han evaluado el papel de las

HSP en la prevencion de la lesiéon pulmonar tras isquemia y
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reperfusién sistémica por oclusién temporal de 1la aorta
abdominal . Ambos estudios concluyen que el golpe de calor previo
a 1/R espléacnica es capaz de proteger al pulméon. Parece ser que
las HSP actuarian inhibiendo o modulando 1la interaccion
neutrofilo-endotelio®-4) Otro estudio en un modelo animal de
trasplante de pulmén informa que el golpe de calor en el donante
induce la sintesis de proteina HSP 70 y que ésta resulta de gran
proteccion en la funcidon de los pulmones implantados®® Otro
estudio, éste en el receptor, informa de la inducciéon de la
expresion de HSP 70, mediante la utilizacién de adenovirus como

vector de trasferencia génica®“®

4.4-AC Ventilacion post-mortem del donante.

Estas investigaciones plantean la posibilidad de obtener
pulmones de donantes en parada cardio-circulatoria. Se estudia
la eficacia de mantener la ventilacion del donante, después de

gue haya cesado la circulacion.

En un trabajo experimental en perros los grupos test fueron
ventilados con 0, 100% y N, 100% durante cuatro horas tras la
muerte de los animales; el grupo control no fue ventilado.
Después, todos los pulmones son perfundidos, (Euro-Collins)
guardados y trasplantados. A la reperfusién, ambos los dos
grupos de pulmones ventilados mostraron mejor funcionalismo que
el grupo control. Los autores concluyen que los movimientos de

ventilacidon en si mismos ofrecen ventaja funcional independiente
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del aporte de 0,, y que es posible obtener pulmones de pacientes

que sean ventilados aunque haya cesado la circulacion®®

Resultados parecidos se obtuvieron en un modelo de
trasplante en conejos. Los animales se distribuyeron en grupo
control (desuflados), insuflados con ailre ambiente, insuflados
con O, 100%, y ventilados con aire ambiente, con 0, 100%, o con
N> 100%. Tras analizar los resultados, los autores sugieren que
la insuflacion y la ventilacion del cadaver prolongan el tiempo
de tolerancia a la isquemia normotérmica, y que la ventilacion
con O, 100% no es mejor versus ailre o0 versus N, 100%. En
consecuencia, la prevencion del colapso alveolar resulta

beneficiosa independientemente del aporte de 0,

EI mismo grupo reporta estudios sobre cual es el mejor
método de enfriamiento del pulmon (perfusion fria versus
ventilacion fria)®®® y sobre sus los efectos en el metabolismo
de los compuestos de alta energia™®® Los autores concluyen que
la perfusiéon fria consigue el enfriamiento inmediato de la
totalidad del o6rgano, versus la ventilacion fria, que no
consigue hacer descender la temperatura de la superficie del
pulmon@®® En cuanto al metabolismo energético, la perfusion fria
es el método que mejor previene la depleccién de ATP. EI
enfriamiento del cadaver por by-pass, o la ventilacién con aire
u 0, 100% frios, también consiguen retrasar la pérdida de ATP

frente al grupo control desuflado®®®
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4.4-4D Tratamiento del donante con prostaglandinas.

Diferentes autores presentan resultados contradictorios en
cuanto al tratamiento del donante con prostaglandinas (PGE1 o

PGI2, prostaciclina) administradas por via endovenosa®?#"

Modelo de trasplante bipulmonar en rata. Grupo 1 de
administracion de prostaciclina (PGI2) intravenosa y en la
perfusién. EI grupo 2 es ventilado antes y durante la perfusion
con NO 20 partes por millén. El grupo 3 es control sin
tratamiento. Se sigue de un periodo de isquemia fria de
dieciséis horas e implante. Los autores concluyen que la
administracion de PGI2 mejora la calidad de la preservacion

mientras que la ventilacién con NO resulta detrimente®!?

4 4-4F Tratamiento del donante con 6xido nitrico.

El tratamiento en el donante con NO y/o0 sustratos
metabolicos del mismo, como NTG, nitroprusiato o isoproterenol
son también objeto de controversia(-48-422 Algunos autores les

confieren efectos beneficiosos.

4 4-4F Tratamiento del donante con antiinflamatorios sistémicos.

Los autores utilizan un modelo de trasplante pulmonar en

ratas. La administracion intraperitoneal de ambroxol 0,4 mgr/kgr
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o0 dexametasona 2 mgr/kgr no presentd ventajas frente al grupo

control de ratas no tratadas®®®

44-A4G Tratamiento del donante con moduladores de la respuesta

inflamatoria.
El tratamiento del donante con antagonistas del factor de
activacion plaquetaria (PAFA, platelet activating factor

antagonist) se informa favorablemente en varios estudios?442®

4 4-4H Tratamiento del donante con lazar oides.

Los lazaroides son un grupo de sustancias antioxidantes. La
administracion de lazaroides al donante antes de la extraccion

se ha ensayado en modelos experimentales con escaso éxito(*?7-42®

Sin embargo, en un estudio un modelo de trasplante pulmonar
bilateral en ratas que compara la administracion del lazaroide
U74389G en el donante, versus en el receptor, versus control sin
tratamiento. Tras periodos de dos o dieciséis horas de isquemia
y reimplante, s6lo en el grupo de administracién de U74389G en
el donante se redujo significativamente la disfuncion pulmonar a

la reperfusién®®
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4.4-4] Tratamiento del donante con factores deinduccion dela hiber nacion.

Varios estudios coinciden en reportar buenos resultados al
administrar al donante, o adicionar a la solucién de
preservacion, una encefalina inductora de la hibernacién, la
cual es obtenida de suero de marmota en estado de hibernacioén
profunda. Se trata de un delta-opioide, D-ala2,D-l1eu5,
encefalina -DADLE-. Estos efectos beneficiosos son extensibles
no so6lo al pulmén, sino también a otros 6rganos en protocolos de

extraccion multiorganica®3©-42

4.4-4) Tratamiento del donante con surfactante pulmonar.

Varios estudios han evaluado el tratamiento con extracto
lipidico de surfactante bovino (bELS, bovine Extract Lipidic

Surfactant) en el donante.

Modelo de trasplante en perros. Administracion de bELS
aerosol en el donante tres horas antes de [la extraccion,
instilacion de bELS en el receptor antes de la reperfusion, y
ambas modalidades combinadas, frente a grupo control sin
tratamiento. Los mejores resultados se obtienen con el grupo de
terapia combinada, siguiendo en segundo lugar el grupo de
administracion exclusiva en el donante. Los autores concluyen
que la estrategia de  tratamiento con surfactante es

significativa, y que este tipo de tratamiento debe iniciarse en

el donante®®
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Un segundo experimento, de disefio casi idéntico en ratas.
De nuevo los autores concluyen que el tratamiento con
surfactante en el donante antes de 1la perfusidén, resulta

beneficioso™?
Un tercer estudio en cerdos alcanza a concluir que el

tratamiento con surfactante es capaz de aumentar la

supervivencia tras trasplante pulmonar®®

4.4-5 Tratamiento del receptor.

4 4-5A Tratamiento del receptor con surfactante

La administracion de surfactante exégeno por nebulizacion
se ha mostrado eficaz en [la prevencién del sindrome de
disfuncion del injerto, administrado en el donante (ver 44-4))

y/0 en el receptor®3-442)

En clinica humana M.Struber®? reporta la utilizacion de
surfactante exdgeno en una serie de 31 pacientes consecutivos:
transplante unipulmonar, n=8; pulmonar bilateral, n=16;

trasplante cardio-pulmonar, n=7.
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4.4-5B ;Como hacer lareperfusion?

ElI momento de reiniciar la reperfusién y la reventilacioén
es especialmente critico para el 6rgano. ElI pulmén isquémico y

frio pasa subitamente a estar ventilado y reperfundido a treinta
y siete grados. Varios autores han llamado la atencién sobre la
tensidn mecanica y térmica que sufre el O6rgano en estos
momentos4°-442.443) En este sentido, es notorio que la lesion por
isquemia—-reperfusion estd establecida ya a los primeros diez a

quince minutos de reperfusion®®

Algunos ensayos informan de menor lesién pulmonar si,
durante este periodo inicial, se reperfunde con sangre
diluida®® o con soluciones coloides sin sangre®®4® |g
reperfusién con sangre incompleta, depleccionada de leucocitos

también se ha informado favorablemente®*49-450

Por dltimo, varios ensayos recomiendan empezar la
reperfusion con flujos vy presiones por debajo de las
fisiologicas habituales durante este periodo critico

inicial (441,451-456)

4.4-5C Tratamiento del receptor con 6xido nitrico.

Existen numerosos ensayos que refieren beneficios en la
intensidad de 1la lesidon por reperfusion si el receptor es
tratado con NO inhalado. Se informa que el NO ejerce sus efectos

benefactores a bajas dosis, entre 1 y 10 ppm. Parece que también
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es importante que la administracién de NO se realice en desde la
fase mas inicial, desde el inicio mismo de la reperfusiéon®7’-47®
También se han mostrado Utiles algunos sustratos metabdlicos del
NO, (isoproterenol, nitroprusiato, L-arginina, nitroglicerina)

administrados por via endovenosa®’4-47®

Igualmente se ha ensayado con eficacia la pentoxifilina,
derivado de las xantinas, por sus efectos bronco vy

vasodi latadores®8-47

4.4-5D Tratamiento del receptor con blogueantes de los canales del calcio.

Ha sido informado como beneficioso durante la reperfusion
la adicidén de verapamil, bloqueante de los canales del calcio a

la solucion de reperfusion®®

4 4-5E Tratamiento del receptor con inhibidores / blogueadores de la

funcién leucocitaria.

A medida que se han ido reconociendo los mecanismos
moleculares implicados en [la iniciacidon, reclutamiento vy
multiplicacion de la respuesta inflamatoria, han 1do
introduciéndose nuevas modalidades de terapia, especificamente

dirigidas al bloqueo de la inflamaciodn.



128

Se ha mostrado eficaz la administraciéon al receptor de
anticuerpos monoclonales capaces de bloquear la iInteraccion
entre las células blancas y el endotelio. Se trata de
anticuerpos especificamente dirigidos contra las moléculas de
adhesion leucocitaria (ICAM, Inter Cellular Adhesion Molecules),
las cuales son expresadas en la membrana citoplasmica de las
células blancas y resultan fundamentales para ejecutar la

respuesta inflamatoria®®®

El endotelio expresa igualmente moléculas de adhesion,
selectinas o endotelinas. EIl anticuerpo EL-246 es bloqueador

especifico de las L- y E-selectinas®® %

En la misma Ilinea, se ha ensayado la ulinastatina,
inhibidor de la degranulacioén de las células

polimorfonucleares®® e inhibidores del sistema complemento&®
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SUMARIO

- La investigacion en preservacion pulmonar tiene por
objetivo la definicidon de un método 6ptimo de preservacion
pulmonar, el cual debe mejorar [la calidad de Ila
preservaciéon, es decir, disminuir la intensidad de la
lesidon por isquemiaZreperfusién, y/o alargar el tiempo

tolerable de isquemia.

- Existen dos lineas fundamentales en investigacion de

la lesién pulmonar por isquemia/reperfusion:

12) Desarrollo de modelos experimentales validos que
reproduzcan eficazmente y que permitan el estudio de

la lesion pulmonar por isquemia/reperfusion.

22) La busqueda de un método Optimo de preservacion

pulmonar.

- S6lo los modelos de trasplante pulmomar en animales
permiten valorar la supervivencia tras trasplante de

pulmén.

- El pulmén aislado y perfundido ex vivo (IPL) ha

demostrado ser un instrumento eficaz en la reproduccioén
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experimental de la lesion pulmonar por

isquemia/reperfusion.

- El método aceptado de preservaciéon pulmonar se basa
en el enfriamiento por perfusién e inmersién en una
solucién de preservaciéon. La investigaciéon del método
6ptimo de en preservaciéon pulmonar pretende perfeccionar el

sistema de perfusion e inmersion frias.

- Son ya paradignas en preservacion pulmonar:
1°) La soluciéon de preservacién, por su contenido
electrolitico, debe parecerse al del lIiquido

extracelular.

2°) La solucidon de preservacion debe contener
azucares polimeros de alto peso molecular en funcion

de impermeantes osmoéticos.

3°) La solucidon de preservacién debe contener
sustratos metabdolicos del o6xido nitrico, el cual se
ha revelado como metabolito fundamental en el

mantenimiento de la homeostasis vascular del d6rgano.

- En cuanto a las condiciones de preservacion:
1°) Con las soluciones de preservacion actuales, la
temperatura Optima se ha establecido entorno a los

10° centigrados.
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2°) EI pH O6ptimo parece estar cerca del pH

Fisioldgico.

3°) Es preferible mantener al pulmén con cierto

grado de insuflacioén.

- La preservacion pulmonar puede mejorar con
tratamiento/preparacion del o6rgano todavia en el donante
y/0 mediante medidas terapéuticas en el receptor. En este
ultimo, se han mostrado eficaces el tratamiento con 6xido
nitrico inhalado vy el tratamiento sustitutivo con

surfactante pulmonar por nebulizacién intratraqueal.

- ElI mejor conocimiento de los mecanismos de adaptaciodn
celular a la hipoxia y al enfriamiento, asi como de los
mecanismos celulares y moleculares, sensores y efectores de
la lesion por isquemia/reperfusion pulmonar, va a permitir
paralelamente la definicién y el ensayo de nuevos métodos
de prevenciéon y/o tratamiento de la lesion pulmonar por

isquemia / reperfusion.
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CAPITULO 5°

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5,1 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Considerando 1.
El' modo fundamental de proteccidon organica frente a la

isquemia es el enfriamiento. Sin embargo, el frio intenso es
lesivo en si mismo. La temperatura Optima de preservacion

pulmonar se ha evaluado en torno a los 10°C.

Considerando 2.

Preservar a temperaturas mas bajas, al enlentecer aun mas
el metabolismo y disminuir, por tanto, las necesidades de
energia, podria, en teoria, mejorar la calidad y/o alargar el

tiempo de preservacion.

Considerando 3.

Hasta el momento, no se ha evaluado @la adicién de
anticongelantes naturales (poli/alcoholes, cuerpos cetodnicos u

otras moléculas afines) a la solucion de preservacion.
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Hipdtesis

“La temperatura o6ptima de preservacioéon pulmonar puede estar
alrededor del punto de congelacion del agua (ninimo gasto
energético) si (y so6lo si) se toman medidas protectoras contra
la lesién inducida por el enfriamiento intenso (crioproteccion).
Se podria asi mejorar la calidad de la preservaciéon pulmonar y/o

alargar el tiempo tolerable de isquemia”

La hipodtesis planteada introduce un concepto nuevo en
preservacion de organos solidos: la crioproteccidon, es decir, la
proteccién (o preservacion) frente a la lesién producida por el
frio intenso. Se plantea pues un nuevo método de preservacion
pulmonar basado en el enfriamiento 1iIntenso hasta valores
cercanos a la temperatura de congelacion del agua, junto a la
utilizacién de anticongelantes naturales como aditivos a la

solucidén de preservacion.

5,2 OBJETIVOS CONCRETOS.

Para aceptar o refutar la hipotesis planteada, se precisa

la consecucidén de los siguientes objetivos:

5,2-1 Objetivo 1.

Desarrollar y validar un modelo experimental con el que

poder reproducir la lesion pulmonar por isquemia y reperfusion.



134

5,2-2 Objetivo 2.

Llevar a cabo un experimento, especificamente disefiado para
evaluar la hipodtesis planteada, utilizando el modelo antes

desarrollado.
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CAPITULO 6°

OBJETIVO 1:

DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL.
EL PULMON AISLADO Y PERFUNDIDO EX —VIVO.

