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OBJETIVO: Valorar la lesion de isquemia-reperfusion y el
rechazo agudo precoz del pulmén sometido a un tiempo de
isquemia de 10 h.

MATERIAL Y METODOS: Se han utilizado 30 ratas Sprague-
Dawley, en 15 de las cuales se realizé un trasplante pulmonar
izquierdo con tiempos de isquemiade 4h (n=5),6 h(n=5)y
10 h (n = 5). Del donante se extrajo el bloque cardiopulmonar,
se diseco el pulmén izquierdo y se efectué el implante con la
técnica de manguitos (cuffs). A las 48 h se extrajo el bloque
cardiopulmonar. Se valoraron la evolucion postoperatoria, la
lesion de isquemia-reperfusion y el rechazo agudo del
pulmén trasplantado y del contralateral. El analisis estadistico
se realizé con el test de la % y el test exacto de Fisher para el
calculo de probabilidades.

RESULTADOS: Los animales trasplantados con un tiempo de
isquemia de 10 h no tuvieron peor evolucion clinica (p =
0,711). No se observaron diferencias significativas entre los
parametros histolégicos de lesién de isquemia-reperfusién y
de rechazo agudo con los distintos tiempos de isquemia, ni
en la evolucion clinica por la presencia y gravedad de éstos.
Tampoco se observé que el rechazo agudo se relacionara
con la lesion de isquemia-reperfusion (p > 0,05).
CONCLUSIONES: En nuestro estudio, el tiempo de isquemia
pulmonar prolongado de 10 h no se asocia ni a lesiones de
isquemia-reperfusion y rechazo agudo mas graves ni a una
peor evolucion clinica. El rechazo agudo no se relaciona con
la presencia ni con la gravedad de la lesion de isquemia-
reperfusion.

Palabras clave: Trasplante pulmonar. Tiempo de isquemia.
Cirugia experimental.

Assessment of Ischemia—Reperfusion Injury
and Early Acute Rejection in Experimental Lung
Transplantation After Prolonged Ischemia

OBJECTIVE: To assess ischemia-reperfusion injury and early
acute rejection of the lung subjected to ischemia for 10 hours.
MATERIAL AND METHODS: Fifteen of 30 Sprague-Dawley rats
underwent transplantation of a left lung that had been
subjected to ischemic times of 4 (n=5), 6 (n=5), or 10 hours
(n=5). The cardiopulmonary block was removed from the
donor, the left lung was dissected, and the transplant was
carried out using the cuff technique. The cardiopulmonary
block was extracted after 48 hours. We assessed postoperative
progress, ischemia—reperfusion injury and acute rejection of the
transplanted and contralateral lungs. Statistical probabilities
were analyzed using the % and Fisher exact tests.

REesuLTS: Clinical course was not worse after an ischemic time
of 10 hours (P=.711). No significant differences were observed
in histological markers of ischemia-reperfusion injury and
acute rejection or in clinical course in relation to the different
ischemic times; nor was clinical course related to the presence
or severity of lesions or rejection. Similarly, acute rejection
was unrelated to ischemia-reperfusion injury (P>.05).
CONCLUSIONS: In this study, a prolonged ischemic time of 10
hours was not associated with ischemia—reperfusion injuries,
with more severe acute rejection, or with a worse clinical
course. Acute rejection was also unrelated to the presence or
severity of ischemia—reperfusion injury.

Key words: Lung transplantation. Ischemic time. Experimental
surgery.
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Introduccion

En la actualidad se desconoce en la practica clinica
cudl es el tiempo de isquemia maximo del injerto pul-
monar y, aunque se acepta que estd entre las 6 y 8 h', no
es de extrafiar que tolere tiempos de isquemia superio-
res?. Mientras que para algunos autores la isquemia su-
perior a las 5 h determina una peor supervivencia de los
pacientes trasplantados?, para otros los tiempos de is-
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Fig. 1. Anastomosis con manguitos y fijacién con ligaduras de 6/0.

quemia de hasta 6 h no influyen de forma significativa
en la supervivencia. Algunos autores constataron que
era posible una buena preservacién durante 4 h y que un
mayor tiempo de isquemia (hasta 6 h) determinaba una
respuesta del implante aceptable pero peor’. Los tiem-
pos de isquemia superiores (8 h) se han relacionado con
una peor funcién pulmonar en el periodo postoperatorio
inmediato*.