6,1 INTRODUCCION.

ElI objetivo primero del trabajo consistidé en desarrollar y
validar, en el laboratorio de la Unidad de Investigacion (UNI)
del Hospital Universitario Son Dureta (HUSD) uno de los varios
posibles modelos de reproduccion experimental de 1la lesiodn
pulmonar por I/R. Por sus caracteristicas metodolégicas y por

sus ventajas, se eligio el modelo de pulmén de rata aislado y

perfundido ex vivo (ver 4,3-6)

Para la adquisicién de los animales, y del material
inventariable y Tfungible necesario para la realizaciéon del
experimento, se conté con la ayuda econémica del Fondo de
Investigacién de la Seguridad Social (FIS), beca 9770914, dotada
con 3,608,000 - pesetas; de la Sociedad Espafiola de Neumologia y
Cirugia Toréacica (SEPAR), beca de la Fundacién Espafiola de
Neumologia y Cirugia Toréacica, FEPAR-Convocatoria 1996, dotada
con 1,000,000"- pesetas; y de la Asociacidé Balear de Malalties

de 1" Aparell Respiratori (ABEMAR). Se contdé también con el apoyo
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del personal técnico e instrumental de la UNI del HUSD y de la

Facultad de Biologia de la UIB.

Antes de proceder a la adquisicion de datos, es necesario
primero el adiestramiento en las habilidades técnicas del
procedimiento quirdrgico a realizar sobre el animal y en el
manejo del instrumental de laboratorio. Para ello, realicé un
curso de microcirugia en rata, el XIlIl Curso Nacional de
Microcirugia Experimental, celebrado en la Facultad de Medicina
de la Universidad Valladolid del 3 al 8 de Marzo de 1997 bajo la
direccién del Profesor Doctor Carlos Vaquero. Realicé también
una estancia en el laboratorio del Doctor Stephan Uhlig en

Borstel, Schleschvig-Holstein, Alemania (Ver Addendum)

En el laboratorio de la UNI del HUSD, y antes de proceder a
la fase experimental de adquisicion de datos, se realizaron las
pruebas necesarias de las diferentes técnicas quirdrgicas e
instrumentales y de procesamiento de los especimenes, hasta la

completa consecucién satisfactoria del modelo experimental.

6,2 MATERIAL.

6,2-1 Animales.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de peso entre 200

y 450 gramos. Frente a otros roedores de pequefio tamafio, se
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eligié la rata porque es un animal resistente, de muy facil

manejo y precio asequible.

Durante todo el proceso de manipulacion de los animales se
cumplieron en todos sus extremos el Real decreto 223/1988 de 14
de Marzo (B.O.E. de 18 de Marzo) y la Orden de 13 de Octubre de
1989 (B.0O.E. de 18 de Octubre) sobre proteccién de animales

utilizados en experimentacion y otros fines cientificos.

Las ratas vivian y eran cuidadas, segun las normas
habituales con libre acceso a comida y agua, en el servicio de
estabulario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad de 1les Illles Balears, (UIB) Los animales eran
transportados al laboratorio del HUSD en jaulas con libre acceso
a comida y agua, unas horas antes de que se procediera a la

realizacion del experimento.

6,2-2 Instrumental quir Urgico.

Junto a la mesa de operaciones, la tabla de fijacion del
animal y una lampara de magnificacion, el instrumental
quirargico es, por lo demds, sencillo. Se precisan tijeras
grandes de punta roma y tijeras de precision (de Wescott) pinzas
de diseccidn con y sin dientes, separadores-retractores (2)
disectores (2) ligaduras o bramante de seda, agujas, jeringas,

guantes, torundas de algoddén y gasas.
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El aparataje propio del experimento incluye:

Instrumental de perfusion:

Contenedor - reservorio del perfusato.
Calentador.

Bomba de perfusioén.

Bafio de d6rganos.

Calentador / refrigerador del bafo de 6rganos.
Atrapador — eliminador de burbujas.

Canula de arteria pulmonar.

Canula de auricula izquierda.

Tubos de goma.

Llaves de paso y conexiones.

Instrumental de ventilacion:

Ventilador de pequefos roedores.

Bombonas de gases de concentraciones conocidas (carbogeno)
Bolsa sellada de Douglas

Humidificador.

Canula traqueal.

Tubos de goma

Sensores:
De presiodn en arteria pulmonar.
De flujo de perfusién en arteria pulmonar y/o en auricula
izquierda (opcionales)
De presion y pneumotacégrafo de flujo, en via aérea.
Transductor de peso (opcional)

De temperatura.
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Aparato de analisis de gases.

Instrumentos de amplificacion y registro de las sefales:

Amplificador analégico para cada sensor.
Placa analdgica — digital.
Hardware (computador personal compatible) vy software

adecuado para el registro y la lectura de las sefales.

Otros:

Software para escritura, hoja de calculo y paquete

estadistico.

Bascula/s de precision, pHmétro, termémetros, agitador,
pipetas, vasos, contenedores, etc. Nevera y horno de precision
programables. Para preparar las soluciones de perfusion vy
preservacion se precisa agua bidestilada y los solutos

correspondientes.

6,3 METODOS.

6,3-1 Técnicaquirurgicaen larata .

De acuerdo con la legalidad vigente, el experimento se
inicia con la anestesia del animal mediante inyeccidn
intraperitoneal de pentobarbital sédico a dosis de 60 - 70

mgr./kgr de peso.
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Ya anestesiado, se registra el peso del animal. Se limpia
la piel del animal con alcohol y se fija el animal a la tabla de

operaciones.

El procedimiento quirdrgico se inicia con la apertura de la
piel en linea media desde el abdomen inferior hasta la base de

la boca.

Apertura del cuello en la linea media hasta alcanzar la
traquea que se disecciona. Traqueotomia en la pared anterior de
la traquea y canulacién traqueal (14 6 16 G) Fijacion de la
canula traqueal mediante ligadura. La canula traqueal se conecta
al pneumotacégrafo para pequefios roedores, y éste a los tubos

inspiratorio y espiratorio que proceden del ventilador.

Se inicia la ventilacion mecanica a presion positiva. Los
parametros ventilatorios en este momento son: Volumen corriente
(M) 2 ml, frecuencia vrespiratoria (RR) 90 x°, tiempo
inspiratorio / tiempo total del ciclo respiratorio (T,/Tior) 1:1,
composicion del gas inspirado: aire ambiente humedecido, presion

positiva al final de la espiracion (PEEP): 0 cm de H,0.

Apertura del hemiabdomen superior en linea media. Apertura
del diafragma en linea media retroxifoidea y radial, evitando
con sumo cuidado cualquier lesidon en el pulmén. Esternotomia
mediana. Separacion de ambas arcadas costales mediante
separadores que se Tfijan a la tabla. Queda asi expuesto el

contenido del cuello, torax y abdomen.
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Seguidamente se procede a la exéresis del timo del animal
mediante diseccion roma con torunda de algoddon. Quedan expuestos
los grandes vasos de entrada y salida del corazén. Se pasa una
ligadura por detrds de ambas arterias pulmonar principal y
aorta; se anuda sin apretar. Inyeccién intracardiaca de heparina
sddica, 5.000 Ul. Se desangra el animal por seccién de la vena
cava inferior iIntraabdominal. Se purga el catéter afluente

pulmonar .

Pequefia ventriculotomia derecha sobre el cono de eyeccion
de la arteria pulmonar. Se introduce el catéter pulmonar (Hugo
Sachs Elektronics® Alemania) al interior de la arteria pulmonar
principal a través de la ventriculotomia. Se fija el catéter
pulmonar cerrando el nudo que incluye las raices de ambas
arterias pulmonar principal y aorta. Sigue a esta maniobra la

muerte del animal.

Se inicia la perfusiéon pulmonar. Condiciones de perfusion:
Flujo de 0,03 ml/gr de peso corporal/minuto, lo que supone 7 — 8
ml/min para una rata de 250 gr. Se procede inmediatamente a la
amputacion de la punta cardiaca. El perfusato debe verse salir
por el ventriculo izquierdo abierto. Se procede entonces a la
cateterizacion de la auricula izquierda a través del ventriculo
izquierdo abierto y de la valvula mitral, que debe forzarse un
poco. El catéter auricular izquierdo (Hugo Sachs Elektronics®
Alemania) debe recoger ahora el Iiquido de perfusion. Fijacién
del catéter auricular izquierdo mediante una ligadura que rodea

ambos ventriculos.
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Secciéon completa de la traquea proximal a la traqueotomia.
Traccion suave de la traquea hacia adelante. Liberacion de las
adherencias posteriores de la traquea, aorta y eséfago; estos
dos ultimos se seccionan. Finalmente, seccién de la vena cava
inferior por encima de diafragma, con lo que el bloque cardio-
pulmonar queda completamente Iliberado. Obtencidén del bloque
cardio-pulmonar que se introduce en una camara humedecida,

colgando de la traquea.

Se continuan la perfusion y la ventilacion con iguales
parametros excepto que se aflade PEEP +2 6 +3 cm de H,0. La
presién venosa pulmonar se deja entre +2 y +4 cm de H,0 elevando
unos centimetros la salida del catéter auricular por encima de

la altura de la auricula izquierda.

La técnica quirdrgica debe suponer una duracion total de

unos 15 minutos.

Se dejan transcurrir unos 5 6 10 minutos de perfusion -
lavado del o6rgano y estabilizacién. Si se perfunde con una
soluciodn polielectrolitica (sin sangre) el pulmon debe perder su
color rosado habitual y quedar uniformemente blanco, no deben de
haber zonas de atelectasia, ni debe formarse edema pulmonar
macroscopicamente visible. No debe recogerse Jliquido de
exudacioén o transudaciéon pleural. ElI Iiquido efluente debe poder

recogerse por la canula auricular sin problemas.
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Puede entonces continuarse la perfusion y la ventilacién e
iniciarse el registro de datos, o bien pueden suspenderse
durante el tiempo y en las condiciones que se hayan prefijado:

periodo de isquemia.

6,3-2 Perfusion.

Inmediatamente tras su extraccidn en unos casos, 0 después
del periodo de isquemia en otros, los pulmones pueden ser

re/ventilados y/o re/perfundidos.

ElI' Iiquido de perfusion se halla en un recipiente de
cristal, y éste a su vez introducido en un bafio que se mantiene
a temperatura constante de treinta y siete grados centigrados
mediante su propio termostato. ElI liquido es movilizado desde el
recipiente e impulsado a través del circuito hacia la canula en
la arteria pulmonar, mediante una bomba de perfusion pulsatil de
flujo constante, que se puede ajustar entre 1 y 100 ml/min
(Masterflex® Radnoti® Glass Technolgy. Modelo 7521-25 Monrovia.
CA. USA) Se dispone también de un eliminador de burbujas
(Radnoti® Glass Technolgy. Monrovia. CA. USA) que se sitla en

el circuito afluente a la entrada del pulmén.

En la UNI del HUSD se dispone ademas del instrumental
necesario para perfundir el pulmén a presiéon constante (Radnoti®

Glass Technolgy. Monrovia. CA. USA)
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En el modelo desarrollado en el laboratorio de la UNI del
HUSD se realizé la perfusién del pulmén a volumen constante de
7-8 ml/min siendo la variable dependiente la presidon registrada

a la entrada del oOrgano.

El' liquido de perfusiéon utilizado fue suero de Krebs-
Henseleit segun férmula estandar, a 37°C y pH 7,4 adicionado con
albumina bovina (Serva®) 0,2 gr% y HEPES (Sigma®) 0,3 gr% (ver

4,3-6B)

En la UNI del HUSD se dispone de un bafio de O&rganos
(Radnoti® Glass Technolgy. Monrovia. CA. USA) entre cuyas
paredes circula liquido a temperatura regulable entre -23°C vy

60°C (Radnoti® Glass Technolgy. Modelo EX-221 Monrovia. CA. USA)

6,3-3 Ventilacion.

Se utilizé un ventilador para pequefios roedores (Hugo Sachs
Elektronics® Alemania. Modelo 7025) El aparato puede tomar aire
ambiente de la habitacién, o de una bolsa sellada de Douglas
Ilena por una mezcla de gases de composicion conocida. EIl
ventilador se puede ajustar para volumenes corrientes entre 1 y
10 ml y hasta 180 ciclos respiratorios por minuto; carece de
Iimite de presion. Se puede colocar una resistencia a la salida
de los gases en forma de sello de agua para mantener cierto
nivel de presiéon positiva al Ffinal de la espiracion (PEEP,

positive end espiratory pressure)
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En concreto, y de acuerdo con la literatura, la ventilaciodn
se ha realizado a volumen corriente constante de 2ml, frecuencia
respiratoria de 90 ciclos x minuto, presion positiva al final de
la espiracion de +3 cm H,0, fraccidén inspiratoria de 0O, (FIOy)
del 95% y fraccién inspiratoria de CO, (FICO,) del 5%, siendo la
variable dependiente la presidn registrada a la entrada de la

traquea.

6,3-4 | sguemia.

Una vez obtenido el bloque cardio-pulmonar, con los
catéteres traqueal, de arteria pulmonar y de auricula izquierda
fijados 1In situ, se pueden suspender la perfusion y la
ventilacidon, quedando el oOrgano en isquemia. EI pulmén puede
mantenerse suspendido de la traquea en el bafio a temperatura
controlada de treinta y seis grados (isquemia caliente) o puede
introducirse en un recipiente de cristal y éste en un
refrigerador a temperatura regulable (Velp Cientifica® Italia.

Modelo FOC 225 D)

6,3-5 Reventilacion vy reperfusion.

Tras el periodo de isquemia, pueden conectarse de nuevo el
catéter traqueal al pneumotacografo (Hugo Sachs Elektronics®
Alemania) y éste a los tubos de entrada y salida del respirador;

y el catéter de arteria pulmonar al circuito de perfusidén, con
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lo que el pulmén puede ser reventilado y reperfundido en

condiciones controladas.

6,3-6 Estudio dela funcion pulmonar .

ElI modelo de pulmén aislado y perfundido (IPL) permite

mediciones de parametros muy importantes de funcidén pulmonar
(ver 4,3-6) En concreto, para la realizacién de este experimento

se han desarrollado las siguientes:

6,3-6A M ediciones durante la re/perfusion.

Mientras el pulmén es ventilado y perfundido,
independientemente de que haya habido o no un determinado

periodo de isquemia, se registraban las siguientes variables:

6,3-6A 1 Intercambio de gases.

Las presiones parciales de los gases en disolucion se
pueden medir en muestras del Iliquido afluente y efluente al

pulmén. (Analizador de gases. lzasa® Espafia. Modelo BG 3000)

6,3-6A 2 Mecanicarespiratoria

El pneumotacdgrafo (Hugo Sachs Elektronics® Alemania) esta
conectado e un transductor de presién diferencial (Hugo Sachs
Elektronics® Alemania Modelo DP45-14) y a un transductor de
presion (Hugo Sachs Elektronics® Alemania Modelo 399/2) capaces

de captar el flujo aéreo y la presion en via aérea.
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Estas seflales analdgicas son remitidas sendos
amplificadores (Hugo Sachs Elektronics® Alemania CFAA modelo 677
y Hugo Sachs Elektronics® Alemania TAM-A modelo 705/1) La sedal
amplificada pasa a una placa analdgico-digital, y de ésta al
ordenador (PC compatible) con el software apropiado para el
registro (Atlantis. Lakeshore Technologies® USA) y la lectura

(Pegasus. Lakeshore Technologies® USA) de la misma.

6,3-6A 3 Hemodinamia.

La presién de perfusién pulmonar se mide mediante un sensor
de presiéon (Hugo Sachs Elektronics® Alemania. Modelo 7/1X) La
sefial se convierte a digital, se registra y se lee con

ordenador.