Estos hallazgos, sin embargo, no han tenido un re-
frendo undnime, y autores como Novick et al® han rela-
cionado la supervivencia tras el trasplante pulmonar
(TP) con otros pardmetros como la edad del donante.
Estos autores comprobaron que la mortalidad precoz
después del trasplante estaba relacionada con la conjun-
cion de la edad del donante y el tiempo de isquemia
mayor de 6 h. Por otro lado, Glanville et al® comproba-
ron, al comparar 20 trasplantes unipulmonares de do-
nante Unico (pulmones compartidos), en los que el
tiempo de isquemia fue significativamente menor en el
primer pulmén implantado —media + desviacion estan-
dar de 164 + 53 min— que en el segundo (377 + 53
min), que éste no condiciond el tiempo de intubacioén, el
intercambio gaseoso precoz, la estancia hospitalaria ni
la supervivencia a un afio. Sin embargo, encontraron un
mayor nimero de episodios de rechazo agudo (RA) en
los primeros 3 meses en el grupo con menor tiempo de
isquemia, asi como un mayor nimero de infecciones.

Dada 1a falta de acuerdo entre los autores que han es-
tudiado el tiempo de isquemia del pulmén donante y su
relacién con complicaciones como la lesion de isquemia-
reperfusion (LIR) y RA, es dificil tener una vision clara
del problema. En los grupos trasplantadores, no obstante,
continda existiendo la lucha contra el tiempo. Este traba-
jo pretende dar alguna respuesta a la implicacion del
tiempo de isquemia en los fenémenos de LIR y RA.

Material y métodos

Se han utilizado 30 ratas macho de la cepa Sprague-Daw-
ley, 15 donantes y 15 receptores, con pesos entre 300 y 400 g.
Las condiciones de humedad, temperatura, luz y ventilacién
fueron constantes y controladas en todo momento en el biote-
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rio. Los animales se dividieron aleatoriamente en 3 grupos en
funcién del tiempo de isquemia del injerto: grupo 1, con tiem-
po de isquemia de 4 h; grupo 2, con tiempo de isquemia de 6
h, y grupo 3, con tiempo de isquemia de 10 h. Cada grupo es-
tuvo constituido por 5 animales donantes y 5 receptores.

Se realizaron 15 TP izquierdos con la técnica del manguito
(cuffs)’, 5 TP por grupo. Todos los experimentos, manipula-
ciones e intervenciones quirtrgicas se llevaron a cabo de
acuerdo con la guia para el manejo y cuidados del animal de
experimentacién (Real Decreto 223/1988) y la guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio del Consejo Na-
cional de Investigacién de EE.UU., 1996.

Extraccion del pulmon donante

Se anestesié al animal donante con tiopental sédico (60
mg/kg) intraperitoneal. Se realizé una traqueostomia y se ven-
til6 al animal con un volumen corriente de 1 ml/100 g. A tra-
vés de laparotomia media se inyectaron 100 U/100 g de hepa-
rina sédica en la vena cava inferior y a continuacidn se realizé
una esternotomia media. Tras extirpar el timo se seccionaron
la aorta abdominal, la vena cava inferior toracica y ambas au-
riculas. En ese momento se produjo la parada cardiorrespira-
toria del animal donante y se inici6 el tiempo de isquemia. A
través de la arteria pulmonar se perfundieron los pulmones
con suero fisiolégico a 4 °C. Como ultimo paso de esta fase
se ligd y secciond la trdquea con el pulmén en semiinsuflacién
y se extrajo el bloque cardiopulmonar. En éste se disecaron la
arteria, la vena y el bronquio izquierdo con seccién distal al hi-
lio de éstos. A continuacion se colocaron los manguitos y caté-
teres de venopuncién (Abbocath®, Sligo, Repiiblica de Irlanda)
cortados en cilindros de 3 mm con una base y una lengiieta
posterior de 1,5 mm. Se mantuvo el pulmén a 4 °C en suero fi-
siolégico frio hasta el momento del implante.

Implante en el receptor

Se anestesié al receptor con medetomidina (0,25 mg/kg)
subcutdnea, ketamina (50 mg/kg) intraperitoneal y atropina
(0,7 mg/kg) intramuscular. Mediante intubacién orotraqueal
se ventil6 al animal con el mismo volumen corriente que en la
extracciéon. A través de una toracotomia posterolateral iz-
quierda se disecd el hilio pulmonar y se identificaron la arte-
ria, el bronquio y las venas pulmonares. Se colocaron ligadu-
ras y pinzas microvasculares, se seccionaron los vasos y se
realiz6 un lavado intravascular con suero heparinizado. Con
posterioridad se cort6 el bronquio y se llevaron a cabo las
anastomosis con los manguitos (fig. 1). Por dltimo, tras venti-
lar y reperfundir de forma lenta el pulmén implantado, se co-
locé un drenaje pleural y se cerrd la toracotomia. Se adminis-
traron atipamezol intramuscular (1,25 mg/kg), antagonista de
la medetomidina y buprenorfina intramuscular (0,05 mg/kg).
Se aspir6 a través del drenaje para devolver a la cavidad pleu-
ral su presién negativa y, cuando el animal presentd respira-
cién espontdnea, se procedi6 a retirarlo.

Determinaciones

Todos los animales se sacrificaron a las 48 h. Se extrajo el
bloque cardiopulmonar, que se perfundié con formaldehido al
1% a través de la traquea. El pulmén se incluy6 en parafina y
se realizaron cortes longitudinales que se tifieron con hemato-
xilina-eosina. Se observaron al microscopio 6ptico las mues-
tras y se determind la presencia de signos de LIR —edema pe-
ribronquial y perivascular, congestiéon vascular, infiltrado
inflamatorio agudo (neutréfilos) y hemorragia—, asi como la
presencia de RA mediante la clasificacion internacional del
rechazo pulmonar postrasplante.
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Fig. 2. Infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular (rechazo agudo
A2) en un pulmén trasplantado con 4 h de isquemia y con escaso edema.

Desde el punto de vista clinico se valoré por inspeccién du-
rante el periodo postoperatorio la presencia de taquipnea (>
100 respiraciones/min), vocalizaciones o estridor, posturas
anémalas u ortopneicas, hemoptisis e infeccién de la herida
quirdrgica. Se realizé en todos los casos una radiografia de t6-
rax (Mobilett II, Siemens, Madrid; 55 KV y 3,2 mAs) inme-
diatamente después de la intervencion y a las 48 h, antes del
sacrificio de los animales.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante el programa informa-
tico SPSS. Se aplicaron el test de la x? y el test exacto de Fis-
her para el calculo de probabilidades.

Resultados

Efecto del tiempo de isquemia sobre la evolucion
clinica

Todos los animales del grupo 1 (tiempo de isquemia
de 4 h) presentaron una evolucién clinica satisfactoria
hasta el momento del sacrificio, salvo uno que presentd
taquipnea y estridor. Un animal del grupo 2 (tiempo de
isquemia de 6 h) tuvo taquipnea y hemoptisis aislada,
que atribuimos a una deficiente preservacion del injerto
durante la perfusidn, pero sobrevivié hasta el momento
del sacrificio. El resto de los animales de dicho grupo
tuvo una buena evolucién clinica. Un animal del grupo
3 (tiempo de isquemia de 10 h) present6 taquipnea y es-
tridor tras el implante, que también relacionamos con
una deficiente preservacién del pulmén donante, y otro
animal present6 una taquipnea bien tolerada. Ambos
animales sobrevivieron hasta el momento del sacrificio.
El resto de los animales del grupo 3 evolucioné de for-
ma satisfactoria (tabla I). No observamos ninguna infec-
cidén de la herida quirdrgica.