El volumen del Iiquido efluente se media por recolecciodn
desde la canula de auricula izquierda. También se recogia Yy

media el liquido que el pulmén pierde a través de la pleura.
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Grafico 1. Curvaderegistrodepreson en via aérea.
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6,3-6A 4 Liberacioén de lactato deshidrogenasa

Las concentraciones de lactato deshidrogenasa (LDH) pueden
medirse en muestras del liquido efluente y/o0 del Iliquido de
exudacion pleural, que se procesan segun los métodos habituales
en el laboratorio de urgencias del servicio de analisis clinicos

del HUSD.

6,3-6B Medicionestraslare/perfusion.

Una vez finalizada la fase de re/perfusion, se mantenia los
pulmones en ventilaciéon y se perfundian, a través de la canula
pulmonar, 10 cc. de azul trypan al 0,4% en suero fisioldgico
primero, y 10 <cc. de fijador (glutaraldehido al 2% +
formaldehido al 2%) después. Tras lo cual se procedia al cese de
la ventilacidén. Seguidamente, se obtentan ambos pulmones por

seccion de los correspondientes hilios.

ElI pulmén izquierdo, de menor tamafio, se introducia en el
mismo Ffijador para su posterior estudio anatomo-patolégico. ElI
pulmén derecho se utilizaba para evaluar la cantidad de agua

pulmonar.

6,3-6B1 Andlisis de la cantidad de agua retenida en el pulmodn.

Se registraba el peso del pulmén derecho peso (humedo), se
introducia en un horno (Jouan® Francia. Modelo EU18) a
temperatura fija de 60°C durante 48 horas para desecacién, y se

registraba de nuevo su peso (seco) Con estos valores se calcula
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la relacion entre ambos (WW/DW, wet to dried weight ratio)(?-21D

Es igualmente util la relacion entre el peso del pulmon al final
de la re/perfusion y el peso corporal total del animal (WwW/BW,
wet weight to body weight ratio)®” Ambos indices miden la
cantidad de agua retenida en el pulmén al final del periodo de

re/perfusién. Ambos indices son medida indirecta del edema

pulmonar (Ver 4,3-6D)

6,3-6B2 Estudio anatomo-patol6gico vy de viabilidad celular.

El procesamiento para estudio anatomo-patoldgico se realizé
segun los métodos convencionales y utilizando la infraestructura
material del servicio de anatomia patoldogica del HUSD. EI
estudio anatomo-patolégico y la cuantificacién de la viabilidad
celular se Illevaron a cabo por un facultativo especialista
miembro del servicio de anatomia-patoldégica del HUSD. EI lector
(microscopista) desconocia a qué grupo analizado correspondia

cada caso.

La determinacion de la viabilidad de las células del
parénquima pulmonar se realizé mediante estudio microscopico.
(Olimpus® Modelo BH-2) empleando un objetivo de 100x1000

aumentos, con aceite de inmersion y ocular con reticula.

Para ello, el pulmén izquierdo se prepar6 para el analisis
histoldgico segun técnicas estandar en el servicio de anatomia
patolégica del HUSD. Las muestras eran deshidratadas en etanol a
concentraciones crecientes, (70%, 96%, y 100%) aclaradas con

xileno y embebidas en parafina. Se realizaron cortes de cinco
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micras de espesor que se montaron en dos portas, uno para
tincion de contraste, unicamente con eosina; el segundo, con

hematoxilina — eosina.

ElI azul tripan es un tinte que no puede atravesar las
membranas celulares; por tanto, quedan tefiidas de azul, sélo
aquellas células cuyas membranas estan rotas. Para cuantificar
la viabilidad celular, se examindé la preparacion de tincidn
contrastada con eosina. Se valoraron un total de cien nucleos de
células parenquimatosas, en cada caso, contando veinticinco
nicleos en cuatro campos diferentes. Se registraron como viables
(rosa) y no viables (azul) La cuantificacion de la viabilidad
celular se presentaba como porcentaje de células viables. La
lectura se realizdé por dos veces a diferentes intervalos; si la
diferencia de 1los valores observados entre la primera y la
segunda lecturas era superior al 10%, se realizaba una tercera y
definitiva lectura, y se admitia como resultado definitivo el

resultado de la media aritmética de las tres determinaciones.

Para el estudio anatomo-patolégico se examiné el porta
tefitdo con hematoxilina-eosina con objetivos de 4x, 10x y 40x.
El estudio patologico valoraba la presencia edema, enfisema
(rotura alveolar) y necrosis. Estas alteraciones se valoraban

cualitativamente como 0, +, ++, +++.
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GALERIA DE IMAGENES

Diseccio6on traqueal
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GALERIA DE IMAGENES

Intubacidén traqueal. Diseccidon de los grandes vasos
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GALERIA DE IMAGENES

Ventriculotomia derecha




GALERIA DE IMAGENES

Cateterizacion de la arteria pulmonar principal.
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GALERIA DE IMAGENES

Cateterizacion de la auricula izquierda.
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GALERIA DE IMAGENES

ElI pulmén asilado y perfundido ex -vivo.




6,4 RESULTADOS.

El modelo de pulmén aislado y perfundido ex vivo,

forma en que se ha expuesto anteriormente,

desarrollado en la UNI del

HUSD.

Tabla 2.- Resultados. Grupo Control.

160

la

estd plenamente

Grupo Control
N=7
Variable Minuto
10 613+50
20 617+42
PO, efluente 30 632+33
(mm Hg) 40 632+42
50 624+59
60 610+75
15 10,4+2,1
PAP media 30 11,9+5,9
(mm Hg) 45 14,6+11,4
60 18,3+17,2
15 11,0+2,2
Peak aw P 30 11,1+2,0
(emHx0) 45 11,2+2,1
60 11,5+2,0
15 1,4+0,3
Resistencia Vascular Pulmonar 30 1,6+0,8
(MMHG/ml/min.) 45 1,9+15
60 2,024
15 0
Exudacion pleural 30 0
(ml/min.) 45 0
60 0
5 25+5
LDH (U/1.) 15 2145
30 <20
60 <20
1-Viabilidad(%) 8,3+7,8
Ww/Wd 8,0+3,4
Ww/Bw .005+.002
Edema +
Lesion o/+
Necrosis 0
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La tabla 2 expone los resultados obtenidos en el grupo
denominado “control”, ya dentro del experimento. En este grupo,
el pulmbn no era sometido a isquemia, sino ventilado vy
perfundido inmediatamente tras la extraccion del animal. Este
grupo control se incluye en el experimento precisamente para
ilustrar la validez del modelo y para obtener valores de

referencia para la comparacién estadistica.

6,5 DISCUSION.

6,5-1 De los métodos.

El texto que sigue se refiere a los métodos del modelo IPL
en concreto desarrollado en el laboratorio de la UNI-HUSD. Por
tanto, la discusién, critica y conclusiones de los aspectos
metodolégicos deben aplicarse a todos los grupos que van a
conformar el experimento, puesto que el modelo experimental es

comun a todos ellos.

6,5-1A Ventilacion a presion positiva.

Las consecuencias fisioldégicas de ventilar a presion
positiva versus negativa ya se han expuesto en otro apartado de
este trabajo (ver 4,3-6) La validez de la ventilacién a presioén
positiva esta plenamente aceptada. Se eligio la modalidad de

ventilaciéon a presioén positiva por motivos de mayor simplicidad
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instrumental. En la actualidad, la UNI del HUSD no dispone del

aparataje necesario para ventilar a presidén negativa.

6,5-1B Ventilacion a volumen corriente constante.

El ventilador del que se dispone (Hugo Sachs Elektronics®
Alemania. Modelo 7025) permite fijar con precisiéon el volumen
corriente y el numero de ciclos por minuto, pero carece de
dispositivo de ventilacién con limite de presion. Al ventilar a

volumen corriente constante, la variable independiente es la

presiéon en via aérea (ver 4,3-6)

6,5-1C Ventilacion con car bégeno.

Se utilizé carbogeno (0, 95% + CO, 5%) (Carburos Metalicos®
Espafia) en la ventilacién, en vez de ventilar con aire ambiente,

con el objetivo de intensificar las posibles diferencias entre

grupos en el intercambio de gases (ver 4,3-6)

6,5-1D Perfusidon a volumen constante.

Se eligié la modalidad de perfusion a volumen constante
versus a presion constante por motivos de @ facilidad

instrumental, siendo ambas posibilidades igualmente validas (ver
4,3-6) Puesto que la bomba de perfusion impulsa un flujo de

perfusién constante, la variable independiente es la presidén en
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arteria pulmonar. Por @la misma razén, la presion media en
arteria pulmonar expresa la resistencia vascular pulmonar (ver

4,3-6)

6,5-1E Perfusion con suero de Krebs-Hendeit sin recirculacion.

Las ventajas e inconvenientes de perfundir con una solucion
cristaloide versus sangre diluida versus sangre total, asi como

de perfundir con o sin recirculaciéon, se discutieron ya en otro

apartado (ver 4,3-6)

El laboratorio de la UNI del HUSD dispone del instrumental
necesario para la puesta en practica de cualquiera de las seis

(tres x dos) posibilidades técnicas.

ElI método elegido, la perfusién pulmonar con suero K-H
adicionado con albumina sin recirculacion se ha utilizado en
numerosos trabajos de 1/R pulmonar. Se rechazé la posibilidad de
perfundir con sangre autdloga porque deberia haber permanecido
en conservacion durante el mismo tiempo que el de preservacion
del pulmén; y con sangre heterdloga para evitar cualquier tipo
de lesidén inmune que se sumara a la producida por 1/R. En ambos
casos se podia aumentar la variabilidad experimental de modo
poco controlado, lo que se entendidé como un factor que hubiera

podido dificultar la posterior interpretacion de los resultados.
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6,5-1F Adicion al suero de K-H de albumina al 0,2%.

La literatura aconseja la adicién de albdmina al suero K-H
a concentraciones entre 2 gr¥% y 4 gr%, que son las fisioldgicas
en sangre. ElIlo no obstante, se adicion6é albumina a
concentraciones entre diez y veinte veces menores, al 0,2%. Se
hizo asi porque durante la fase de preparacion y desarrollo del
modelo, se realizdé la observacidén directa de que no se producia
edema pulmonar macroscépico con estas concentraciones de
albumina y porque la preparacion se mantenia estable en sus
parametros de intercambio de gases, de mecanica respiratoria y
de hemodinamia pulmonar durante los sesenta minutos de

perfusion.

6,5-1G Re/perfusion durante 60 minutos.

El periodo de reperfusion se fijé en 60 minutos porque la
lesion por reperfusién esta ya establecida, y porque la

preparacion experimental IPL se mantiene perfectamente estable

durante este tiempo (ver 4,3-6)

6,5-2 Discusion delos resultados.

La discusion de los resultados del grupo “control” y las

conclusiones se refieren dnicamente a este grupo.
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6,5-2A I nter cambio de gases.

La PO, del Iliquido efluente estd siempre por encima de 600
mm Hg, lo que indica que el IiIntercambio de gases se produce

normalmente en todo momento.

La retencién de agua, que es propia del modelo IPL, con
formacién de edema intersticial, no llega a ser suficientemente
importante como para deteriorar de modo estadisticamente

significativo el intercambio de gases.

6,5-2B Ventilacion vy perfusion.

Los valores de presion maxima inspiratoria en via aérea
(PawP)y de presiéon de perfusion pulmonar (PAP media) son los

esperables, para ventilacién a presion positiva.

La PawP apenas si se modifica con el tiempo. Es de
destacar, en cambio, el aumento sostenido en el tiempo de la PAP
media, que no alcanza a ser estadisticamente significativo.
Paralelamente, se produce un aumento sostenido de la resistencia
vascular pulmonar (PVR) que tampoco alcanza la significacioén
estadistica. El incremento en el tiempo que muestran ambos
parametros refleja un pequefio pero cierto deterioro progresivo
de la perfusiéon pulmonar, probablemente secundario a la

retencion de agua que se va produciendo en el intersticio.
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6,5-2C Medicion de LDH en € liguido efluente.

En ningun momento se detectan valores de LDH en el liquido

efluente pulmonar significativos de lisis celular en este grupo

“control™.

6,5-2D Agua retenida en € pulmon.

La relacion entre peso humedo y seco (Ww/Wp) observada en
este grupo toma el valor 8, ligeramente alto con relaciéon a lo
esperable segun la literatura®® entre 5 y 6. Probablemente,
esta observacion puede explicarse por el bajo contenido de

albumina adicionada al suero de perfusién K-H.

La variable peso humedo / peso corporal total W./By) se
refiere al peso humedo del pulméon derecho. Los valores de
referencia son propios del experimento. Por esta razoéon, los

resultados obtenidos con W,/By, son mas fiables que los obtenidos

con Wy/Wp.

6,5-2E Estudios patoldgicosy de viabilidad celular .

De nuevo, y en coherencia con la observacién anterior, el
edema intersticial evaluado por el microscopista es mayor de lo
esperado. No hay imagenes de lesién y/o necrosis en el

parénquima pulmonar, tal como era de esperar.
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La viabilidad celular del 92% puede considerarse un valor
normal. ElI 8% de células no viables puede explicarse por las
maniobras quirdrgicas y por Qla manipulaciéon a que se ven

sometidos los pulmones.

6,6 CONCLUSIONES.

6,6-1 Validez del modelo.

Los resultados obtenidos en el grupo ‘“control” sin lesiodn
pulmonar por I1/R, demuestran el buen estado funcional de los

pulmones perfundidos y ventilados ex-vivo.

Los resultados del grupo “control” que muestra la Tabla 2
confirman la validez, (los valores que toman las variables son
los normales) la estabilidad, (no hay diferencias significativas
entre los valores que toman las variables al inicio versus al
final del periodo de perfusion) y la reproducibilidad (escasa
dispersion de los valores que toman las variables) del modelo

experimental .

Ergo, el modelo asi desarrollado es valido para ser
utilizado como base experimental. (En un experimento que

reproduzca la lesion por 1/R u otro tipo de lesion pulmonar)
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Como ya se comentd, ademas de estimar la calidad del modelo
experimental, este grupo establece los valores “de referencia
normales” para los demas grupos del experimento. Las diferencias
en los valores que tomen las variables entre el grupo control y
los grupos que han sufrido I/R vy, seran (presumiblemente)

debidas a lesio6n por I/R.
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SUMARIO

- El desarrollo de un modelo experimental valido
era el objetivo primero, previo a la realizacidon de
cualquier experimento sobre lesién pulmonar por isquemia

/ reperfusion.

- El modelo de pulmén de rata aislado, ventilado y
perfundido ex—vivo estid plenamente desarrollado en el
laboratorio de la Unidad de Investigacion del Hospital

Universitario Son Dureta.

- Los resultados obtenidos en el grupo control
(sin isquemia ni reperfusion) avalan la validez,
estabilidad y reproducibilidad del modelo desarrollado;
y establecen 1los valores de referencia para las

variables del estudio.
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CAPITULO 7°
OBJETIVO 2:
PRESERVACION PULMONAR MUY FRIA CON CRIOPROTECCION.

REPRODUCCION DE LA LESION POR ISQUEMIA-REPERFUSION
EN UN MODELO EX-VIVO DE PULMON DE RATA

Y Dioslo hizo morir durante cien afiosy luego lo animo y le dijo:
-¢Cuanto tiempo has estado aqui? —Un dia o parte de un dia -respondio.

Alcoran, I, 261

7,1 INTRODUCCION

Con el modelo experimental desarrollado en los términos
descritos en el capitulo anterior, se procedié a la realizacion
del objetivo segundo, este es, el ensayo de la hipodtesis

planteada.