En el estudio radiol6gico observamos un caso de
neumotdrax izquierdo basal en el animal del grupo 3
con taquipnea leve. En todos los casos apreciamos un
aumento de densidad difuso del pulmén trasplantado,
no presente en el pulmén derecho, que relacionamos
con una LIR.

Fig. 3. Infiltrado inflamatorio linfocitario peribronquiolar y perivascular
(rechazo agudo A2) en un pulmén trasplantado con 10 h de isquemia y
con edema moderado.

Efecto del tiempo de isquemia sobre la lesion pulmonar

No se observaron diferencias significativas entre los
valores de los parametros histoldgicos indicadores de
lesién pulmonar con los distintos tiempos de isquemia
—4 h (fig. 2), 6 y 10 h (fig. 3)- a los que se sometieron
los pulmones a implantar (tabla I).

Los pulmones implantados con un tiempo de isque-
mia de 10 h se asociaron a una tendencia menor, no es-
tadisticamente significativa, a presentar hemorragia pul-
monar e infiltrado inflamatorio agudo. No presentaron
LIR y RA maés graves. En cuanto a la afectacién del
pulmén contralateral, hallamos un infiltrado inflamato-
rio agudo en el animal del grupo de 4 h con mala evolu-
cién clinica y con edema pulmonar grave en el pulmén
trasplantado.

Hubo 5 casos de RA tipo A2 (2 animales del grupo 1;
uno del grupo 2, y 2 del grupo 3) y 2 casos de RA tipo
Al (un animal del grupo 1 y otro del grupo 3).

TABLAI
Efecto del tiempo de isquemia en la evolucion clinica,
la lesion de isquemia-reperfusién y el rechazo agudo

Tiempo de isquemia
Variable P
4h | 6h | 10h
Evolucién clinica 0,711
Buena 4 4 3
Mala o fallecimiento 1 1 2
Edema 0,711
Nulo o leve 4 3 4
Moderado-grave 1 2 1
Congestion vascular 0,343
Nula o leve 2 2 4
Moderada-grave 3 3 1
Hemorragia 0,036
No 3 1 5
Si 2 4 0
Rechazo agudo 0,343
No 2 4 2
Si 3 1 3
Infiltracién neutréfila 0,099
No 3 5 5
Si 2 0 0
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TABLA 1T
Efecto de la lesion de isquemia-reperfusion y del rechazo
agudo en la evolucion clinica

Evolucion
Variable P
Buena Mala-fallecimiento
Edema > 0,05
Nulo o leve 8 3
Moderado-grave 3 1
Congestion > 0,05
Nula o leve 6 2
Moderada-grave 5 2
Hemorragia 0,604
No 6 3
Si 5 1
Rechazo agudo 0,282
No 7 1
Si 4 3
Infiltracion neutréfila 0,476
No 10 3
Si 1 1
TABLA III
Relacion del edema con la gravedad de la lesién pulmonar
Edema
Variable P
Nulo o leve | Moderado-grave
Congestion > 0,05
Nula o leve 6 2
Moderada-grave 5 2
Hemorragia 0,235
No 8 3
Si 1 3
Rechazo agudo > 0,05
No 6 2
Si 5 2
Infiltracion neutrofila 0,476
No 10 3
Si 1 1
TABLA 1V
Relacion del rechazo agudo con la lesion de isquemia-reperfusion
Rechazo agudo
Variable P
No Si
Edema > 0,05
Nulo o leve 6 5
Moderado-grave 2 2
Congestion 0,619
Nula o leve 5 3
Moderada-grave 3 4
Hemorragia 0,608
No 4 5
Si 4 2
Infiltracion neutréfila > 0,05
No 7 6
Si 1 1

Efecto de la lesion de isquemia-reperfusion
y del rechazo agudo en la evolucion clinica

No hubo modificaciones significativas en la evolucién
clinica de los animales trasplantados por la gravedad del

edema ni por la presencia y gravedad de los otros signos
de LIR y RA (tabla II).
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Relacion de la lesion de isquemia-reperfusion
y del rechazo agudo

No observamos que la gravedad del edema se rela-
cionara significativamente con un grado mds grave de
congestion vascular, infiltrado inflamatorio y RA, aun-
que se apreci6 una tendencia no significativa a acompa-
flarse de hemorragia (tabla III). E1 RA no se relaciond
con la presencia y gravedad del resto de los parametros
indicadores de LIR (tabla IV).

Discusién

El dafio pulmonar ocasionado por la LIR y el RA si-
gue siendo una causa significativa de morbilidad y mor-
talidad precoces tras el TP?%. Uno de los aspectos mads
controvertidos del TP en la clinica humana es el tiempo
de isquemia maximo que puede soportar el érgano hasta
ser trasplantado®®. En la actualidad se acepta que éste
debe estar entre las 6 y 8 h'*6, No obstante, existen du-
das razonables de que estos valores no puedan ser supe-
rados>>S. Los datos que aqui presentamos, si bien los
calificamos de preliminares, indican que el pulmén po-
dria soportar tiempos de isquemia superiores a los con-
siderados en la actualidad como limites. Al igual que en
otros estudios, hemos realizado TP experimentales con
éxito sin que hayamos evidenciado una LIR y un RA
mds graves®'?.

El edema pulmonar se considera el mdximo exponen-
te del dafio tisular producido por la LIR. Es el responsa-
ble de la disfuncién del pulmén trasplantado, y la evolu-
cién clinica tras el TP se relaciona con el tiempo de
isquemia. En estudios experimentales en ratas, a partir
de las 48 h del TP puede observarse un grado variable
de edema y congestion alveolar, infiltrado leucocitario
de predominio mononuclear, hemorragia y necrosis,
ademads de los correspondientes signos de RA!!.

En nuestro estudio no observamos que la gravedad de
la LIR se haya relacionado con una peor evolucién cli-
nica de los animales trasplantados. Esto podria deberse
a que hemos realizado trasplantes unilaterales izquier-
dos, y el pulmén derecho tiene una importante reserva
funcional respiratoria en estos animales. Esta circuns-
tancia podria ser una limitacién a la hora de valorar los
aspectos clinicos de nuestro trabajo.

La rata es un buen modelo para el estudio del RA y
su relacion con la LIR, dado que el RA aparece de for-
ma mds precoz que en otros mamiferos'!, como el perro
o el humano. Se ha descrito reiteradamente que la pre-
sencia y el grado de RA podian estar relacionados con
la gravedad de la LIR. En el estudio de Shiraishi et al'?
se observo que, si bien la LIR predispone a la aparicién
del RA, la gravedad de éste no se relaciona con la LIR.
Nuestros datos apoyan estas afirmaciones, puesto que
no hemos hallado una relacién entre la LIR y la presen-
cia y gravedad del RA. La tendencia a acompaiiarse de
hemorragia indica que la lesion tisular en estos casos de
LIR grave es importante y se asocia a una alteracién
vascular del coeficiente de filtracién capilar!'>14,

La afectacion del pulmén contralateral es un hallazgo
frecuente en los TP unilaterales o en los estudios de re-
perfusién unilateral'>. Nosotros no hemos hallado esa
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relacién en nuestra serie. S6lo hemos podido observar
que, cuando se presenta esta afectacion contralateral,
hay un edema grave en el pulmén trasplantado.

Los pulmones implantados con un tiempo de isque-
mia prolongado (10 h) no sélo no han presentado un ma-
yor grado de lesién pulmonar, sino que ademds se han
asociado a una tendencia menor, aunque no estadistica-
mente significativa, a presentar hemorragia pulmonar e
infiltrado inflamatorio agudo.

Concluimos que, en nuestro estudio, el tiempo de is-
quemia pulmonar prolongado, de 10 h, no se asocia a
LIR ni RA mds graves, ni a una peor evolucion clinica.
El RA no se relaciona con la presencia y la gravedad de
la LIR. Serdn necesarios mds estudios que determinen
cudl es el tiempo de isquemia maximo que pueden so-
portar los pulmones. Esto podria ayudar a aumentar la
oferta de donantes de regiones periféricas a centros tras-
plantadores de referencia.
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