7,1-1 Antecedentes
La lesid6n por isquemiaZreperfusion (1/R) pulmonar, causa
frecuente de fracaso agudo post-reimplante del injerto, es una

Iinea de investigacion fundamental en trasplante de pulmén. (Ver

1,3-5)

“Preservacion” es el conjunto de maniobras o tratamientos

con objeto de minimizar la lesién por 1/R. (Ver 31)
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La investigacién en preservacion pulmonar pretende alcanzar
un método “ideal” de preservacion con el doble objetivo de

mejorar la calidad y/o alargar el tiempo de preservacion del

organo. (Ver 41 vy 42)

Actualmente, la preservaciéon pulmonar se realiza por el
método de perfusién e inmersion frias en una solucidén de

preservacién. Se consiguen asi tiempos tolerados de isquemia de

cuatro a seis horas (Ver 3,24 y 3,3)

Los mecanismos de adaptacion celular a la hipoxia consisten
en la utilizacion preferente del escaso ATP disponible para el
mantenimiento de la integridad estructural de las membranas y de
los gradientes transmembrana (Ver 23-2) El enfriamiento es
protector frente a la isquemia porque produce un enlentecimiento
general del metabolismo, reduciendo las necesidades tisulares de
0, y de sustratos metabdélicos. Sin embargo, el descenso de
temperatura a que puede someterse el o6rgano es limitado porque
el enfriamiento intenso es lesivo de por si (Ver 233) La
temperatura O6ptima de preservacion pulmonar, con las soluciones
al uso de bajo contenido en potasio, se ha establecido entre los

8°C y 15°C, en torno a los 10°C (Ver 4,4-3B)

Los mecanismos metabélicos de respuesta a frio ambiental
intenso han sido estudiados por PW.Hoshashka en algunas especies
de batracios e 1iInsectos que son capaces de sobrevivir a

temperaturas ambientales muy bajas, incluso por debajo de los
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0°C. Los animales se vuelven intensamente diabéticos. Se vierten
al plasma (o hemolinfa) grandes cantidades de azucares Yy
polioles, hasta concentraciones que pueden alcanzar incluso los
3.000 mMol/l. Los polioles son crioprotectores por mecanismo de
estabilizacion de las membranas, de las proteinas, y porque

impiden la congelaciéon (solidificacién) del citosol y de las

organelas celulares (Ver 2,3-4)

No se han ensayado métodos de prevencidén o atenuacion de la
lesion por enfriamiento en preservacion pulmonar. Tedricamente,
deberia ser posible mejorar la calidad y/o alargar el tiempo de
preservaciéon pulmonar manteniendo el O4Organo a temperaturas
cercanas al punto de congelacién del agua, disminuyendo asi al

maximo la demanda energética.

En definitiva,

7,1-2 Hipotesis.
La temperatura oOptima de preservacion pulmonar podria estar

proxima a los 0°C, si y sOlo si, se proteje el 6rgano frente a

la lesion por enfriamiento intenso. (Ver 51)

7,1-3 Objetivos concretos.
Para evaluar la hipodtesis planteada, se plantea realizar un
experimento que compare la calidad de la preservaciéon pulmonar

segln técnicas de preservacion estandar, frente a la obtenida
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mediante un nuevo método de preservacién basado en el

enfriamiento intenso a 0°C y en la proteccion frente a la lesion

por enfriamiento. (Ver 52-1y 5,2-2)

La novedad que presenta la “solucién de preservacion HUSD”
es la incorporaciéon de aditivos con (pretendidamente) la funcidn

de proteger al 6rgano frente a la lesion por frio intenso.

7,2BASES TEORICAS PARA LA CRIOPROTECCION.

LA SOLUCION *““HOSPITAL UNIVERSITARIO SON DURETA” (HUSD)

La solucion de preservacion utilizada en los grupos TEST, y
qgue se ha denominado “solucién HUSD” es simplemente una

modificacion de la solucidén Krebs-Henseleit.

La solucién HUSD es una solucién acuosa del “tipo
extracelular”, esto es, de bajo contenido en potasio, con
albumina bovina al 0,2% como impermeante, glucosa al 1%, y con
la novedad de incorporar etanol de 96° al 1% como (presunto)
crioprotector. La adicion del mismo pretende Tacilitar y/o
incrementar Qlos mecanismos Fisiolégicos antes citados de

adaptacion celular al frio.

Tedéricamente, la sustancia / aditivo con funciéon de

crioprotector deberia cumplir las condiciones siguientes:
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-Ser hidro vy [liposoluble. Atravesar libremente Ilas
membranas, distribuyéndose por igual por todos los espacios,
intra y extracelular.

-Aumentar la osmolaridad de la solucidén.

-Disminuir el punto de congelacién de la solucién. Y, al
penetrar en la célula, disminuir el punto de congelacién del
citoplasma, las membranas y las organelas; es decir,

-Estabilizar los componentes celulares frente al frio
intenso: Membranas, acidos nucleicos y proteinas.

-No arrastrar agua (por gradiente osmotico) ni electrolitos

(por gradiente eléctrico)

El alcohol etilico cumple estas condiciones: atraviesa
libremente las membranas Hlipidicas, ho se 1oniza, establece
uniones no covalentes con el agua, de modo que interrumpe la
formacion de cristales de hielo. Al ligar solvente, el etanol
incrementa la osmolaridad. (La osmolaridad medida de la soluciodn
HUSD es de 49413 y 485x37 mOsm/1 (media = SD) para los grupos
HUSD-72 horas y HUSD-24 horas respectivamente) EI alcohol
etilico es wuna sustancia no toxica, (en las cantidades
utilizadas en este experimento) que en el individuo normal se

elimina por orina, por exhalacion y por metabolizacidon hepatica.

Otros compuestos, como los cuerpos ceténicos o el glicerol
(éste ultimo es un polialcohol) también cumplen las condiciones
anteriores. En este experimento se decidié utilizar alcohol
etilico porque es el disolvente - excipiente de la

nitroglicerina de administracion parenteral. ElI etanol, como
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disolvente de 1la nitroglicerina, se ha utilizado en otros
experimentos de preservacion pulmonar con otro disefo,
experimentos diseflados para ensayar la eficacia de la

nitroglicerina como factor de homeostasis vascular del injerto.

Por el contrario, el disefio del experimento que se presenta
obedece a otro objetivo. Este experimento pretende ser una
aproximacion a la crioproteccion como concepto nuevo en
preservacion pulmonar. La solucién HUSD no pretende, en ningun
caso, ser la solucidén “definitiva o ideal” segun la propuesta de
FO.Belzer (ver 4,4-2A) Entre otras razones, porque se han evitado
aditivos de probada eficacia en preservaciéon pulmonar, como son

el NO o sus sustratos metabdlicos, azucares polimeros, etc.

7,3MATERIAL Y METODOS.

7.3-1 Material.

El experimento se llevdé a cabo en el laboratorio de la UNI

del HUSD. Consiste en la reproduccion de la lesion por I/R

pulmonar en un modelo ex vivo de pulmén de rata (Ver 6,2)

7.3-2 M étodos.

Las caracteristicas metodoldgicas del modelo experimental

estan especificadas en el capitulo 6°. (Ver 63 y 651)
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7,3-3 Disefio.
El experimento esta diseflado para poder comparar los

resultados de 5 grupos.

- Grupo 1. GRUPO CONTROL. NO ISQUEMIA / REPERFUSION. N=7

Se obtenian los pulmones segun lo expuesto en 6,3-1.

Los pulmones eran iInmediatamente perfundidos y ventilados
ex-vivo sin que mediara periodo alguno de isquemia. (Ver 632 y
6,3-3)

Este grupo establece la validez del modelo experimental.

(Ver 652 y 6,6-1)

- Grupo 2. LPD-24 horas. GRUPO de PRESERVACION ESTANDAR.

Preservacion en solucién Low-Potassium Dextran-Glucosa
(LPD) durante 24 horas a 10°x0,5°C. N=7

Obtencién del bloque pulmonar.- Los procedimientos

anestésicos y quirudrgicos para la obtencién de los pulmones eran
idénticos en todos los grupos (Ver 6,3-1)

Isquemia y preservacion.- Tras la obtencion de los

pulmones, se procedia a perfusion con solucién LPD a temperatura

ambiente, e 1i1nmersion en la misma solucidén, conservandose
durante 24 horas a 10°+0,5° C (Ver 6,3-4)

Reperfusion.- A las 24 horas de isquemia fria vy

preservacién estandar se procedia a la reventilacién vy

reperfusion en las mismas condiciones especificadas para el

grupo 1 (Ver 6,3-2 6,3-3 y 6,3-5)
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La inclusién de este grupo en el disefio experimental es
importante, puesto que sirve para valorar la lesion por 1/R en
el modelo desarrollado utilizando una solucion de preservacion
estandar, LPD; a temperatura Optima para esta solucion, 10°C; y

durante un tiempo estandar de 24 horas.

El grupo LPD-24 horas es pues, también un grupo control.
Permite, en primer lugar, comparar los resultados propios con
los reportados en la literatura, lo que sirve para confirmar la
validez del modelo de [Ilesion por [I/R. En segundo lugar,
establece la calidad de [la preservacion estandar, es decir,
establece los valores frente a los que comparar la calidad de

preservacién que se obtenga en los grupos TEST.

- Grupo 3. HUSD - 72 horas. GRUPO TEST.

Preservacion con solucién HUSD, durante 72 horas a
0°+0,5°C. N=9

Obtencién del blogque pulmonar.- ldéntica en todos los

grupos (Ver 6,3-1)

Isquemia y preservacion.- Tras Jla obtencion de los

pulmones, se procedia a perfusion con solucién HUSD a

temperatura ambiente, e inmersién en la misma soluciodn,
conservandose durante 72 horas a 0°+0,5° C (Ver 6,3-4)

Reperfusiéon.- A las 72 horas de isquemia fria vy

preservacién con crioproteccién se procedia a la reventilacién y

reperfusién en condiciones idénticas para todos los grupos (Ver

6,32 6,33 y 6,35)
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- Grupo 4. HUSD - 24 horas. GRUPO TEST.

Preservacion con soluciéon HUSD durante 24 horas a 0°+0,5°C.
N=7

Obtencién del blogue pulmonar.- ldéntica en todos los

grupos (Ver 6,3-1)

Isquemia y preservacion.- Tras la obtencion de los

pulmones, se procedia a perfusion con solucién HUSD a

temperatura ambiente, e inmersién en la misma soluciodn,
conservandose durante 24 horas a 0°+0,5° C (Ver 6,3-4)

Reperfusiéon.- A las 24 horas de isquemia fria vy

preservaciéon con crioproteccion se procedia a la reventilacién y

reperfusiéon en condiciones idénticas para todos los grupos (Ver

6,32 6,33 y 6,35)

Los grupos HUSD-72 horas y HUSD-24 horas son los grupos
TEST que sirven para ensayar la hipétesis. En el grupo HUSD-72,
el tiempo de preservaciéon (variable independiente) se alarga a
72 horas. En el grupo HUSD-24 se mantiene en 24 horas. En ambos
casos el término de comparacion (variable dependiente) es la

calidad de la preservacion.

- Grupo 5. LPD - 72 horas. GRUPO TEST

Preservacion con solucién LPD durante 72 horas a 10°+0,5°C.
N=8

Obtencién del bloque pulmonar.- Idéntica en todos los

grupos (Ver 6,3-1)
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Isquemia y preservaciéon.- Tras la obtencion de los

pulmones, se procedia a perfusion con solucién LPD a temperatura
ambiente, e 1Inmersion en la misma solucidn, conservandose
durante 72 horas a 10°+0,5° C (Ver 6,3-4)

Reperfusion.- A las 72 horas de isquemia fria vy

preservaciéon estandar se procedia a la reventilacién vy

reperfusién en condiciones idénticas para todos los grupos (Ver

6,32 6,33 y 635)

7.3-4 M ediciones.

Se realizaron las mismas mediciones en todos los grupos.

Los métodos de recoleccidn, registro y lectura de las variables

estan especificados en 6,3-6.

-Parametros de funcién pulmonar durante la fase de

reperfusion.

-Intercambio de gases:

-Gasometria del liquido afluente antes de iniciar la
re/perfusion.

-Gasometrias seriadas del Iliquido efluente a los

minutos 10, 20, 30, 40, 50 y 60 de re/perfusioén.

-Hemodinamia:
-Registro continuo de la presién de perfusion.
-Recolecciéon y medicién del volumen del [liquido

efluente pulmonar.
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-Calculo de la resistencia vascular pulmonar total.
-Recoleccion y medicion del volumen del Iliquido de

exudacion pleural.

-Mecéanica respiratoria:

-Registro continuo de la presidn en via aérea.

-Lesion celular. Citolisis:
-Analisis de la concentracion de LDH en muestras del
Iiquido efluente, tomadas en los minutos 5, 15, 30 y 60 de

re/perfusion.

-Paradmetros tras la fase de re/perfusioén:

-Relacion peso humedo/peso seco y peso humedo/peso corporal
total.
-Viabilidad celular.

-Analisis histoldgico.

7,3-5 Andlisis estadistico.

7.3-5A Contraste de hipotesis.

-Hipétesis nula (Ho): Mo existen diferencias entre los
grupos analizados.

-Hipotesis alternativa (H;): Existen diferencias entre los
grupos analizados.

-Nivel de significacion (error de tipo 1): Se consideran

significativos valores de p<.05
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7.3-5B Tests estadisticos.

-Variables paramétricas:

Para cada variable, se analizé la varianza de dos vias

(two-way ANOVA) segun grupo y tiempo.

Para cada variable, las diferencias entre grupos (para cada
tiempo), vy en el tiempo (para cada grupo) se compararon mediante
analisis de la varianza de una via (one-way ANOVA) y analisis
post-hoc para Bla menor diferencia significativa (LSD, Ileast

significant difference)

-Variables cualitativas:

Las diferencias entre los grupos se compararon mediante

test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

7.3-5C Relacion entre variables.

El grado de relaciéon entre diferentes (dos) variables se
evalu6 mediante el coeficiente de correlacién de Pearson (para
variables cuantitativas) y mediante coeficiente de correlacion

de Spearmann (para variables no paramétricas)

7.3-5D Célculo.

El cadlculo de los estadisticos se realizé mediante
computador personal compatible y software apropiado: hoja de

calculo Excel-Microsoft® (USA) y paquete estadistico SPSS® (USA)
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7,4 RESULTADOS

7.4-1 | nter cambio de gases.

Se presenta mediante la variable “presién parcial de 0,”

(P0O,) medida en el liquido efluente, expresada en mm de mercurio

(nmm Hg) Puesto que las condiciones de re/perfusion y de

re/ventilacién son controladas por el investigador, los valores

de PO, en el Iliquido efluente tiene el mismo valor que el

calculo de la fraccion shunt (Qs/Qr), como expresion de la

funcién pulmonar de intercambio de gases (Ver 4,3-6 y 6,6-3)

Tabla 4.- PO, en el liquido efluente (mm Hg)
MediatDesviacion estandar (SD)

Fraccion inspiratoria de 0, (F,0,)=95%

Grupo | Grupo2 | Grupo3 G | Grupo5
Control | LPD-24h | HUSD-72h rupo 4 LPD-72h
Variable minuto HUSD-24h
N N N N N
=7 =7 =9 =7 =8
10 613+50 | 5154143 | 528+67 | 379+109 | 458+111
PO, efluente 20 617+42 | 422+109 | 516+98 | 258+101 | 426+111
(mm Hg) 30 632+33 | 373+90 | 518489 | 209+80 | 418+96
40 632+42 | 353+70 | 516+102 | 200+109 | 404+65
50 624450 | 318+88 | 509+100 | 196+85 | 39875
60 610+75 | 3324104 | 490+88 | 207+79 | 402+78
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Grafico 4. PO,d€ liquido efluente. Media + error estandar (SEM)
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FIO,= 95%

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

—m— No preservacion
Post hoc vs LPD 24 h e LPD24h
* p<0.5 HUSD 72 h
** p<0.01 —v— HUSD 24 h
700 - LPD 72 h
650 — *% *% *k ** ** =
i o-
600 W L3 L E
G S A
500 - T T T T I
450 7 T T
SRR R S R S
350 T \i\ E
300 x E
250 — \** Kk % *
i T T
200 7 E I E 1
150
100 —-
50 7
0 | ! | ! | ! | | ! |
10 20 30 40 50 60




PO, efluente (mm Hg)

FIO,= 95%

Grafico 5. PO,end liquido efluente. Media *
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error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas
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La PO, medida en el liquido efluente pulmonar muestra un
deterioro significativo en la capacidad de intercambiar gases
que sufren todos los grupos que han sido sometidos a I1/R con

relacién al grupo control.

Comparados entre si, los dos grupos LPD, de 24 y 72 horas,
no presentan diferencias estadisticamente significativas entre

si, en ningun momento de la reperfusion.

Con relacion al grupo estandar LPD 24 horas, el grupo HUSD
72 horas presenta mejor funcién de intercambio de gases,

mientras que para el grupo HUSD 24 horas es peor.

Ambos grupos de isquemia de 24 horas (LPD y HUSD) muestran
un marcado deterioro inicial, en los primeros 20 minutos de
reperfusidn, para estabilizarse después. Por el contrario, los
grupos LPD y HUSD de 72 horas de 1isquemia, no presentan
diferencias significativas en esta Tfuncién de intercambio de

gases a lo largo de los 60 minutos de reperfusion.

7.4-2 M ecanicarespiratoria.

Se presenta mediante la variable “presidén inspiratoria
maxima en la via aérea” (PawP, Peak airway pressure) en cm de

H.O. Al ser constante el volumen corriente (Vi) la PawP expresa

la distensibilidad pulmonar (Ver 4,3-6)
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Tabla 5.- PawP (cm H,0) Media * Desviacion estandar (SD)

Grupo | Grupo?2 | Grupo3 G | Grupo5
Control | LPD-24h | HUSD-72h rupo 4 LPD-72h
Variable minuto HUSD-24h
N N N N N
=7 =7 =9 =7 =8
15 11,0+2,2 | 45,1104 | 30,7+4,5 [35,2+138[ NDU
Peak aw P 30 11,1420 | 454+11,2| 31,7+45 |33,3+10,9 ND
(cm H;0) 45 11,2421 |41,0+104 | 31,4+4,1 |37,1+13,7 ND
60 11,5+2,0 | 39,0+8,9 | 31,6+5,8 |35,6+13,2 ND
(*) Debido a un problema técnico, no estan disponibles los

resultados para el grupo LPD 72 horas.

El grupo control, muy estable a lo largo de todo el

experimento, muestra las presiones necesarias para ventilar el

pulmén normal. Todos los grupos sometidos a isquemia reperfusion

presentan diferencias muy significativas frente al grupo

control, con deterioro marcado de la distensibilidad.

Frente al grupo de preservaciéon estandar, el grupo test

HUSD de 72 horas, muestra mejor distensibilidad en el periodo

inicial de la reperfusién, diferencia que se mitiga y deja de

ser estadisticamente significativa después. Los grupos con I/R
no presentan entre si diferencias significativas en los minutos

45 y 60.
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Grafico 6. Preson maxima en via aérea (cm H,0) Media = error

estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas
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Grafico 7. Preson maxima en via aérea (cm H,0) Media = error

estandar (SEM)
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7.4-3 Hemodinamia.

Se presenta mediante la variables “presién media en arteria
pulmonar” (PAP media) en mm Hg y “resistencia vascular pulmonar
total” (PVR) en mmHg/ml*min™' La variable medida es PAP, mientras
que PVR es calculada,

funcion de PAP media y del flujo de

perfusién, que es constante. (Ver 4,3-6C)

Tabla 6 .- Presion Arterial Pulmonar media (mm Hg) y Resistencia

Vascular Pulmonar total (mmHg/ml*min™)

Media *+ Desviacién estandar (SD)

Grupo | Grupo2 | Grupo3 Gr| Grupo5
Control | LPD-24h | HUSD-72h | ypg 4 | LPD-72h

Variable minuto HUSD-24h

N= N= N= N= N=
7 7 9 7 8

15 10,4+2,1 | 20,650 | 10,8+3,8 | 18,2+6,9 | 13,0+4,3
PAP media 30 11,9+59 | 20,6+6,4 | 11,4+6,3 | 17,5+6,4 | 13,9+34
(mm Hg) 45 14,6+11,4 | 22,0+12,1 | 13,4+10,0 | 17,0+6,0 | 17,4+6,6
60 18,3+17,2 | 23,9+18,1 | 17,0+18,1 | 16,6£5,9 | 18,4+5,1
Resistencia 15 1,4+0,3 2,7+0,7 1,4+0,5 2,4+0,9 1,7+0,6
Vascular 30 1,6+0,8 2,7+0,9 1,5+0,8 2,3+0,9 1,9+0,5
Pulmonar 45 1,9+1,5 2,9+1,6 1,8+1,3 2,3+0,8 2,3+0,9
(mmHg/ml/min.) | g0 20424 | 32424 | 23+24 | 22+08 | 24+0,7

La PAP media tiende a aumentar discretamente con el tiempo

en todos
diferencias

significativas.

puede

los

en el

explicarse

grupos,

por

tiempo,

La tendencia al

incluido

en

el deterioro

preparacion experimental (Ver 4,3-6)

Las diferencias entre grupos,

manifiestan solamente en

el

ningdn

grupo

“normal”™

control.

caso alcanzan

aumento sostenido de

que

Estas

a ser

la PAP

sufre la

incluido el grupo control, se

los primeros minutos de reperfusion,
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con inequivoca tendencia a igualarse hacia el periodo final de

la misma, de modo que en el minuto 60 no se aprecian

diferencias. En definitiva, los grupos sometidos a I/R sélo
muestran hipertension pulmonar en los primeros 20 a 30 minutos

de la reperfusion.

Grafico 8. Presion Arterial Pulmonar media (mm Hg)

Media + error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas
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PAP media (mm Hg)

Grafico 9. Presion Arterial Pulmonar media (mm Hg)

Media + error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas
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PVR (mm Hg/ml*min™)

Media + error estandar (SEM)
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Grafico 10. ResistenciaVascular Pulmonar total (mm Hg/ml* min™)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas
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PVR (mm Hg/mI*min™)

Media + error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas

—a— Control
—e— LPD 24 horas
HUSD 72 horas
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Grafico 11. ResistenciaVascular Pulmonar total (mm Hg/ml* min™)
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7.4-4 Exudacion pleural .

Los pulmones del grupo control no preservado, no presentan
exudacion de liquido a través de la superficie pleural. En todos
los demds grupos, la recolecciéon de Iliquido exudado por la
pleura es significativamente mayor. La exudacién de Iliquido

pleural es pues, indicador de la lesién por I/R.

Entre los grupos con I/R ambos grupos de 72 horas son los
que menor produccion de lIiquido pleural presentan, diferencias

que en algunos puntos alcanzan la significacion estadistica.

Tabla 7.- Exudacion pleural (ml/min) Media =+ Desviacién
estandar.
Grupo | Grupo?2 | Grupo3 G | Grupo5
Control LPD-24h | HUSD-72h rupo 4 LPD-72h
Variable minuto HUSD-24h
N N N N N
=7 =7 =9 =7 =8
Exudacion 15 0 15406 | 1,2+04 | 16+£11 | 11+03
Pleural 30 0 2,0+£09 | 1,3+06 | 1,7¢0,8 | 1,2+04
(ml/min.) 45 0 1,7406 | 1,2+04 | 1,7¢09 | 1,3+0,3
60 0 2,0£0,7 | 1,3+05 | 1,740,7 | 1,4+05
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Grafico 12. Exudacion pleural (ml/min) Media * error estandar

(SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas
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Grafico 13. Exudacion pleural (ml/min) Media * error estandar

(SEM)
Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas
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7.4-5 For macion de edema pulmonar

La suma del Tflujo de exudacion pleural mas el Fluyjo
efluente pulmonar resulta en la salida total de Iliquido del
pulmon. Puesto que el flujo de entrada es constante (7-8 ml
/minuto) La diferencia entre los flujos de entrada y de salida
(efluente y pleural) es el lIiquido que retiene el pulmén, es

decir, el edema pulmonar.

Grafico 14. Formacion de edema pulmonar (ml/min) Media =+

error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

Post hoc vs LPD 24 h
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Grafico 15. Formacion de edema pulmonar (ml/min) Media =

error estandar (SEM)

Flujo efluente + Exudacion pleural (ml/min)

(Flujo de perfusiéon = 7-8 ml/min)

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas

* P<0.05
** n<0.01
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Grafico 16. Formacién de edema pulmonar / exudacion pleural (ml/min)

Media + error estandar (SEM)
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Se aprecia claramente que la retencién de Iliquido se
produce en los primeros diez — quince minutos de la reperfusion
(los valores que se muestran son la media +SEM de la media de

los minutos 0-15, 15-30, 30-45 y 45-60)
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Lesion celular —citolisis.

Se evalua por medicién del encima lactato deshidrogenasa
(LDH) en el Iiquido efluente pulmonar. La concentracién de LDH
se presenta en Unidades / litro (U/1)

Tabla 8.- LDH en € liquido efluente pulmonar (U/1)

Media + Desviacion estandar (SD)

Grupo | Grupo2 | Grupo3 G | Grupo5

Control | LPD-24h | HUSD-72h | po 4 LPD-72h

Variable minuto HUSD-24h
N N N N N
=7 =7 =9 =7 =8

5 2545 392+102 | 651+215 | 309+116 | 749+131
LDH (U/l.) 15 2145 143+102 | 268+134 | 85+18 | 368+104
30 <20 60+18 116+44 48+12 166+39

60 <20 409 61+19 3145 99+40

Los pulmones del grupo control, sin isquemia, no producen
LDH. Todos lo grupos sometidos a I/R producen LDH en cantidades
significativamente mayores con relacién al grupo control, en

todas las determinaciones.

Todos los grupos sometidos a I/R muestran el mismo patroén
temporal, con maxima produccién de LDH en los primeros minutos
de la reperfusidén, produccidén que va disminuyendo a medida que
el tiempo avanza y acercandose a los valores que muestra el
grupo control. Sin embargo, 1incluso en el minuto 60, Ilas

diferencias con relacion al grupo control son significativas.
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Grafico 17. Concentracion de LDH en el liquido efluente pulmonar

Media £ error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

Post hoc vs LPD 24 horas
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LDH efluente (U/I)

Grafico 18.
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Concentracion de LDH en € liquido efluente. Media *

error estandar (SEM)
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7.4-6 Retencion de agua (edema) pulmonar.

Las variables “peso humedo/peso seco” Ww/Wd) y “peso

humedo/peso corporal total” (Ww/Bodyw) evalian la cantidad de
agua retenida por el pulmén, y son por tanto, un modo indirecto

de medir el edema pulmonar una vez a finalizado la re/perfusion.

Ambas variables carecen de unidades. (Ver 4,3-6D y 6,5-2D)

Tabla 9.- Peso humedo/peso seco (Ww/Wd) y Peso humedo/peso corporal total

(Ww/Bodyw) Media + Desviacion estandar.

Grupo 1 | Grupo2 | Grupo3 Gr | Grupo5
Control LPD-24h | HUSD-72h upo 4 LPD-72h
HUSD-24h
N= N= N= N= N=
7 7/ 9 4 8
Ww/Wd
8,034 23,925 21,642 23,9+4,3 25,9+7,3
Ww/Bodyw
.005+.002 | .018+.005 | .011+.006 | .019+.006 | .013+.002
Todos los pulmones que han sufrido 1/R muestran retencioén

de agua estadisticamente significativa con relacion al grupo

control.
Para los grupos con I/R, los resultados cambian ligeramente
Exactamente,

segln se tome uno u otro indice de edema pulmonar.

para Ww/Dw no hay diferencia entre los grupos. Si se toma

Ww/Bodyw, los pulmones preservados 24 horas presentan mas edema
que los preservados 72 horas. El grupo test HUSD 72 horas, es el

“mas proximo” al grupo control.
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Grafico 19. Peso humedo/peso seco. Media = error estandar

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

Post hoc vs LPD 24 h
30 - ** p<0.01
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Control LPD24h HUSD72h HUSD24h LPD72h



Ww/Bodyw
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Grafico 20. Peso humedo/peso corporal. Media + error estandar

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

Post hoc vs LPD 24 h
* p<0.5

0’022_' ** p<0.01
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Ww/Bodyw
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Grafico 21. Peso humedo/peso corporal. Media + error estandar

0,022

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas

Post hoc vs HUSD 72 h
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7.4-7 Viabilidad celular.

Se presenta como mortalidad % =

(1-viabilidad)%

Tabla 10. Mortalidad celular. Media * Desviacién estandar (SD)

Grupo 1| Grupo2 | Grupo3 G | Grupo5
Control | LPD-24h | HUSD-72h rupo 4 LPD-72h
HUSD-24h
N N N N N
=7 =7 =9 =7 =8
1-Viabilidad(%) | 8,3+7,8 | 18,1+7,3 | 38,1+17,8| 16,7+9,6 | 34,1+29,4

El grupo control, no preservado, presenta un indice de
mortalidad no desdefiable (8,3+7,8) probablemente de causa
instrumental en el momento de 1la tincién y Tfijacion del

especimen. Todos los grupos sometidos a I/R presentan un aumento

notable de la mortalidad celular. Sin embargo, las diferencias
entre el grupo control y ambos grupos de isquemia de 24 horas no
alcanzan la significacion estadistica.

Control vs. LPD 24 horas: p=.29

Control vs. HUSD 24 horas: p=.36

Los analisis post hoc frente al grupo LPD 24 horas muestran
diferencias significativas solamente frente al grupo HUSD 72
horas. Las diferencias frente al grupo LPD 72 horas no alcanzan
la significacion.

LPD 24 horas vs. LPD 72 horas: p=.08
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El grupo HUSD 72 horas presenta diferencias significativas

frente al grupo no preservado y frente a ambos grupos de
isquemia de 24 horas.

Grafico 22. Mortalidad celular. Media * error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo LPD 24 horas

Post hoc vs LPD 24 horas
s0o  ~P<0.5
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Grafico 23. Mortalidad celular. Media * error estandar (SEM)

Analisis post hoc versus grupo HUSD 72 horas

Post hoc vs HUSD 72 horas
* p<0.5
50 *k p<0.01

Mortalidad celular %
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7.4-8 Anatomia patoldgica.

Edema,

lesion

microscépica,

Y necrosis se

210

evaluaron

cualitativamente entre 0 y +++ (Ver 6,3-6B) No se apreciaron

diferencias a la evaluacién cualitativa de lesion
microscopica.
Tabla 11. Edema, Lesiony Necrosis.
Grupo Grupo 2 Grupo3 |Grupo 4 | Grupo5
Control L PD-24h HUSD-72h HUSD-24h LPD-72h
N=7 N=7 N=9 N=7 N=8
+ + + + +
Edema
., o/+ + + + +
Lesion
: 0 0 0 0 o/+
Necrosis

7,5 ENSAYO DE HIPOTESIS Y CORRELACION.

Es deber del autor recordar que,
validez del modelo experimental, |los
correlaciones entre variables, y de

obtenidos

conclusiones que puedan derivarse,

en este

modelo experimental.

modelo,

trasplante pulmonar in vivo.

la posterior

resultados

discusion,

independientemente de la

de las

los ensayos de hipdtesis

y las

son s6lo aplicables a este

Las conclusiones no pueden extrapolarse a
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7.5-1 Variables correlacionadas.

7,5-1A PO, en d liguido efluente sobre Ww/Bodyw y sobre Ww/Wd.

La de presioéon parcial de 0, en el lIiquido efluente, (se
muestra aqui la medida en el minuto 60) presenta sobre el edema
pulmonar, medido como Ww/Bodyw, correlacion negativa (r=-.561)
estadisticamente significativa para el nivel .01 y ensayo de dos
colas. Sobre Ww/Wd, la correlacién es también significativa para

el nivel .01 r=-.490

Grafico 24. PO;en d liquido efluente minuto 60 sobre Ww/Bodyw .

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=-.561
Correlacion significativa al nivel .01

700 - (ensayo de dos colas)
— [ | [ |
(o) |
E 600 - . "
Eé [ " 1 |
S 500
| u

e - u Ny
2 4004 _ .
S LI .
2 3004 m .,
c
E .
o) 200 _ . . _
@) . n
O 100-

O T I} T I} T T T T T T \

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

Ww/Bodyw



212

7,5-1B PO, en €l liquido efluente sobre PawP.

Para los valores que las variables toman en el minuto 60 de
reperfusion, la PO, en el liquido efluente muestra sobre PawP
correlacion negativa, significativa para el nivel .05 y ensayo

de dos colas. r=-.436

Grafico 25. PO, en € liquido efluente sobre PawP.

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=-.436
Correlacion significativa para el nivel .05
(ensayo de dos colas)
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nivel

PO, liquido efluente minuto 60 (mm Hg)
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7,5-1C PO, en € liguido efluente sobre exudacion pleural .

Ambas variables muestran correlaciéon significativa para el

.01 y ensayo de dos colas.

Grafico 26. PO;en d liquido efluente sobre exudacion pleural .

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=-.545
Correlacion significativa para el nivel .01
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PO, liquido efluente minuto 60 (mm Hg)

7,5-1D PO, en €l liquido efluente sobre mortalidad celular.

Estas variables no muestran correlacion significativa.

Grafico 27. PO;en d liquido efluente sobre mortalidad celular.
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7.5-1F PawP sobre Ww/Bodyw v sobre Ww/W(d..

La PawP estd correlacionada positivamente con los indices
de edema pulmonar, en ambos casos para el nivel .01 y ensayo de
dos colas. El valor del coeficiente de correlacion (Pearson)es:

PawP sobre Ww/BodyW r=.594

PawP sobre Ww/Wd r=.637

Grafico 28. PawP minuto 60 sobre Ww/Wd.

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=.637
Correlacion significativa al nivel .01
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7 .5-1F PawP sobre exudacion pleural.

Ambas variables (el grafico muestra los valores medidos en
el minuto 60) presentan correlacion positiva significativa para

el nivel .01 y ensayo de dos colas

Grafico 29. PawP minuto 60 sobre exudacién pleural minuto 60.

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=.741
Correlacion significativa al nivel .01
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7.5-1G Exudacién pleura sobre Ww/Bodyw v sobre Ww/Wd..

ElI' volumen de Iliquido de exudacién pleural presenta
correlacion positiva estadisticamente significativa para el

nivel .01 y ensayo de dos colas para ambos indices de edema

pulmonar:
Exudaciéon pleural sobre Ww/Dw r (Pearson)=.587
Exudacién pleural sobre Ww/Bodyw r (Pearson)=.567

Grafico 30. Exudacion pleural sobre Ww/Dw.

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=.587
Correlacion significativa para el nivel .01
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7.5-1H Edema pulmonar sobre PAP media.

La variables de funcidn hemodinamica PAP media presenta
relacidon positiva con la cantidad de agua retenida en el pulmén,

si se mide ésta como Ww/Bodyw. La correlacién no es

significativa sobre Ww/Dw.

Es particularmente interesante observar la evolucidn
temporal de esta correlacién. La formacion de edema pulmonar
estd relacionada con los valores que toma PAP media en los
primeros minutos de la reperfusion. EI valor del coeficiente de
correlacion va disminuyendo con el tiempo y la correlacion llega
a perder la significacidon estadistica, mostrando de nuevo que la
lesion pulmonar se produce en estos minutos primeros de la

reperfusion.

Tabla 12. Ww/Bodyw sobre PAP mediay sobre PVR.

(r= Coeficiente de correlacidon de Pearson)

Minuto 15 30 45 60

Ww/Bodyw sobre PAP media| r=.437 | r=.385 | r=.276 | r=.280

p<.01 | p<.05 p NS p NS




LDH (U/l) liquido efluente minuto 5
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7.5-11 LDH en € liguido efluente sobre mortalidad celular.

La concentracion de LDH en el liquido efluente, medida en
el momento de maxima produccidn, éste es, en el minuto 5 de
reperfusion, presenta sobre la mortalidad celular una
correlacion positiva (r=.601) significativa para el nivel .01 y

ensayo de dos colas.

Grafico 29. LDH efluente minuto 5 sobre mortalidad celular .

Coeficiente de correlacion (Pearson) r=.601
Correlacion significativa al nivel .01
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7 5-2 Ensayo de hipotesis.

La comparacion entre si de los diferentes grupos se
presentara segun el siguiente esquema:
1) Comparacion del grupo control sin 1/R frente al
grupo de preservacion estandar LPD 24 horas.
2) Comparaciéon del grupo de preservacion estandar
frente a los grupos de preservacion test.
3) Comparacién de los grupos de preservacion test

entre si.

7.5-2A Preservacion estandar. Grupos Control vs. LPD 24 horas.

Con relacion al grupo control, el grupo LPD 24 horas
muestra un deterioro funcional y estructural altamente
significativo en todos los parametros del estudio, excepto en
“viabilidad celular”, en el que las diferencias, aun siendo

marcadas, no alcanzan la significacion.

Luego, debe aceptarse la hipoétesis alternativa: Existen
diferencias significativas entre el “grupo control” (sin I/R) y
el “grupo preservacion estandar” Estas diferencias expresan y
cuantifican la lesién pulmonar por I/R en este modelo

experimental.
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Tabla 13. Grupo Control vs. Grupo de preservacion estandar .

(Media £SD)

Grupo 1 Grupo 2
Control | Valor dep | LPD-24h
Variable Minuto N= | Glvs G2 N=
7 4
10 613+50 <.01 515+143
PO, efluente 20 617+42 <.01 422+109
(mm Hg) 30 632+33 <.01 37390
40 632+42 <.01 35370
50 624+59 <.01 318+88
60 610+75 <.01 332+104
15 10,4+2,1 <.01 20,615,0
PAP media 30 11,945,9 <.01 20,6+6,4
(mm Hg) 45 14,6+11,4 NS 22,0£12,1
60 18,3+17,2 NS 23,9+18,1
15 11,0£2,2 <.01 45,1+10,4
Peak aw P 30 11,1£2,0 <01 45,4+11,2
(cm Hz0) 45 11,2421 <.01 41,0£10,4
60 11,5+2,0 <.01 39,0+8,9
Resistencia 15 1,4+0,3 <.01 2,7+0,7
vascular pulmonar |30 1,6+0,8 <.01 2,7+0,9
(mmHG/ml/min.) 45 1,9+15 NS 2,9+1,6
60 2,024 NS 3,224
Exudacion 15 0 <.01 1,5+0,6
pleural 30 0 <.01 2,0+0,9
(ml/min.) 45 0 <.01 1,7+0,6
60 0 <.01 2,0+0,7
5 2515 <.01 392+102
LDH (U/l.) 15 21+5 <.01 143+102
30 <20 <.01 60+18
60 <20 <.01 40+9
1-Viabilidad(%) 8,3+7,8 NS 18,1+7,3
wWw/Wd 8,034 <.01 23,9125
Ww/Bw .005+.002 <.01 .018+.005
Edema + NS +
Lesion 0/+ NS +
Necrosis 0 NS 0

NS = No significativo. Valores de p>.05
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7.5-2B Preservacion TEST. Grupos LPD 24 horas vs. HUSD 72 horas.

La comparacion del grupo HUSD 72 horas frente al grupo de
preservaciéon estandar ensaya la hipdétesis motivo de este

trabajo.

Ambas variables de lisis celular (LDH en el [Iiquido
efluente, y mortalidad celular) presentan diferencias que son
significativas. El grupo de 72 horas presenta mayor destruccion
celular. Luego, debe aceptarse la hipdtesis alternativa para las

variables de lisis celular.

En cambio, los dos grupos no presentan diferencias en la

valoracioéon de la lesién estructural por el microscopista.

En cuanto a la evaluacién Tfuncional, el grupo de
preservaciéon test, HUSD 72 horas presenta menor retenciéon de
agua (medida como Ww/Bodyw) y muestra mejores resultados en los
parametros funcionales. Las diferencias son significativas para
PO, efluente, y exudacidon pleural. Las diferencias en PAP media,
PVR y mecénica ventilatoria (PawP) son significativas solo al

inicio de la reperfusion.

Debe aceptarse la hipotesis alternativa. Funcionalmente,
los pulmones del grupo HUSD 72 horas se muestran mejor
preservados que los del grupo de preservaciéon estandar LPD 24

horas.
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Tabla 14. Preservacion estandar LPD 24 horasvs. Test HUSD 72 hor as.

Grupo 1 | Grupo?2 Grupo 3
Control LPD-24h | Valor dep | HUSD-72h
Variable Minuto N= N=| G2vs.G3 N=
V4 V4 9
10 613+50 515+143 NS 528+67
PO, efluente 20 617+42 422+109 NS 516+98
(mm Hg) 30 632+33 373+90 <.01 518+89
40 632+42 353+70 <.01 516+102
50 624+59 318+88 <.01 509+100
60 610+75 332+104 <.01 490+88
15 10,4+2,1 20,6+5,0 <.01 10,8+3,8
PAP media 30 11,9+5,9 20,616,4 <.01 11,4+6,3
(mm Hg) 45 14,6+11,4 | 22,0+12,1 NS 13,4+10,0
60 18,3+17,2 | 23,9+18,1 NS 17,0+18,1
15 11,0+£2,2 | 45,1+10,4 <.01 30,7+4,5
Peak aw P 30 11,1420 | 454+11,2 <.05 31,7+4,5
(cm H0) 45 11,242,1 | 41,0+10,4 NS 31,4+4,1
60 11,5+2,0 39,0+8,9 NS 31,6+5,8
Resistencia 15 1,4+0,3 2,7£0,7 <.01 1,4+0,5
vascular pulmonar |30 1,6+0,8 2,7+0,9 <.01 1,5+0,8
(mmHG/ml/min.) 45 1,9+15 2,9+1,6 NS 1,8+1,3
60 2,024 3,2+2.4 NS 2,324
Exudacion 15 0 1,5+0,6 NS 1,2+0,4
pleural 30 0 2,0+£0,9 <.01 1,3+0,6
(ml/min.) 45 0 1,7+0,6 <.05 1,2+0,4
60 0 2,0+0,7 <.05 1,3+0,5
5 255 392+102 <.01 651+215
LDH (U/l.) 15 21+5 143+102 <.01 268+134
30 <20 60+18 <.01 116+44
60 <20 40+9 <.01 61+19
1-Viabilidad(%) 8,3+7,8 18,1+7,3 <.05 38,1+17,8
Ww/Wd 8,0+3,4 23,9+25 NS 21,6+4,2
Ww/Bw .005+.002 | .018+.005 <.05 .011+.006
Edema + + NS +
Lesion o/+ + NS +
Necrosis 0 0 NS 0

NS = No significativo.
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7, 5-2C Grupos LPD 24 horas versus HUSD 24 horas.

Comparacién de los dos grupos de 24 horas de isquemia,
preservacion con solucidon test HUSD, frente a preservacion con

solucidén estandar LPD.

Se observa que los parametros de lisis / mortalidad
celular, histoldgicos, y funcionales no presentan diferencias,
excepto por la unica excepcién de la PO, en el liquido efluente.
Esta variable estd mas deteriorada en el grupo de preservacion

test HUSD, mostrando diferencias que alcanzan la significacion.

Luego, excepto para esta variable, debe aceptarse la
hipétesis nula. No hay diferencias entre los grupos LPD 24 horas

y HUSD 24 horas.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4
Control LPD-24h Valor dep HUSD-24h
Variable Minuto N=7 N=7 G2 N=7
vs.G4
10 613+50 515+143 <.05 379+109
PO, efluente 20 617+42 422+109 <.05 258+101
(mm Hg) 30 632+33 373+90 <01 209+80
40 632+42 35370 <01 200+109
50 624159 318+88 <.05 196485
60 610+75 332+104 <.05 207+79
15 10,4+2,1 20,61£5,0 NS 18,2+6,9
PAP media 30 11,9459 20,616,4 NS 17,5+6,4
(mm Hg) 45 14,6+11,4 22,0+12,1 NS 17,0+6,0
60 18,3+17,2 23,9+18,1 NS 16,6+5,9
15 11,0+2,2 45,1+10,4 <.05 35,2+13,8
Peak aw P 30 11,1+2,0 45,4+11,2 NS 33,3+10,9
(cm H:0) 45 11,2+2,1 41,0+10,4 NS 37,1+13,7
60 11,5+2,0 39,0+8,9 NS 35,6+13,2
Resistencia 15 1,4+0,3 2,7+0,7 NS 2,4+0,9
vascular 30 1,6+0,8 2,7+0,9 NS 2,3+0,9
pulmonar 45 1,9+1,5 2,9+1,6 NS 2,3+0,8
(mmHG/ml/min.) | g0 2,0+2.4 3,2+2.4 NS 2,2+0,8
Exudacion 15 0 1,5+0,6 NS 16+1,1
pleural 30 0 2,0+0,9 NS 1,7+0,8
(ml/min.) 45 0 1,7+0,6 NS 1,7+0,9
60 0 2,0+0,7 NS 1,7+0,7
5 25+5 392+102 NS 309+116
LDH (U/l.) 15 2145 1431102 NS 85+18
30 <20 60+18 NS 48+12
60 <20 40+9 NS 31+5
1-Viabilidad(%) 8,3+7,8 18,1+7,3 NS 16,7+9,6
Ww/Wd 8,0+3,4 23,9+2,5 NS 23,9+4,3
Ww/Bw .005+.002 .018+.005 NS .019+.006
Edema + + NS +
Lesion o/+ + NS +
Necrosis 0 0 NS 0

NS = No significativa.
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7.5-2D Grupos LPD 24 horas versus LPD 72 horas.

Comparacién de los dos grupos en que se ha utilizado

solucion LPD, 24 horas versus 72 horas de isquemia:

1°.- Los parametros de lisis celular (produccién de LDH,
viabilidad celular) muestran mayor deterioro en el grupo de

preservacioéon de 72 horas.

Ademas, el grupo LPD 72 horas es el unico entre los cinco,
en el cual aparecen, en algunos especimenes, algunos focos de

necrosis confluente de localizacion perihiliar.

Al mismo tiempo,

2°_- La Ffuncién pulmonar en ambos grupos es parecida,
presentado pocos parametros funcionales en los que las
diferencias alcancen significacion estadistica. Incluso en
aquellos parametros funcionales en los que aparecen diferencias
al inicio de la reperfusiéon, (minutos 5 a 15) tienden éstas a

mitigarse o desaparecer al final de la misma (ninuto 60)

Luego, debe aceptarse 1la hipotesis nula desde Ila
perspectiva funcional. Es decir, béasicamente, las diferencias
observadas en los parametros de funcién pulmonar, entre los
grupos de pulmones preservados con solucion LPD 24 horas y LPD

72 horas, son debidas al azar.
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Tabla 16. GruposLPD 24 horasversusLPD 72 horas (Media + SD)

Grupo1l Grupo 2 Grupo 5
Control LPD-24h Valor dep LPD-72h
Variable Minuto N=7 N=7 G2 N=8
vs.G5
10 613+50 515+143 NS 458+111
PO, efluente 20 617+42 422+109 NS 426+111
(mm Hg) 30 632+33 373+90 NS 418+96
40 632+42 35370 NS 404165
50 624159 318+88 NS 39875
60 610+75 332+104 NS 402+78
15 10,4+2,1 20,61£5,0 <01 13,0+4,3
PAP media 30 11,9459 20,616,4 <.05 13,9+3,4
(mm Hg) 45 14,6+11,4 22,0+12,1 NS 17,4+6,6
60 18,3+17,2 23,9+18,1 NS 18,445,1
15 11,0+2,2 | 451+104 ND ND
Peak aw P 30 11,1+2,0 45,4+11,2 ND ND
(cm H:0) 45 11,2+2,1 41,0+10,4 ND ND
60 11,5+2,0 39,0+8,9 ND ND
Resistencia 15 1,4+0,3 2,7+0,7 <.01 1,7+0,6
vascular 30 1,6+0,8 2,7+0,9 <.05 1,9+0,5
pulmonar 45 1,9+1,5 2,9+1,6 NS 2,3+0,9
(mmHG/ml/min.) | g0 2,0+2.4 3,2+2.4 NS 2,4+0,7
Exudacion 15 0 1,5+0,6 NS 1,1+0,3
pleural 30 0 2,0+0,9 <.05 1,2+0,4
(ml/min.) 45 0 1,7+0,6 NS 1,3+0,3
60 0 2,0£0,7 <.05 1,4+0,5
5 25+5 392+102 <01 749+131
LDH (U/l.) 15 2145 1431102 <.01 368+104
30 <20 60+18 <01 166+39
60 <20 40+9 <.01 99+40
1-Viabilidad(%) 8,3+7,8 18,1+7,3 NS 34,1+29,4
Ww/Wd 8,0+34 23,9+2,5 NS 25,9+7,3
Ww/Bw .005+.002 .018+.005 NS .013+.002
Edema + + NS +
Lesion o/+ + NS +
Necrosis 0 0 NS o/+
NS = No significativa. ND = No disponible.
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7.5-2E Comparacion de los grupos test entre si. HUSD 72 horas vs. HUSD 24

horas,y HUSD 72 horasvs. LPD 72 horas.

Al comparar los dos grupos en los que se ha utilizado
solucidén test HUSD, con tiempos de isquemia respectivos de 24 y

72 horas, se observa de nuevo que:

1°.- Los parametros de lisis celular muestran mayor

deterioro del grupo de 72 horas de isquemia.

2°.- No hay diferencias observables de estructura a la

microscopia optica convencional.

3°_- Los parametros funcionales que presentan diferencias,
éstas se manifiestan favorables al grupo de mas larga isquemia.
ElI grupo HUSD 72 horas retiene menos agua y oxigena mejor que

HUSD 24 horas.

Finalmente, al comparar los dos grupos de 72 horas, HUSD
(solucion test) y LPD, (solucidén estandar) puede apreciarse que
el grupo HUSD oxigena mejor Yy produce menos LDH. Las otras

variables no muestran hay diferencias significativas.
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Tabla 17. Comparacion delosgrupostest. (Media + SD)
Grupo 4 Grupo 3 Grupo 5
HUSD-24h | VValor de | HUSD-72h | Valor de | LPD-72h
Variable Minuto N p N P N
=7 G4vs.G3 =9 G3vs.G5 =8
10 379+109 <.05 528+67 NS 458+111
PO, efluente 20 258+101 | <.01 | 516+98 NS | 426+111
(mm Ho) 30 | 200+80 | <01 | 518+80 | <0l | 418+96
40 200+109 <.01 516+102 <01 404465
50 196185 <01 509+100 <01 398+75
60 207+79 <.01 490488 <.05 402+78
15 18,2+6,9 <.01 10,8+3,8 NS 13,0+4,3
PAP media 30 17,5+6,4 <.05 11,446,3 NS 13,9+3,4
(mm Hg) 45 17,0+6,0 NS 13,4+10,0 NS 17,4+6,6
60 16,6+5,9 NS 17,0+18,1 NS 18,4+5,1
15 35,2+13,8 NS 30,7+4,5 ND ND
Peak aw P 30 33,3+10,9 NS 31,7+4,5 ND ND
(cm H0) 45 37,1+13,7 NS 31,4+4,1 ND ND
60 35,6+13,2 NS 31,6%5,8 ND ND
Resistencia 15 2,4+0,9 <.01 1,4+0,5 NS 1,7+0,6
vascular pulmonar |30 2,3+0,9 <.05 1,5+0,8 NS 1,9+0,5
(mmHG/mi/min.) 45 2,3+0,8 NS 1,8+1,3 NS 2,3+0,9
60 2,2+0,8 NS 2,3+2,4 NS 2,4+0,7
Exudacion 15 1,6+1,1 NS 1,2+0,4 NS 1,1+0,3
pleural 30 1,7+0,8 NS 1,3+0,6 NS 1,2+0,4
(ml/min.) 45 1,7+0,9 <.05 1,2+0,4 NS 1,3+0,3
60 1,7+£0,7 NS 1,3+0,5 NS 1,4+0,5
5 309+116 <.01 651+215 NS 749+131
LDH (U/L.) 15 85+18 <05 | 268+134 | <.05 | 368+104
30 48+12 <01 116+44 <01 166+39
60 3145 <.01 61+19 <.01 99+40
1-Viabilidad(%) 16,7+9,6 <.05 38,1+17,8 NS 34,1+29,4
Www/wd 23,9+4,3 NS 21,6x4,2 NS 25,9+7,3
Ww/Bw .019+.006 <.01 .011+.006 NS .013+.002
Edema + NS + NS +
Lesion + NS + NS +
Necrosis 0 NS 0 NS o/+
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7,6 DISCUSION

Los muecines llamaban a la oracion de la primera luz
cuando Averroes volvid a entrar en la biblioteca. Algo le habia
revelado e sentido de las dos palabras oscuras. Con firme y
cuidadosa caligrafia afiadié estas lineas a manuscrito: Aristd
(Aristételes) denomina tragedia a los panegiricos y comedia a las
satiras y anatemas. Admirables tragedias y comedias abundan en las

paginas del Corany en las mohalacas del santuario.

JL. Borges. Labuscade Averroes.

76-1L alesiéon por isqguemia-reperfusion. El modelo experimental.

7,6-1A Coherencia delosresultados experimentales.

La coherencia interna de los resultados queda patente al
anadlisis conjunto de las correlaciones observadas entre las
variables de funcién pulmonar, que se presentan segun lo
esperable, a partir de los conocimientos ya establecidos de

fisiologia y fisiopatologia pulmonar.

El intercambio de gases y la mecanica respiratoria
(evaluada segun PawP) estan relacionados significativamente
entre si, y ambas variables lo estan con el grado de edema
pulmonar, tanto si se evalla éste como Ww/Dw 6 como Ww/Bodyw. A

mayor grado de edema pulmonar mas dificil resulta movilizar el
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pulmén (aumenta PawP) y peor se efectia la oxigenaciéon del

Iiquido de perfusion.

El flujo de liquido de exudacidén pleural esta igualmente
correlacionado positivamente con el grado de edema pulmonar.
Cuanto mas liquido penetra en el intersticio pulmonar, mayor es
la presidén hidrostatica en el intersticio, y mayor la cantidad
de Iiquido sale del pulmén, por via linfatica (que esta
interrumpida en el modelo exvivo) y/o a través de la superficie
pleural. El pulmén “intenta permanecer seco” Esta observacion
pone de manifiesto la importancia critica que para el normal

funcionamiento del o6rgano tiene el drenaje del Iiquido
intersticial (Ver 41) Paralelamente, el Tflujo de exudaciodn

pleural muestra correlacidn positiva con PawP y negativa con PO,

del liquido efluente.

Igualmente, los valores que  toman las variables
hemodinamicas resultan coherentes con la intensidad del dafio
pulmonar. Muy interesante, la PAP media, que es la variable
medida, estd correlacionada positiva y significativamente sobre
la formacion de edema pulmonar, pero s6lo si se consideran los
valores que toma PAP en la fase inicial de reperfusion. A medida
que avanza el tiempo de reperfusion, el indice de correlacién va
disminuyendo, y Qla significacion llega a perderse para los

valores que toma PAP en la fase final (minutos 45 y 60) de

reperfusion (Ver tablal12)
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Asi, las variables funcionales, PAP media (medida) PVR
(calculada), edema pulmonar (medido al final de la reperfusiodn
como Ww/Bodyw) exudaciéon pleural (medida) distensibilidad
pulmonar (medida como PawP) e intercambio de gases (medida como
Po, en el liquido efluente) se hallan correlacionadas de un modo
globalmente coherente. Lo que permite alcanzar tres conclusiones

importantes:

12) La coherencia interna de los resultados obtenidos es

aval de la validez metodoldgica del experimento.

22) El grado de edema pulmonar se manifiesta como factor

clave en el grado de deterioro funcional del 6rgano.

32) ElI flujo de liquido de exudacion pleural se manifiesta
como un indice fiable de dafio pulmonar en la lesién por I/R.
Observacion esta ultima de la que no se dispone de referente

previo en la literatura.

También las variables que miden el grado de muerte celular
(producciéon de lactato deshidrogenasa -LDH- y viabilidad
celular) se muestran coherentes. Los pulmones preservados mas
tiempo presentan mayor mortalidad celular y mayor produccion de
LDH. Ambas variables se muestran correlacionadas positivamente.
La correlacion positiva entre produccion de LDH y mortalidad

celular confirma la utilidad de la medicion de LDH como marcador

de lesiéon / muerte celular (Ver 43-6C) Estos resultados son
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coherentes con el principio de afirma que la lesidén por isquemia

depende de la intensidad y la duracidon de la misma.

Sin embargo, el grado de deterioro funcional no se
correlaciona sobre mortalidad celular. La falta de correlacion
que muestra la PO, en el liquido efluente sobre la viabilidad

celular, y sobre la produccién de LDH resulta sorprendente (Ver
7,5-1D) Al menos de modo intuitivo, a mayor mortalidad celular

deberia corresponder mayor grado de deterioro funcional.

7.6-1B El modelo experimental.

En definitiva, en este modelo, queda patente que la
formacién de edema pulmonar se erige en el epicentro de la

lesion pulmonar por isquemia — reperfusion.

Esto es también coherente con los mecanismos conocidos de
lesion pulmonar (Ver 23 y 24) En este sentido, es importante
recordar que, en este experimento, la reperfusiéon se llevd a

cabo con suero, no con sangre completa o diluida (ver 4,3-6By 6,5

1E) Por tanto, en este modelo experimental queda excluido
cualquier mecanismo lesional que no sea puramente [Jocal. Es
obvio que los mecanismos sistémicos, (inflamatorios e
inmunolégicos) mediados por células hematicas del receptor,
guedan forzosamente excluidos, puesto que no se reperfundidé con

sangre.
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Por las caracteristicas del modelo, la lesién que se
observa y cuantifica es lesion celular (células endoteliales y
neumocitos) y estructural (membrana alveolo-capilar, edema
intersticial y alveolar) secundaria a la isquemia, al frio
intenso, y a los mecanismos locales que se disparan a la
reventilacion vy reperfusiéon. Estos mecanismos locales se
refieren fundamentalmente a la disfuncién vascular y vasomotora,
con aumento de la permeabilidad vascular, dificultad a la
relajacion del musculo liso perivascular y peribronquial, etc. y
deterioro del surfactante pulmonar. También se ha sugerido que
el stress mecanico y térmico que sufre el pulmén al ser
bruscamente reventilado y reperfundido, puede jugar un papel

importante para explicar el desarrollo de lesion pulmonar de

modo tan agudo (ver 4,4-5B)

7.6-1C L a preservacion estandar .

Las diferencias en los resultados que presentan los grupos
1 (control sin 1isquemia) y 2 (preservaciéon estandar, con
solucién LPD e isquemia 24 horas) manifiestan la intensidad de

la lesion por I/R y la calidad de la preservacion estandar.

Los resultados obtenidos en el grupo 2 de preservacion
estandar son similares a los expuestos en la literatura®-3?" En
consecuencia, de nuevo avalan la validez metodolégica de la

practica concreta realizada en este experimento, doblemente:
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-En cuanto a la producciéon de lesidén pulmonar por isquemia

fria de 24 horas y reperfusion calida, y

-En cuanto a la preservaciéon pulmonar por perfusién e

inmersién frias en solucion LPD.

Y, por tanto, los resultados del grupo de preservacion

estandar son adecuados para comparar la calidad de la

preservacién obtenida en los grupos de preservacion test.

7.6-1D Desarrollo delalesién por isguemia-reperfusion.

El analisis de la varianza de las variables funcionales
segun el factor tiempo permite observar el desarrollo de la
lesion por reperfusion. Efectivamente, este experimento muestra
claramente que la lesion por I/R se produce fundamentalmente en
los primeros minutos de la reperfusiéon, fendmeno que esta

recogido en la literatura.

Puede observase que la retencion de liquido en el pulmén
(medida como diferencia entre TfTlujo de entrada y flujo de
salida: Iiquido efluente + exudacién pleura) se produce en los
primeros 15 a 20 minutos de la reperfusion / reventilacion.
También queda patente cémo los parametros de funcién pulmonar se
deterioran en estos primeros minutos criticos de reperfusion
para estabilizarse después. Tras este periodo inicial de

deterioro intenso y una vez estabilizados, los pulmones dejan de
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retener agua y los parametros funcionales siguen una evolucién
temporal paralela o semejante a la del grupo control, que no fue

sometido a I/R.

El paradmetro que se muestra mas sensible al respecto es la
PO, medida en el Iliquido efluente. Todos los grupos con I/R
muestran un deterioro marcado de la PO, en el liquido efluente
en los primeros veinte minutos de reperfusion, transcurridos los
cuales, los valores que toma la variable se estabilizan para
mantenerse sin cambios hasta el final del experimento (Ver
graficos 4,5 y 8-16) Este fendmeno es particularmente intenso en
ambos grupos de preservacion de 24 horas (LPD y HUSD) y en menor

medida, en los grupos preservados durante 72 horas.

7.6-2 Ensayo dela hipétesis. L os grupos TEST .

La comparacion de los grupos test con el grupo de
preservacion estandar ensaya la hipotesis planteada. Al comparar
los grupos test entre si, se pretende vislumbrar el/los

posible/s mecanismo/s de acciodn.

El' grupo 3 de preservacion con solucion HUSD a O0°
centigrados durante 72 horas se ha mostrado incluso superior
funcionalmente, a la preservaciéon estandar. Los resultados del
grupo 3 [llevan a aceptar la hipdtesis experimental, que,
recuérdese, plantea que la temperatura O6ptima de preservacion

puede estar alrededor de los cero grados centigrados.
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En cambio, la preservacién con HUSD-24 horas no se muestra
superior a la preservacion estandar, resultado éste contrario a

la aceptacion de la hipodtesis.

Ademas, la solucidon LPD a temperatura de 10° centigrados
también se ha mostrado eficaz en la preservaciéon funcional de
los pulmones tras isquemia de 72 horas (grupo LPD-72 horas)
Apenas hay diferencias en los resultados funcionales,
histoldgicos ni de viabilidad celular entre ambos grupos de 72

horas.

En consecuencia, los resultados de los grupos HUSD-72 horas
y HUSD-24 horas demuestran que, al adicionar alcohol como
anticongelante, pueden llevarse los pulmones a temperatura de
congelaciodon del agua y obtener una buena preservacion del organo
incluso tras 72 horas de isquemia. Pero comparados con los
grupos LPD-24 horas y LPD-72 horas no queda establecida una
ventaja clara en la calidad de la preservacion frente al modo

estandar con LPD a 10°C.

Por tanto, la hipotesis no puede aceptarse plenamente, ni
tampoco rechazarse de modo definitivo. La hipétesis sigue siendo

una idea sobre la que seguir iInvestigando.

Porque este experimento ha generado nuevas preguntas: ¢Es
el alcohol el anticongelante adecuado? 0, ¢Quizad serian otras
sustancias, (glicerol, cuerpos cetonicos) capaces de ofrecer

mejores resultados histoldogicos y/o funcionales?
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¢Mejorarian los resultados con la adicion de otros
impermeantes, azUcares polimeros, y/o de sustratos metabdlicos

del 6xido nitrico?

Ademas del anticongelante (antisolidificante) (Exige el
enfriamiento intenso la introduccién de otros aditivos? (Existen
otros mecanismos, ahora desconocidos, que resulten relevantes a

esta temperatura?

¢Hasta qué punto puede forzarse el descenso de temperatura?
¢ES una buena idea “intentar que se esté todo quieto”? (Es
siquiera posible? 0, ¢Son preferibles temperaturas mas altas
“para que haya algo de produccién de ATP”? O, incluso, ¢tienen
ambos métodos cada uno sus ventajas e inconvenientes, de modo

que lo que se gana por un lado, se pierde por otro?

;Cual ha sido el/los mecanismo/s de muerte celular? (Es, de
verdad, posible disminuir el indice de mortalidad celular al
bajar la temperatura? 0, por el contrario, junto a los
mecanismos conocidos, ¢Se dan ademas mecanismos de muerte
celular programada!? (apoptosis) incluso en 1las mejores
condiciones de preservacion, y debe, por tanto, aceptarse una
determinada tasa de mortalidad celular que inevitablemente crece

con el tiempo?

Las células muertas (tefiidas con azul trypan) se

distribuian de forma difusa, sin llegar a formar areas de
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necrosis confluente. La preservacion estructural ha sido
suficientemente buena como para que todos los pulmones hayan
podido ser reperfundidos y reventilados. ¢(Puede aceptarse esto

como un buen resultado?

¢Cuales hubieran sido la lesién histolégica y la capacidad
funcional de estos pulmones si hubieran sido reperfundidos con
sangre? 0, ¢Injertados en animales vivos? ¢Seguirian funcionales

a medio / largo plazo?

Obviamente, estas y otras preguntas s6lo pueden responderse

haciendo nuevos  grupos, realizando nuevos experimentos.

Estudiando.

7.,6-3 Observaciones.

La falta de relacidon entre mortalidad celular y funcion
pulmonar merece consideracién, al menos por sorprendente. ¢Tiene
algun fundamento bioldégico, y es, por tanto, un hallazgo
valioso? 0O, ¢Es consecuencia de la manipulaciéon experimental, y

por tanto, simplemente un defecto del modelo?

Exactamente, las observacion que desafia una explicacion

racional puede explicitarse del siguiente modo:
1) Ambos grupos de 24 horas presentan mayor
viabilidad celular y menor produccién de LDH

(frente a los grupos de 72 horas de isquemia).
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2) Sin embargo, los dos grupos de preservados con
solucion LPD presentan los mismos resultados
funcionales tras 24 y tras 72 horas de
preservacion; mientras que el grupo con soluciodn
HUSD de 72 horas presenta mejores resultados

funcionales que el grupo HUSD de 24 horas.

3) Ademas, los dos grupos de 24 horas (LPD y HUSD)
muestran un deterioro muy marcado de la funcion de
intercambio de gases en la fTase primera de la
reperfusion / reventilacién. Las diferencias entre
los valores que toma la variable (PO, en el
liquido efluente) al inicio frente al final de la
fase de reperfusidon alcanzan Hla significacién
estadistica. Por el contrario, los grupos de
preservacion de 72 horas (LPD y HUSD) aunque
también se deterioran con la reperfusion, lo hacen
mas suavemente, de modo que las diferencias entre
los valores que toma la variable al principio y al
final de la misma fase no alcanzan la

significacion.

Parece como si hubiera una cierta atenuacion de la lesion
por I/R por el factor tiempo, lo que resulta paradéjico, por
cuanto la lesidn deberia ser proporcional al tiempo de isquemia.
Cabe wuna doble explicacion. O es un artefacto del disefio

experimental, o es un hallazgo potencialmente importante.
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La paradoja arriba expuesta podria explicarse porque, en
este modelo experimental, al haberse realizado la reperfusion
con suero, son las células pulmonares vivas/lesionadas
remanentes las Unicas posibles sensores / efectoras de la lesion
por 1isquemia y reperfusién. Asi, esta observacién no seria mas
que un artefacto experimental que tendria que corregirse,
mitigarse, o modificarse, simplemente modificando el modelo
experimental, por ejemplo, si la reperfusidon se efectuara con
sangre total o diluida. Es decir, si el liquido de reperfusiodn
aportara también elementos celulares sensores / efectores de

lesion.

El deterioro mas intenso de la funcion de intercambio de
gases en la fase de reperfusidén precoz que sufren ambos grupos
de 24 horas de 1isquemia, podria 1indicar una respuesta de
participacion lesional "activa™ de mas células (endoteliales,
neumocitos) lesionadas pero viables, frente a un mecanismo mas
“pasivo” de produccién lesional en aquellos pulmones con mayor
deterioro en la fase de isquemia de 72 horas, y (¢/por ende?)

menor "'respuesta’™ en la fase de reventilaciéon / reperfusion.

La alteraciéon del tono vasomotor y de la permeabilidad
vascular (que son eventos primarios) serian mas intensos en los
pulmones de 24 horas de isquemia porque ambos dependerian, de la
lesion (pasiva) que se produce durante la fase de isquemia /
frio, y también de un mecanismo activo, local, la respuesta a

esta lesidén por las células viables remanentes, endoteliales y
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neumocitos. Esta uUltima respuesta seria mas intensa cuantas mas

células lesionadas (pero vivas) son viables / activas.

En cambio, la respuesta sistémica (inflamatoria) mediada
por células hematicas, si resulta tanto mas intensa cuanto mas
destruccioéon celular y tisular presente el d6rgano. Pero, en este
modelo, no hay respuesta sistémica posible. Y es esta respuesta
inflamatoria sistémica, la que cierra el circulo vicioso
lesional multiplicando la respuesta local, multiplicando 1la
lesion pulmonar ya establecida. Esta ultima fase nos seria

producida (ni observada, ni cuantificada) en este modelo.

En definitiva, la atenuacidén observada de la lesién por I/R
seria s6lo aparente por cuanto la lesidn en este modelo depende
de la lesion local (por isquemia y por frio) + la respuesta
local, mientras que en la clinica depende de la lesion local +
la respuesta local + la respuesta sistémica + la interaccion

entre las respuestas local y sistémica.

Junto a esta primera interpretacién pesimista, otra
interpretacion es que el hallazgo es potencialmente valioso, que
obedece a una cierta adaptacion del 6rgano a las condiciones de
isquemia y/o frio. En definitiva, que el 6rgano ha sido capaz de
responder a los estimulos isquemia y/o frio intensos, mediante
mecanismo/s que se ha/n expresado a las 72 horas, pero no a las
24 horas. Esta segunda interpretacién es mas sugestiva, porque

da pié a estudiar cual/es es/son este/os (posibles) mecanismo/s,
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que, de ser identificados, podria/n llegar a ser de utilidad

para la clinica. Pero mas sugestiva no significa mas cierta.

Hay antecedentes que permiten, al menos, apoyar esta
hipétesis. En primer lugar esta el fendmeno de adaptacidén o
““acondicionamiento a la isquemia” por el que pequefios episodios
repetidos de 1isquemia resultan protectores, dentro de unos
limites, frente a un insulto posterior mas intenso. Aunque los
mecanismos de proteccién son desconocidos, el acondicionamiento
a la isquemia indica que existen mecanismos de sensibilidad
frente a la isquemia, capaces de desencadenar una respuesta
adaptativa, moduladora de la [lesi6én por isgquemia severa

posterior.

También 1los fendmenos adaptacion metabdélica que tienen
lugar durante la hibernacion en animales homeotermos apoyarian
esta iInterpretacion. De hecho, la adicion a la soluciéon de
preservaciéon de Tactores inductores de la hibernacién ha sido
ensayada con éxito en preservaciéon pulmonar demostrando que
existen sensores al frio ambiental y efectores de respuesta al

mismo.

Finalmente, el trabajo que constituye esta tesis se
origind, precisamente, tomando como fundamento los mecanismos de
adaptacion de batracios e insectos (animales poiquilotermos) al

frio ambiental intenso.
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Naturalmente, las dos explicaciones anteriores no se
excluyen mutuamente. El disefio experimental nunca es neutral. En
este sentido, la reperfusion con sangre podria eliminar el

fenémeno observado o, por el contrario, intensificarlo.

Las variables de funcién pulmonar son fundamentales en la
evaluacion de la lesion por I/R. Sin duda, también la viabilidad
celular es un criterio patolégico importante. En este
experimento se ha observado una disociacion entre una y otra. En
si misma, esta observacién es ya valiosa. Pero este experimento
no fue disefiado ni presuponiendo este hallazgo ni, (menos) para
explicarlo. El objetivo era mantener un pulmébn en buenas
condiciones tras un largo plazo de isquemia. Objetivo que se ha
cumplido. El equipo investigador esperaba encontrar diferencias
frente al modo clasico de preservacion; pero no esperaba hallar

diferencias favorables frente a periodos mas cortos de isquemia.

Es preciso recordar que no se pueden establecer
conclusiones sobre hallazgos inesperados. Deben permanecer como
meras observaciones. Me remito ahora a las reflexiones en 41 y
43-8. Los resultados experimentales son utiles, siempre que la
metodologia sea correcta, incluso aunque parezcarn
contradictorios. Esta afirmacion se muestra aqui  mas
nitidamente cierta que nunca. Porque los mecanismos de lesi6n /
disfuncion en 1/R son multiples, complejos, y en gran parte,
desconocidos. Por los [Qlimites que impone 1la manipulacion

experimental al conocimiento. Y, finalmente, porque Ilas
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contradicciones pueden creadoras. En la mente despierta, abren

nuevas y mas vastas preguntas que investigar.

7,7 CONCLUSIONES

O, God, | could be bounded in a nutshell
and count myself aKing of infinite space.
Hamlet, 11, 2

1.- EI modelo experimental desarrollado, el pulmén
de rata aislado y perfundido ex —vivo, ha demostrado ser un
instrumento util en el estudio de la fisiologia y la
fisiopatologia pulmonar. En concreto, este modelo
experimental permite reproducir y estudiar la lesion
pulmonar por isquemia y reperfusion. Sin embargo, las
limitaciones metodolégicas inherentes al modelo ex vivo
hacen que 1los resultados obtenidos y las conclusiones
alcanzadas sean solo validos para el propio modelo

utilizado.

2.- Los resultados obtenidos en el grupo control sin
isquemia, y los obtenidos en el grupo de preservacion
estandar en solucion Low-Potassium-Dextran (LPD) durante 24
horas de isquemia a 10° centigrados, son semejantes a los

expuestos en la literatura.
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Luego, los resultados obtenidos en el grupo control
juntamente con Blos obtenidos en el grupo de preservacion
estandar avalan la validez material y metodologica del
modelo  experimental desarrollado en la Unidad de
Investigacion del Hospital Universitario Son Dureta, asi
como su utilizacion para el estudio de la lesién pulmonar
por isquemia Yy reperfusién. La comparacién de los
resultados del grupo control versus el grupo de
preservacion estandar muestran el grado de lesion /
deterioro pulmonar por isquemia Yy reperfusion, con

preservacion estandar.

3.- Al considerar globalmente 1los cinco grupos
experimentales, las variables de funcién pulmonar presentan
correlaciones significativas esperables segun la fisiologia
y fFfisiopatologia pulmonar. La coherencia interna de los
datos obtenidos avala nuevamente la validez metodoldgica

empleada.

4_.- Todos los pulmones en todos los grupos fueron
suficientemente bien preservados como para poder ser

reventilados y reperfundidos.

El deterioro funcional pulmonar se produce
(igualmente de acuerdo con la literatura) en los primeros

10 a 20 minutos de reperfusion, para estabilizarse después.
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La intensidad del edema pulmonar (medido al
final de la reperfusién como peso humedo/peso seco, o como
peso humedo/peso corporal total) se ha mostrado como el
factor patoloégico clave en el grado de deterioro funcional

pulmonar.

ElI' flujo de exudacion pleural se ha mostrado
como un indice valido de evaluacién del grado de deterioro

funcional del pulmoén.

5.- En este experimento, no se ha encontrado
significacioén estadistica al correlacionar las variables de

funcidén pulmonar sobre las variables de lisis celular.

La falta de correlacion observada entre
mortalidad celular, y el grado de deterioro funcional
resulta un hallazgo paraddjico. Ello no obstante, funciodn
pulmonar y viabilidad celular deben entenderse ambos como
parametros importantes en la evaluacién de la calidad de la
preservacion pulmonar en los modelos ex —vivo de lesidén por

1/R.

6.- La liberacion del encima intracelular lactato
deshidrogenasa (LDH) al liquido efluente pulmonar es maxima
en los primeros minutos (minuto 5) de la reperfusidn, para
disminuir (minuto 15) vy estabilizarse. Este resultado

fortalece la observacion de que la lesion pulmonar por
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isquemia y reperfusién se produce principalmente en la fase

inicial de reperfusion.

El contenido lactato deshidrogenasa, (LDH) en el
Iiquido efluente pulmonar, medida segln técnicas habituales
al inicio mismo de la reperfusion (minuto 5) se ha mostrado
como un marcador valido de la mortalidad celular (medida

tras Tinalizar la fase de reperfusion)

La intensidad de la liberacién de LDH no
(tampoco) ha mostrado correlacién con el grado de deterioro

funcional de los pulmones.

7.- La solucion Low-Potassium-Dextran se ha mostrado
eficaz en la preservacion pulmonar mediante perfusion e
inmersion a 10° centigrados para periodos de isquemia de 72

horas.

8.- La preservacion pulmonar muy fria (0°C) con
solucién HUSD tras 72 horas de isquemia:

a. Presenta mejores resultados funcionales que la
preservacioéon LPD estandar de 24 horas.

b. Presenta mayor mortal idad celular que la
preservacion estandar.

c. Presenta resultados funcionales, de viabilidad,
retencién de agua y estructurales semejantes a la

preservacion LPD 72 horas, excepto para la funcion
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de 1intercambio de gases, que es mejor para la

solucion HUSD.

9.- La preservacion pulmonar muy fria con solucion
HUSD tras 24 horas de preservacion muestra resultados
funcionales, de viabilidad celular, retencién de agua y
estructurales semejantes a los de la preservacidén estandar
(LPD — 24 horas) excepto en la funcidén de intercambio de
gases, la cual es algo mas deficiente para la solucidn

HUSD.

Conclusion final

En este modelo experimental de pulmén de rata aislado y
perfundido ex—vivo, se ha comparado la proteccion frente a la
lesidon por isquemia / reperfusion pulmonar mediante perfusioén e
inmersion frias del organo. La solucion test HUSD se ha mostrado
mas eficaz que la solucidon estandar LPD tras isquemia a largo
plazo (72 horas) y menos eficaz que la solucion LPD tras
isquemia a medio plazo (24 horas). La solucién LPD se ha
mostrado tan eficaz en la preservacion a 24 horas como a 72

horas.
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